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TITULO DEL REPORTE TECNICO

Efecto agudo de la dieta y del ejercicio aerdbico sobre el metabolismo
energético y la utilizacion de macronutrientes en personas sanas.

Resumen del reporte técnico en espafiol (maximo 250 palabras)

Dentro de los estudios consultados encontramos una estrecha relacion entre la ingesta de
energia a expensas de los carbohidratos y las probabilidades de padecer obesidad. Por lo
que este trabajo tuvo como objetivo el evaluar el efecto de un alimento alto en
carbohidratos y el ejercicio fisico sobre la tasa metabdlica en sujetos masculinos con
obesidad.

En el proyecto participaron 11 adultos (28.09 *+ 7.53 afios) masculinos con obesidad
(IMC 34.17 + 3.76 kg/m2), los cuales cumplieron con cuatro sesiones. Se realizd una
medicion de calorimetria indirecta al inicio del proyecto y la determinacion de
composicion corporal. Mediante la prueba de ejercicio a la maxima oxidacion de grasas
y la prueba de esfuerzo maximo se obtuvieron los datos necesarios para elaborar una
sesion de caminata en banda sin fin a la intensidad de maxima oxidacion de grasas.

Seguido a esto consumieron un alimento alto en carbohidratos en forma de batido y



finalmente se midieron los datos de la tasa metabolica basal de los Gltimos 15 minutos
de las 3 horas posteriores.

El consumo del alimento alto en carbohidratos incrementd la oxidacion de carbohidratos
durante la segunda hora posterior al alimento, disminuyendo durante la tercera hora post
alimento a valores similares a los registrados en la primera hora post alimento. Mientras
que en la oxidacion de lipidos se observd un efecto inverso. La proporcion de
carbohidratos oxidados fue de 6 veces por arriba la de las grasas.

El alimento propicié que en la jerarquizacion de utilizacion de sustratos fueran los
carbohidratos la fuente de energia predilecta. Comprobando que un consumo elevado de
carbohidratos termina por disminuir la tasa de oxidacion de lipidos, aun al combinarse

con la realizacion de ejercicio a la intensidad de maxima oxidacion de grasas.

Resumen del reporte técnico en inglés (maximo 250 palabras):

In the studies consulted, we found a close relationship between energy intake at the
expense of carbohydrates and the probability of obesity sufferers. Therefore, this work
aimed to evaluate the effect of high-carbohydrate food and physical exercise on
metabolic rate in obese male subjects. The project involved 11 obese male adults (28.09
+ 7.53 years) (BMI 34.17 £ 3.76 kg/m2) who completed four sessions. An indirect
calorimetry measurement was performed at the beginning of the project, and body
composition was determined. The necessary data were obtained through the exercise test
at maximum fat oxidation and the maximum effort test to prepare a treadmill walking
session at the intensity of maximum fat oxidation. After this, they consumed a high-
carbohydrate food in the form of a shake, and finally, the data on the basal metabolic
rate of the last 15 minutes of the following 3 hours were measured. Consumption of
high-carbohydrate food increased carbohydrate oxidation during the second hour after
the meal, decreasing during the third hour to values like those recorded in the first hour

after the meal.



Meanwhile, in lipid oxidation, an inverse effect was observed. The proportion of
oxidized carbohydrates was 6 times higher than that of fats. The food caused
carbohydrates to be the preferred energy source in the substrate use hierarchy. Proving
that high carbohydrate consumption decreases the lipid oxidation rate, even when

combined with exercise at the intensity of maximum fat oxidation.

Palabras clave: Lipid oxidation, nutrition, Physical exercise.

Usuarios potenciales (del proyecto de investigacién)
Deportistas
Reconocimientos

Universidad Autdbnoma de Ciudad Juarez

1. Introduccion

Dentro de los mdltiples estudios consultados que buscan, al igual que este proyecto,
encontrar una respuesta certera sobre la relacion de la ingesta de energia a expensas
de los carbohidratos y las probabilidades de padecer obesidad, se pudieron encontrar
resultados diversos. Esta variabilidad se puede comprender mejor si se toma en
cuenta que los estudios difieren en las caracteristicas de la poblacion estudiada (raza,
edad, género, etc.). De ahi la importancia de este proyecto, ya que permitira obtener
datos sobre la relacion entre el consumo de carbohidratos y las cifras de obesidad

registradas en la poblacion, ayudando a disminuir este problema.

Una de las interrogantes sobre los carbohidratos ingeridos es la forma como se
metabolizan posterior al ejercicio y cudl es la forma correcta de propiciar esta

interaccidn para que la oxidacion de grasas no se vea disminuida. Por lo que, en el



presente proyecto, una de las prioridades es conocer la manera en la que una dieta
alta en carbohidratos, combinada con ejercicio, alteran la tasa metabdlica y la

utilizacién de este macronutriente.

Por lo anterior, se plantea la siguiente pregunta de investigacién: ¢Cudl es el efecto

de un alimento alto en carbohidratos y el ejercicio fisico sobre la tasa metabdlica?

2. Planteamiento
Antecedentes
Para que exista un buen desarrollo de los componentes del peso corporal, es necesario
que el organismo este en buenas condiciones de nutricion y salud. El desequilibrio entre
el consumo de alimentos y los requerimientos energéticos bien sea por déficit o exceso,

tiene consecuencias en la composicién corporal.

Diversos estudios reportan diferencias en composicion corporal, relacionadas con el tipo
de alimentacion. El sobrepeso y la obesidad se caracterizan por un acumulo excesivo de
grasa corporal, como consecuencia de un ingreso caldrico superior al metabolismo basal
y el requerido por cualquier actividad fisica. Por el contrario, en estados de desnutricién
las reservas tanto de masa corporal magra como de masa grasa estan disminuidas

(Vargas y Lancheros, 2011).

Al encontrarnos en estado de reposo la energia utilizada se deriva predominantemente de
la oxidacion de carbohidratos y grasas. La glucosa en sangre, los acidos grasos libres en
plasma, el glucégeno muscular y los triacilgliceroles intramusculares son importantes

sustratos para la produccion de energia en los musculos esqueléticos (Mul et al., 2015).

El realizar actividad fisica que exceda el 65% del consumo maximo de Oz (VO2zmax) se
produce un cambio importante en la jerarquizacion de la contribucion de los

macronutrientes para la obtencion de energia. A medida que aumenta la intensidad de la



actividad fisica la oxidacion de carbohidratos se ve facilitada, reportandose una
disminucién significativa de la oxidacion de lipidos (Purdom et al., 2018). Las dietas
que tienen mayores proporciones de un macronutriente especifico han demostrado
favorecer en mayor grado la capacidad para oxidar dicho nutriente, teniendo asi que el
consumo de una dieta alta en carbohidratos aumenta las concentraciones de glucogeno y

disminuye las de triacilgliceroles intramusculares (Purdom et al., 2018).

En un metaanalisis publicado por Sartorius et al., en el 2018, donde estudiaron la
asociacion entre dietas altas y bajas en carbohidratos y la obesidad, no encontraron
relacion alguna entre dicha ingesta y el desarrollo de obesidad. Sin embargo, parece ser
que el efecto de la dieta depende del tipo de poblacion estudiada, ya que en poblacion
hawaiana multiétnica (66% del total de la muestra agrupada) la alta ingesta de
carbohidratos aument6 en 7.7% el riesgo de obesidad. Por el contrario, en los Estados
Unidos de Norte América, las tres Encuestas Nacionales de Examen de Salud y
Nutricion (15.71% del total de la muestra agrupada), indicaron que no hay un mayor

riesgo o un menor riesgo de obesidad.

Los roles opuestos de los carbohidratos en la dieta también estan respaldados en la
literatura que demuestra que los carbohidratos simples promueven la obesidad, mientras
que los carbohidratos complejos pueden tener el efecto contrario. Sin embargo, la
informacion dista mucho de ser concluyente y los estudios no aportan pruebas
suficientes sobre el riesgo de obesidad en relacién con las diferentes categorias de
carbohidratos (Sartorius et al., 2018).

2.1 Marco tedrico
Obesidad

A manera general, la obesidad es una enfermedad crénica en la cual se involucran

aspectos genéticos, ambientales y de estilo de vida (Barquera et al., 2010), encontrando



en la persona que la padece un incremento anormal del tejido adiposo. El exceso de peso
corporal se reconoce actualmente como uno de los retos mas importantes de la Salud
Pablica en el mundo debido a su magnitud, la rapidez de su incremento y el efecto

negativo que ejerce sobre la salud de la poblacion que la padece (Dévila et al., 2015).

Segun lo reportado en México por la Encuesta Nacional de Salud (ENSANUT) medio
camino 2016, en nuestro pais la poblacion de hombres adultos de méas de 20 afios
presenta una prevalencia del 27.7% de obesidad siendo un 16.8% mas alta en zonas
urbanas en contraste con las zonas rurales. Contrario a los propdsitos en materia de
salud, en el periodo de tiempo transcurrido entre la realizacion de la ENSANUT 2012 y

la ENSANUT medio camino 2016 se produjo un aumento en la prevalencia del 0.9%.

La ENSANUT medio camino 2016 registrd que la prevalencia del 27.7% se distribuye
por grado de obesidad de la siguiente manera: 18.5% para obesidad grado 1, 7.5% para

obesidad grado 2 y 1.7% para obesidad grado 3.

Para el estado de Chihuahua los datos mas recientes son los publicados en la ENSANUT
2012, donde se muestra una prevalencia del 28.4% en el grupo de hombres adultos de
mas de 20 afios, siendo la prevalencia nacional en ese mismo afio del 26.8%. Por tipo de
localidad, en la zona urbana se encuentra un 30.1% de prevalencia, mientras que en la
zona rural se cuenta con un 18.6%. La clasificacion de la obesidad en un individuo sirve
para identificar a sujetos en quienes una intervencion oportuna podria prevenir la
aparicion de obesidad, comorbilidades o complicaciones, para evaluar el tratamiento y
mejorar el prondstico de los pacientes. Asi mismo, permite determinar a aquellos con

mayor riesgo de morbimortalidad (Barquera et al., 2010).
Dieta

Definida como el conjunto de alimentos o mezclas de alimentos que se consumen

habitualmente, haciendo referencia también al régimen que, en determinadas



circunstancias, realizan personas sanas, enfermas o convalecientes en el comer y beber
(Britos et al., 2010).

Para garantizar la buena calidad de la dieta consumida por la poblacion, se han creado
guias alimentarias en la mayoria de los paises, sumando a esto las recomendaciones de
instituciones como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), encargdndose de
difundir el principio de alimentacion saludable a través de la sugerencia en las
proporciones adecuadas para integrar macro y micronutrientes. De acuerdo con las
recomendaciones emitidas por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion, la Organizacion Mundial de la Salud y la Universidad de
las Naciones Unidas, se recomiendan los siguientes porcentajes para el contenido

aceptable de cada macronutrimento:

e Carbohidratos: del 50 al 70% de las calorias totales diarias requeridas,
distribuidos de la siguiente manera: 40 a 45% complejos y de 20 a 25%

carbohidratos simples.

e Proteinas: del 10 al 15% de las calorias totales diarias requeridas, dando
preferencia a las de origen vegetal (combinando cereales con leguminosa) y

pocas de origen animal.

e Lipidos: del 20 al 25% de las calorias totales diarias requeridas, distribuidos de la
siguiente manera: 8% como acidos grasos saturados, 12 a 15 % como &cidos

grasos monoinsaturados y 10 a 15% como poliinsaturados.

Los alimentos de mejor calidad nutricional (hortalizas, frutas, lacteos, carnes magras de
todo tipo, huevos, granos, pastas, legumbres, pan y aceites vegetales) deberian
representar un 80-85% de las calorias ingeridas. El resto constituye el margen para
incluir productos de mayor densidad caldrica y menor contenido de nutrientes (Suarez et
al., 2017).



Sin embargo, en nuestro pais se vive una transicién nutricional, lo que se traduce en
modificaciones en la estructura de la dieta, donde aumenta el consumo de comida
preparada fuera de casa, la cual contiene de manera usual alimentos procesados que son
adicionados con altas cantidades de grasas, azlcar y sal, sin dejar pasar que la actividad
fisica se ha visto disminuida de forma importante en la poblacion (Barquera et al.,
2010).

Ejercicio

Se define como actividad fisica a toda actividad muscular que incrementa el gasto
metabolico basal. Partiendo de la definicion anterior el ejercicio fisico es un tipo de
actividad fisica que presenta una estructura definida. De esta manera, una actividad
fisica cotidiana como caminar, puede transformarse en ejercicio fisico cuando se
estructura bajo cierta programacion que incluye, intensidad, duracion y frecuencia de la

actividad (Jorquera y Cancino, 2012).

A menudo los cambios en los habitos relacionados a la actividad fisica son consecuencia
de cambios ambientales y sociales vinculados al desarrollo y la falta de politicas de
apoyo en sectores como la salud, transporte, planeamiento urbano, medio ambiente y

educacion (Jorquera y Cancino, 2012).

Para contrarrestar los efectos negativos que el sedentarismo puede causar en la
poblacion general, el Centro para el Control y Prevenciéon de Enfermedades, el Colegio
Americano de Medicina del Deporte y la Asociacion Americana del Corazén han creado
recomendaciones sobe la préactica de actividad fisica, enfatizando lo siguiente para los

adultos con exceso de peso:

e Acumular por lo menos de 60 a 90 minutos de actividad fisica moderada, por lo

menos 5 dias a la semana (de preferencia todos los dias) (Matsudo, 2012).



Es importante mencionar que el ejercicio de tipo aerdbico debe predominar sobre el
anaerobico. El ejercicio aerdbico es de tipo continuo y utiliza preferentemente los
grandes grupos musculares. ElI combustible que se utilizard en forma predominante
durante el ejercicio, depende fundamentalmente de la intensidad del mismo. Durante
gjercicios continuos de baja intensidad, el combustible que predomina son los lipidos,
pero a medida que la intensidad del ejercicio aerdbico se incrementa, la contribucion de

los carbohidratos va creciendo (Jorquera y Cancino, 2012).

Entre los instrumentos existentes para medir la actividad fisica se puede mencionar el
Cuestionario Internacional de Actividad Fisica (IPAQ), propuesto por la OMS como un
instrumento a utilizarse para vigilancia epidemioldgica a nivel poblacional. El indicador
de actividad fisica se expresa tanto de manera continua, en MET-minutos/semana, como
de manera categoérica, clasificando el nivel de actividad fisica en bajo, moderado o alto.
Los METs son una forma de calcular los requerimientos energéticos, son multiplos de la
tasa metabolica basal y la unidad utilizada, MET-minuto, se calcula multiplicando el
MET correspondiente al tipo de actividad por los minutos de ejecucion de la misma en

un dia o en una semana (Seron et al., 2010).

Tasa metabdlica basal

La tasa metabolica basal (TMB) es la fraccién del gasto energético consumida por un
sujeto que esta acostado, en reposo fisico y mental, tras 12 horas de ayuno (Suarez y
Gonzélez et al., 2017). Representa la integracion de la actividad minima de todos los
tejidos del cuerpo en condiciones de equilibrio. Mitchell, la defini6 como la “tasa
minima de gasto energético compatible con la vida”. Constituye del 60 al 70% del gasto
energético diario en la mayoria de los adultos sedentarios, en tanto, en los individuos
fisicamente muy activos es de aproximadamente el 50%. Sobre sus valores tienen

influencia factores no modificables, como la edad y el género, pero también puede variar



en funcién al nivel de entrenamiento fisico del sujeto, asi como de su composicién
corporal, dependiendo tanto del peso total como de las proporciones de masa grasa
(MG) y masa muscular (MM) (Vargas y Lancheros, 2011).

Siendo la proporcién de masa libre de grasa o masa magra el principal factor individual

que determina el consumo de energia en reposo (Suarez et al., 2017).

El metabolismo basal expresado como tasa metabélica basal (TMB), es diferente a la
tasa metabdlica en reposo (TMR) o al gasto energético en reposo (GER). Este ultimo se
obtiene cuando la determinacion se hace en reposo y en las condiciones descritas para la
tasa metabdlica basal pero no en ayuno, incluyendo por tanto la energia utilizada para el

aprovechamiento bioldgico de los alimentos.

Estas mediciones, difieren en menos del 10% y ambos términos se tienden a utilizar
indistintamente, en la actualidad se utiliza méas la denominacién de GER (Vargas y
Lancheros, 2011).

3. Objetivos (general y especificos)
Evaluar el efecto de un alimento alto en carbohidratos y el ejercicio fisico sobre la

tasa metabdlica en sujetos adultos masculinos con obesidad.

4. Metodologia

Disefio del estudio

El presente estudio se defini6 como un ensayo clinico transversal comparativo.
Teniendo que las variables a comparar seran los datos obtenidos para la tasa metabdlica

basal en los diferentes estadios del protocolo.



Muestra de estudio

Durante un periodo de cuatro semanas participaron como sujetos de estudio a 11 hombres
pertenecientes en su mayoria a los diferentes institutos que conforman a la Universidad
Auténoma de Ciudad Juarez (UAC)).

Consideraciones éticas

El proceso de recoleccion de datos dio inicio una vez que se cont6 con la aprobacion del

comité de ética de la Universidad Auténoma de Ciudad Juarez

Criterios de inclusién

Al reclutar a los 11 hombres se contemplaron como criterios de inclusién a los siguientes

puntos:
e Edad: Entre 20 y 45 afios
e IMC: Igual o mayor a 30 kg/m?
e Porcentaje de grasa corporal: Igual o mayor a 25%

e Nivel de actividad fisica: Bajo acorde al Cuestionario Internacional de
Actividad Fisica (IPAQ), lo que es igual a la realizacién de dos o menos dias

de ejercicio estructurado a intensidad moderada por semana

e Historial clinico: Sin antecedentes de enfermedades fisiologicas, metabodlicas o

incapacidades fisicas

Criterios de exclusion

La exclusién de posibles sujetos de estudio se llevo a cabo al confirmar el
incumplimiento de los criterios de inclusion, sumando a esto la falta de disposicion para

acudir a las 4 sesiones necesarias.
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Procedimientos
Estructuracion del alimento

Se formul6 un alimento en presentacion de batido con un contenido alto en carbohidratos,

siendo sus caracteristicas principales las siguientes:

e EIl contenido energético fue adaptado a los requerimientos individuales de cada
sujeto, el cual fue estimado haciendo uso de la calorimetria indirecta y el IPAQ.
El batido aporto el 25% de las calorias requeridas al dia por cada uno de los
sujetos.

e EIl 70% del contenido energético fue aportado por carbohidratos, 15% por grasas
y 15% por proteinas.

e De los carbohidratos el 50% de ellos fueron complejos, mientras que el otro 50%
fueron carbohidratos simples.

e Los ingredientes utilizados y las marcas comerciales que los distribuyen se

muestran a continuacion en la tabla 1.

Tabla 1. Ingredientes contenidos en el batido.

Ingrediente Marca comercial
Avena integral y sémola de trigo 1 minuto
Manzana Golden delicious
Leche light (1%) LALA
Aceite de coco 100% puro LouAna

Tres de los ingredientes utilizados (avena, leche y aceite de coco) fueron sometidos a
analisis proximales por triplicado para aumentar la exactitud de los resultados obtenidos
utilizando los métodos establecidos por la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales
(AOAC) (tabla 1). Esto sirvi6 como herramienta para definir el contenido de
macronutrientes aportados por ingrediente y determinar la cantidad en gramos necesaria
para asegurar que cada uno de los 14 batidos cumplié con los requerimientos energéticos

y de macronutrientes previamente calculados.
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Tabla 2. Métodos establecidos por la AOAC utilizados en esta investigacion

Método utilizado para cada ingrediente

Contenido a medir Avena integral y sémola de trigo Manzana Leche light (1%) |[Aceite de coco 100% puro
Humedad 926.12 Su contenido de 926.12 926.12
Cenizas 945.46 macronutrientes, 945.46 945.46
Proteina cruda 991.2 humedad y cenizas 991.2 991.2

Lipidos totales

Extraccidn Soxhlet

fue obtenido por

Método de Gerber

Método de Gerber

medio de la base de
datos del
departamento de
agricultura de los
Estados
Unidos(USDA).

Determinado por
diferencia
(carbohidratos -
100- 3 de célculos
anteriores)

Determinado por
diferencia (carbohidratos -
100- 5 de calculos
anteriores)

Determinado por diferencia
(carbohidratos - 100 - y de
calculos anteriores)

Carbohidratos totales

Fuente: AOAC, 2015.

Sesiones de trabajo con los sujetos de estudio

El trabajo dentro del laboratorio para el cual se requirié la cooperacion de los sujetos de

estudio se dividio en cuatro sesiones, realizando una por semana.

Sesién 1: Explicacién del proyecto v entrega de formatos

De primera instancia, se registraron los valores de peso y talla para asegurar que los
hombres interesados en el proyecto contaron con un IMC que permitié incluirlos. Esto se
realizd haciendo uso de una bascula digital (DETECTO) y un estadimetro de pared
(SECA 206).

Se les informd a los sujetos todo lo referente a este proyecto. Al encontrarse dispuestos a
realizar las pruebas necesarias y estar de acuerdo con los términos acordados, se les pidio
que firmaran la carta de consentimiento informado (anexo 2). Aunado a esto,
proporcionaron los datos necesarios para el llenado del Cuestionario Internacional de
Actividad Fisica (IPAQ) (Anexo 3), el cuestionario de registro de habitos alimentarios

para una semana (anexo 4) y el cuestionario del estado de salud general (anexo 5).

Sesién 2: Calorimetria indirecta y determinacion de composicion corporal

Como requerimiento para llevar a cabo esta sesion, se les pidi6 a los voluntarios que

llegaran al laboratorio con un ayuno previo de por lo menos 8 horas, sin consumir
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bebidas alcohdlicas, café o té y con un periodo de descanso de al menos 8 h para lograr
datos confiables en la medicion de la tasa metabolica en reposo por medio de calorimetria

indirecta, haciendo uso del analizador de gases (CORTEX Metalyzer 3B, Alemania).

Ademas, se valord la composicion corporal (masa grasa y masa libre de grasa) de cada
uno de los 11 hombres por medio de la pletismografia por desplazamiento de aire
(COSMED BOD POD, USA).

Sesion 3: Prueba de méxima oxidacion de grasas (FatMax) y prueba de esfuerzo

Para comenzar con esta parte del trabajo experimental, los sujetos de estudio llegaron al
laboratorio con un ayuno previo de entre ocho y doce horas en macronutrientes disefiada
para cubrir el 30% del requerimiento energético diario individualizado. Los porcentajes

aportados por cada macronutriente al valor calérico total fueron los siguientes:

e Carbohidratos: 50%
e Lipidos: 20%

e Proteinas: 30%

Para esto se hizo uso del valor obtenido en la medicion de la tasa metabdlica en reposo y
la formula de Harris-Benedict para la integracion de los factores que determinaron la
estimacion del gasto energético total, teniendo como meta principal la 6ptima realizacion

de las pruebas siguientes.

. Prueba de maxima oxidacion de grasas (FatMax): Al inicio se colocé el
pulsimetro (POLAR T61- CODED) que permitié monitorear la frecuencia cardiaca
durante toda la sesion y la mascarilla que sirvi6 como medio para la calorimetria
indirecta. Se llevo a cabo una primera puncion capilar para obtener la muestra de sangre
que hizo posible la medicion de los niveles de lactato en estado basal (Nova biomedical-
LACTATE PLUS). Una vez registrado este valor se hizo una medicién de 5 minutos de
la tasa metabdlica basal. Contando con el registro de los datos basales (frecuencia
cardiaca, lactato en sangre y tasa metabdlica basal) el sujeto fue posicionado en la banda
sin fin (Quinton Q-strees TM-55).
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El trabajo en banda sin fin fue dividido en etapas con una duracion de tres minutos cada
una. Se comenzo con una velocidad de 1.9 mill/ h, incrementando 0.6 mill/ h cada tres
minutos, donde el porcentaje de inclinacion se mantuvo estable a lo largo de la prueba.
Antes del término de cada una de las etapas se tomaron nota de los valores dados para la
frecuencia cardiaca, la escala de percepcion del esfuerzo de Borg y los niveles de lactato
en sangre (se realiz6 una puncién capilar). Dando por terminada la prueba al momento en

el que los sujetos llegaron a un RQ de 1.00.

. Prueba de esfuerzo (VO2 max): Se implementd de manera inmediata al término de
la prueba del FatMax (sin detener el calorimetro y la banda sin fin). Al aumentar la
velocidad en cada etapa, también se aumentd en 1% la inclinacion. A lo largo de las
etapas, el porcentaje de frecuencia cardiaca méaxima siguié siendo monitoreado. La
prueba termind en el momento en que los sujetos indicaron que alcanzaron su maximo
esfuerzo, disminuyendo la velocidad e inclinacion a valores que les permitieron

estabilizar su frecuencia cardiaca.

Con los datos arrojados, se desarrolldé de manera individualizada una sesion de 60

minutos en banda sin fin para cada uno de los sujetos.

Sesion 4: Realizacion de una hora de ejercicio al FatMax y consumo del alimento

Nuevamente, los sujetos llegaron al laboratorio con un ayuno de entre 8 y 12 horas,
habiendo consumido la misma cena que les fue proveida antes de la sesién 3. Por un
periodo no mayor a media hora se midio la tasa metabolica en reposo, subsecuentemente,
dio inicio la sesién de ejercicio (60 minutos continuos) en banda sin fin, dividida en 6
periodos con una duracion de 10 minutos cada uno. Este ejercicio fue realizado a la
intensidad en la que cada uno de los sujetos reporto el pico maximo de oxidacion de
grasas (dato arrojado por la prueba FatMax). En conjunto mostraron valores expresados
en media y desviacion estandar para la intensidad del ejercicio realizado de 32.82 £ 5.75
% del VO2max.

Para asegurar que el ejercicio se estuvo realizando conforme a lo sugerido por la prueba

FatMax se llevo registro de los valores de frecuencia cardiaca, concentraciones de lactato
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en sangre y escala de percepcién del esfuerzo de Borg, iniciando por los datos basales y
terminando el monitoreo 20 minutos después de concluido el trabajo en banda sin fin. Al

término del trabajo se continu6 midiendo la tasa metabdlica en reposo por una hora.

El batido previamente elaborado y conservado a manera de que su calidad no se viera
afectada fue consumido una vez retirada la mascarilla, donde no fueron necesarios mas de

30 minutos para la toma del mismo.

Se realiz6 el monitoreo de los valores para la tasa metabolica en reposo durante las 3
horas posteriores al consumo del alimento haciendo uso del analizador de gases

Unicamente durante los ultimos 15 minutos de cada hora.

Andlisis estadistico

El analisis de la distribucion de los datos para cada variable se realizé mediante el test de
Shapiro-Wilk. Se utilizaron pruebas para variables dependientes: ANOVA de medidas
repetidas o prueba de rango con signo de Wilcoxon, dependiendo de la condicion de

normalidad de las variables.

El tamafio del efecto del alimento sobre la tasa de oxidacion de carbohidratos, tasa de
oxidacion de lipidos y tasa metabdlica en reposo se estimd mediante la d de Cohen (d =
0,20, tamario del efecto pequefio; d = 0,50, tamafio del efecto mediano; d = 0,80, tamafio

del efecto grande).

Los datos recopilados a lo largo de este proyecto se expresaron como media y desviacion
estandar. El paguete estadistico SPSS 25 de Windows se empleo para este analisis, donde

se mantuvo una confiabilidad del 95 % (p <0.05).
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5. Instituciones, organismos o empresas de los sectores social,

publico o productivo participantes (Si aplica)

6. Resultados

Dentro de la tabla 3 se encuentran descritas las caracteristicas de los 11 sujetos que
cumplieron con los criterios de inclusion y que por lo tanto formaron parte de este
proyecto. Los valores de media y desviacion estandar en el IMC muestran que el
conjunto de individuos se encontraba oscilando entre las categorias de obesidad grado
1y 2. El porcentaje de masa grasa deja en claro que los sujetos efectivamente
presentaban obesidad, lo que se ve relacionado con el bajo nivel de actividad fisica

que realizaban por semana.

Tabla 3. Caracteristicas de los sujetos incluidos en el estudio, n=11.

Edad (afios) 28.09 + 7.53
Peso corporal (kg) 102.01 + 15.97
Estatura (m) 1.72+£0.08
IMC (kg/ m?) 34.17 +£3.76
Masa grasa (%) 38.32+£5.33
Masa grasa (kg) 39.30 £ 9.25
IMG (MG/ m?) 13.23 £ 3.00
Masa libre de grasa (%) 61.62 £ 5.34
Masa libre de grasa (kg) 62.65 + 9.62

Los valores se presentan como medias + DE.

La dieta habitual de los sujetos de estudio presento un elevado consumo de lipidos y
proteinas, mientras que su ingesta de carbohidratos oscilo entre ligeramente baja y

normal (tabla 4).
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Tabla 4. Dieta habitual promedio de los sujetos incluidos en el estudio

Dieta habitual promedio (n=11)

Energia (kcal) 2109 + 691
Carbohidratos (%) 46.50 + 6.52
Lipidos (%) 33.00 £ 6.97
Proteinas (%) 20.00 + 2.56

Los valores se presentan como medias + DE.

Alimento alto en carbohidratos
El andlisis proximal del alimento dejé en claro su alto contenido de humedad y
carbohidratos. Méas del 90% del batido se encontraba compuesto por dichos

componentes, lo cual es comprensible si se toma en cuenta la eleccidn de ingredientes

utilizados.

Tabla 5.Composicion del alimento por andlisis proximal

Composicion proximal (n=11)

Humedad (%) 80.74 £ 1.26
Cenizas (%) 0.64 £ 0.04
Lipidos (%) 1.50 +0.23
Proteinas (%) 2.93+0.28
Carbohidratos (%) 14.15+1.10

Los valores se presentan como medias + DE.

Los porcentajes de energia aportados por cada uno de los macronutrientes dentro del
alimento se encontraron dentro de los pardmetros establecidos al inicio del proyecto,
sin presentar una desviacion estandar amplia; alrededor de 70% para carbohidratos,

15% para lipidos y 15% para proteinas (tabla 5).

Tabla 6. Contenido energético y distribucion de macronutrientes en el alimento.
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Energia (kJ) 3380 + 624

Carbohidratos (% del VCT) 69.27 £ 0.90
Lipidos (% del VCT) 15.82£1.25
Proteinas (% del VCT) 1473 +1.35

Los valores se presentan como medias + DE.

Efectos del ejercicio

Durante la hora de ejercicio la oxidacion de carbohidratos aumento
significativamente, disminuyendo drasticamente los primeros 10 minutos posteriores
al ejercicio. Sin embargo, no llegd a niveles similares al basal hasta los 20 minutos
posteriores al ejercicio.

La oxidacion de lipidos también se vio incrementada a lo largo de la hora de ejercicio.
Durante los primeros 10 minutos posteriores a la realizacion del ejercicio, la
oxidacion disminuyd a valores inferiores a los presentados en la medicion basal. A
partir de los 20 minutos posteriores al ejercicio se recuperaron cifras similares a las
obtenidas durante la medicion basal.

Por otra parte, la tasa metabdlica solo sufrié un aumento significativo durante la hora
de ejercicio, regresando a valores similares al obtenido en la medicién basal, lo cual

se mantuvo a lo largo de la hora post gjercicio.

En la tabla 7 se especifican los valores registrados por las principales variables estudiadas
en la medicion basal y los 60 minutos posteriores al ejercicio. Estos valores indican que
todas las variables regresaron a valores similares a lo basal 1 hora después de terminado

el ejercicio.

Tabla 7. Cambios observados en las principales variables estudiadas antes y después

del ejercicio

60 minutos post
n=11 Basal L
ejercicio
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Tasa de oxidacion de carbohidratos

0.29+0.10 0.34 +0.08
(g/ hr)
Tasa de oxidacion de lipidos (g/ hr) 0.10+£0.04 0.07 £0.02
Tasa metabdlica basal (kJ/ hr) 495.92 £ 107.50 498.12 £ 80.90
RQ 0.87 £ 0.04 0.89 +0.03

Los valores se presentan como medias + DE.

Efectos del alimento

Al consumir los sujetos de estudio el alimento alto en carbohidratos se pudo observar
un incremento significativo en la oxidacion de carbohidratos durante la segunda hora
posterior al alimento, disminuyendo durante la tercera hora post alimento a valores
similares a los registrados en la primera hora post alimento.

La oxidacion de lipidos registré valores significativamente disminuidos durante la
segunda y tercera hora posterior al alimento, esto al comparar dichas mediciones
contra las realizadas en tiempo basal y a la primera hora posterior al consumo del

alimento.

La tasa metabolica de los sujetos de estudio no se vio significativamente modificada
en ninguna de las horas posteriores al consumo del alimento.

El RQ mostro valores significativamente elevados durante la segunda y tercera hora
posterior al alimento, esto al comparar dichas mediciones contra las realizadas en

tiempo basal y a la primera hora posterior al consumo del alimento.

Segun el analisis estadistico realizado a los datos obtenidos antes y después del
consumo del alimento, el ingerir dicho producto tuvo un efecto mediano en la tasa de
oxidacién de carbohidratos, mientras que en las otras tres variables generd un efecto

grande (tabla 8).

Tabla 8. Tamano del efecto

d de
Cohen

n=11 Previo-A 3 h Post-A
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Tasa de oxidacion de lipidos 0.07 £0.02 0.04 £ 0.03 1.08

Tasa de oxidacién de

carbohidratos 0.34 £ 0.08 0.40 £ 0.15 0.49
Tasa metabdlica en reposo 507.95 + 456.76 +

75.96 81.72 0.78
RQ 0.89+0.03 0.93+0.06 0.78

Los valores se presentan como medias + DE.

En la tabla 9 se indica que la oxidacion total de carbohidratos durante la hora

posterior al ejercicio y las tres horas posteriores al consumo del alimento fue mayor

que la oxidacion de lipidos por aproximadamente 77 gramos (considerando las

medias de ambas variables). Mientras que durante las seis horas de protocolo la

oxidacién de carbohidratos supero por aproximadamente 130 gramos a la oxidacion

de lipidos.

Tabla 9. Oxidacidn total de sustratos no proteicos durante la Gltima sesion del

protocolo

Oxidacion total de sustratos no proteicos (n=11)

Oxidacion carbohldratos a las cuatro horas posteriores 89.71 + 30.35
al consumo del alimento (g)

Oxidacion de lipidos a las cuatro horas posterior al
ejercicio (g)

Oxidacioén de carbohidratos a las seis horas de
protocolo (g)

Oxidacion de lipidos a las seis horas de protocolo (g) 24,13 +7.83

12.86 £ 4.85

154.26 +41.17

Los valores se presentan como medias + DE.
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Productos generados.

e Dos tesis de maestria y una de doctorado.

e Cuatro articulos.

Se integraran en los anexos las evidencias.

Conclusiones

Sobre la base de los resultados obtenidos en las condiciones de este proyecto de
investigacion, se puede concluir que el consumo de un alimento alto en carbohidratos no
genera un cambio significativo de los valores dados para la tasa metabdlica en reposo,
pero si para la utilizacion de sustratos como fuente de energia. Aldn al combinarse con la
realizacion de ejercicio a la intensidad de méxima oxidacion de grasas, propicia que en la
jerarquizacion de utilizacion de sustratos sean los carbohidratos la fuente de energia
predilecta. Comprobando que un consumo elevado de carbohidratos termina por

disminuir la tasa de oxidacién de lipidos.

Mecanismos de transferencia. (Si aplica): N/A

Contribucién e impacto del proyecto: Se publicaron cuatro articulos

de investigacion y se graduaron dos alumnos.

Impacto econdmico, social y/o ambiental en la region
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Anexos

Taxonomia de los Roles de Colaborador (con las actividades

logradas)
Nombr Activida Tiempo
ede des promedio
Grado
él(la) d lograda semanal (en
e
Rol Definicién de investig Fig s horas)
contri
es los roles ador(a) ura durante dedicado al
bucié
el proyecto
n
proyect
0

Estudiantes participantes en el proyecto

Tiempo promedio

Nombre de
Matri semanal (en horas) Actividades logradas en la
estudiante(
) cula dedicado al ejecucion del proyecto
s
proyecto

Particip6 en el disefio de
Isaac Chaves . L.
171426 16 protocolos, evaluaciones fisicas y
Guevara.

analisis bioquimicos

Participé en el disefio de
Ruth Alejandra

251919 16 protocolos, evaluaciones fisicas y
Zavala Llira

analisis bioquimicos
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CONSIDERACIONES:

e Los reportes deben estar escritos en espafiol o en inglés.

e Se debe entregar en formato PDF acorde a este formato.

e FEltexto debe ser escrito en hoja tamafio carta a espacio y medio, y los
margenes deberan encontrase al menos a una pulgada (2.54 cm). La
totalidad del texto debe escribirse en minusculas, utilizando las
mayusculas sélo al principio de las oraciones y para los titulos de
capitulos.

e Se recomienda usar el tipo de letra Arial tamafio 10 o Times New
Roman tamafio 12.

e Todas las paginas deben estar numeradas en secuencia comenzando
desde la portada.

e La extension total del texto es de un minimo de 10 cuartillas y un
maximo de 30 cuartillas, con un interlineado de espacio y medio.

e Integrar en la seccidon de anexos las tablas y graficas.

e Las figuras, fotografias y tablas, seran insertadas en el cuerpo del
texto y numeradas en forma consecutiva comenzando con 1 y de
manera independiente de las tablas. El nimero y descripcion de la
figura, tabla, etc., debera colocarse antes de la misma.

e Se recomienda evitar el uso de sombras y lineas punteadas que no
permitan una legibilidad clara de imagenes.

e Las formulas y ecuaciones deben hacerse con un editor de ecuaciones
como el disponible en el procesador de textos Word. Estaran

centradas y separadas del texto. La numeracién serda consecutiva
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comenzando con el nimero 1. El nimero de la férmula deberd
encerrarse entre paréntesis y colocarse a la derecha de la formula lo
mas cercano posible al margen derecho.

Las referencias bibliograficas en el texto deben ser en cualquier estilo
reconocido como APA, MLA, ISO, etc.

Los anexos se colocaran al final del documento después de la
bibliografia, utilizando caracteres alfabéticos para distinguirlos: Anexo
A, Anexo B, etc. La informacién contenida en los anexos es importante
pero no indispensable para la comprensién del trabajo. Se
recomienda colocar en los anexos mapas, fotografias, tablas,
desarrollos matematicos, diagramas, etc.

La Taxonomia de los Roles de Colaborador, incluyendo la explicacién
de su llenado vy las actividades a desarrollar, esta disponible en los
Términos de Referencia de los Proyectos Sin financiamiento, en el
numeral 4.4.1 y en la tabla 1. Se debe integrar la tabla
correspondiente en el apartado de los anexos y (en este caso si
debera llevar los nombres de los investigadores propuestos en cada

rol).
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Abstract: Fatty acid translocase/cluster of differentiation 36 (FAT/CD36) is a multifunctional
membrane protein activated by a high-fat diet, physical exercise, fatty acids (FAs), leptin, and
insulin. The principal function of FAT/CD36 is to facilitate the transport of long-chain fatty
acids through cell membranes such as myocytes, adipocytes, heart, and liver. Under high-energy
expenditure, the different isoforms of FAT/CD36 in the plasma membrane and mitochondria bind
to the mobilization and oxidation of FAs. Furthermore, FAT /CD36 is released in its soluble form
and becomes a marker of metabolic dysfunction. Studies with healthy animals and humans show
that physical exercise and a high-lipid diet increase FAT/CD36 expression and caloric expenditure.
However, several aspects such as obesity, diabetes, Single Nucleotide polymorphisms (SNPs), and
oxidative stress affect the normal FAs metabolism and function of FAT/CD36, inducing metabolic
disease. Through a comprehensive systematic review of primary studies, this work aimed to
document molecular mechanisms related to FAT/CD36 in FAs oxidation and trafficking in skeletal
muscle under basal conditions, physical exercise, and diet in healthy individuals.

Keywords: fat oxidation; fatty acid-binding protein; scavenger receptor type B2; adenosine
monophosphate activating protein; muscle contraction; nutrients; mitochondria; sarcolemmal

1. Introduction

Obesity (body mass index >30 kg/m?) is well recognized as a global epidemic; it
is an independent risk factor for stroke, hypertension, cardiovascular disease, cardio-
vascular disease mortality, atrial fibrillation, and sudden cardiac death [1,2]. Losing
fat mass, especially in the abdominal zone or visceral adipose tissue, helps to reduce
hypertension and improve metabolic syndrome, associated systemic inflammation, and
endothelial dysfunction [1,2]. Obesity occurs when there is a chronically positive caloric
balance. This imbalance seems simple to solve but does not, because obesity is a complex
multifactorial phenomenon challenging to observe and measure in all dimensions [3,4].
Several individuals with obesity have metabolic dysregulation and adiposopathology
(fat stores in body locations where fat is not physiologically stored, such as the liver,
pancreas, heart, and skeletal muscle), also named sick fat [5]. Many non-surgical treat-
ments designed to reduce body weight and fat propose low-energy diets, increase energy
expenditure, and high fatty acids (FAs) oxidation, such as hypocaloric/ketogenic di-
ets, low and moderate-intensity physical exercise, and high-intensity interval training
(HIIT) [6-8]. However, diet and physical exercise treatments are hard to apply correctly
due to physical and psychological differences, and the gene expression variability be-
tween individuals and populations [3,9], hence the importance of continuing to study
the mechanisms that help to understand the obesity problem.

Of the genetic factors and mechanism of intermediary metabolism associated with
obesity, there are those involved in the capture, transport, and oxidation of lipids. The
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Fatty Acid Translocase/Cluster of Differentiation 36 (FAT/CD36) is responsible for the
capture and translocation of FAs across the cell membrane and the outer mitochon-
drial membrane [10,11]. The Fatty Acid Binding Proteins (FABPs) along with the Fatty
Acid Transport Proteins (FATPs) are responsible for the FAs trafficking in the aqueous
environment of cells [11]. Variations in the transcription and translation of these pro-
teins have been associated with obesity, metabolic syndrome, and neurodegenerative
disorders [12,13], disorders that could be prevented by increasing mitochondrial oxida-
tion and caloric expenditure, especially in skeletal muscle. In this sense, skeletal muscle
contributes mostly to the total caloric expenditure because of its size and function. [14].
However, it has been widely reported that skeletal muscle metabolism is altered or
works differently in subjects with obesity and diabetes compared to lean and healthy
people [15]. Baker et al. report that plasma short-chain acylcarnitine species, skeletal
muscle medium-chain acylcarnitine and FAT/CD36 increased from pre- to post-high
fat diet (HFD) in obese but not lean subjects [3]. The above mean that although fatty
acids (FAs) increase the expression of FAT/CD36, they could also impair 3-oxidation.
Pepino et al. report that the FAT/CD36 protein is regulated differently in each tissue to
adjust to particular energy needs [16]. For that, several literature reviews have focused
the implications of FAT/CD36 on FAs uptake, translocation and oxidation and its effect
on energy homeostasis and obesity [17,18], supporting the idea of reduced fatty acid oxi-
dation in the skeletal muscle of obese vs. lean individuals [18]. Given the non-conclusive
evidence observed, it was proposed to investigate, through a comprehensive systematic
review of primary studies, the relationship between human muscle skeletal FAT /CD36
expression, synthesis, and content and how diet and exercise modify them. Therefore,
this work presents the best-known mechanisms related to FAs oxidation and FAT/CD36
in human skeletal muscle, and their relationship with diet and physical exercise. The
hypothesis is that the skeletal muscle FAT/CD36 protein is regulated by nutritional
status, diet, and physical exercise. The main contribution of this work is to elucidate
the implications of FAT/CD36 on metabolic adaptations induced by nutritional status,
physic al exercise, and high fat diets in human skeletal muscle.

2. Materials and Methods
2.1. Literature Search Strategy

This review was conducted in accordance with the Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-analyses statement guidelines [19]. An exhaustive system-
atic search of electronic databases was conducted up to 9 October 2022, with previous
searches on 10 May and 5 September 2022, including MEDLINE and BIVIR as insti-
tutional database integrator [20]. Although the research protocol was not previously
published, all papers that met the inclusion and exclusion criteria were reviewed and
evaluated. The search strategy comprised the following key phrases: FAT/CD36, SR-B2,
diet, nutrition, nutrient, exercise “energy expenditure” “energy metabolism” to identify
relevant trials. The boleans and syntax used was: (FAT/CD36 OR CD36 OR SR-B2) AND
(diet OR nutrition OR nutrient) AND (exercise OR “energy expenditure” OR “energy
metabolism”). The search strategy was limited to human subjects where the option
was available. The reference lists of the incl uded studies were also examined for any
new references not found during the initial electronic search. Two reviewers indepen-
dently appraised papers (R.A.Z.L. and A.R/J.); a third reviewer (V.M.V.) was consulted
to resolve disputes.

The Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology (STROBE)
statement [21] was applied to analyze the strengths and weaknesses of the included studies
(Supplementary Table S2).
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2.2. Inclusion and Exclusion Criteria
2.2.1. Type of Study

The search included primary studies involving the uptake, transport, and oxidation
of fatty acids by FAT/CD36 protein in human skeletal muscle, with a particular interest
in dietary treatments and physical exercise. Longitudinal, cross-sectional, and crossover
designs were included, written in English, Spanish or Portuguese. No restrictions were
placed on the publication date. Animal studies were excluded from analysis.

2.2.2. Type of Participants

Human subjects.

2.2.3. Type of Interventions

Acute and long diet and physical exercise trials.

2.3. Outcomes

The primary outcomes were muscle-skeletal changes in fatty acids metabolism and
FAT/CD36 produced by diet and physical exercise. Secondary outcomes were associations
between FAT/CD36 expression and nutritional status.

2.4. Data Synthesis

Two reviewers (R.A.Z.L. and A.R.].) extracted data in duplicate and cross-checked
results. Zotero (v 6.0.15 free version for Mac, Corporation for Digital Scholarship, Fairfax,
VA, USA) was used as a Reference Manager. Outcomes (author and year of publication,
study design and population, the purpose of the study, type of intervention, and main
results on the expression and activity of FAT/CD36 protein) were extracted and archived
in a database for analysis.

3. Results
3.1. Descriptive Analysis

As shown in Figure 1, using the keywords described in the methods and the chosen
metasearch engines, we found a total of 1970 manuscripts; 342 were repeated manuscripts.
According to the inclusion criteria and the reading of titles and abstracts, 1469 were ineligible,
leaving 159 for full-text reading. Finally, 139 manuscripts were excluded: seventy-nine being
animal studies, fourteen for not presenting results on FAT/CD36, forty-five for being review
articles, and one for containing the same population and data in two different journals.

Of the twenty manuscripts eligible for the synthesis and analysis, ten were cross-
sectional, eight were longitudinal, and two were crossover studies (Table 1). In total,
three-hundred and thirteen participants were included (41.5% women), three-hundred
and three young adults, and seven older adults. Regarding their nutritional status,
208 were lean subjects, 31 were overweight, and 55 were obese. Regarding the type of
study, 117 participated in dietary studies, 172 in physical exercise studies, and 23 in both
classes. Regarding their physical activity level, 132 participants were sedentary, 121 were
moderately active, and 60 were athletes.
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Figure 1. Flow of information through the different phases of a systematic review.



J. Clin. Med. 2023, 12, 318

50f23

Table 1. Selected manuscripts according to the inclusion and exclusion criteria.

Author and Year of Publication

Design/Participats

Purpose of the Study

Characteristics of the Intervention

Output

Arkinstall, et al., 2004 [1]

Baker et al., 2015 [3]

Bergouignan et al., 2012 [22]

Cameron-Smith et al., 2003 [23]

Cheng et al., 2009 [24]

Frandsen et al., 2022 [9]

Gerling et al., 2014 [25]

Greene et al., 2012 [26]

Cross-sectional study.Seven males
moderately trained in cycling: age =35 £ 5,
BM =80.3 £ 9.5 kg.

Cross-sectional study. Twelve sedentary and
healthy caucasian males: age = 19-27 y.
6 lean: BMI < 24.9 kg/ m?2, and 6 with
obesity: BMI<30 kg/m?

Cross-sectional study. Nineteen healty
participants from 20-45 y: 9 lean men:
BMI = 19-25 kg/m?, and 10 females with
obesity: BMI = 3040 kg/m?

Crossover design.Fourteen well-trained
males: age =269 1.7y, BM =737 £ 1.7 kg.

Crossover design. Eight healthy males:
2254+ 0.3y, BMI = 22.7 + 0.5 kg/m?.

Prospective study.Fourteen well- trained
cyclists male.Seven younger: age =30+ 5y,
BM~77 kg, and 7 older: age 65 £ 6y,
BM~70 kg.

Prospective simple blind randomized study.
Thirty healthy, recreationally active males,
age~21y, BMI ~24.6 km/m?. 21 intake
omega-3 and 9 placebo.

Prospective study.Sixteen sedentary
overweight and obese partipants: 9 men,
age =41 + 2y, BMI =320 + 2.3 kg/m?;

7 women, age 52 =2y
BMI = 31.9 & 1.7 kg /m?.

To quantify the acute effect of HCD
(77.7%,) and LCD (7.7%) on energy
metabolism genes transcription.

Investigate the effects of obesity and
HFD exposure on fatty acid
oxidation and three carboxylic acids
cycle intermediates and amino acids
in skeletal muscle.

To test that obese non-diabetic
humans have an impaired ability to
adapt to an HFD.

To determine the effect of HFD on
genes expression for FATP and
-oxidation in skeletal muscle.

To determine the effect of meal GI on
GLUT4 and FAT/CD36 gene
expressions in human skeletal

muscle after a single bout of exercise.

To examines the physiologic and
metabolic impact of repeated
prolonged moderate intensity

exercise (7-10 h/day for 15
consecutive days at ~63% HR
maximal in two cohorts of younger
and old cyclists.

To examine the effects of EPA and
DHA supplementation on
whole-body RMR and the content of
proteins involved in fat metabolism
in human skeletal muscle.

To determine the association of
skeletal muscle PPAR content with
blood lipids and lipoproteins before
and after exercise.

Glycogen depletion and HIIT: 2 min 95%
and 2 min 55% of VO, peak. LCD
(0.7 g/kg of BM of CHO, 4.4 g/kg BM of
fat, 4 g/kg BM of protein) or HCD
(10 g/kg BM of CHO, 1 g/kg BM of fat,
1.9 g/kg BM of protein).

1 and 5 days of HFD: 65% fat, 15%
protein, and 25% carbohydrate and
comprise 35% of daily energy intake.

Isocaloric LFD (20% of energy) and
isocaloric HFD (50% of energy).

Five days of HFD (>65% lipids) or HCD
(70-75% carbohydrate).

60-min cycling exercise at 75% of VO,

max, and an isocaloric meal of HGI or
LGI with similar proportions of
carbohydrate, fat, and protein.

3000 km of cycling from Copenhagen,
Denmark, to Palermo, Italy over 15 days.

12 weeks of 3.0 g/day of EPA and DHA
or olive oil.

A single session or 12-week program (3

session/day) of land or water treadmill

training. 250-500 kcal/ session, 60-85%
of VO, max.

FAT/CD36 and UCP3 gene
transcriptions in skeletal muscle were
increased following an acute LCD.

HEFD increase skeletal muscle FAT/CD36
levels in obese but not in the
lean individuals.

The expression of skeletal muscle PDK 4,

FAT/CD36 and AMPK increased during

HFD in both lean and obese individuals
during HFD.

FAT/CD36 and 3-HAD gene expression
and FAT/CD36 gene abundance were
greater after HFD vs. HCD.
FAT/CD36 mRNA and protein levels
were decreased with the HGI vs. LGI
meal but not by acute exercise. GLUT4
mRNA was downregulated by both HGI
and LGI diets.

Fifteen days of extreme endurance
exercise kept skeletal muscle FAT /CD36
and FABP4 unchanged.

Twelve weeks of 3.0 g/day of EPA and
DHA did no change whole-body fat
oxidation, and skeletal muscle
mitochondrial content of FAT /CD36,
FABP4, FATP 1, and FATP4.

A single exercise session, but not
exercise training, increases the
FAT/CD36, PPAR, PGC-1, and LPL
content in skeletal muscle.
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Author and Year of Publication

Design/Participats

Purpose of the Study

Characteristics of the Intervention

Output

Heilbronn et al., 2007 [27]

Holloway et al., 2006 [11]

Holloway et al., 2007 [28]

Jordy et al., 2014 [29]

Kiens et al., 2004 [30]

Cross-sectional study.Five men and twelve
women sedentary and nonsmoking. 9 with
(FHD-2): age =46 £ 6y,

BMI= 26.6 + 5.3 kg/m?, and 8 without
FHD-2: age=41+7y,

BMI = 26.7 & 5.3 kg /m?

Cross-sectional study.Fiveteen healthy,
recreationally active individuals. 10 males
and 5 females: age =22 + 1y,

BMI =24 + 1 kg/m?.

Cross-sectional study.Eighteen nondiabetic
women.9 lean: age =47 £ 3y,
BMI < 27 kg/m?; and 9 with obesity:
age = 45 + 3y, BMI > 30 kg/m?.

Cross-sectional study.Eighteen healthy,
moderately trained males: age =24.4 £ 0.7y,
BMI =23.3 & 0.5 kg/m?

Cross-sectional study.Forty six healthy and
nonsmoking individuals.24 eumenorrheic
women: age~26.3 y, body fat~21.4%; and
22 men: age~25.3 y, body fat~13.9%.

To examine whole-body glucose and
fat oxidation after a prolonged fast
and in response to refeeding a single
high-fat meal or high-carbohydrate
meal meal in both groups.

To investigate the effects of exercise
on CPTI, palmitoyl-CoA and
Malonil-CoA kinetics, on the presence
and functional significance of
FAT/CD36 on skeletal
muscle mitochondria.

To examine whether the
obesity-related decreases in skeletal
muscle lipid oxidation are
attributable to (1) a reduction in
mitochondrial content and/or (2) an
intrinsic defect in mitochondria, and
(3) whether there are reductions in
the content of mitochondrial FATP

To investigate lipid-induced
regulation of FABP4 in human
skeletal muscle and the impact on
insulin sensitivity.

To evaluate whether a physical
exercise test and sex, influence the
FABP4 and skeletal muscle LPL.

1000-kcal meal, 76% of high-fat, or 76%
of high-carbohydrate.

120 min of cycling at ~60% VO, peak

NA

A hypercaloric (175% of estimated daily
energy intake) of HFD (77% from fat) or
HCD (80% from carbohydrate)
for 3 days.

An exercise test on a bicycle ergometer at
60% VO, peak for 90 min.

After a single high-fat meal, the
individuals with FHD-2 increase the
respiratory quotient and decrease
FAT/CD36, CPT1, and PGCl«x gene
expression in skeletal muscle.

Whole body fat and palmitate oxidation
rates in isolated mitochondria
progressively increased during exercise
and were correlated (r = 0.78). Skeletal
muscle FAT /CD36 protein increased by
63% during exercise and was correlated
with mitochondrial palmitate oxidation
rates (r = 0.52).

Skeletal muscle FAT/CD36 did not differ
in lean and obese individuals but was
correlated with mitochondrial fatty acid
oxidation (r = 0.67). Obesity did not alter
the ability of isolated mitochondria to
oxidize palmitate; however, fatty acid
oxidation was reduced at the whole
muscle level by 28% in the obese.
Three days of a HFD (77% fat) decreased
insulin sensitivity but was not associated
with a relocation of FAT/CD36 or FABP4
protein to the skeletal muscle
sarcolemma. FAT/CD36 and FABP4
mRNA, but not the proteins, were
upregulated by increased fatty
acid availability.

A single 90-min exercise bout increased
FAT/CD36 mRNA (25%) and FABP4
mRNA (15%) muscle levels in male and
female. FAT/CD36 protein level was
49% higher in women than in men,
irrespective of training status.
FAT/CD36 mRNA was only higher in
untrained women.
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Table 1. Cont.

Characteristics of the Intervention

Output

Author and Year of Publication

Design/Participats

Purpose of the Study

Maunder et al., 2022 [31]

Perry et al., 2008 [32]

Schenk and Horowitz, 2006 [33]

Talanian et al., 2007 [34]

Talanian et al., 2010 [35]

Cross-sectional.Seventeen endurance-trained
male cyclists and triathletes: age 34 =7y,
BMI = 24.5 kg /m?.

Prospective study.Three females and 5 males:

age =24 + 1y, BMI~22.7 kg/m?.

Prospective study.Fiveteen abdominally
obese premenopausal health women:
age~30 y, BMI = 30-40 kg/m?, waist

circumference >100 cm.

Prospective study.Eight healthy
recreationally active women:
age=221+02y,BM=65+22kg.

Prospective study.Ten healthy females:
age=22+1y,BM=65=+2kg,
VO, peak =2.82 £ 0.14 L/min.

To assess relationships between PFO
measured during fasted incremental
cycling, skeletal muscle FAT/CD36
abundance, endurance performance,
and fat oxidation rates during
prolonged moderate-intensity
fed-state exercise.

To investigate the ability of 6 wk of

HIIT (18 h at 90% of VO, peak) to
increase the whole-body CHO and
Fat oxidation.

To determine the effect of an
endurance exercise training and
weight loss program (12%) on fat
oxidation and the colocalization of
the fatty acid translocase FAT/CD36
with CPTI in human skeletal muscle.

To examine the effects of seven HIIT
sessions over 2 wk on skeletal
muscle fuel content, mitochondrial
enzyme activities, fatty acid
transport proteins, VO, peak, and
whole body metabolic, hormonal,
and cardiovascular responses

To determine whether HIIT
increased total skeletal muscle,
sarcolemmal, and mitochondrial
FABP contents.

Incremental cycling exercise test to
evaluate the PFO.

6 weeks of cycle-ergometer HIIT: ~1 h of
10 x 4 min intervals at ~90% of peak
oxygen consumption (VO, peak),
separated by 2 min rest, 3 day-week™!

Caloric intake 500-800kcal /day below

that required to maintain body weight.

45 min 3 d/wk of stationary bicycle at
70-85% of HRmax.

Seven HIIT supervised sessions in

13 days: ten 4-min cycling bouts at 90%
of VO, peak separated by 2 min of rest.

Three days/wk, completing

18 supervised training sessions in 6 wk:
ten 4-min cycling bouts at 90% VO, peak

separated by 2 min of rest.

FAT/CD36 abundance in skeletal muscle
correlated with PFO (R = 0.68) and
Citrate Synthase activity (R = 0.84).

Eighteen sesions, six weaks of HIIT
(3 d/wk) increases fat oxidation (60%)
and FAT/CD36, B-HAD, FABP4
(14-30%) protein content.
FAT/CD36 and CPT1 proteins
coimmunoprecipitate in skeletal muscle.
Weight loss program (diet + exercise)
increased the coimmunoprecipitate of
these proteins (25%) and total fat
oxidation (R? = 0.857).

There were increased whole body fat
oxidation and muscle skeletal FABP4,
whereas FAT /CD36 content
was unaffected.

HIIT (3 d/wk for 6 wk) increased the
mitochondrial (51%) and whole skeletal
muscle amount (10%) of FAT/CD36
without alterations in sarcolemmal
content. Whole muscle FABP4
increased in 48%. Sarcolemmal FABP4
increased in 23%, whereas
mitochondrial FABP4 was unaltered.
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Table 1. Cont.

Author and Year of Publication Design/Participats Purpose of the Study Characteristics of the Intervention Output
To study the effects of a single bout
of exercise and exercise training on Nine consecutive days of aerobic
Cross-sectional and prospective study.Seven  the expression of genes necessary for 9-dav of 60 min cvcling per da training (63% of VO, peak) increased
Tunstall et al., 2002 [36] heathy untrained individuals: 3 male and the transport and 3-oxidation of FAs, y t 63% VOy ‘(’Lp y total lipid oxidation and expression of
atbovo ¥ peak. FAT/CD36 and CPT I mRNA during 1-h

4 female, age = 2042 y, BMI = 17-26 kg/m?  together with the gene expression of
transcription factors implicated in
the regulation of FA homeostasis.

To assess the effects of aerobic

cycling bout in skeletal muscle.

8-16 weeks of aerobic exercise training

Warren et al., 2020 [37] Prospect‘ll:;gr;tel;c.i};Fgu_rgele 2 irzn;enopausal exercise training on skeletal muscle Three days per week for 8-16 weeks: increase skeletal muscle FAT/CD36
v : BMI _'2 6g6 ;: 5 1 K /r'nzy, mitochondrial function and markers 20-40 min, 67-80% of maximal HR. content and mitochondrial respiratory
e X8 of lipid metabolism. capacity proportionally.

B-HAD = B-hydroxy acyl-CoA dehydrogenase, AMPK = 5-AMP-activated protein kinase, BM= Body mass, BMI = Body Mass Index, CHO = Carbohydrate, CoA = Coenzyme A,
CPT = Muscle Carnitine Palmitoyl Transferase, CPT1 = Carnitine Palmitoyl Transferase 1, DHA = Docosahexaenoic acid, EPA= Eicosapentaenoic acid, FABP4 = Muscle Fatty Acid
Binding Protein, FAT/CD36 = Fatty Acid Translocase/Cluster of Differentiation 36, FATP = Long-chain Fatty Acid Transport Protein, FAs = Fatty acids, FHD-2 = Family history of
diabetes type 2, GI = Glycemic Index, GLUT4 = Glucose transporter 4, HCD = High carbohydrate diet, HIIT= High intensity interval training, HFD = High fat diet, HGI = High
Glycemic Index, HR= Heart rate, LCD = Low carbohydrate diet, LFD = Low fat diet, LGI = Low Glycemic Index, LPL = Lipoprotein Lipase, NA = No accredit, PDK = Pyruvate
Dehydrogenase Kinase, PFO = Peak Fat Oxidation, PGC= Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator, PPAR = Peroxisome proliferator-activated receptors,
RMR = Resting metabolic rate, VO, max = Maximal oxygen uptake, UCP = Uncoupled Protein, VT = Ventilatory threshold. For more information, see the list of abbreviations.
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3.2. Interventions Analysis

Only three authors mention having performed a randomization of the participants,
one of them blind selection (Figures 2 and 3). Moreover, according to the STROBE criteria,
to qualify the strength and studies” weaknesses, all of them obtained a score of 19/22. The
three main weaknesses were:

e thelack of information on the eligibility criteria;
e not mentioning the measures taken to avoid or reduce possible bias, and;
e notexplaining how to determine the sample size and randomization.

Arkinstall 2004

Baker 2014

Bergouignan 2012

Cameron-Smith 2003

Cheng 2009

Frandsen 2022

© 0O O ©® ® | ©® | -:idingofparticipants and personnel (perfarmance bias)
© 0O 0 ©® O O -:idingofoutcome assessment (detection bias)

~
~

Gerling 2014

Greene 2012

Heilbronn 2007

9 0 ® 0 O ® ® O @O | ocaton conceaiment selection hias)

~ 00
~ 00

Holloway 2006

Huolloway 2007

~
-~
~

Jordy 2014

Kiens 2004

Maunder 2022

FPerry 2008

Schenk 2006

Talanian 2007

Talanian 2010

Tunstall 2002

O 00000 0 O 0 00 0 0 O ® 0 0 0 renumseguencegeneraton(selection bias)
OO 606 600000000000 0| e ncompletoutcome data (atrition bias)
® OO OO OO OO O e 0 o 0 0| 6| seetve reporng (reporting bias)

Warren 2020

Figure 2. Risk of bias summary: review authors’ judgements about each risk of bias item for each
included study [1,3,9,11,22-37].
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Random sequence generation (selection bias) _

Allocation concealment (selection bias) _

Blinding of participants and personnel (performance bias) _
Blinding of outcome assessment (detection bias) _
Incomplete outcome data (attrition bias) _

Selective reporting (reporting bias) _

0% 28% 50% 78%  100%

.Lowriskofbias DUncIearrisk of hias .Highriskufbias |

Figure 3. Risk of bias graph: review authors’ judgements about each risk of bias item presented as
percentages across all included studies.

However, due to the nature of most studies (basic science, and assessing biological
mechanisms), we do not consider that these three criteria biased the results, much less that
it detracts from the studies quality.

Regarding diet, cross-sectional (five studies with 73 individuals) and crossover (one
study with 14 individuals) design studies show that a high-fat meal increases the gene
expression and abundance of the FAT/CD36 protein in skeletal muscle in lean and obese
individuals. High glycemic index (HGI) meal decreases FAT/CD36 mRNA and protein
levels (one study with 8 individuals). Regarding physical exercise, short sessions of en-
durance training and HIIT type increased the expression and amount of FAT/CD36 protein
in skeletal muscle (eight studies with 116 individuals). The expression and quantity of the
FAT /CD36 protein were associated with the activation of genes, increases in the synthe-
sis and activation of FAs transport proteins, oxidation of fatty acids, hydrolysis of lipids
and intermediates; among them, Uncoupled protein 3 (UCP3) gene, FABP4, Long-chain
Fatty Acid Transport Protein 1 and 4 (FATP 1, FATP 4), Carnitine Palmitoyl Transferase 1
(CPT 1), B-hydroxy acyl-CoA dehydrogenase (3-HAD), muscle lipoprotein lipase (mLPL),
Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR), nuclear-encoded protein peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator (PGC) 1, Pyruvate Dehydrogenase Ki-
nase (PDK) 4, Citrate Synthase (CS), 5-AMP-activated protein kinase (AMPK), Extracellular
Signaling Receptor Kinase (ERK), and Protein Kinase C (PKC).

4. Discussion
4.1. Characterization and Localization of FAT/CD36

Several FAs transport proteins work together, including FABPs, the FATP family, and
FAT/CD36. They all facilitate the uptake and transport of FAs across the plasma and
mitochondrial membranes and their subsequent oxidation, where FAT/CD36 is the main
LCFAs transport protein in sarcolemma and mitochondrial membranes [10,38]. The multi-
functional human protein FAT/CD36 (Figure 4) is an 88 kDa transmembrane glycoprotein,
a member of a superfamily of Scavenger Receptor Proteins class B (SR-B) [39]; the gene is
located on chromosome 7 (7q11.2). FAT/CD36/SR-B2 is encoded by 15 exons and is formed
by a single chain of 472 amino acids [40,41]. It has two transmembrane areas, two short
intracellular domains, a large extracellular loop and a hairpin membrane topology with two
transmembrane regions [42]. Both NH2 and COOH ends are short segments anchored in
the cell cytoplasm [42]. Moreover, it has two phosphorylation sites, three external disulfide
bridges, and four palmitoylation sites, two at the NH2 and two at COOH terminals. The
last part of the protein is the COOH terminal domain of FAT/CD36, which contains two
ubiquitination sites [41].
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Figure 4. Three-dimensional structure of FAT/CD36 protein. The image represents the sites of the
functional relevance of the FAT/CD36 protein. In orange, the intracellular amino and carboxyl-
terminal domains, two phosphorylation sites (blue), four palmitoylation sites (purple), three disulfide
bond sites (yellow), and two ubiquity sites (green). In red, the hydrophobic pocket is represented
through which the fatty acids are presumed to be transported to the outer membrane—a model
designed with 5LGD: X-ray Diffraction, 2.07 A. “The CIDRa domain from MCvarl PfEMP1 bound to
CD36” data deposited and modeling in the SWISS-MODEL database. The graphs were visualized in
the PyMOL 4.6.0. program.

FAT/CD36 is expressed in various tissues, such as the liver, heart, skeletal muscle,
adipose tissue, endothelium, and blood cells [42,43]. Schenk and Horowitz reported in 2006
that FAT/CD36 and CPT1 proteins coimmunoprecipitate in skeletal muscle [33] so both are
found in the outer mitochondrial membrane. Later in 2011, Smith et al. demonstrate that
FAT /CD36 is positioned on the outer mitochondrial membrane, upstream of long-chain
acyl-CoA synthetase activating FAs [44]. In 2022, Zeng et al. confirmed that FAT/CD36
is positioned on the upstream of long-chain acyl-CoA synthetase, thereby contributing
to the FAs activation and regulation of mitochondrial Fas transport [45]. Nevertheless,
FAT/CD36 is not in mitochondrial contact sites nor directly interacting with CPT-1, but
with the FAs in order to activate them and, in turn, increasing the maximal transport
(Vmax) of long-chain fatty acid (LCFAs) [46,47]. Its translocation to the mitochondria is
like the sarcolemma (Figure 5b). At rest, FAT/CD36, similarly to other proteins (GLUT4),
are generally found intracellularly in lipid rafts (VAMP2, a vesicle-associated membrane
protein isoform) [42,43], which translocate to their sites of action upon stimulus. During an
acute high-fat diet, physical exercise, and muscle contraction, FAT/CD36 is translocated
from intracellular sites to the plasma and mitochondrial membrane, induced by several
molecules such as insulin, Ca?*, AMPK, ERK, and Protein Kinase C (PKC) [48-50] (Figure 5).
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Later, under new resting conditions, FAT /CD36 interacts with caveolins in the sarcolemma
for its invagination and recovery in plasma.

C
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Figure 5. (a). Regulation of FAT/CD36 expression. Fatty acids (Fas) internalized into the cytosol are
natural ligands of the PPAR transcription factor; this interaction leads to its activation, a condition
that induces the transcription of FAT/CD36 through the formation of a heterodimer with “PPAR
response element (PPRE)”, the “retinoid X receptor (RXR)”. Additionally, other transcription factors
can exert transcriptional control, such as HIF-1 and C/EBP«. (b). Diagram illustrating the feedback of
FAT /CD36 expression in musculoskeletal tissue. Under resting conditions, FA internalization induces
FAT/CD36 synthesis through the molecular mechanism regulated by the transcription factor PPAR.
FAT/CD36 is transported across the endomembrane system and ultimately stored in endosomal
vesicles. Under conditions of physical activity, muscle contraction, high fat diet, the presence of
insulin or leptin, the movement of endosomal vesicles VAMP2, leading to FAT/CD36 to the plasma
membrane is induced, increasing their number and consequently the internalization of Fas and
their oxidation and production of ATP in the mitochondria. The model also illustrates a possible
mechanism that can explain how FAT/CD36 can be transported and located in the mitochondrial
membrane through the vesicular transport mechanism, which would confirm the reports regarding
the presence of FAT/CD36 in mitochondrial membranes. (c). Traditional mechanism of facilitated
diffusion of fatty acids (FAs). Long-chain FAs are transported from the extracellular space into
the cell for esterification in the cytoplasm or oxidation in the mitochondria. FAT/CD36 actively
participates in the transport of FAs, first placing them in its “hydrophobic pocket” (not shown), and
later, under a Flip-flop mechanism, the Fas on the outer membrane surface are translocated to the
inner membrane. Subsequently, by various phosphorylation mechanisms and activation, the Fas are
transported to the surface of the mitochondria by FABPs to be activated by Acetyl-CoA-Synthetase,
creating the activated form of FAs (acyl-CoA). Through the action of the enzymes CPT-1 and CPT-2,
the acyl-CoA will be transported to the mitochondrial matrix for its final oxidation through the
biochemical cycles of B-oxidation, the Krebs cycle, and oxidative phosphorylation. Please consult the
list of abbreviations.

4.2. Regulation and Functions of FAT/CD36

In a murine model of atherosclerosis, there are formation of foam cells, atheroscle-
rotic plaques, mitochondrial reactive oxygen species high levels, decreased fatty acid
oxidation, and LCFA accumulation; all these phenomena are correlated with FAT/CD36
expression. [51,52]. However, in non-pathological conditions, FAT/CD36 (Figure 5) is
essential in the homeostasis and trafficking of LCFAs from the interstitial liquid into



J. Clin. Med. 2023, 12, 318

13 of 23

cells for subsequent oxidation and ATP production [43]. FAT/CD36 expression, in-
tegration into the plasma membrane, and translocation through the cell plasma are
highly stimulated by several mechanisms: among them N-linked glycosylation [53],
AMPK phosphorylation [54], palmitoylation [45,55], leptin [54], insulin [56,57], high-
fat diet [48], LCFAs availability in tissue [10,58], physical exercise [9,36], and muscle
contraction [42,56,58,59]

FAT/CD36 function in a wide range of processes not always related to FAs uptake,
translocation, and oxidation, as apoptosis, angiogenesis, phagocytosis, thrombosis, in-
flammation, and atherosclerosis [60]. In 2022, Glats et al. noted that LCFAs transport
and oxidation in skeletal muscle are upregulated by the expression, protein synthesis
and translocation of FAT/CD36 [10]. Moreover, FAs upregulate the expression and
synthesis of FAT/CD36 by the activation of transcription factors PPARs (the preferred
ligand of FAs) [61]. With this feedback regulation, the FAT/CD36 would cover most
energy demands from lipid sources, especially in metabolically highly active tissues such
as skeletal muscle. A close relationship has been observed between AMPK activation,
FAT/CD36 translocation to the plasmatic membrane, and the subsequent increase in
the capture and oxidation of FAs [62]. However, the mechanisms of this association are
unknown. In 2015, Monaco et al. found that FAT /CD36 accumulation and translocation
to the plasma membrane is independent of AMPK, but high muscle-contraction acceler-
ates it [63]. In 2017, Momken et al. also found that leptin activate AMPK and induce the
membranal plasma translocation of FAT/CD36 increasing FAs uptake and FAs oxidation
in mice isolated extensor digitorum longus muscle [54]. However, Xu et al. [64], studying
FAs transmembrane movement in HEK293 cells found that FAT/CD36 accelerates the
uptake and rapid esterification of FAs without necessary catalyzing the translocation
of FAs across the sarcolemmal. That is, FAs transport across the sarcolemmal is mainly
through diffusion, a process that does not usually require FAT/CD36. Concluding,
FAT/CD36 increase the FAs uptake without necessary cause the translocation of FAs
across the plasma membrane. These mechanisms are still under study.

4.3. Gene Expression and Molecular Heterogeneity of FAT/CD36

Defective FAT/CD36 protein has been related to several health problems as obesity,
intestinal fat malabsorption, kidney disease, lipotoxic cardiomyopathy, impaired fatty
acid metabolism, glucose intolerance, atherosclerosis, arterial hypertension, diabetes, car-
diomyopathy, Alzheimer’s disease, and multiple sclerosis [41,42,65]. Moreover, various
FAT/CD36 post-translational modifications, such as glycosylation, acetylation, phospho-
rylation, palmitoylation, and ubiquitination, impact its function [66]. Some modifications
are related to pathologies” appearance (Table 2). In this sense, there are several Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) at the FAT/CD36 gene related to modifications in
protein expression levels, translation, and pathologies of metabolic origin [42]. Further-
more, oxidative stress and a prothrombotic phenotype perturb FAT/CD36 function and
induce metabolic diseases as obesity, insulin resistance, diabetes, atherothrombotic dis-
ease, chronic kidney disease, neurodegenerative disorders and multiple sclerosis [67,68].
Mutations of the FAT/CD36 gene increase the accumulation of LCFAs in the human
heart [69]. Concerning physical activity, Jayewardene et al. report a potential pleiotropic
influence of FAT/CD36 SNPs, where TT SNP genotypes at rs1527479 and wild-type
GG genotypes at rs1984112 were associated with significantly greater whole-body fat
oxidation during submaximal exercise [70]. Koonen et al. mention that plasma soluble
FAT/CD36 can be used as a metabolic marker for FAs metabolic dysfunction [71].
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Table 2. Post-translational modifications in FAT /CD36.

Post-Translational Modifications Impact

Correct folding, stability, transport to the cell
surface, and function of the protein.
The consequences for FAT/CD36 expression
and/or functioning have not yet been investigated.
This process is linked to FAT/CD36 functioning
Phosphorylation and regulation of FA utilization in the heart
and muscle.
Considered to trigger the degradation of
Ubiquitination FAT /CD36 proteins by directing them to
proteasomes in skeletal muscle and adipocyte.
Have an impact on the subcellular localization,
Palmitoylation membrane interactions, and subcellular trafficking
of proteins.

Glycosylation

Acetylation

4.4. Effect of Physical Exercise and Nutrients on FAT/CD36 Regulation and Energy Expenditure

The other purpose of this systematic review is to collect information regarding
the FAT/CD36 protein and its interaction with factors such as physical activity and
nutritional issues.

4.4.1. Physical Exercise

Although it does not apply in all circumstances, this work defines physical exercise
as any bodily movement carried out consciously to improve health or fitness. Aerobic
exercise, also called endurance, can be carried out for long periods at low and moderate
intensity (heart rate < 80%), using oxidative metabolic pathways to produce ATP. It
is well-established that athletes and women use more fat than carbohydrates at any
exercise intensity than sedentary people and men as an energy source; however, these
differences are in discussion [72,73]. Regarding this work, the study of FAT/CD36
protein during physical exercise has increased over the last twenty years. On this topic,
two thematic reviews have recently been published, one on the FAT/CD36 functions in
lipid metabolism and signaling [10] and the other on regulating fat metabolism during
aerobic exercise [74]. The first one highlights the importance of FAT/CD36 in cellular
lipid homeostasis and its relevance as a target for metabolic modulation therapy in
disease. The second provides a fascinating narrative of the FAs transport from the
triacylglycerols lipolysis in muscle and adipocyte, to the bloodstream, and finally their
entry into cells and mitochondria until its oxidation in the mitochondria matrix. In this
sense Pelsers et al. [75], and Holloway [47] report that physical exercise is the primary
source of increased oxidation of FAs, and a sedentary lifestyle is the leading cause
of the imbalance between the entry of FAs and their oxidation in the mitochondria,
increasing the accumulation of TAG in skeletal muscle and producing insulin resistance.
LCFAs from the bloodstream are the primary source of skeletal muscle energy during
low- and moderate-intensity exercise, especially for the type-1 fibers [75]. As detailed
above, LCFAs enter cells via passive diffusion along the concentration gradient across
the sarcolemma or facilitated membrane proteins. This facilitated pathway is highly
regulated, either for the availability of LCFAs or various complex processes not yet fully
understood. The facilitated pathway during the exercise is the top way to meet the
energy demand. This section discusses the effect of physical exercise on FAs oxidation,
energy expenditure, and the role of FAT/CD36 in skeletal muscle (Table 2).

In a cross-sectional study in 2007, Yanai et al. reported that participants with FAT/CD36
deficiency showed significantly lower ventilatory threshold (VT) than normal participants
after 15 min of the incremental exercise test. Moreover, a high correlation (R = 0.785)
was observed between VT and decreased plasma FAs [76]. Holloway et al. through the
Western Blotting technique in mitochondria isolated by centrifugation gradients, report a
gradual increase in mitochondrial FAT/CD36 protein content (30-60%) and LCFA transport
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and oxidation (radiolabel [C'*] palmitate) during acute endurance exercise (120 min at
60% of VO, peak) in skeletal muscle [11]. Recently in 2022, Maunder et al. found that
FAT/CD36 abundance in skeletal muscle correlated with peak fat oxidation (R = 0.68) and
CS activity (R = 0.84) [31]. In 2008, Perry et al., after 18 h of HIIT, reported an increase in
the content and activity of oxidative and glycolytic proteins, improving skeletal muscle
capacities to oxidize fat and carbohydrate in previously untrained individuals: increased
Cytochrome C oxidase IV (Cox-1V, 18%), CS (26%), p-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
(B-HAD, 29%), aspartate-amino transferase (AST, 26%), pyruvate dehydrogenase (PDH,;
21%), FAT /CD36, FABP4, Glucose Transport (GLUT) 4, and monocarboxylate transporter
(MCT) 1 and 4 (14-30%) [32]. Moreover Talanian et al. (2007, 2010) note that six weeks
of HIIT (ten 4-min cycling bouts at 90% VO, peak separated by 2 min of rest) increased
FAT/CD36 protein at whole muscle (10%) and mitochondrial levels (51%) in skeletal mus-
cle of untrained females [66]. In 2020, Warren et al. reported that after 8-16 weeks of
endurance exercise training (3 days per week, 20-40 min, 67-80% of maximal HR), the
FAT /CD36 muscle content and mitochondrial respiratory capacity increased [37]. In 2002,
Tunstall et al., after 9-day endurance exercise (60 min cycling per day at 63% of VO, peak;
104 £ 14 W), detected increased gene expression and protein content of FAT/CD36 and
CPT I mRNA during 1-h of cycling bout; this also increased the total lipid oxidation by
24% [36]. In summary, moderate-intensity exercise, HIIT, and aerobic type increase the
content and enzymatic activity of proteins responsible for the translocation, transport, and
oxidation of FAs. However, the above studies have the weakness of not controlling the
participants” diet. The type of diet affects the FAT/CD36 gene transcription and translation
and FAT/CD36 protein translocation [24,48] altering the FAs metabolism. These effects
will be discussed later. An 8-16-week aerobic exercise training (3 day/wk, 20—40 min,
67-80% of maximal HR) improved FAs oxidation and CD36 mRINA content in skeletal
muscle (healthy premenopausal women); the authors conclude that this improvement
was primarily due to mitochondrial biogenesis and not intrinsic mitochondrial oxidative
enzymes. [37]. However, Warren et al. indirectly measures mitochondrial biogenesis by
high-resolution respirometry (Oroboros Oxygraph O2K). The above observations must
be reinforced by analyzing a larger group of proteins related to the signaling pathways
of mitochondrial biogenesis, such as nuclear respiratory factor-1 (NRF-1), NRF-2, and
estrogen-related receptor-a (ERR-), and by the increase in expression of TFAM, the final
effector of mtDNA transcription and replication. In addition, confocal microscopy could
also more accurately quantify mitochondrial populations in muscle tissue.

There are no differences in LCFA oxidation and FAT/CD36 protein mitochondrial
content between lean and obese people, and it seems that obesity does not alter the ability
of skeletal muscle mitochondria to oxidize FAs at rest and during exercise. However, the
systemic inflammation productid by obesity disturbs the immune system, activating the
macrophages and altering de FAT/CD36 signaling pathways [77]. Holloway et al. (2007)
and Holloway, Bonen, and Spriet (2009) report that there is a lower enzymatic activity of (3-
HAD, CS, and Cox IV, content and, therefore, lower palmitate oxidation in skeletal muscle
of obese vs. lean women, but similar FAT/CD36 protein content; however, FAT/CD36
protein content was positively correlated with mitochondrial fatty acid oxidation (r = 0.67,
p <0.05) [28,47]. In 2012, Greene et al. report that after twelve weeks of endurance treadmill
exercise (3 sessions/wk, progressing to 500 kcal/session) there is an increase in FAT /CD36,
CPT I, Cox 1V, LPL, PPAR-6 and PGC-1« protein content in overweight and obese men and
women [26]. Therefor physical exercise is necessary for a healthy oxidative metabolism
because it acutely and chronically increases lipid oxidation, stimulating various genes that
control mitochondrial function and oxidative metabolism.

Frandsen et al. recently reported that the response of energy metabolism to one long-
duration aerobic exercise is different between old and younger men [9]. During a bicycle
race (36 and 40 h), the energy balance decreased more in young than older men. After the
race the VO, max and heart rate, but not FAs oxidation, were only reduced in old men.
Furthermore, maximal fat oxidation (MFO), FAs oxidation, and plasma FAs decrease more



J. Clin. Med. 2023, 12, 318

16 of 23

in young men. After the race, the FAT/CD36, FATP-4 proteins, and the intramuscular
triacylglycerols increase significantly in older men but not in the younger [9]. In other
words, there is an apparent central adaptation to long-duration and extreme exercise in
adults vs. young, observed by a decrease in heart rate at the end of the race in adults.
However, physical exhaustion was higher in adults, observed by the decrease in VO, max.
Both groups improved insulin and leptin sensitivity, observed by a decrease in plasma
concentrations of both. However, the concentrations of FAs in plasma and its maximum
oxidation decreased. FAT/CD36 and FATP4 proteins increased in adults but not in young
people. That means that age modifies adaptations to physical exercise. Clinically, this
may suggest that treatments to increase fat energy expenditure are very specific between
different populations.

Regarding the sex differences, Kiens et al. found that FAT/CD36 mRNA and FAT/CD36
protein in skeletal muscle increase by acute exercise, and is higher in women than in men,
irrespective of training status [30]. The differences in muscle fiber-type specific contents
could partly explain the sex differences in FAT/CD36 expression and FAs oxidation. A
well-recognized sex difference (sexual dysmorphism) in skeletal muscle morphology and
metabolism exists, as skeletal muscle tissue tends to contain more type I muscle fibers in
females vs. males [73,78]. In contrast, the proportion of type IIA or both IIA and IIX is more
remarkable in men [79]. Moreover, the sex-specific differences in skeletal muscle FAT/CD36
protein content could also partly be due to the higher $-oxidation enzymes content and
LCFA flux in females vs. males [73,80], promoting the gene expression and synthesis
of FAT/CD36. In short, skeletal muscle FAT/CD36 protein content depends on muscle
fiber-type composition, sex, and training status. However, based on respiratory exchange
ratio (RER) and respiratory quotient (RQ) Roepstorff et al. report no sex difference in the
relative contribution of carbohydrates and lipids to the oxidative metabolism across the leg
(vastus lateralis) at rest and during submaximal exercise (90 min, 58% of VO, peak) [81].

4.4.2. Diet

Various animal studies show that cellular and body energy metabolism is modified by
food and diet, where FAT/CD36 protein plays a significant role in this process. Moreover,
differences in macronutrient composition and dietary glycemic index (GI) are sufficient
to alter fat metabolism. This section discusses the literature on the relationship between
FAT /CD36 in human skeletal muscle, meal, and diet.

FAT/CD36 gene transcription, translation and protein content and translocation are
sensitively regulated by food and diet. In 2004, Arkinstall et al. found that after two isoen-
ergetic meals [(235 k] /kg of body mass (BM)], the low-carbohydrate diet (0.7 g/kg BM
of CHO, 4.4 g/kg BM of fat, 4 g/kg BM of protein) vs. the high-carbohydrate diet
(10 g/kg BM of CHO, 1 g/kg BM of fat, 1.9 g/kg BM of protein) increases the mRNA
abundance of FAT/CD36, hormone-sensitive lipase (HSL), f-HAD, and uncoupling
binding protein-3 (UCP3) in skeletal muscle [48]. In 2003, Cameron-Smith et al. found
that one acute (48-120 h) fat diet (>65% of daily energy) increases the skeletal muscle
gene expression of FATP, FAT/CD36, and 3-HAD [23]. In 2014, Jordy et al. found an
increase in intramuscular triacylglycerol content, HOMA-IR-Index and mRNA content
of FAT/CD36 and FABP4 after three days of hypercaloric and high-fatty diet (175% of
energy of estimated daily energy intake, 77% from fat) [29]. In 2015, Most et al. found
that acute green tea intake (epigallocatechin-3-gallate; 282 mg/day) increases FAT/CD36
expression in adipose tissue, but not muscle lipolysis, whole-body-fat oxidation nor
energy expenditure in overweight individuals [82]. In 2014, Gerling et al. reported
an increase in resting metabolic rate (5.3%) via an increase in UCP3 long form (11%),
without changes in mitochondrial FAT/CD36 and mitochondrial biogenesis after for
12 weeks of Omega-3 supplementation (3.0 g/day) in healthy young men [25].

The association between food intake and caloric expenditure is also due to hor-
monal changes, induced by food effect on the entire body, e.g., leptin is a central and
peripherical glucose and lipid regulator. In the brain, leptin regulates feeding and
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energy expenditure [83]. Animal and human studies have shown that obesity and
high-fat diet induce leptin and insulin resistance [84,85]. Leptin activates AMPK and
induces FAT/CD36 protein translocation to the plasma membrane, stimulating the
uptake and oxidation of FAs and increasing energy expenditure [54,86]. The uptake
and oxidation of FAs by leptin must activate processes other than AMPK phospho-
rylation since AMPK phosphorylation alone does not increase FAs oxidation [54]. In
2006 and 2009, Schenk et al. reported increases in resting whole-body fat oxidation and
skeletal-muscle oxidative capacity after physical exercise; besides, FAT/CD36 content
strongly correlated with the increase in whole-body fat oxidation (R? = 0.857) after los-
ing 12% of body weight by exercise and diet (stationary bicycle ergometer for 35-45 min,
70-80% of maximal heart rate, four days/week; 55% carbohydrate, 25% fat, and 20%
protein; 500-800 kcal/day below that required to maintain body weight) but not by
diet only [86,87]. Cheng et al. mentioned that FAT/CD36 mRNA and protein levels in
skeletal muscle decrease below baseline after moderate exercise (60 min, 75% VO,max)
and a high-glycemic-index diet (70% carbohydrate, glycemic index = 76.6), but not after
the only diet in healthy males [24]. Bergouignan et al. (2012) report that the ability to
adapt to an acute increase in dietary fat is not impaired in obesity [22]. On the other
hand, in 2008 Corpeleijn et al. found no differences in skeletal muscle FAT/CD36 and
FABP4 content at the basal level between obese men with and without impaired-glucose
tolerance (IGT) [87]. Moreover, skeletal muscle FAT /CD36 protein but not FABP4 in-
creased 1.5-fold after 3 h of insulin-stimulation, similarly between obese men with and
without IGT. The above confirms the specific participation of insulin in the intracellular
regulation of FAT/CD36 protein concentrations. Moreover, Heilbronn et al. report that
subjects with a family history of type 2 diabetes had an impaired ability to increase FAs
oxidation in response to a high-fat meal [27]. This inability was related to impaired acti-
vation of genes involved in lipid metabolism, including those for PGClx and FAT/CD36
proteins. In 2010, Corpeleijn et al. found an insignificant —1.9% in fat oxidation in 722
European obese subjects with SNP-78A > C FAT/CD36 (rs2232169) in the fasting state
but not after a high-fat diet; 95% energy of fat (60% saturated fat, energy content 50%
of estimated resting energy expenditure) [88]. In 2010, Bokor et al. report that four
FAT/CD36 SNPs (rs3211908, rs3211867, rs3211883, and rs1527483) were associated with
a high risk of obesity in adolescents (OR: 1.73-2.42) [89]. In 2015, Baker et al. found that
skeletal muscle mRNA content for genes involved in 3-oxidation and mitochondrial
biogenesis is low in obese vs. non-obese individuals [3]. Moreover, a high-fat diet
increases the concentrations of CS, CPT-1, PDK4, FAT/CD36, UCP-3, Nuclear Receptor
Coactivator (NCOA) 1, NCOA2, and transcription factors PPAR«, PPARS, PPARY, and
PGC [3]. Therefore, genetic variability is also associated with FAs oxidation, energy
expenditure and body weight changes.

5. Conclusions

The synthesis, activity, and translocation of FAT/CD36 protein increase the transport
of LCFAs from the blood into the cell and mitochondria for its subsequent oxidation
and ATP production; however, its exact transport mechanism has not been elucidated.
FAT/CD36 is highly regulated by high-fat diet, physical exercise, LCFAs, Ca%*, AMPK
phosphorylation, and leptin. Polymorphisms and defects in FAT/CD36 transcription
and translation alter normal lipid metabolism, producing obesity, metabolic syndrome,
atherosclerosis, arterial hypertension, diabetes, cardiomyopathy, Alzheimer’s disease, and
multiple sclerosis. Cross-sectional and Crossover design studies show that a high-fat
meal and physical exercise increases the expression and amount of the FAT/CD36 protein
in skeletal muscle. Moreover, the expression and quantity of the FAT/CD36 protein in
skeletal muscle were associated with improvement in the activation of genes, synthesis and
activation of FAs transport proteins, FAs oxidation, and lipids hydrolysis. Some studies
show that people with obesity have a lower oxidative capacity, but FAs oxidation and
FAT/CD36 content are not affected; studies to confirm this is lacking. Women present



J. Clin. Med. 2023, 12, 318

18 of 23

higher FAs oxidation and FAT/CD36 protein content than men; studies which confirm
this are lacking. In summary, the studies reviewed here indicate that an acute and chronic
high-fat diet (50-70% of lipids) and/or endurance exercise (<80% of HR) increase the
human skeletal muscle FAT/CD36 mRNA and protein content; its translocation to the
cell membrane and mitochondria increases lipid oxidation. Due to the small amount of
work, subjects studied, and different methodologies used, the results are not conclusive.
Moreover, weight loss treatments should be individualized and consider genetic factors, sex,
age, nutritional status, and physical fitness, thus favoring a healthy oxidative metabolism
and nutritional status.

6. Limitations

Due to the type of analysis in most of the works (cell biology), the sample size is still
small, for which a subsequent meta-analysis is necessary to improve the strength of the results.
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Cox 1V Cytochrome C oxidase IV

ERK Extracellular Signaling Receptor Kinase.

FABP Fatty Acid-Binding Protein

FABP Plasma Membrane Fatty Acid-Binding Protein.
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IGT Impaired glucose tolerance
LCFAs Long-chain Fatty acids
LFD Low fat diet
LPL Lipoprotein Lipase
MCT Monocarboxylate Transporter
MFO Maximal Fat Oxidation
PGC Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator
PDK Pyruvate Dehydrogenase Kinase
PKC Protein Kinase C
PPAR Peroxisome Proliferator-Activated Receptors
PPRE PPAR response element
RER Respiratory exchange ratio
RQ Quotient respiratory
RXR Retinoid X receptor
SNPs Single Nucleotide polymorphisms
ucrp Uncoupled Protein
VO, max Maximal consumption of O,
VT Ventilatory threshold
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ABSTRACT

Purpose: In this study we evaluated the reliability of blood lactate levels (BLa), energy expenditure
and substrate utilization during prolonged exercise at the intensity that elicits maximal fat oxidation
(FATmax). Furthermore, we investigated the accuracy of a single graded exercise test (GXT) for
predicting energy metabolism at FATmax. Methods: Seventeen young men with obesity (26 + 6
years; 36.4 + 7.2 %body fat) performed a GXT on a treadmill in a fasted state (10-12 h) for the
assessment of FATmax and cardiorespiratory fitness. Afterward, each subject performed two addi-
tional prolonged FATmax trials (102 + 11 beats-min~"; 60-min) separated by 7 days. Indirect calori-
metry was used for the assessment of energy expenditure and substrate utilization kinetics whereas
capillary blood samples were taken for the measurement of BLa. Results: The BLa (limits of agree-
ment (LoA): —1.2 to 0.8 mmol-L™"; p = 1.0), fat utilization (LoA: —=8.0 to 13.4 g-h™"; p = 0.06), and
carbohydrate utilization (LoA: —27.6 to 22.4 g-h™'; p = 0.41) showed a good agreement whereas
a modest systematic bias was found for energy expenditure (LoA: —16811 to 33355 kJ-h™'; p < 0.05).
All the aforementioned parameters showed a moderate to good reliability (Intraclass correlation
coefficient: 0.67-0.92). The GXT overestimated fat (~46%) and carbohydrate (~26%) utilization as well
as energy expenditure (36%) during steady-state exercise at FATmax. Conversely the GXT under-
estimated BLa (~28%). Conclusion: a single GXT cannot be used for an accurate prediction of energy
metabolism during prolonged exercise in men with obesity. Thus, an additional steady-state FATmax
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trial (40-60 min) should be performed for a tailored and precise exercise prescription.

The maximal fat oxidation rate (MFO) measured during
a submaximal exercise test and its corresponding exercise
intensity (FATmax) are physiological biomarkers com-
monly used for the assessment of metabolic flexibility and
exercise prescription (Brun et al, 2022; Chavez-Guevara
et al., 2022). Although not universally observed (Amaro-
Gahete et al., 2022), previous studies reported that MFO is
directly associated to insulin sensitivity in trained men
(Robinson et al., 2015) and subjects with obesity (Cancino-
Ramirez et al., 2018; Lambert et al., 2017), suggesting that
MFO can be used to investigate the role of metabolic
flexibility in the pathophysiology of insulin resistance and
type 2 diabetes (Chdvez-Guevara et al.,, 2022). In addition,
exercise training performed at FATmax improves adipo-
kines levels, body composition, cardiovascular function,
glucose homeostasis, muscle oxidative capacity and meta-
bolic flexibility in patients with obesity and type 2 diabetes
(Brun et al., 2022; Chavez-Guevara et al., 2020; Romain
et al., 2012). Therefore, adequate determination of the
FATmax and MFO seems to be a prerequisite in an effec-
tive non-pharmacological approach for the prevention and
treatment of cardio-metabolic diseases

In this concern, several exercise protocols have been pro-
posed for the accurate assessment of MFO and FATmax, with

the majority of studies using a single graded exercise test
(GXT) with short-duration stages (1-5 minutes) (Amaro-
Gahete et al., 2019). The reproducibility of such a GXT, how-
ever, is debatable, with numerous studies revealing a -
significant day-to-day variation of MFO (CV: 1-25%) and
FATmax (CV: 3-26%) in trained and untrained healthy per-
sons (Brun et al., 2014; Chrzanowski-Smith et al., 2020; Croci
et al., 2014; Dandanell et al., 2017; De Souza Silveira et al.,
2016; Gmada et al., 2013; Robles-Gonzélez et al., 2021).
According to previous studies, the reliability of MFO and
FATmax is mainly dependent on methodological issues rather
than biological factors and physical fitness. For example,
the day-to-day variation in MFO and FATmax is reduced
when the fat oxidation kinetics is computed through
a mathematical modeling instead of visual inspection
(Chrzanowski-Smith et al., 2020; Croci et al., 2014). The repro-
ducibility of FATmax, however, is similar between men and
women and is not affected by objectively measured physical
activity, body fatness nor cardiorespiratory fitness in healthy
adults (Chrzanowski-Smith et al., 2020).

On the other hand, Schwindling et al. (2014) and Takagi
etal. (2014) showed that substrate utilization calculated during
each stage of the GXT does not accurately predict substrate
utilization during prolonged exercise in healthy men and
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trained men. What’s more, recent studies have also showed
that carbohydrate utilization raises gradually during the initial
15 minutes of steady-state exercise at FATmax, stimulating an
exponential decay in fat oxidation that falls below the MFO
recorded during the GXT (Chévez-Guevara et al., 2021;
Ozdemir et al., 2019). According to Chavez-Guevara et al.
(2021), such fat utilization decrement during the initial 15
minutes of steady-state exercise at FATmax is associated to
lactate-stimulated acidosis, a phenomenon that may reduce fat
oxidation through the inhibition of carnitine palmitoyl trans-
ferase 1 (Frangos et al., 2023; Spriet, 2014). Indeed, blood
lactate levels (BLa) measured at 30-minutes of steady-state
exercise at FATmax were higher than those values observed
at FATmax in response to a GXT in young men with obesity
(Chavez-Guevara et al., 2021). Hence, it seems that short
duration stages are not sufficient to reach a steady-state in
physiological parameters and a single GXT may not provide
an accurate examination of MFO and FATmax, leading to
equivocal conclusions regarding metabolic flexibility and the
benefits of FATmax training.

Considering the aforementioned evidence, it seems
necessary to investigate the day-to-day reliability of sub-
strate utilization during prolonged exercise at FATmax.
This is particularly relevant for subjects with obesity since
exercising at FATmax during 40 to 60 minutes is an
extended recommendation to improve physical fitness and
metabolic flexibility in this population (Chavez-Guevara et
al., 2023). Therefore, the current study evaluated the relia-
bility of BLa, energy expenditure and substrate utilization
during 60-minutes of walking at FATmax. Furthermore, we
also investigated the accuracy of a single graded exercise
test for predicting energy metabolism during prolonged
exercise.

Materials and methods
Participants

Seventeen Hispanic men with obesity enrolled in this study.
They were recruited from institutional e-mails, circulated
pamphlets and posters. Inclusion criteria were: (I) body fat
percentage > 25%; (II) fat mass index > 6kg.m2; (III) resting
heart rate <90 beats-min~'; (IV) not engaged in structured
exercise program or dietary counseling. None of the partici-
pants were under pharmacological treatment or reported
a clinical background of cardiovascular, metabolic, or respira-
tory diseases according to a comprehensive health survey
(MacDougall et al., 1991). Moreover, they showed a low

Session 1

Bl

Health survey, physical
activity questionnaire,
dietary records and body
composition

Participants

Recruitment

inclusion

Session 2

physical activity level (<600 METs-min-sem) based on the
short version of the International Physical Activity
Questionnaire (Craig et al., 2003).

Study design

A repeated measures design including five separate sessions for
the assessment of metabolic biomarkers and physical fitness
was implemented in this study (Figure 1). Session 1: assess-
ment of health status, physical activity level, body composition
and dietary phenotype (i.e., energy and macronutrient intake
of the diet). Session 2: evaluation of resting metabolic rate
(RMR). Session 3: measurement of CRF, MFO, and FATmax
by a GXT. Session 4 and 5: steady-state exercise trials at
FATmax during 60 min on a motorized treadmill for the
assessment of BLa, cardiorespiratory parameters, energy
expenditure and substrate oxidation (see below). All the exer-
cise trials were performed after a 7-days wash-out period with
the experimental procedures carried out in the morning
(08:00-11:00 h) after an overnight fasting (10-12h) and
under controlled environmental temperature (22-24°C). The
energy intake and macronutrient content of the diet were
assessed by a trained nutritionist by using the 24-h recall
method, recording all the food consumed during three non-
consecutive days (including one day of the weekend). Then,
the subjects were instructed to maintain their habitual diet and
physical activity during the entire study. Moreover, the per-
formance of vigorous intensity exercise and the consumption
of alcohol, caffeine and stimulants was restricted at least 24 h
prior to all the metabolic measurements. The data from self-
reported physical activity, dietary phenotype and resting meta-
bolic rate were used to design a control dinner (55% carbohy-
drates, 30% lipids, and 15% proteins) which provided the 30%
of individual energy requirements (977 + 145 kcal) and allow
a proper standardization of resting fat oxidation before both
steady-state exercise trials at FATmax (Chavez-Guevara et al.,
2021).

The general details of the study were provided to all parti-
cipants, who signed a written informed consent after accep-
tance. Previously, the study protocol was approved by the
Institutional Ethics Committee and all the experimental pro-
cedures were carried out in accordance with the Declaration of
Helsinki.

Anthropometric and body composition measurements

Body weight and height were measured to the nearest 0.1 kg
or cm by using a calibrated electronic scale (SECA 876,

Session 3 Session4 Session 5

Control
dinner

it A of Asessment of substrate
of resting CRF, MFO and utilization, blood lactate and
metabolic FATmax during metabolic cost during
rate a graded steady-state exercise at
exercise test FATmax

Figure 1. Stepwise study design. CRF, cardiorespiratory fitness; MFO, maximal fat oxidation; FATmax, exercise intensity eliciting maximal fat oxidation.



Hamburg, Germany) and a wall mount stadiometer (SECA
BM206, Hamburg, Germany). Fat mass and free fat mass
(FEM) were assessed by air displacement plethysmography
(BODPOD; Cosmed, Rome, Italy) in accordance with manu-
facturer guidelines and validated accordingly (Ginde et al,,
2005). The guidelines from the American College of Sports
Medicine were used for definition of physical fitness (Dumbke,
2018). All the measurements were performed with the subjects
slightly dressed and barefoot.

Metabolic oxidative measurements

Gas exchange was assessed by indirect calorimetry using
a breath-by-breath gas analyzer (Cortex, MetaLyzer 3B,
Germany) that provides reliable measurements of oxygen
uptake (VO,) and carbon dioxide output (VCO,) during phy-
sical exercise (Bias = 0.3 L-min"; Intraclass correlation coeffi-
cient > 0.96) (Meyer et al., 2001). The system was calibrated
before each test by using a certified gas mixture of known
concentrations (5% CO,, 16% O,, and balanced of N2; Cortex-
Medical) and the flow sensor was calibrated with a 3-L syringe
(Hans Rudolph, Shawnee, USA).

Resting metabolic rate

The resting metabolic rate was measured prior to each exercise
trial in order to standardize the metabolic condition of the
participants. For such assessment, the participants rested in
Fowler’s anatomical position (semi-sitting) during 15 to 25
minutes while breath-by-breath were continuously recorded.
Then, five continuous minutes’ steady state (RQ <5%) was
used to calculate the resting metabolic rate from the Weir
equation (Alcantara et al., 2020; Weir, 1949), whereas macro-
nutrient oxidation was calculated with Frayn’s stoichiometric
equations (Frayn, 1983) assuming that nitrogen urinary excre-
tion was negligible.

Graded exercise test protocol

Each subject performed a GXT on a Quinton motor-driven
treadmill (TM55, Washington D.C., USA) for the assessment
of MFO, FATmax and CRF. The heart rate and BLa were
measured at rest before the beginning of the GXT. A brief
warm-up (5 min) was carried out by walking at 4 km-h™" with
no inclination. Then, the test started at a speed of 3 km-h™* at
1% gradient, followed by speed increments of 1 km-h™" every 3
min until a respiratory exchange ratio of 1.0 was sustained for
at least 30 seconds. Thereafter, both speed (+1km-h™') and
gradient (+1%) were simultaneously increased every 3 minutes
until volitional exhaustion, following the American College of
Sports Medicine general indications for stopping an exercise
test (Dumke, 2018). Both gas exchange and heart rate (HR)
were continuously measured (Polar Electro F6, Kempele,
Finland) while the BLa (see below) and rate of perceived
exertion (Borg scale: 0-10) (Borg, 1982) were recorded within
the last 30 seconds of each stage.

The peak oxygen uptake (VO,peai) Was calculated by aver-
aging the VO, values recorded over the last 30 s of the test and
the CRF of the subjects was defined according to age and sex
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by following the ACSM criteria (Dumke, 2018). Furthermore,
adhering to analytical procedures previously applied in subject
with obesity (Chavez-Guevara et al.,, 2021; Chavez-Guevara et
al., 2023), the VO, and VCO, values registered over the last
120 s of each stage (RER with CV < 5%) were used to calculate
substrate utilization and energy expenditure by applying the
aforementioned stoichiometric equations (Frayn, 1983; Weir,
1949). Substrate utilization rates and energy expenditure were
graphically depicted against exercise intensity (i.e., %VOypeais
heart rate) to determine energy metabolism at FATmax
(Amaro-Gahete et al. 2019), and these values were used to
predict substrate utilization and energy expenditure during
prolonged exercise, assuming a steady-state metabolic condi-
tion (See Supplementary File 1). Additionally, VO, and HR
corresponding to FATmax were used to control the exercise
intensity during the two follow-up FATmax trials (see below).

Steady-state exercise trials at FATmax

To standardize the initial metabolic conditions of the parti-
cipants, a new RMR and resting HR measurements were
conducted before this trial. Then, a 5min warm-up was
completed at a speed of 4km-h™' and a gradient of 0%.
Afterward, each patient walked for 60 minutes at their corre-
sponding FATmax HR (+5 beats-min~') previously deter-
mined during a GXT. The VO, and VCO, recorded during
the last 120 s of each 5 minutes’ interval (RER with CV < 5%)
were used to calculate energy expenditure (EE) and substrate
utilization as described previously. Then, the area under the
curve was computed by using GraphPad Prism v. 8.1 (Harvey
Motulsky, San Diego, CA, USA) to calculate total fat and
carbohydrate utilization as well as total energy expenditure
(see Supplementary file 1).

Blood lactate assay

Capillary blood samples were taken during the last 30
seconds of each GXT stage and every 30 min during 60
min of walking at FATmax. The BLa levels were deter-
mined by using test strips and the lactate plus meter
analyzer (Nova Biomedical, Waltham, MA, USA) that was
precalibrated with control lactate solutions (1.0-1.6 and
4.0-5.4 mM). This analyzer uses an electrochemical lactate
oxidase biosensor to measure lactate concentration in a 0.7
ul sample and shows a good reliability for the assessment
of BLa during physical exercise (Bias = —0.5 mmol-L™")
(Hart et al., 2013).

Statistical analysis

The Shapiro-Wilk test, Q-Q, and box plots were used to
analyze data distribution. A paired t-test was used to analyze
the systematic bias between predicted and measured metabolic
parameters (i.e., substrate utilization and energy expenditure).
A two-way (time x session) repeated measures analysis of
variance was used for evaluating the time-trend variations
among the different physiological parameters during steady-
state exercise trials at FATmax. The Bonferroni correction was
applied for multiple comparisons while the Mauchly's test was
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used to test the sphericity of the covariance matrix. If violated,
the Greenhouse-Geisser correction was applied (¢ < 0.75) to
test the potential significance of effects (Verma, 2016). The
partial ETA squared (17,°) was computed to determine the
effect of time and session over substrate utilization and energy
expenditure during steady-sate exercise by following the cri-
teria propossed by Cohen (1, = 0.01, small; n,” = 0.06, mod-
erate; 17,” = 0.14, large) (Lakens, 2013). Furthermore, a non-
parametric Friedman and Wilcoxon test were used to investi-
gate the effect of time and session on BLa levels during both
steady-state exercise trials at FATmax.

Intraclass correlation coefficients (ICC), Bland-Altman
plots and paired t test were used to examinee the reliability
of BLa, substrate oxidation and energy expenditure across both
steady-state exercise trials at FATmax (Hopkins et al., 2009).
Given that substrate utilization was calculated through stoi-
chiometric equations based on VO, and VCO,, the agreement
of substrate oxidation during exercise at FATmax was defined
according to the measurement error of gas exchange (+0.3
L-min) previously reported for the Metalyzer 3B metabolic cart
(Meyer et al.,, 2001). Likewise, the agreement of BLa during
steady-state exercise at FATmax was based on the BLa mea-
surement error previously reported for the Lactate Plus Meter
analyzer (+0.5 mmol-L™") (Hart et al., 2013). The criteria pro-
posed by Koo and Li (2016), was considered for the interpreta-
tion of reliability based on the ICC values (Moderate: 0.5-0.75;
Good: 0.75-0.90; Excellent: 0.90 or higher).

All the analyses were computed in SPSS v. 22 (IBM corpora-
tion, NY, USA) while the figures were elaborated in GraphPad
Prism v. 8.1. The statistical significance was established at
p <.05. Data are reported as mean * SE (graphs), +95% CI
(Tables), and + SD (text).

Results
Participants characteristics and dietary phenotype

The descriptive characteristics of the participants are shown in
Table 1. The 76% (n = 13) of the enrolled participants showed
a poor cardiorespiratory fitness while only 24% (n =4) of the

Table 1. Descriptive characteristics of the study participants.
Mean (95% Cl)

Variable

Body composition

277.3 (220.4-334.2)
116.0 (87.0-144.9)

Carbohydrate (g/d)
Protein (g/d)
Cardiorespiratory fitness

Age (years) 26 (23-29)
Body weight (kg) 100.9 (93.2-108.6)
Height (m) 1.74 (1.70-1.78)
Body mass index (kg-m?) 33.1 (30.8-35.5)
Body fat (%) 36.3 (32.6-40.0)
Fat free mass (%) 63.6 (59.8-67.3)
Fat mass index (kg/m?) 12.2 (10.3-14.2)
Dietary phenotype

Energy intake (kcal/d) 2242.6 (1804.0-2681.1)
Fat (%) 29.6 (24.7-34.5)
Carbohydrate (%) 49.6 (44.2-55.0)
Protein (%) 20.3 (17.5-23.1)
Fat (g/d) 79.0 (55.4-92.6)

(

(

Peak oxygen uptake (mLkg™"-min~") 38.7 (35.8-41.6)
Maximum heart rate (beats-min~") 181 (175-187)
Maximum blood lactate (mmol-L™") 5.9 (4.9-6.9)

subjects exhibited a fair cardiorespiratory fitness. In addition,
the subjects consumed a diet with a balanced macronutrient
content where carbohydrates provided 49.6 +9.7% of daily
energy intake. The metabolic and cardiopulmonary para-
meters recorded at FATmax during the graded exercise test
are reported in Table 2

Reliability of substrate utilization and energy expenditure
during prolonged exercise at FATmax

The VO,, VCO, and HR measured during both steady-state
exercise trials at FATmax showed a low variation (CV < 10%
for VO, and VCO,; CV < 5% for HR) and were not different
from those values observed in the GXT (Figure 2a,b).
A significant effect of time was observed for fat (F=48.4;
p<.01;1,>=0.76) and carbohydrate utilization (F =71.47;
p<.01;n,>=0.81), with fat utilization kinetics showing an
exponential decay between the 5-15 min and a subsequent
recovery until reaching the predicted fat utilization rate at
~30min (Figure 2c¢). Conversely, carbohydrate oxidation
increased during the first 15 min of exercise and decreased
afterward (Figure 2d). Both, energy expenditure (F=1.15;
p=.33; n,>=0.06; Figure 2¢) and BLa (p >.05) were sus-
tained during the entire exercise sessions (Figure 2f).
Additionally, no time per session interaction was observed
neither for substrate utilization nor energy expenditure.

The systematic bias and inter-day reliability of metabolic
parameters recorded across both steady-state exercise trials at
FATmax are shown in Figure 3. Overall, no systematic bias was
observed in BLa and substrate utilization between both exer-
cise trials at FATmax. Nevertheless, energy expenditure
showed a moderate systematic bias between the first
and second steady-state exercise sessions at FATmax (effect
size = 0.64).

At the individual level, around 50% of the enrolled partici-
pants exhibited a reduction in BLa and fat utilization during
the second exercise trial at FATmax whereas 75% of the eval-
uated subjects showed a reduction in energy expenditure. In all
the participants, the BLa, energy expenditure and substrate
utilization showed a good agreement whereas a moderate to
good reliability was observed for all the aforementioned para-
meters (ICC: 0.67-0.92).

Accuracy of a single graded exercise test for predicting
energy metabolism during prolonged exercise

Fat and carbohydrate utilization during the 60 minutes of
steady-state exercise trials were ~46% and ~26% lower than
values predicted from the GXT, respectively (Supplementary

Table 2. Metabolic and cardiopulmonary parameters recorded at FATmax during
the graded exercise test.

Variable Mean (95% Cl)
Fat oxidation (g:min~") 0.25 (0.21-0.30)
Carbohydrate oxidation (g-min‘1) 1.02 (0.83-1.19)
Energy expenditure (kJ-min~") 26.94 (24.11-29.77)
Oxygen uptake (L'min~") 1.29 (1.15-1.42)
Heart rate (beats-min~") 102 (96-107)
Blood lactate (mmol-L™") 0.94 (0.69-1.19)
Speed (km:h™") 4.0 (3.6-4.4)
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Figure 2. Time-trend changes in cardiorespiratory and metabolic indicators during steady state exercise at maximal fat oxidation intensity. Data are presented in 5 min
interval during 1 h (each value is expressed as mean + SE). VO, (oxygen uptake) (a), heart rate (b), fat (c) and carbohydrate (d) oxidation, energy expenditure (e), and
lactate production (e). Session 1 (¢); session 2 (o).

file 1). In addition, energy expenditure recorded during recorded during steady-state exercise was ~28% higher than
steady-state exercise was ~36% lower than values predicted those values observed at FATmax during the GXT (0.98 +0.52
from the GXT (Supplementary file 1). The average BLa vs. 1.26 +0.54 mmol-L™", p <.05).
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Discussion

The present study evidence that BLa, energy expenditure and
substrate utilization show a moderate to good reliability during
prolonged exercise at FATmax in young men with obesity.
Therefore, a consistent acute-metabolic response can be
expected during prolonged FATmax in this population. Our
findings corroborate those of Chéavez-Guevara et al. (2021)
that substrate utilization exhibits a biphasic kinetic during
prolonged exercise at FATmax, even though energy expendi-
ture is maintained. Furthermore, we showed that fat and
carbohydrate utilization during the 60 minutes of steady-state
exercise trials were ~46% and ~26% lower than values pre-
dicted from the single GXT, respectively. Our data confirm
that a single GXT is not accurate enough for prescribing
exercise. A prolonged FATmax trial is the best way to verify
substrate utilization. We also found that the MFO value
obtained from a single GXT is reached after approximately
40 minutes of steady-state exercise at FATmax. Thus,
a minimum of 60 minutes of FATmax exercise may be neces-
sary to achieve a considerable fat utilization for men with
obesity.

Previous studies conducted in healthy non-obese indivi-
duals suggest that the exponential decay of fat utilization
during the initial 25 minutes of exercise might result from
the increment of glycolytic flux in skeletal muscle which
inhibits fat utilization by different cellular pathways, includ-
ing the inhibition of carnitine palmitoyl transferase 1 and
the increment of mitochondrial FADH,, NADH, and acetyl
CoA levels (Sahlin, 2009). Nevertheless, although carbohy-
drate utilization progressively increased during the initial
25 minutes of exercise, we failed to observe an increment in
BLa that could explain a consequent reduction in fat utili-
zation. Given that our study only measured blood lactate
levels, further research at the molecular level seems to be
necessary to fully understand the physiological mechanisms
involved in substrate utilization at the beginning of exercise.
The same would apply for the observed subsequent recovery
in fat utilization, a phenomenon that has been associated to
the concomitant augment of adrenaline, growth hormone,
glucagon, and intracellular calcium, that promotes the par-
titioning of triacylglycerols in adipose tissue and skeletal
muscle as well as the oxidation of fatty acids into the
mitochondrion of muscle fibers (Holloway et al., 2006;
Watt et al., 2002).

The present study investigated the reliability of BLa, energy
expenditure and substrate utilization during prolonged exercise
at FATmax in men with obesity, a population that obtain
considerable health benefits by maximizing fat oxidation
through exercise (Chavez-Guevara et al., 2020). However, the
following limitations ought to be acknowledged: (i) previous
investigations have reported a sexual dimorphism in MFO and
FATmax (Brun et al., 2020; Chévez-Guevara et al., 2023). Thus,
further studies investigating the reliability of energy metabolism
during prolonged exercise at FATmax in women with obesity
are necessary, (ii) the MFO is determined by age, body mass
index and the type of exercise in subjects with obesity (Chéavez-
Guevara, Amaro-Gahete, Ramos-Jiménez, et al., 2023).
Therefore, the findings reported in our work need to be
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replicated in adolescents and elderly adults under different
exercise conditions (i.e., cycling and rowing), and (iii) although
energy intake and macronutrient content were calculated in our
study, the discordance between low energy intake and large
body fat index in our participants suggests that they may have
underestimated their actual dietary intake, a common limita-
tion of the 24-hour recall approach (Waterworth et al., 2022).
Additionally, MFO seems to be positively associated with diet-
ary fat in healthy lean individuals (Fletcher et al., 2017; Jurado-
Fasoli et al., 2021). Therefore, further studies need to investigate
whether the metabolic response to prolonged FATmax exercise
differs between individuals consuming a high versus low car-
bohydrate diet.

Conclusions

A single GXT cannot predict energy metabolism during pro-
longed exercise at FATmax. Thus, an additional steady-state
exercise trial at FATmax must be used for a tailored and
precise exercise prescription. A minimum of 60 minutes of
FATmax exercise may be necessary to achieve a considerable
fat utilization for men with obesity
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ABSTRACT

Purpose: This work studies the interrelation of the first ventilatory threshold (VT1), the heart rate inflection
point (HRIP), and the exercise intensity at which blood lactate started to accumulate (LIAB) or increased 1
mmol-L-1 above baseline (LT+1.0); and examinee their association with the exercise intensity eliciting
maximal fat oxidation (FATmax). Methods: Eighteen young men with obesity performed an incremental-
load exercise test on a treadmill after overnight fasting. Gas exchange, heart rate, and blood lactate
concentration were recorded. Linear regression analysis was used to determine the association among
FATmax and AeT markers. A standard error of estimate (SEE) <9 beats:min-1 and the concordance correlation
coefficient (CCC) were used to examine the accuracy of different AeT for predicting FATmax heart rate.
Results: The FATmax occurred at 36£7%VO2peak before the HRIP (41+£6%V02peak), LIAB (42+10%
VO2peak), LT+1.0 (61+9%V02peak) and VT1 (40+7%VO2peak). Furthermore, the HRIP (R2= 0.71; SEE= 6
beats:min-1; CCC=0.77), VT1 (R2= 0.76; SEE= 5 beats-min-1; CCC=0.84) and LIAB (R2= 0.77; SEE= 5 beats-min-
1; CCC=0.85) were strongly associated to FATmax and showed an acceptable estimation error for predicting
FATmax heart rate. Otherwise, LT+1.0 showed a moderate correlation with FATmax, a low accuracy for
predicting FATmax HR (R2= 0.57; SEE= 7 beats-min-1; CCC=0.66) and a poor agreement with the rest of AeT
markers (Bias: +20%V02peak). Conclusion: The HRIP, LIAB and VT1 did not perfectly captured the FATmax,
however, these could be exchanged for predicting the FATmax heart rate in men with obesity. Moreover, the
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LT+1.0 should not be used for AeT or FATmax assessment in men with obesity.

Exercise training performed at maximal fat oxidation intensity
(FATmax) improves body composition, cardiorespiratory fit-
ness, lipid profile, glucose homeostasis, and metabolic flexibil-
ity in subjects with obesity and diabetes type 2 (Chavez-
Guevara et al.,, 2020). However, FATmax determination
through indirect calorimetry (Amaro-Gahete et al., 2019;
A. Jeukendrup & Achten, 2001) requires specialized and
expensive equipment hindering FATmax assessment in
a basic clinical setting. Therefore, alternative and cost-
effective methodological approaches are needed for optimizing
exercise fat oxidation in people with obesity.

In this sense, the aerobic threshold (AeT), representing the
exercise intensity at which the blood lactate starts to accumu-
late in the blood showing a sustained increment (Binder et al.,
2008) may be used for indirect FATmax determination as both
markers indicate a metabolic transition point where glycolytic
flux exponentially increases reducing fat oxidation due to sev-
eral molecular mechanisms reported elsewhere (Sahlin, 2009;
Spriet, 2014). Nonetheless, the relationship and agreement
between AeT and FATmax remains controversial. Part of this
problem comes to the differences in the methodological defini-
tion/evaluation of AeT [e.g., first ventilatory threshold (VT1)
vs. first lactate threshold (LT1)], participant’s characteristics

(e.g., body composition, trained status, and sex) and employed
exercise protocol (e.g., stage duration, workload increment,
ergometer) among existing studies (Binder et al., 2008;
Bircher & Knechtle, 2004; Faude et al., 2009; Nikolovski et al.,
2021; Venables et al., 2005). Previous studies analyzing trained
(Nikolovski et al., 2021), and sedentary men with obesity (Peric
& Nikolovski, 2020) reported that VT1, and FATmax are
strongly associated (R* = 0.64 for trained and R* = 0.79 for
men with obesity) and occurred at a similar intensity (~47 and
43%V O,y for trained and obese subjects, respectively).
Likewise, Emerenziani et al. (2019) found a strong association
between FATmax and VT1 in women with obesity (R* = 0.88),
although FATmax was lower than VT1 in this study (70 + 13
vs. 73 £ 11%VOypmay). On the contrary, Venables et al. (2005)
reported that FATmax is located below VT1 (48 + 1 vs.
65 + 1%VO,,y) in healthy individuals, while Bircher et al.
(2005) observed that VT1 and FATmax occurred at ~46 and
65%VO;max respectively in subjects with obesity with
a moderate and significant association in women (R* = 0.42)
but not in men (R* = 0.14), leading to question the agreement
between these two variables. Moreover, VT1 is also defined
through indirect calorimetry, which limits its applicability for
FATmax assessment.
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On the other hand, blood lactate concentration (BLa) can be
easily measured using a portable lactate analyzer with test strips
and BLa accumulation is associated with the decline of fat
oxidation in trained males and subjects with metabolic syn-
drome (R* = 0.67 and 0.72, respectively; San-Millin & Brooks,
2018). Nevertheless, agreement and relationship between
FATmax and LT1 also differ among studies, partly due to
differences in the analytical approach used for LT1 definition
[e.g., exercise intensity at which BLa shows a sudden and
sustained increase above baseline (LIAB) vs. exercise intensity
at which BLa increased 1.0 mmol-L-1 above baseline levels (LT
+1.0)]. Studies that used LIAB for LT1 determination reported
a moderate association and good agreement between FATmax
in trained men (61 + 5 vs. 63 + 8%V O,ma; R* = 0.46; Achten &
Jeukendrup, 2004) and healthy adolescents (31 + 6 vs. 37 + 7%
VOjmax Tolfrey et al., 2010). On the contrary, Bircher and
Knechtle (2004) reported that LT+1.0 and FATmax occurred
at ~49 and 65%V Oypc.i respectively, without a significant rela-
tionship between variables in subjects with obesity (R* = 0.10
and 0.19 for men and women). In addition, data from Pallarés
et al. (2016) showed that VT1 and LIAB occurred at a similar
exercise intensity (Bias = =13.1 W; R?=0.52) in trained cyclist,
whilst LT+1.0 was located above VT1 (Bias = +72.4 W;
R? =0.38). The above mentioned evidence suggest that LIAB
instead of LT+1.0 should be used for FATmax determination,
which requires further examination.

As it is noted, there are several methodological sources of
heterogeneity among studies that lead to contradictory results
regarding the relationship of AeT indicators and FATmax.
Moreover, the above-mentioned studies only report the systematic
bias and correlation between FATmax and the different markers of
AeT, without demonstrating if such markers could be used for
FATmax determination with an acceptable estimate error.
Furthermore, the heart rate inflection point (HRIP) is another
alternative for determining AeT in men with obesity (Cambri
et al.,, 2016) that, compared to VT1 and LT1, is more economical
and easier to determine. Nonetheless, the HRIP has not been
explored for FATmax determination; neither exist studies that
determine the interrelationship of VT1, LIAB, LT+1.0, and
HRIP in men with obesity. Therefore, the present study examined
the association of the aforementioned AeT markers with FATmax
and evaluated their accuracy for predicting the FATmax intensity
in men with obesity. Moreover, we analyzed the interrelation and
agreement among the different AeT markers.

We hypothesized that 1) FATmax will show a good agree-
ment and strong correlations with HRIP, LIAB, and VT1 but
not with LT+1.0; 2) The HRIP, LIAB, and VT1 will occur at
a similar exercise intensity below LT+1.0.

Materials and methods
Participants

Eighteen young men with obesity (Table 1) volunteered to
participate in this study. They were recruited from institutional
e-mails as well as circulated flyers and pamphlets. Prior to study
initiation, all participants completed a health survey, including
their daily physical activities and preceding/current illnesses
(Craig et al., 2003; MacDougall et al., 1991). During the study,

Table 1. Anthropometric characteristics and physical fitness of the enrolled
participants (n = 18).

Variable Mean (95% Cl)
Age (years) 27 (24-30)
Height (m) 1.75 (1.71-1.78)
Body mass (kg) 103.0 (94.2-112.0)
Body mass index (kg-m~2) 32.9 (30.6-35.1)
Body fat (%) 36.0 (32.4-39.6)
Fat mass index (kg-m™2) 12.2 (10.2-14.2)
Fat-free mass (%) 64.0 (60.4-67.6)
VO3peak (ML-kg™":min™") 36.5 (34.0-39.0)
HRpeak (latmin™") 181 (177-186)
BLapeak (Mmol-L™")? 6.3 (5.5-7.1)
MFO (g-min~") 0.25 (0.21-0.29)
Self-reported physical activity (METs-min~"-sem™") 428 (281-574)

Resting metabolic rate (kcal-d) 2434.3 (2237.31-2631.35)

Data is presented as mean (95% Cl).
Abbreviations: BLape,x = peak of blood lactate, HRpeak = peak of heart rate,
MFO = maximal fat oxidation, VO,,..x = peak of oxygen uptake.

they were not engaged in structured exercise program or dietary
counseling. None of them took prescription medications or
dietary supplements that may alter metabolic function, and
neither reported a clinical background of cardiovascular, meta-
bolic, or respiratory diseases. Obesity was defined as having
a BMI > 30 kg:m?, body fat percentage >25%, and a fat mass
index >6 kg:m” (Peltz et al., 2010; Pi-Sunyer, 2000).

Experimental design

Participants attended on three separate occasions for body com-
position assessment (Session 1), resting metabolic rate evaluation
(RMR, Session 2), and a graded-load exercise test, performance on
a treadmill (Session 3). Each session was performed 48 h apart and
the experimental measures were done between 8:00, 11:00 h, after
10-12 h overnight fasting. The laboratory environmental tempera-
ture was kept between 22°C and 24°C. Also, the subjects were
instructed to maintain their habitual diet and physical activity and
refrain from physical exercise during their participation.
Moreover, energy drinks and caffeine consumption were restricted
before oxidative metabolic trials. The night before the graded
exercise test, a control dinner with a balanced macronutrient
content (55% carbohydrates, 30% lipids, and 15% proteins) was
provided to all participants to standardize the metabolic condition
of the subjects. The meal was designed by a nutritionist and
provided 30% of the total energy requirement of the participants
(3966.81 + 648.37 kJ).

The study protocol was reviewed and approved by the
Ethics Committee of the Autonomous University of Ciudad
Juarez (CIBE-2018-1-11) prior study initiation, and all the
experimental procedures were carried out according to the
Declaration of Helsinki. The general details of the experimental
procedures’, benefits from participation and potential risks
were communicated to all the subjects, who signed an
informed consent after agreeing to participate.

Measurements

Anthropometric measurements

Body measures were performed with subjects lightly dressed
and barefoot. Weight and height were measured to the nearest
0.1 kg or cm with a calibrated electronic scale (SECA 876,



Hamburg, Germany) and a wall mount stadiometer (SECA
BM206, Hamburg, Germany). Fat mass and free-fat mass
were assessed by air displacement plethysmography
(BODPOD; Cosmed, Rome, Italy) following manufacturer
guidelines. Body fat percentage (%BF) was determined with
Siri’s equation (1993), and the fat mass index was calculated by
dividing the fat mass (kg) by height squared (m).

Metabolic oxidative measurements

Gas exchange at rest and during the graded exercise test was
measured by indirect calorimetry with a gas analyzer (Cortex,
MetaLyzer 3B, Germany). The system was calibrated before
each test using a certified gas mixture of known concentrations
(5% CO,, 16% 0O,, and balanced of N2; Cortex-Medical).
A 3-L syringe (Hans Rudolph, Shawnee, USA) was used to
calibrate the flow sensor.

Resting metabolic rate

In brief, the participants remained sitting on a reclining chair
for 15 to 25 minutes for metabolic measurements and five
continuous minutes’ steady-state (RQ CV < 5%) was used to
calculate the resting metabolic rate from the Weir equation
(Weir, 1949). This value was used as for a nutritionist to
estimating total energy expenditure and design the control
dinner consumed by the participants.

Incremental-load treadmill test

Each subject performed a graded exercise test on a Quinton
motor-driven treadmill (TM55, WA, USA) for FATmax, AeT,
and cardiorespiratory fitness evaluation. The resting heart rate,
and BLa were measured before the test initiation. A brief
walking warm-up (5 min) was carried out at 4 km-h-1 with
no inclination. Then, the test started at a speed of 3 km-h-1 and
a slope of 1%; afterward the velocity was increased by 1 km h-1
every 3 minutes until a respiratory exchange ratio of 1.0 was
sustained for at least 30 seconds. After that, speed (+1 km-h™")
and gradient (+1%) were simultaneously increased every 3 min-
utes until volitional exhaustion, following the American
College of Sports Medicine general indications for stopping
an exercise test (Dumke, 2018). Both gas exchange and heart
rate (Polar Electro F6, Kempele, Finland) were continuously
recorded, while BLa before each stage ending.

The peak of oxygen uptake (VO,pcai) and heart rate peak
were defined by averaging the last 30-seconds of VO, and heart
rate values. Otherwise, the VO, and VCO, values registered
over the last 120 seconds of each test stage (RER CV < 5%)
were used to calculate fat and carbohydrate oxidation through
Jeukendrup & Wallis equations (A. E. Jeukendrup & Wallis,
2005), assuming urinary excretion as negligible:

Fat oxidation: (VO, x 1.695) — (VCO, x 1.701)

Carbohydrate oxidation (40-50%VOpear): (VCO, x 4.344)
— (VO, x 3.061)

Carbohydrate oxidation (50-75%VOpeai): (VCO, x 4.210)
— (VO x 2.962)

The fat oxidation rate was graphically depicted against
exercise intensity to determine FATmax (Amaro-Gahete
etal., 2019; Supplementary File S1A). The VT1 was determined
manually through the ventilatory equivalents method (Binder
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et al., 2008) whilst HRIP was mathematically determined
through the Dmax method by plotting heart rate vs. treadmill
speed (Supplementary File S1B; Cambri et al., 2006).

Blood lactate assay and lactate thresholds determination
Fingerprint capillary blood samples were taken at rest and every
3-min during the graded exercise test (Supplementary File S1C).
The BLa was determined using test strips and lactate plus meter
(Nova Biomedical, Waltham, MA) calibrated before each test
using control solutions of 1.0-1.6 and 4.0-5.4 mM. The BLa and
VO, were log-transformed, and the log-log method proposed
by Beaver et al. (1985) was used for LIAB definition. Otherwise,
BLa was plotted against VO,, and a third-degree equation
(R* > 0.95) was used for determining the LT+1.0.

Statistical analysis

A one-way repeated measures ANOVA was used to determine
differences across exercise intensity parameters corresponding
to FATmax and different markers of the AeT by applying the
Bonferroni correction for multiple comparisons. Pearson pro-
duct-correlation was used to examined FATmax and AeT
markers relationship. The association among FATmax and
the markers of AeT was evaluated through linear regression
analysis using the heart rate at FATmax as the dependent
variable. The residuals autocorrelation (Durbin-Watson), nor-
mality (Kolmogorov-Smirnov), and distribution were analyzed
to determine the validity of the computed models.

Moreover, a standard error of estimate <5%HRpeak (<9
beats-min~', see, Table 1) was considered acceptable.
This percent is lower than FATmax zone (range of exercise
intensities with fat oxidation rates above 90% of maximal fat
oxidation) reported in subjects with obesity (Emerenziani et al.,
2019; Lanzi et al,, 2014), and corresponds to the range of heart
rate observed during 60-minutes of physical exercise at
FATmax (Chavez-Guevara et al., 2021). The systematic bias
between predicted and measured FATmax HR values was ana-
lyzed through paired t-test. Moreover, the prediction accuracy
of the different AeT markers was determined through Lin’s
concordance correlation coefficient (CCC), following the cri-
teria proposed by McBride (2005; <0.90: Low; 0.90-0.95:
Moderate; 0.95-0.99: Substantial; >0.99: Almost perfect)27.
The analysis was computed using SPSS Statistics v.22 software
for windows (IBM corporation, NY, USA; Supplementary File
S2), and figures were constructed in GraphPad Prism v. 8.1. The
statistical significance was set at p < .05. Data are reported as
mean * 95% CI (Tables) or mean + SD (Text).

Results

All the analyzed data was normally distributed according to the
Shapiro-Wilk test, Q-Q and box plots analysis. The anthropo-
metric characteristics and resting metabolic rate of the enrolled
participants is presented on Table 1. The MFO was reached at
36 + 6%V Ospear (95% CI: 34-40%VO;pcar) corresponding to
58 + 5%HRpeak (106 * 11 beats:min ). Then, fat oxidation
decreased and became negligible at 73 + 15%VO,peqr equiva-
lent to 83 + 10%HRpeak (151 + 19 beats-min}).


https://doi.org/10.1080/02701367.2022.2065235
https://doi.org/10.1080/02701367.2022.2065235
https://doi.org/10.1080/02701367.2022.2065235
https://doi.org/10.1080/02701367.2022.2065235
https://doi.org/10.1080/02701367.2022.2065235

864 I. A. CHAVEZ-GUEVARA ET AL.

Table 2. Absolute and relative exercise intensity at FATmax and AeT (n = 18).

Variable FATmax HRIP VT1 LIAB LT+1.0
HR (beats-min™") 105 (100-110) 111 (106-116)" 109 (104-115)* 113 (106-120)" 136 (124-144)*
9%HRpeak 58 (55-61) 62 (59-64)"" 60 (58-63)"" 62 (58-65)"" 75 (71-79)*
VO, (mLkg™"-min™") 13.0 (12.1-14.0) 14.8 (14.1-15.7)"" 14.4 (133-15.4)"" 15.1 (13.7-16.6)"" 22.1 (20.4-23.8)*
%VOzpeak 36 (33-40) 41 (38-45)" 40 (36-43)" 42 (37-47)" 61 (56-65)
Speed (km:h™") 4.2 (3.9-4.6) 5.1 (4.9-53)"" 47 (45-50) 5.0 (4.5-5.5)"" 6.3 (6.0-6.6)*

Data is presented as mean (Cl 95%).

Abbreviations: FATmax = maximal fat oxidation exercise intensity, HR = heart rate, HR..x = peak of heart rate, LIAB = exercise intensity at which lactate started to
accumulate in the blood, LT+1.0 = exercise intensity at which blood lactate increased by 1 mmol-L-1, VO, = oxygen uptake, V02, = peak of oxygen uptake,

VT1 = first ventilatory threshold.
*p < 0.01 vs. FATmax; # p < 0.05 vs. FATmax; * p < 0.01 vs. LT+1.0

Repeated measures ANOVA showed that FATmax occurred
at a lower exercise intensity in comparison to all the AeT
markers (Table 2), observing a large effect size for absolute
and relative HR and VO, (t,: 0.81-0.83, p < .01), and a mod-
erate effect size for treadmill speed (n, = .68, p < .0l).
Otherwise, the HRIP, VT1, and LIAB presented at a similar
exercise intensity (~41%VOjpca) before the LT+1.0
(N61%V02peak)'

The FATmax was strongly correlated with all the AeT
markers that turned to be highly interrelated (Table 3). The
lowest correlation coefficient was observed between LT+1.0
and the HRIP (r = 0.63, p < .01) whilst the strongest relation-
ship was found between FATmax and LIAB (r = 0.88, p < .01).
Furthermore, the HRIP, VT1, LIAB, and LT+1.0 explained the
71, 76, 77, and 57% of FATmax variance. The LIAB (SEE = 5
beats-min~'; CCC = 0.85) and VT1 (SEE = 5 beats:min™};
CCC = 0.84) showed the highest prediction accuracy and the
LT+1.0 the lowest precision (SEE = 7 beats:-min™1; CCC = 0.66;
Figure 1). The residuals of the computed prediction models
were normally distributed and did not show a significant auto-
correlation (Figure 1). In addition, the average FATmax HR
predicted from HRIP, VT1 LIAB and LT+1.0 was not signifi-
cantly different from measured FATmax HR (mean difference:
0 beats-min ™", p: ns)

Discussion

To our knowledge, this is the first study investigating the
association and agreement of different AeT markers with
FATmax in untrained men with obesity and a poor cardior-
espiratory fitness (Dumke, 2018). Data reported here, agrees
with that reported by Peric and Nikolovski (2020) who eval-
uated young men with obesity and observed that FATmax and
VT1 occurred at ~43%VO,mqy (109 + 2 beats-min~"), showing
a strong association with each other (R? = 0.79). Such consis-
tency could be explained by similarities in the participant’s
cardiorespiratory fitness (40.3 % 2.7 vs. 365 £ 4.9

mL-kg_l-min_l), body fatness (32.7 + 2.6 vs. 36.0 = 7.2%),
and the employed exercise protocol (workload increment:
1 km-h™; treadmill running test).

On the other hand, previous investigations pointed out that
VT1 may be more accurate than LT+1.0 for AeT assessment
and FATmax prediction because there is a higher correlation
coefficients and lower systematic bias between FATmax and
VT1 in comparison to FATmax and LT+1.0 (Bircher &
Knechtle, 2004; Nikolovski et al., 2021; Peric & Nikolovski,
2020). However, the exercise protocol employed by Peric and
Nikolovski (2020) was notably different from Bircher and
Knechtle (2004), hindering the comparison between the data
reported by both studies. In the present investigation, VT1 and
LT+1.0 were both strongly correlated with FATmax (r = 0.87
and 0.76, respectively); nevertheless, VT1 showed a higher
accuracy for predicting FATmax HR, exhibiting a lower error
of estimate (5 vs. 7 beatssmin™') and a higher CCC (0.84 vs.
0.66). Moreover, despite observing a strong relationship
between VT'1 and LT+1.0 (r = 0.80 p < .01) an ample systematic
bias was found between both markers (40 vs. 61%VO;pear,
p < .01) which agrees with data reported by Pallarés et al.
(2016) in trained men, and corroborates that LT+1.0 must
not be used for FATmax or AeT evaluation.

Otherwise, the HRIP, LIAB, and VT1 were strongly corre-
lated and located at a similar exercise intensity (~41%VO5pcalo
Table 2), whereby these could be exchanged for AeT assess-
ment. A good agreement between VTland LIAB was pre-
viously reported by Pallarés et al. (2016) in male cyclist;
however, this is the first study demonstrating that HRIP is
a valuable marker for defining the aerobic threshold in men
with obesity. Moreover, the HRIP (r = 0.85), LIAB (r = 0.88),
and VT1 (r = 0.87) showed a strong correlation with FATmax
and a similar accuracy for predicting the FATmax HR. The
LIAB and VT1 showed a standard error of estimate of 5
beats-min " (4%V Ospear) while the prediction error for HRIP
was 6 beats-min~* (5%VOzpeais CCC = 0.77). Such estimation
error is lower than the FATmax zone reported for subjects with

Table 3. Pearson’s product moment correlations between aerobic threshold markers and FATmax heart rate (n = 18).

LIAB LT+1.0

HRIP VT1
FATmax 0.85 (0.63, 0.94)* 0.87 (0.68, 0.95)*
HRIP 0.81 (0.54, 0.92)*
VT1
LIAB

0.88 (0.70, 0.95)*
0.71 (0.37, 0.88)*
0.77 (0.48, 0.91)*

0.76 (0.45, 0.90)*
0.63 (0.24, 0.85)*
0.80 (0.52, 0.92)*
0.82 (0.57, 0.93)*

Abbreviations: LIAB = exercise intensity at which lactate started to accumulate in the blood, LT+1.0 = exercise intensity at which blood lactate increased by 1 mmol-L-1,
VT1 = first ventilatory threshold, FATmax = maximal fat oxidation exercise intensity.

*p < 0.01
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Figure 1. Linear regression between FATmax and AeT indicators. Maximal fat oxidation exercise intensity (FATmax); first ventilator threshold (VT1); exercise intensity at
which lactate started to accumulate in the blood (LIAB); exercise intensity at which blood lactate increased by 1 mmol-L™" (LT+1.0); concordance correlation coefficient
(CCQ); Durbin Watson statistic (DW). NOTE: p value in the residual plots refers to normality test.

obesity (Emerenziani et al., 2019; Lanzi et al., 2014). Therefore, interchangeably for predicting FATmax HR because both mar-
these AeT markers could be used for sustaining fat oxidation kers occur at a similar exercise intensity and would result on an
rates above 90% of MFO during an exercise training session. equivalent FATmax. For example, the predicted FATmax HR
From a practical standpoint, the LIAB and HRIP can be used from a male patient with obesity exhibiting a LIAB or HRIP of
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112 beats'min would be 105 and 106 beats-min, respectively.
Therefore, sustaining a HR between 100 and 110 or between
100 and 112 beats-min during a training session would be
recommended to the patient, taking into consideration the
standard error of estimate of LIAB and HRIP. Of note,
a minimum difference of ~1 beats-min does not represent
a significant difference on the sustained physiological effort,
thus depending on the available equipment, health-care profes-
sionals can easily perform a FATmax assessment either inva-
sively by BLa, or noninvasively through heart rate, in order to
design a training program for improving physical fitness, and
metabolic health in men with obesity.

The cardiorespiratory adjustments by the Autonomic
Nervous System induced by muscle acidosis and contraction
—exercise pressor reflex—could explain the interrelation
between HRIP, LIAB, and VT1 (Grotle et al., 2020). As the
exercise intensity increase, ATP hydrolysis and glycolytic flux
raise gradually, resulting in lactate, H+, and inorganic phos-
phate accumulation in the myocytes (Ducrocq & Kaufman,
2020; Hargreaves & Spriet, 2020). The accumulation of these
metabolites decreases muscle fibers pH activating Acid Sensing
Ion Channels 1 and 3 that increase afferents IV neurons activ-
ity, which signals cardiovascular and respiratory centers
located in the medulla oblongata leading to an increase in
heart rate, blood pressure, and ventilation (Ducrocq &
Kaufman, 2020; Grotle et al., 2020). Data from the present
study evidence the so-called metaboreflex demonstrating
a coordinated cardiorespiratory response to lactate accumula-
tion in men with obesity. Furthermore, lactate and H+ accu-
mulation are associated with the onset of fat oxidation decrease
because pH myocyte reduction decreases carnitine palmitoyl-
transferase 1 activity (~50%) and with-it long-chain fatty acids
entry into the mitochondrion (Achten & Jeukendrup, 2004;
Spriet, 2014). Thereby, the relationship between FATmax and
the different AeT markers here reported have a solid physio-
logical background.

Of note, this study only evaluated young male adults with
obesity. A strong correlation between FATmax and VT1 dur-
ing treadmill running has been also reported in women with
obesity (R* = 0.88), despite the FATmax and VT1 occurred at
~70%VOspeak and 73% VOpear, respectively (Emerenziani
et al., 2019). Thus, regardless of sex, VTl seems to be
a reliable physiological marker for FATmax determination in
people with obesity. Nevertheless, Emerenziani et al. (2019)
only examined systematic bias and correlation between
FATmax and VT1; thereby, future studies need to investigate
the accuracy of the VT1, LIAB, and HRIP for predicting
FATmax in women with obesity. Otherwise, future studies
also need to analyze the here reported association in adoles-
cents and elderly adults because the FATmax seems to decrease
with aging (Riddell et al., 2008). In this regard, FATmax and
LIAB showed a good level of agreement in physically active
adolescents (Tolfrey et al., 2010) whilst a strong correlation
between FATmax and VT1 was recently reported in healthy
boys (R* = 0.93) and girls (R*> = 0.88; Meucci et al., 2021).
Nonetheless, the accuracy of LIAB and VT1 for predicting
FATmax as well as the association between the HRIP and
FATmax in adolescents warrants further analysis.

In addition, the present work examined the association of
AeT and FATmax during investigated treadmill walking,
which has proven to induce a higher fat oxidation rate in
comparison with cycling, rowing, and elliptical (Filipovic
et al., 2021). However, as fuel selection, BLa kinetics (Binder
et al,, 2008; Faude et al., 2009), and the adrenergic response
(Davies et al., 1974) differ between exercise modalities, the
here reported associations warrant further investigation.
Moreover, as FATmax and LT show day-to-day variation
(Chrzanowski-Smith et al., 2020; Faude et al., 2009), future
investigations should examine the reliability of the here
reported associations to corroborate the reliability of the
different AeT markers for optimizing fat oxidation. Finally,
the FATmax and AeT are modified throughout exercise train-
ing (Binder et al., 2008; Riddell et al., 2008; Venables et al,,
2005), therefore, further studies need to investigate these
variables longitudinally.

Conclusion

The HRIP, LIAB, VT1, and LT+1.0 are interrelated and
strongly associated with FATmax. However, as HRIP, LIAB,
and VT1 showed a larger determination coeflicient, a lower
error of estimate, and better concordance with FATmax, these
are more accurate for FATmax determination in men with
obesity.
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Abstract

The maximal fat oxidation rate (MFO) assessed during a graded exercise test is a remarkable physiological indicator associ-
ated with metabolic flexibility, body weight loss and endurance performance. The present review considers existing bio-
markers related to MFO, highlighting the validity of maximal oxygen uptake and free fatty acid availability for predicting
MFO in athletes and healthy individuals. Moreover, we emphasize the role of different key enzymes and structural proteins
that regulate adipose tissue lipolysis (i.e., triacylglycerol lipase, hormone sensitive lipase, perilipin 1), fatty acid trafficking
(i.e., fatty acid translocase cluster of differentiation 36) and skeletal muscle oxidative capacity (i.e., citrate synthase and
mitochondrial respiratory chain complexes II-V) on MFO variation. Likewise, we discuss the association of MFO with dif-
ferent polymorphism on the ACE, ADRB3, AR and CD36 genes, identifying prospective studies that will help to elucidate
the mechanisms behind such associations. In addition, we highlight existing evidence that contradict the paradigm of a
higher MFO in women due to ovarian hormones activity and highlight current gaps regarding endocrine function and MFO
relationship.

Keywords Athletes - Energy metabolism - Exercise - Gene expression - Genotype - Obesity

Abbreviations CD36 Fatty acid translocase cluster of differentiation
ACE Angiotensin-converting enzyme 36

AR Androgen receptor CPT1 Carnitine palmitoyltransferase 1

ATGL Adipose triacylglycerol lipase CRF Cardiorespiratory fitness

B-AR, Beta-3 adrenergic receptor CS Citrate synthase
FATmax  Exercise intensity corresponding to maximal
fat oxidation
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FFA Free fatty acids

FFM Fat-free mass

HIIT High-intensity interval training

HSL Hormone-sensitive lipase

IMTG Intramuscular triglycerides

MFO Maximal fat oxidation

Mitoyp Mitochondrial volume density

OXPHOS Mitochondrial oxidative phosphorylation
capacity

VOymax Maximal oxygen uptake

VO,pear Peak oxygen uptake

VT Ventilatory threshold

Introduction

Skeletal muscle comprises ~40% of total body mass and
poses relevant implications for metabolic health and sports
performance. A poor fat oxidation in skeletal muscle may
lead to the accumulation of lipid intermediates such as dia-
cylglycerols and ceramides which are considered “lipotoxic”
and are related to insulin sensitivity (Goodpaster and Sparks
2017; Arad et al. 2020). On the other hand, increasing fat
oxidation in skeletal muscle through exercise training will
reduce glycogenolysis rate, delaying glycogen depletion
which is related to muscle fatigue (Holloszy and Coyle 1984;
@rtenblad and Nielsen 2015; Hearris et al. 2018).

The maximal fat oxidation rate (MFO) observed at sub-
maximal exercise intensity during an incremental-load exer-
cise test represents the capacity of the skeletal muscle to use
fatty acids as a fuel when energy demand raises by muscle
contraction (Fig. 1). Since introduced by Jeukendrup and
Achten (2001), many studies have analyzed the validity of
this parameter as a marker of metabolic flexibility and a pre-
dictor of sports performance in endurance athletes, report-
ing that (1) MFO is directly related to insulin sensitivity
(r=0.33, p<0.01) and 24-h fat oxidation (r=0.65, p <0.01)
in healthy males (Robinson et al. 2015); (2) predicts total fat
oxidation during steady-state exercise in men with obesity
(R*=0.46, p<0.01) (Chavez-Guevara et al. 2021) and is
positively associated with exercise fat oxidation in the post-
prandial state in trained males (r=0.83, p <0.01) (Maunder
et al. 2021); (3) is related with fat mass loss induced by
exercise training performed at MFO intensity (FATmax)
in subjects with obesity (r=0.35, p<0.01) (Drapier et al.
2018); (4) it explains 12 and 14% of endurance performance
on Ironman (Frandsen et al. 2017) and ultra-trail male ath-
letes, respectively (Martinez-Navarro et al. 2020). The afore-
mentioned evidence highlights the relevance of investigating
those biological and nutritional factors as well as the fitness
components that determine MFO to understand the molecu-
lar and physiological mechanisms affecting metabolic health
and athletic performance.

@ Springer

Previous investigations reported that cardiorespiratory
fitness (CRF), body fat, exercise intensity eliciting MFO
(FATmax), and fasting duration before the exercise test
accounted for 47% of MFO intra-individual variance in
athletes (Randell et al. 2017). In a similar way, the CREF,
self-reported physical activity level, fat mass, fat-free mass
(FFM), biological sex, and macronutrient content of the diet
determined 46% of MFO variance in healthy untrained indi-
viduals (Fletcher et al. 2017). The physiological mechanisms
explaining the association of the variables mentioned above
with MFO have been described by Purdom et al. (2018)
while Maunder et al. (2018) and Amaro-Gahete et al. (2018)
provided MFO and FATmax values for trained and untrained
individuals with different nutritional status. Nevertheless,
determinants of MFO in endurance athletes, people with
chronic diseases and elderly adults require further analysis.

Several studies suggest that women have greater fat
oxidation than men, when MFO is expressed as mg kg
FFM~! min~! (Venables et al. 2005; Fletcher et al. 2017;
Maunder et al. 2018). In these studies, females showed a
lower FFM in comparison to males. Thus, when adjusting
MFO relative to FFM this may result on females exhibiting
a higher fat oxidation, because the regression of fat oxida-
tion on FFM has a significant positive intercept. Nonethe-
less, Chrzanowski-Smith et al. (2021) reported that women
exhibited a greater MFO relative to FFM in comparison to
men even when both groups were matched by muscle mass.
Moreover, a recent meta-analysis evidenced that seden-
tary women shows a higher reliance on fat oxidation dur-
ing moderate intensity exercise in comparison to sedentary
men (Cano et al. 2021). In this regard, several physiological
mechanisms have been related with sex-based differences in
fat oxidation, including (1) elevated lipolytic rate in adipose
tissue; (2) elevated levels of estrogens; (3) increased propor-
tion of type 1 muscle fibers; (4) elevated intramuscular lipids
concentration. Therefore, is necessary to elucidate whether
MEFO is predicted by similar variables between sexes.

On the other hand, up to 50% of MFO variation remain
unexplained and biomarkers representing adipose tissue
metabolism and skeletal muscle oxidative capacity (i.e.,
lipolytic enzymes, circulating free fatty acids, mitochondrial
content, hormones) could be involved in oxidative capacity
processes affecting MFO (Muscella et al. 2020). In addi-
tion, Randell et al. (2017) pointed out that MFO could be
also regulated by genetic and epigenetic factors, including
several genetic polymorphisms associated with circulating
fatty acid availability (Li et al. 2016), fat oxidation during
physical exercise (Morita et al. 2009) and skeletal muscle
fiber type composition (Ahmetov et al. 2012). Therefore,
the present review considers several biomarkers and genetic
polymorphism related to MFO, with particular emphasis on
those biomarkers that have been validated as MFO predic-
tor. Moreover, we describe the mechanisms behind such
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Fig. 1 Biomarkers, health-related components of physical fitness and
genetic polymorphism related to maximal fat oxidation (MFO). Those
biomarkers and health-related components previously validated as
MFO predictors are highlighted in green color while those biomark-
ers that have only been correlated with MFO are remarked in purple.
The biomarkers that are not associated with MFO are colored in red
those biomarkers whose relationship with MFO has not been ana-
lyzed (but could be associated) are highlighted in orange. ATGL tria-
cylglycerol lipase, ACSLI acyl-CoA synthetase, CS citrate synthase,
CPT1 carnitine palmitoyl transferase 1, ERa estrogen receptor alpha,

associations and discuss existing evidence regarding the
effect of exercise training over all biomarkers and MFO.
Furthermore, we identify prospective studies that will help
to elucidate the molecular mechanism that may predispose to
a low-fat oxidation phenotype leading to metabolic diseases
and a poor physical performance.

Biomarkers associated
with exercise-induced maximal fat oxidation
rate

Several biomarkers regarding CRF, endocrine function, fatty
acid metabolism and skeletal oxidative capacity have been
related with MFO observing contrasting results depending
on training status and biological sex (Table 1).

and oxygen pulse
Blood pressure

I Insulin and testosterone levels

Estrogen and progesterone levels

Lipolytic Lipolytic

rate enzymes
Plasma FFA ATGL and HSL
at rest PLIN 1

Plasma Glycerol
at rest

ECT electron transport chain, FATBP fatty acid binding protein, FAT-
max exercise intensity eliciting maximal fat oxidation, FFA free fatty
acids, HAD f-hydroxy-acyl-CoA-dehydrogenase, HSL hormone sen-
sitive lipase, MFO maximal fat oxidation, /M CL intramuscular lipids,
Mitoy,, mitochondrial volume density, OXPHOS mitochondrial oxida-
tive phosphorylation capacity, PLIN perilipin, VO,,,,. maximal oxy-
gen uptake. The fat oxidation and blood lactate kinetics showed in
this figure correspond to Author’s experimental data collected from
an incremental-load exercise test performed on a patient with obesity

Cardiorespiratory fitness

Data from Venables et al. (2005) and Fletcher et al. (2017)
showed that CRF is the main determinant of MFO variance
in healthy individuals with low to moderate physical activity
level (see standardized S coefficients reported in Table 1).
In support of this, a positive and strong association between
VO, max/peak ad MFO has been reported in a combined group
of trained/untrained individuals (R*=0.59, p<0.01) (Nor-
dby et al. 2006) and endurance trained males (R*=0.78,
p <0.01) (Amaro-Gahete et al. 2019a), with a modest asso-
ciation reported on female ironman athletes (R*=0.27,
p<0.01) (Vest et al. 2018), sedentary young adults with
overweight (R*>=0.26, p <0.01) and obesity (R>=0.10,
p <0.05) (Amaro-Gahete et al. 2019b), and sedentary mid-
dle-aged adults (R*=0.13, p<0.01) (Amaro-Gahete et al.
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2021). In the same way, a positive and significant correlation
between VO, peax a1d MFO has been reported in trained
men (7: 0.52-0.65) (Robinson et al. 2016; Zurbuchen et al.
2020; Chrzanowski-Smith et al. 2021), combined groups of
trained/untrained individuals (r: 0.72-0.84) (Dandanell et al.
2018; Shaw et al. 2020) as well as sedentary subjects with
obesity (r=0.59, p<0.01) (Haufe et al. 2010), suggesting
that improving CRF would lead to an increment on MFO.

Effect of exercise training over VO,,,., and MFO

In this regard, a concomitant increment in MFO (A:
0.03-0.07 g min~') and VO, was reported in adolescents
and elderly adults with obesity after 8—10 weeks of exercise
training at FATmax (Chavez-Guevara et al. 2020). Indeed,
recent studies in young (20—40 years old) and middle-aged
sedentary adults (40—65 years old) observed that changes
in VO, axpeak induced by endurance training (3 days/
week; 300 or 600 kcal day™" above 70% VOypear) (Rosen-
kilde et al. 2015) or high intensity interval training (HIIT)
(40-65 min per week at an intensity of >95% VO,,,..)
(Amaro-Gahete et al. 2020) predicted MFO increments,
demonstrating that enhancing CRF improves fat metabo-
lism in untrained subjects. Up to date, the chronic effect
of an exercise training intervention over MFO in athletic
population remains unexplored. Nonetheless, Achten and
Jeukendrup (2003a) reported that MFO was 16% higher in
endurance trained men with high vs. low VO, (71.9+6.1
vs. 58.6+5.2 mL kg~! min!). In the same way, a signifi-
cant mean difference in MFO levels (~0.18 g min~!) was
observed between long-distance male runners with high
vs. low VO, (68.4+4.5 vs. 58.6+5.4 mL kg~ min™")
(Lima-Silva et al. 2010), suggesting that an increment on
CRF induced by exercise training would augment MFO in
endurance athletes, a hypothesis that needs to be supported
by further studies.

Of note, all the above-mentioned studies evaluating the
increment of MFO and VO,,,,, induced by exercise training
employed an intervention period < 12 weeks. Further stud-
ies are needed to elucidate whether CRF and fat metabo-
lism keep improving after 12 weeks of physical exercise.
Otherwise, findings from previous randomized clinical
trials suggest that MFO and VO,,,., increments depend of
exercise training characteristics (i.e., intensity, volume).
In young men with obesity, a large increment on MFO (A:
0.08 ¢ min'; d=1.49) and VO, (A: 2.8 mL kg™! min™!;
d=0.82) was observed after 2 weeks of HIIT (8 exercise
sessions speeded over 14 days; 10X 60-s cycling intervals
at workload eliciting ~90% HRmax interspersed with 60-s
recovery at 50 W) while only a low increment on MFO (A:
0.03 g min~'; d=0.32) and VO,,,,, (A: 1.8 mL kg™ min~!;
d=0.27) was observed after steady-state exercise train-
ing at FATmax (8 exercise sessions speeded over 14 days;

40-50 min day_l) (Lanzi et al. 2015). In addition, both MFO
(A16%, p <0.05) and VO,,,, (A14%, p <0.05) increased
significantly after 3 weeks of high intensity continuous train-
ing (5 days/week; 2 sessions day~'; 70% VO,,.,,) in adoles-
cents with obesity but remain unchanged in patients who
trained at FATmax (5 days/week; 2 sessions day~!) (Lazzer
et al. 2011). Thus, in the short-term, training at high inten-
sity seems to be more effective at improving MFO in com-
parison to exercising at FATmax. On the other hand, high-
volume endurance training (3 days/week; 600 kcal day™!
above 70% VO, ) resulted on a larger increment on MFO
in comparison to low-volume endurance training (3 days/
week; 600 kcal day ™! above 70% VO,peqi) In sedentary men
with overweight (A0.14 vs. 0.09 g¢ min~") (Rosenkilde et al.
2015). Moreover, in healthy men, the MFO and FATmax are
higher during treadmill running in comparison to stationary
cycling (Achten et al. 2003), elliptical and rowing exercises
(Filipovic et al. 2021). Thus, the effect of exercise training
on MFO may depend on exercise intensity, type and volume.
Further clinical trials are need to stablish the optimal train-
ing characteristics for improving MFO in athletes, sedentary
lean individuals and patients with chronic diseases.

Despite a clear relationship is observed between VO,
and MFO, the mechanisms behind such association are not
fully understood. The VO,,,,, represents the capacity of an
organism for transport O, from the environment to the body
tissues for energy production in the mitochondrion through
oxygen-dependent pathways, including fat oxidation. (Bas-
sett and Howley 2000; Levine 2008). In this regard, the
VO, 18 determined by lungs capacity and volume, car-
diovascular function, microcirculation, and skeletal muscle
oxidative capacity (Wagner 1996; Levine 2008). Therefore,
all the aforementioned factors might be implicated on the
association between MFO and VO,,,..

Biomarkers of skeletal muscle oxidative capacity
associated with MFO

The VO, .. 1s positively associated with several biomark-
ers of skeletal muscle oxidative capacity, including mito-
chondrial volume density (Mitoy,) and oxidative phospho-
rylation capacity (OXPHOS) (Lundby and Jacobs 2016),
capillary density (Hendrickse and Degens 2019) and type 1
muscle fibers abundance (Foster et al. 1978). Recent studies
have evaluated the association of MFO with all the above-
mentioned biomarkers providing valuable insights about the
mechanism that regulate fat oxidation capacity.

Mitochondrial volume density and oxidative
phosphorylation capacity

Dandanell et al. (2018) investigated the relationship of
Mitoyp, and OXPHOS with MFO, observing a moderate
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correlation between these variables (r=0.56 and r=0.52
for Mitoy and OXPHOS respectively) when combining
data from endurance trained and untrained men. In the same
study, mitochondrial fatty acid oxidation measured in vitro
turned to be positively related with MFO (r=0.59) suggest-
ing that exercise training improves skeletal muscle fat oxi-
dation capacity by enhancing mitochondrial quantity and
OXPHOS.

The enzymatic activity of citrate synthase (CS) and the
protein content of the mitochondrial respiratory chain com-
plexes are considered reliable biomarkers of Mitoyy, and
OXPHOS in skeletal muscle (Larsen et al. 2012) and its rela-
tionship with MFO has been analyzed in combined cohorts
of trained/untrained individuals (Nordby et al. 2006; Stisen
et al. 2006; Dandanell et al. 2018; Shaw et al. 2020). These
studies noted a higher CS activity in trained vs. untrained
subjects (35-44% higher) but only Dandanell et al. (2018)
found a strong and significant relationship between CS and
MFO (r=0.67, p<0.01) which may be explained due to a
larger difference on VO,,,,, and CS activity among trained
and untrained groups (see Table 1). In support of these data,
the study by Maunder et al. (2021) observed that CS activ-
ity was more determinant than VO, . for predicting MFO
in young trained men (see standardized beta coefficients
reported in Table 1). Moreover, Shaw et al. (2020) found
a significant relationship between MFO and mitochon-
drial respiratory chain complexes II, III, IV and V when
combining the data from trained and untrained individuals
(Table 1), supporting the hypothesis that increasing skeletal
muscle oxidative capacity would lead to a higher MFO.

The augment of MFO was positively correlated with the
increment of muscle CS activity (r=0.63, p<0.05) and
OXPHOS (r=0.78, p<0.01) after 10 weeks of exercise
training at FATmax in subjects with type 2 diabetes (Borde-
nave et al. 2008). Moreover, Rosenkilde et al. (2015) showed
that changes in CS activity and mitochondrial complexes
chain complexes II, III, IV, and V induced by 12 weeks of
endurance exercise training were related with MFO augment
in young sedentary overweight men. Up to date, there is no
evidence of a concomitant increment on Mitoy, and MFO
in athletic population.

Skeletal muscle contraction promotes mitochondrial bio-
genesis through activation of the transcriptional coactivator
peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactiva-
tor 1-alpha (PGC1-a) that recruits and co-regulates several
transcription factors (i.e., nuclear respiratory factors 1 and 2,
peroxisome proliferator-activated receptors, estrogen related
receptor a) controlling the expression of mitochondrial
proteins, including mitofusin 1 and 2 which regulate mito-
chondrial fusion and fission, respectively (Egan and Zierath
2013). In the same way, activation of PGC1-a upregulates
the expression of several genes encoding CS and other pro-
teins that regulate fatty acid trafficking and oxidation (see

@ Springer

below) (Egan and Zierath 2013). Thus, future investigations
should analyze the association between PGC1-a and MFO
to elucidate molecular mechanisms implicated on meta-
bolic health and sports performance. Interestingly, exercise
intensity is positively related to exercise-induced increment
of PGC1-a mRNA levels (r=0.38) (Granata et al. 2018a)
whilst training volume is directly related to Mitoy, changes
induced by physical exercise (Granata et al. 2018b). There-
fore, future studies are needed to stablish training recom-
mendations for optimizing skeletal muscle oxidative capac-
ity and enhancing MFO.

In muscle fibers, the mitochondria are mainly distributed
on intermyofibrillar cell compartment (Lundby and Jacobs
2016). Nonetheless, the relative increment of subsarcolem-
mal Mitoyyp, is larger than in intermyofibrillar mitochondria
after 6 weeks of high intensity endurance training (~72%
VO,max) (Suter et al. 1995). This may optimize oxygen and
fatty acid diffusion to skeletal muscle mitochondria improv-
ing fat oxidation capacity. Indeed, subsarcolemmal Mitoy,
showed a larger correlation with MFO (r=0.62, p <0.01) in
comparison to intermyofibrillar Mitoy, (r=0.37, p<0.01)
(Dandanell et al. 2018). Whether an increment on subsar-
colemmal Mitoy, influences muscle oxygenation kinet-
ics and fatty acid uptake elevating MFO remains to be
elucidated.

In addition, endurance training also improves intrinsic
mitochondrial function by enhancing the surface of the mito-
chondrial inner membrane that in turn is positively related
to VO, in both sedentary and trained individuals (Nielsen
et al. 2017). The increment of mitochondrial cristae might
lead to the assembly of electron transport chain supercom-
plexes enhancing mitochondrial respiratory capacity and
ATP synthesis (Greggio et al. 2017). As before mentioned,
a significant relationship between MFO and mitochondrial
respiratory chain complexes II, III, IV and V was observed
in lean individuals (Shaw et al. 2020). Nevertheless, whether
an increment on electron transport chain supercomplexes
could elevate MFO requires further investigation.

Exercise training improves Mitoy,, mitochondrial res-
piration and insulin sensitivity in patients with obesity and
type 2 diabetes, suggesting a link between skeletal muscle
oxidative capacity and metabolic health (Genders et al.
2020). The mechanism behind such association is not fully
understood but it might be possible that a higher fat oxida-
tion induced by enhanced Mitoy, and OXPHOS could atten-
uate the accumulation of bioactive lipids like diacylglycerols
and ceramides which are related to insulin resistance (Per-
reault et al. 2018). In this regard, alongside with increased
MFO and CS activity, Rosenkilde et al. (2015) also reported
a significant reduction on fasting insulin levels (— 30%) after
12 weeks of endurance training in sedentary men with over-
weight. On the contrary, 10 weeks of exercise training at
FATmax did not reduce insulin or glucose circulating levels
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in patients with diabetes despite a significant augment in
MFO and CS activity (Bordenave et al. 2008). In the two
aforementioned studies, changes of intramuscular lipids
induced by exercise training were not measured. Therefore,
future investigations are needed to elucidate whether an
increment on MFO is associated with changes in skeletal
muscle oxidative capacity, intramuscular lipid intermediates
and insulin sensitivity.

In addition to increased Mitoyp, and OXPHOS, the abun-
dance and activity of some glycolytic enzymes (e.g., lactate
dehydrogenase) are reduced with exercise training attenu-
ating muscle glycogenolysis which might delay glycogen
depletion improving endurance performance (Holloszy and
Coyle 1984; Egan and Zierath 2013; Knuiman et al. 2015;
Hearris et al. 2018). Further studies should analyze the
modifications in MFO and glycogen utilization induced by
exercise training in athletes.

Capillary density

The MFO was positively correlated with muscle capillary
density (r: 0.53-0.61) in young men (Dandanell et al. 2018;
Shaw et al. 2020). Capillaries are blood vessels that deliver
oxygen and nutrients to skeletal muscle fibers, being the
number of capillaries per muscle fiber increased with endur-
ance training throughout a process named angiogenesis
(Egan et al. 2013; Hendrickse and Degens 2019). Up to date,
whether an increment on capillary density induced by exer-
cise training leads to a higher oxygen and fatty acid delivery
to skeletal muscle elevating MFO remains undefined.

Fiber type distribution

Recent studies performed on healthy men, reported a posi-
tive correlation between MFO and %type I muscle fibers (r:
0.51-0.81) (Dandanell et al. 2018; Shaw et al. 2020). This
relationship could be explained due to a higher capillary
density, larger Mitoy, and a higher activity of CS and mito-
chondrial respiratory chain complexes on type 1 muscle fib-
ers in comparison to type 2 fibers (Egan and Zierath 2013).
In addition, the abundance of transport proteins involved on
fatty acid trafficking [i.e., fatty acid binding protein and fatty
acid translocase cluster of differentiation 36 (CD36)] and
the enzymatic activity of 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
that regulates oxidation of fatty acids into the mitochondrion
is also higher in type 1 muscle fibers (Vistisen et al. 2004;
Egan and Zierath 2013).

To the best of our knowledge, the concomitant changes
on %type I muscle fibers and MFO have not been analyzed
neither in sedentary or trained individuals. Nevertheless, it
is widely reported that skeletal muscle undergoes a remod-
eling process depending on exercise training characteristics.
Several studies have shown that sprint, power and plyometric

training could elicit a transition of type I muscle fibers to
type Ila (Plotkin et al. 2021). Otherwise, endurance train-
ing promotes the shift of muscle fibers type Ila/IIx towards
type I muscle fibers (Plotkin et al. 2021). The increment of
type 1 muscle fibers might be of particular interest for long-
distance runners in whom %type 1 muscle fibers is directly
related to endurance performance (Foster et al. 1978). More-
over, patients with metabolic syndrome might benefit from
increasing %type 1 muscle fibers because a diminished pro-
portion of these muscle fibers is observed in this population
when compared to lean subjects (Stuart et al. 2013; Albers
et al. 2015). Further research is needed to elucidate whether
an increment on MFO and the proportion of type 1 fibers
improves insulin sensitivity and endurance performance in
patients with diabetes and athletes respectively.

Cardiovascular function

A recent study evaluating the relationship between fat oxi-
dation and muscle deoxygenation kinetics—assessed by the
variations in deoxygenated hemo- and myoglobin concentra-
tions—reported that the breakpoint and slope of the mus-
cle deoxygenation kinetics correlated with MFO (r=0.66,
p<0.05; r=— 0.41,<0.05, respectively) in a combined
group of physically active individuals and well-trained
cyclist (Zurbuchen et al. 2020). Therefore, the greater the
capacity for maintaining a balance between oxygen delivery
and extraction throughout a larger range of exercise intensi-
ties, the greater the reliance on aerobic metabolism and fat
oxidation for ATP production.

The cardiovascular system is responsible for oxygen
transport from the lungs to the different bodily tissues (Wag-
ner 1996; Hoppeler and Weibel 2000; Levine 2008), thereby,
cardiovascular function might be associated with exercise fat
oxidation. In this regard, Skattebo et al. (2022) reported a
higher MFO relative to muscle mass during one-leg cycling
in comparison with two-leg cycling (+ 54%) being such
differences associated with an elevated mass-specific oxy-
gen delivery and a higher increment on cardiac output in
response to one-leg cycling. These data suggest that enhanc-
ing oxygen delivery to skeletal muscle by increasing cardiac
output may elevate MFO.

An increment of cardiac output occurs in response to
exercise training due to a larger stroke volume, derived
from an increment of left ventricle chamber dimension and
also an increment in end-diastolic filling pressure (Hoppeler
and Weibel 2000; Levine 2008). Recently, Vaccari et al.
(2020) reported a concomitant increment of cardiac output,
stroke volume, VO,,,, and fat oxidation rates at 60-80%
VO, max after 3 months of HIIT in patients with obesity (34
exercise sessions; 3-min sprint intervals at~100% VO,pq,
interspersed by 90 s of walking at~50% VO,.,). Nonethe-
less, in the same study, MFO did not increase in response to
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exercise training. Noteworthy, despite a large increment on
cardiac output was reported by the previous study, authors
did not evaluate modifications of muscle oxygenation kinet-
ics. Therefore, further studies are needed to investigate the
association among MFO, oxygen delivery to skeletal muscle
and biomarkers of cardiovascular function (Fig. 1).

Pulmonary function
Ventilatory threshold

A moderate association of the first and second ventilatory
thresholds (VT) with MFO has been reported by several
studies in trained men (R%: 0.46—0.55) (Amaro-Gahete et al.
2019a, b; Zurbuchen et al. 2020; Maunder et al. 2021). The
VT are positively related with muscle oxygenation kinetics
(Zurbuchen et al. 2020) and performance in long-distance
runners. Moreover, the VT increase with exercise training
in sedentary men and women, with a higher improvement
when exercise training is performed above the VT intensity
(Gaskill et al. 2001).

The second VT indicates an increment on pulmonary ven-
tilation that results from accumulation of lactate in the blood
and skeletal muscle (Binder et al. 2008). The accumulation
of lactate in skeletal muscle sarcoplasm induces a reduction
of muscle pH that decrease the activity of carnitine palmitoyl
transferase 1 (CPT1), thus reducing the entry of long-chain
fatty acids into the mitochondrial matrix (Starritt et al. 2000;
Achten and Jeukendrup 2004). Indeed, blood lactate levels
are inversely associated with fat oxidation rates during a
graded exercise test (San-Millan and Brooks 2018). Exercise
training improves lactate clearance in skeletal muscle fibers
by increasing the density of monocarboxylate transporters
(MCT1 and MCT4) in the sarcolemma (Thomas et al. 2012).
This adaptation delays the reduction of sarcoplasmic pH and
the inhibition of CPT1 allowing a higher fat oxidation. San-
Millan and Brooks (2018) reported that lactate threshold and
MFO occurred at a higher workload in endurance trained
athletes in comparison with patients that suffer from meta-
bolic syndrome. Nevertheless, whether a parallel increment
on lactate threshold, VT and MFO in obtained after exercise
training remains to be elucidated.

Lung capacities and volumes

Pulmonary function is a critical determinant of pulmonary
ventilation, oxygen uptake and VO,,,,, (Wagner 1996). Sev-
eral biomarkers of lung volumes (e.g., tidal volume) are pos-
itively related to physical activity and seem to be increased
with endurance training (Lutfi 2017). Moreover, Durmic
et al. (2017) suggest that lungs capacities also increase with
exercise training because vital capacity and forced expira-
tory volume were higher in endurance trained individuals
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vs. sedentary controls. The adaptations of lungs capaci-
ties might be related to exercise intensity, type and volume
because vital capacity and maximal expiratory volume are
notably higher in water polo athletes when compared against
basketball, handball and soccer players (Durmic et al. 2015).
Although the mechanism behind the increment of lung vol-
umes and capacities are not fully understood, Durmic et al.
(2017) proposed that endurance exercise may change air-
ways resistance conduction, alveolar expansion and lung
elasticity. In addition, exercise training increases the strength
of respiratory muscles contributing to a higher pulmonary
ventilation (Hackett 2020). Further studies need to evaluate
whether lung capacities and volumes correlate with muscle
oxygenation kinetics and MFO.

Fatty acid metabolism

The contribution of fatty acid delivered from adipose tissue
and intramuscular triglycerides (IMTG) to energy expendi-
ture is determined by exercise intensity, being the plasma
free fatty acids (FFA) the main energy source during low to
moderate exercise intensity while IMTG increases its contri-
bution as workload progressively augment during a graded
exercise test (Hargreaves and Spriet 2020). The FATmax is
commonly observed between 45 and 65% VO,,,,, (Purdom
et al. 2018) which represent a moderate exercise intensity
(Mann et al. 2013). Nevertheless, because the FATmax and
the aerobic threshold occur at a similar intensity in both sed-
entary (Peric and Nikolovski 2020) and trained individuals
(Nikolovski et al. 2021), MFO is located at a low exercise
intensity (Maclntosh et al. 2021). Thus, FFA would be the
main fuel used for ATP production and its concentration
might be associated with MFO.

Adipose tissue lipolysis

In this sense, Robinson et al. (2016) reported a low cor-
relation between FFA concentration at FATmax and MFO
in trained men (r=0.27, p <0.05). Such correlation disap-
peared when plasma FFA at rest was included as a covariate.
Indeed, the FFA increment from rest to FATmax was not
correlated with the differences between fat oxidation at rest
and MFO. To the best of our knowledge, only this study
has analyzed the association between FFA concentration at
FATmax and MFO, therefore, further research is necessary
to stablish a robust conclusion. Interestingly, sedentary men
with obesity exhibited higher FFA availability at FATmax
and higher absolute MFO during an incremental-load exer-
cise in comparison to lean subjects (Lanzi et al. 2014) which
has been related with a larger fat mass in patients with obe-
sity (Amaro-Gahete et al. 2019b). Moreover, women with
low abdominal to lower body fat mass ratio exhibited a
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higher MFO and FATmax in comparison to women with
high abdominal to lower body fat mass ratio despite no dif-
ferences in FFM and total fat mass (Isacco et al. 2014). The
last finding could be explained by lower insulin levels and
higher FFA concentration during moderate intensity exer-
cise in women with high abdominal to lower body fat mass
ratio (Isacco et al. 2013). Thereby, the relationship between
FFA and MFO could be influenced by nutritional status and
fat mass distribution, a hypothesis that also require further
research.

The data from Robinson et al. (2016) suggest that fatty
acid availability prior exercise seems to be more determi-
nant than lipolytic response to this stimulus. In this sense,
Frandsen et al. (2017) showed that overnight fasting (9—13 h)
plasma FFA at rest was independently associated with
MFO explaining 6% of its variation in male ironman ath-
letes, although such association was not observed in female
ironman athletes (R*=0.07, ns) in whom VOypeax Was the
only biomarker associated with MFO (Vest et al. 2018).
The discrepancy across these studies suggests that MFO is
determined by different physiological mechanisms across
male and female ironman athletes which require further
analysis. On the other hand, Frandsen et al. (2021) showed
that increasing FFA throughout prolonged fasting (>22 h)
and repeated exercise sessions resulted on a higher MFO
in endurance athletes. In the same study, a linear regres-
sion analysis showed that an increase of 500 pmol L in
plasma FFA would augment MFO by 4.5 mg kg lean body
mass~! min~! in men and by 5.5 mg kg lean body mass™!
min~! in women (R?=0.70, p <0.01), highlighting the asso-
ciation between FFA availability and MFO. Future inves-
tigations are needed to corroborate whether a higher FFA
availability led to higher fatty acid uptake and oxidation in
skeletal muscle.

Triacylglycerol hydrolysis (lipolysis) is a sequential pro-
cess involving (1) several enzymes called lipases and (2)
different regulatory proteins located in the surface of lipid
droplets named perilipins. The enzymes triacylglycerol
lipase (ATGL) and hormone sensitive lipase (HSL) catalyze
the hydrolysis of the first and second ester bonds producing
diacylglycerol and monoacylglycerol, respectively, while
perilipin 1 facilitates the access of lipases into the lipid drop-
let (Tsiloulis and Watt 2015). Both, HSL and perilipin phos-
phorylation increases in response to f-adrenergic stimulation
which augment during physical exercise (Jordy and Kiens
2014; Tsiloulis and Watt 2015). A pilot study in healthy
individuals showed that MFO was positively related with
HSL (r=0.38, p<0.05) and perilipin 1 (r=0.71, p<0.01)
abundance in adipose tissue (Chrzanowski-Smith et al.
2021). The higher expression of these proteins may elevate
FFA availability inducing a higher MFO. Nevertheless, this
study did not measure the activity or phosphorylation sta-
tus of these proteins. Moreover, in the same study, ex vivo

adipose tissue lipolysis rates and MFO were not associ-
ated (r=— 0.38, p>0.05). Several studies have informed
an increment on adipose tissue HSL, ATGL and perilipin
abundance after endurance training in rodents (Tsiloulis and
Watt 2015). Moreover, aerobic exercise training seems to
improve beta-adrenergic induced lipolysis in the sub-cuta-
neous adipose tissue of patients with obesity by decreasing
the anti-lipolytic activity of alpha-2 adrenergic receptors
(Laurens et al. 2020). Nonetheless, several studies report
that FFA concentration at rest and during exercise does not
increase with exercise training (Horowitz 2003; Tsiloulis
and Watt 2015). Indeed, MFO increment after exercise train-
ing at FATmax (Bordenave et al. 2008), moderate intensity
exercise (Rosenkilde et al. 2015) and high intensity interval
training (Lanzi et al. 2015) occurred without a concomitant
augment of circulating FFA at rest. Hence, despite increas-
ing FFA availability is associated with an increment on MFO
(Frandsen et al. 2021) more research is guaranteed to iden-
tify novel strategies that promote adipose tissue lipolysis in
patients with obesity and athletes, to reduce body fat and
increase the reliance on fatty acids for ATP production.

Intramuscular triglycerides

As above mentioned, MFO is located at a low exercise inten-
sity when IMTG shows a modest contribution to energy
expenditure. Nevertheless, skeletal muscle HSL (r=0.75,
p<0.01), ATGL (r: 0.54-0.76) and perilipin 5 (r=0.67,
p <0.01) content were positively related to MFO in healthy
individuals (Shaw et al. 2020; Chrzanowski-Smith et al.
2021), suggesting that elevating IMTG breakdown would
increase MFO. Of note, intramuscular lipids content was
not related to MFO in patients with obesity (Haufe et al.
2010) or trained subjects (Dandanell et al. 2018). Hence,
the relevance of IMTG utilization on MFO remains to be
elucidated.

Previous studies, reported that perilipin 2 and 5 expres-
sion is upregulated by resistance exercise and endurance
training in sedentary men, resulting on increased IMTG
hydrolysis during physical exercise (Shaw et al. 2012; Shep-
herd et al. 2013, 2014). In addition, lipid droplets proximity
to mitochondria in skeletal muscle increases with exercise
training due to mobilization of lipid droplets from subsar-
colemal region to intramyofibrillar cell compartment as
well as elevated Mitoy, and OXPHOS in both athletes and
patients with obesity (Gemmink et al. 2020). These changes
led to increased IMTG utilization during exercise which is
related to improvements on insulin sensitivity in patients
with obesity (Sheperd et al. 2014; Gemmink et al. 2020)
and exercise performance on athletes (Hearris et al. 2018).
Therefore, future studies are needed to investigate whether
a simultaneous increase on IMTG breakdown and oxidation
is associated to MFO.
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Fatty acid trafficking and oxidation
in skeletal muscle

The abundance of different proteins regulating fatty acid
trafficking [i.e., carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT-1),
fatty acid binding protein and fatty acid translocase cluster
of differentiation 36 (CD36)] and oxidation (3-hydroxyacyl-
CoA dehydrogenase) in skeletal muscle has been also asso-
ciated with MFO variations in different cohorts of trained/
untrained individuals (Stisen et al. 2006; Shaw et al. 2020),
trained men (Maunder et al. 2021) and physically active
men and women (Chrzanowski-Smith et al. 2021). From
the aforementioned proteins, only CD36 has been vali-
dated as MFO predictor explaining 11% of MFO variation
in trained men (Maunder et al. 2021). The CD36 mediates
long-chain fatty acids transports across the sarcolemma
and mitochondrial double membrane where it colocalizes
with CPT1 (Smith et al. 2012). Thus, long-chain fatty acids
mobilization across sarcolemma and mitochondria seems
to be an important determinant of MFO, a finding that need
to be corroborated in other populations. A previous study
in untrained women, reported an increment on both skel-
etal muscle mitochondria CD36 content (+51%) and fat
oxidation (+68%) during moderate intensity exercise (65%
VOypear) after 6 weeks of high intensity interval training
(3 days/week; 4-min cycling bouts at 90% VO,,,.,) (Talanian
et al. 2010). In the same way, colocalization of CD36 with
CPT-1 in the mitochondria increased by 25% after an endur-
ance training intervention (3 days/week; 3545 min day~!
at 70-85% HRmax) in women with obesity which turned
to be strongly associated with the increment of fat oxida-
tion rate at rest (R*>=0.85, p<0.01) (Schenk and Horowitz
2006). Likewise, expression levels of CD36 and CPT1 in
skeletal muscle increased after 12 weeks of endurance train-
ing (5 days/week; 60 min day~' at 85%HRmax) in elderly
adults (Mulya et al. 2017). In the last study, the increment
of muscle CPT1 was positively correlated with a resting fat
oxidation augment (r=0.45, p=0.05). The aforementioned
evidence suggest that exercise training could enhance MFO
by promoting fatty acid uptake across the sarcolemma and
mitochondrial membranes. Nevertheless, future investigation
is needed to corroborate such hypothesis. Otherwise, the
CD36 also mediates fatty acid release from adipose tissue
(Pepino et al. 2014). It would be interesting that future stud-
ies investigate whether CD36 abundance in adipose tissue
and skeletal muscle is associated with FFA rate of appear-
ance/disappearance affecting MFO.

The fat oxidation rate at rest is positively correlated
with MFO in trained men (r=0.47, p<0.01) (Robinson
et al. 2016) and is downregulated by high glucose and insu-
lin concentrations (Melzer 2011). Insulin suppresses adi-
pose tissue lipolysis by stimulating the activity of cellular
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phosphodiesterase-3 (Horowitz 2003) and reduces skeletal
muscle long-chain fatty acids oxidation and long-chain acyl-
carnitine concentration showing a decrement on the func-
tional activity of CPT1 (Rasmussen et al. 2002; Sidossis
et al. 1996). A previous study by Achten and Jeukendrup
(2003b) reported a decline on MFO (~28%) when 75 g
of glucose was consumed 45 min prior exercise testing in
moderately trained individuals. This evidence suggests that
circulating glucose, insulin and lactate—a metabolite repre-
senting skeletal muscle glycolytic flux—may be associated
with MFO. In this regard, Amaro-Gahete et al. (2021) did
not found any relationship between MFO, plasma glucose
and insulin concentration in sedentary young and middle-
aged adults (Amaro-Gahete et al. 2021). Furthermore,
plasma glucose and lactate were not associated with MFO in
trained men (Robinson et al. 2016). On the contrary, plasma
lactate levels at rest were negatively associated with MFO
(R*=0.12, p<0.01) in male ironman athletes (Frandsen
et al. 2017), although similar lactate concentrations were
noted in comparison to the participants from the study of
Robinson et al. (2016) (0.8+0.3 vs. 0.8 +0.2 mmol L7,
respectively). Thus, the influence of glycolytic flux at rest
and MFO remains controversial and future investigations
including individuals with obesity and type II diabetes mel-
litus who exhibit higher circulating levels of lactate, glu-
cose and insulin will help to elucidate the aforementioned
mechanism.

Endocrine function

Physical exercise induces lipolysis throughout the action
of several hormones (i.e., adrenaline, atrial natriuretic pep-
tide, cortisol, glucagon and growth hormone) that regulate
adipose tissue and skeletal muscle HSL and ATGL activity
(Muscella et al. 2020). Nonetheless, whether the activity,
circulating concentration of these hormones and the level
of expression of their respective cellular receptors are asso-
ciated with MFO remain unclear. Furthermore, previous
studies have demonstrated that thyroid hormones regulate
fatty acid oxidation in the skeletal muscle through p43 thy-
roid receptor alpha isoform which increases AMP-activated
protein kinase phosphorylation and mitochondrial associ-
ated protein activity (enzymes that regulate CD36 transloca-
tion to sarcolemma and mitochondrial fatty acid oxidation)
(Sayre and Lechleiter 2012). Thus, future studies should
determine whether there is a direct association between
thyroid hormones and MFO (Fig. 1).

On the other hand, female ovarian hormones (i.e., estra-
diol and progesterone) have been associated with higher
MFO in women vs. men (Venables et al. 2005; Purdom
et al. 2018; Maunder et al. 2018). In particular, estrogens
could promote fatty acid oxidation through binding the
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estrogen receptor alpha in the sarcoplasm that dimerizes
and subsequently is translocated to the nucleus promoting
the transcription of Peroxisome proliferator-activated recep-
tor gamma coactivator 1-alpha, Nuclear Respiratory Factor
and additional genes involved in mitochondrial biogenesis
and long-chain fatty acids oxidation (Ventura-Clapier et al.
2019). Nonetheless, circulating estradiol concentration did
not exhibit a correlation with MFO neither in recreation-
ally active or ironman female athletes (Vest et al. 2018;
Frandsen et al. 2020). Moreover, skeletal muscle estradiol
receptor alpha, CPT1, HSL and ATGL content were not dif-
ferent between physically active men and women in spite
the higher MFO reported in the female participants’ cohort
(Chrzanowski-Smith et al. 2021). Whereby, a higher skeletal
muscle lipolysis and oxidative capacity induced by female
sexual hormones seems not to be the physiological mecha-
nism explaining MFO differences between sexes and fur-
ther mechanisms should be explored. Interestingly, a recent
study by Ponce Gonzélez et al. (2017) reported a positive
relationship between free testosterone levels and MFO in
young men (r=0.45, p <0.05), which might be explained by
the anabolic effect of testosterone that favor a higher mus-
cle mass and a subsequent upregulation of genes involved
in mitochondrial biogenesis and fatty acid metabolism via
androgen receptor activity (Usui et al. 2014; Kelly and Jones
2015). Therefore, current evidence indicates that male but
not female sexual hormones are related to MFO.

Genetic polymorphisms

As before discussed, association of different biomarkers
with MFO are inconsistent among studies investigating
participants with a similar physical fitness, with most of
these biomarkers explaining less than 40% of MFO varia-
tion (Table 1). This evidence points out that genetics may
play an important role on determining an organism capacity
for increasing fat oxidation in response to physical exercise.
Indeed, recent studies have reported a significant associa-
tion of ACE, ADRB3, AR and CD36 genotype with MFO
(Table 2) providing valuable evidence that enhance the com-
prehension of the molecular pathways regulating exercise
metabolism.

The ACE gene encodes the angiotensin-converting
enzyme (ACE) which converts angiotensin I to angiotensin
II increasing the vasoconstriction activity of this hormone
that raise total peripheral resistance and blood pressure
(Vasudeva et al. 2020). An intronic variant consisting of
the deletion (D) of a 216 bp segment in intron 16 of the
ACE gene has been associated with higher circulating levels
of angiotensin II (Rigat et al. 1990), elevated blood pres-
sure (Ma et al. 2018) and reduced CRF (Bueno et al. 2016).
Thereby, the DD genotype is considered an independent

cardiovascular risk factor (Yuan et al. 2017). A recent study
by Montes-de-Oca-Garcia et al. (2021) reported that MFO
was 29% higher in female carriers of the DD genotype in
comparison to carriers of the reference allele (II). Inter-
estingly, the opposite was found in male participants were
MFO was superior in male carriers of the DD genotype (15%
higher), demonstrating a sex—genotype interaction regarding
MFO whose explanation require further analysis. The DD
genotype has been associated with higher circulating lev-
els of the angiotensin I hormone (Rigat et al. 1990) which
stimulates vasoconstriction and may reduce fatty acid and
oxygen uptake by skeletal muscle. In fact, male carriers of
the DD genotype exhibit a reduced capillary density on skel-
etal muscle (Valdivieso et al. 2017) which may explain a low
MEFO. However, further studies evaluating the association of
circulating ACE concentration with FFA rate of appearance/
disappearance, skeletal muscle deoxygenation kinetics and
MFO are needed for elucidating the mechanisms behind the
association of ACE genotype with MFO.

On the other hand, a missense mutation in the ADRB3
gene—resulting on the interchange of a tryptophan (W) for
an arginine (R) in the position 64 of the Beta-3 adrener-
gic receptor (f-AR;)—was associated with a lower energy
expenditure at FATmax in healthy adolescents (~14%
lower), being considered a consequence of lower fat oxi-
dation rates (Correa de Jesus et al. 2018). The f-AR; is a
G-coupled protein located on adipocytes plasma membrane
that regulate adipose tissue lipolysis by triggering HSL
activation after binding of adrenaline (Tsiloulis and Watt
2015; Schena and Caplan 2019). The W >R substitution is
located on a cytoplasmic topological domain that may nega-
tively affect the receptor sensitivity reducing lipolysis and
FFA availability during physical exercise which has been
directly associated with MFO. Nonetheless, a previous study
by Gémez-Gémez et al. (2014) did not observe a lower lipo-
lytic rate in male carriers of the R allele during a steady-
state exercise session at~62% VO,,... Thus, evidence of
a lower FFA availability and MFO in carriers of the W64R
polymorphism is needed. Moreover, as both W64R polymor-
phism and MFO are associated with body mass index and
obesity (Amaro-Gahete et al. 2019a, b; Schena and Caplan
2019; Chavez-Guevara et al. 2021) analyze the interaction
of B-AR; and MFO in this population would be especially
relevant.

The AR gene encodes the androgen receptor protein (AR)
that function as a steroid-hormone activated transcription
factor that could upregulate lipolysis and fat oxidation in
skeletal muscle (Kelly and Jones 2015). This gene contains
2 polymorphic trinucleotide repeat segments that encode
polyglutamine (CAG) and polyglycine (GGN) tracts in the
N-terminal transactivation domain of its protein that may
affect AR sensitivity. Previous studies reported that MFO
was ~35% higher in male carriers of the CAG; and GGN
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genotypes in comparison with carriers of the CAGg and
GGNg genotypes (see genotype classification described
in Table 2) (Ponce-Gonzalez et al. 2016; Ponce Gonzélez
et al. 2017). These results are interesting but controversial
since the GAG, genotype was associated with a lower AR
sensitivity (Chamberlain et al. 1994) that may lead to a
reduced fat oxidation. Indeed, a recent study reported that
AR inhibition attenuated skeletal muscle CPT1 and exercise
fat oxidation increment on mice after 4 weeks of treadmill
running (Kim et al. 2019). Therefore, it seems plausible that
if a lower AR activity is associated with GAG; and GGNj,
genotypes, carriers of these genotypes should exhibit a lower
MFO.

Interestingly, a single nucleotide polymorphism (T > C)
in the upstream promoter region of the CD36 gene (intron
1B, — 3489 bp relative to the translation start site), was
associated with higher levels of MFO in healthy individuals
(Jayerwardene et al. 2014). This genetic variant has been
also associated with a lower prevalence of type 2 diabetes in
patients with obesity (Corpeleijn et al. 2006), supporting the
association between MFO and insulin sensitivity (Robinson
et al. 2016). Indeed, the T > C polymorphism may affect the
transcription of CD36 gene (Corpeleijn et al. 2006). Because
the CD36 abundance in skeletal muscle has been positively
associated with MFO (Maunder et al. 2021), future studies
performing skeletal muscle biopsies are required to deter-
minate whether CT/CC genotypes exhibit a higher con-
tent of FAT/CD36 on skeletal muscle, and whether these
hypothetical greater values are associated to elevated MFO.
Moreover, the study by Jayewardene et al. (2014) showed a
poor statistical power (n=22; n <9 subjects per group) and
they have to combine data from men and women together,
matching participants by CRF. Thus, future investigations
with a large statistical power and an appropriate control of
those biological determinant of MFO are necessary to cor-
roborate whether the CD36 genotypes partially explain MFO
variance.

As noted, only a few number of studies have analyzed the
association of genetic polymorphism with MFO, focusing
on healthy subjects with low to moderate physical activ-
ity. Future studies investigating the interplay between the
above-mentioned polymorphism, MFO and body fat reduc-
tion induced by exercise training in patients with obesity
are needed. Besides, different polymorphism on the CD36
(rs2232169), SLC6A14 (rs2011162) and PCSK1 (rs6235)
genes have been associated with a reduced fat oxidation at
rest in European adults with obesity (Corpeleijn et al. 2010).
Consequently, these may also be associated with MFO.

MFOggy, in males (8.4 +3.0 mg kg
FFM min~! vs. 6.5+2.9 mg kg
FFM min~!) whilst carriers of

types was observed in the combined
DD polymorphism showed a higher
the ID/II polymorphism exhib-

group
A sex x genotype interaction was

ited a higher MFOgg,, in women

observed for MFOgp,,. Carriers of
(7.6+2.6 mg kg FFM min™! v:

6.6+2.3 mg kg FFM min™") (

No differences in MFO across geno-
p<0.05,71,=0.092)

Findings

Genetic polymorphism
Intron variant: insertion/deletion of a
216 bp fragment in intron 16

Gene: ACE

Cycle-ergometer; Fasted state
(>8 h); GXT;, Frayn’s stoichiomet-
ric equations; FATmax was defined
through a polynomial regression

Exercise protocol

healthy W (23 + 5 years)

DD
VOpmax: 42.6£11.0 mL kg™ min~!

VOpmax: 37.3£13.1 mL kg™ min~!

ID+1I
BMI: 24.9+4.4 kg m™>

BMI: 27.6+7.3 kg m™>

Population
BMI body mass index, GXT graded exercise test, M men, MFO maximal fat oxidation, MFOpp,, maximal fat oxidation relative to fat-free mass, SNP single nucleotide polymorphism, VO,

peak of oxygen uptake, VO,,,,. maximal oxygen uptake, W women

Montes-de-Oca-Garcia et al. (2021) 46 healthy M (22 +4 years) and 28

Data are presented as mean +SD

Table 2 (continued)

Study
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Conclusions and future directions

In conclusion, there are several biomarkers, health-related
components of physical fitness and genetic polymorphism
associated with MFO (Fig. 1). Up to date, only VOyxpeak
has been validated as MFO predictor in athletes and sed-
entary individuals while plasma FFA, circulating lactate
concentrations and the protein content of CS and CD36 in
skeletal muscle show a modest association with MFO in
trained subjects. Although numerous manuscripts have been
recently published about the present topic, there is still a lot
of “gaps” regarding the physiological mechanism that regu-
late exercise-induced fat oxidation. Noteworthy, the major-
ity of the here discussed studies focuses on evaluating the
relationship of novel biomarkers with MFO rather than ana-
lyzing their contribution to prediction models reported for
athletes (Randell et al. 2017) and healthy individuals (Vena-
bles et al. 2005; Fletcher et al. 2017). Mainly, this occurs
due to a low statistical power, the independent evaluation
of men and women and the lack of physical activity level
and dietary macronutrient content assessments. Besides,
most of the studies focus on healthy young adults with a
scarce information regarding elderly adults and people with
chronic diseases. Nonetheless, this work set the basis for
future large-scale metabolomics and genomics studies that
will contribute to the progress of exercise metabolism field.
Indeed, further research about the association of MFO with
different transcription factors (e.g., Peroxisome proliferator-
activated receptor alpha, Peroxisome proliferator-activated
receptor gamma coactivator 1-alpha, Nuclear respiratory
factor) regulating mitochondrial biogenesis and fatty acid
metabolism (Egan and Zierath 2013) will provide a further
understanding about the molecular mechanisms influenc-
ing metabolic health and athletic performance. Moreover,
investigating different microRNAs related to CPT1 (i.e.,
miR-1) (Rodrigues et al. 2021), CD36 (i.e., miR-145, miR-
20a-5p, miR-29a) (Ding et al. 2019; Lin et al. 2019; Wang
et al. 2020) and ACE (i.e., miR-143) (Vasudeva et al. 2019)
might help to identify epigenetic mechanisms controlling
MFO. Recent studies reported that physical exercise could
regulate the expression of the above-mentioned microRNAs
(Fernandez-Sanjurjo et al. 2018; Silva et al. 2020); therefore,
these might be implicated on metabolic adaptations induced
by exercise training.
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RESUMEN

EFECTO AGUDO DE DOS ALIMENTOS RICOS EN LIPIDOS SOBRE LA
FLEXIBILIDAD METABOLICA EN SUJETOS CON EL SNP RS1527479 DE LA
PROTEINA FAT/CD36.

Elaborado por: Ruth Alejandra Zavala Lira
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INTRODUCCION

Entendemos como flexibilidad metabdlica a la capacidad de un organismo para
adaptarse rapidamente a los cambios alimentarios, climaticos, niveles de estrés
y actividades de la vida diaria, lo cual le permite mantener un equilibrio metabdlico
saludable (Goodpaster y Sparks, 2017). La obesidad, resistencia a la insulina y
diabetes mellitus tipo Il (DM2) se encuentran estrechamente relacionadas con la
alteracion de este mecanismo, lo cual se conoce como inflexibilidad metabdlica
(deficiencias en el equilibrio metabdlico saludable) (Corpeleijn et al., 2009). Los
mecanismos moleculares envueltos en la inflexibilidad metabdlica estan por
definirse, destacandose la presencia de algunos genes susceptibles al medio
ambiente, estilos de vida y alimentacion. EI componente genético y sus
polimorfismos representan actualmente marcadores fiables del comportamiento
de varias patologias (Ramirez-Bello et al., 2013). Los polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs) son un tipo de variaciones genéticas producidas por
sustituciones de un solo nucleétido en la secuencia del genoma que pueden dar
como resultado la inflexibilidad metabdlica (Salinas, 2017). Se ha demostrado
que los SNPs identificados en el gen CD36 estan relacionados con niveles
elevados de lipidos plasmaticos, el riesgo a padecer sindrome metabdlico y
diabetes (Pietka et al., 2014).

ANTECEDENTES

El componente genético y sus polimorfismos sumados a su interaccién con
factores como la dieta consumida representan actualmente marcadores fiables
del comportamiento de varias patologias (Ramirez-Bello et al, 2013), entre ellas,
el sobrepeso, la obesidad, la diabetes tipo 2, dislipidemias e hipertension
(Salinas, 2017).

Lo reportado por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino
2016 (ENSANUT-MC 2016) muestra que en México, enfermedades como el



sobrepeso y obesidad cuentan con una prevalencia del 72.5% en hombres
adultos, estas cifras confirman que son un grave problema de salud publica de
causas multifactoriales en donde se ven implicados los factores genéticos
psicologicos y ambientales. Al hablar de factores genéticos se le puede dar un
enfoque desde el funcionamiento de las proteinas implicadas en el correcto
metabolismo de los sustratos energéticos, como lo es la proteina FAT/CD36 y
cuyos polimorfismos identificados en el gen que la codifica estan relacionados

con la susceptibilidad a presentar enfermedades de este tipo (Pietka et al., 2014).

Dentro de los factores ambientales y psicologicos se toma en cuenta el tipo de

dieta consumida por las personas (Hernandez-Corona et al., 2021).

Dilucidar si pacientes mexicanos que presentan el polimorfismo especifico
(rs1527479) en la proteina FAT/CD36 modifican su capacidad metabdlica tras
consumir una dieta alta en lipidos, nos permitira comprender mejor dichas
patologias desde la interaccion entre gen y dieta, siendo el primer paso para
implementar programas mas acordes a las caracteristicas de la poblacion

mexicana y asi disminuir la prevalencia de dichas enfermedades.

Algunos de los trabajos realizados que comparten similitudes con este proyecto

son los siguientes:

Glatz et al., (2006) al estudiar a 675 sujetos (Edad: >40 afos; IMC: >25 kg/m?)
con historia heredofamiliar de Diabetes Mellitus Tipo 2 observaron una relacion
de la presencia del polimorfismo rs1527479 del gen CD36 con el padecimiento
de Diabetes Mellitus Tipo 2. Sin embargo, el estudio no incluyé el control de

variables relacionadas con actividad fisica o dieta habitual.

Talanian y colaboradores en el 2007 sometieron a 8 mujeres deportistas sanas
(Edad: 22+1 anos; Peso: 65.0+2.2 kg; VOzpeak: 2.361£0.24 I/min) a siete sesiones

de HIIT. Observaron un incremento del 35% en la utilizacién de triacilgliceroles



intramusculares sin aumento de expresion de la proteina FAT/CD36, posterior a

60 min de ciclismo a una intensidad del 60% del VO2pico.

En el ano 2012, Battaglia y colaboradores publicaron un estudio que realizaron
en Estados Unidos, donde fueron incluidos 12 sujetos masculinos delgados (IMC:
25 kg/m?) y 10 sujetos masculinos obesos (IMC 30 kg/m?) de entre 18 y 30 afios.
Cada participante consumié una dieta alta en lipidos (Distribucion de
macronutrientes: 70% lipidos, 15% carbohidratos y 15% proteina; calculada para
ser eucalorica y mantener la masa corporal) durante 3 dias sin realizacion de
actividad fisica. Después de un periodo de lavado de 2 a 3 semanas, los sujetos
se ejercitaron durante 10 dias consecutivos y consumieron una dieta alta en
lipidos entre los dias 8 y 10 de actividad fisica al 70% del VO2peak. Observaron
que 3 dias de consumir la dieta alta en lipidos aument6 la oxidacion de lipidos en
el musculo esquelético de los sujetos delgados, pero no ocurrioé lo mismo en los
sujetos obesos. La actividad fisica aumento la oxidacion de lipidos en el musculo
esquelético en ambos grupos, sin presentar una mejora incremental con la
adicion de la dieta alta en lipidos. No se llevd a cabo ningun tipo de
genotipificacion y el estudio se enfocé en los cambios en la flexibilidad metabdlica

sin tomar en cuenta las modificaciones en la proteina FAT/CD36.

Gautam y colaboradores publicaron en 2013 los resultados de un estudio que
realizaron en India, en el cual tomaron muestras de sangre de 100 pacientes
diagnosticados con Diabetes Mellitus tipo 2 (Edad: 48.12 £ 5.69 afos) y 100
pacientes sin patologias (Edad: 53.74 + 9.14 anos). A partir de dichas muestras
se realizd una genaotipificacion para identificar la presencia de 4 polimorfismos (—
178a, rs1984112, rs1527479, rs3211938) en la proteina FAT/CD36. Como
resultados encontraron asociacion entre el polimorfismo rs3211938 (T/G) con el
padecimiento de Diabetes Mellitus tipo 2, mientras que los SNP rs1984112 (A/G)
y rs1527479 (T/C) no mostraron asociacién. También encontraron que os alelos
menores de los polimorfismos ("G" de rs1984112, "C" de rs1527479 y "G" de



rs3211938) mostraron una asociacién significativa con los perfiles clinicos de
pacientes con Diabetes Mellitus Tipo 2. Sin embargo, el estudio no cont6 con

monitoreo ni control de la dieta y el ejercicio realizado por los participantes.

En el afno 2016 fue publicado un estudio realizado por Jayewardene y
colaboradores en Australia, en el cual fueron incluidos 34 sujetos fisicamente
activos que presentaban los polimorfismos rs1527479 y rs1984112 en la proteina
FAT/CD36 (22 hombres y 12 mujeres; Edad: 22.7 £ 0.6 afios) y que completaron
sesiones de ciclismo por 4 semanada en las cuales la intensidad a la que
entrenaron fue determinada en relacién con su VO2max obtenido en la prueba
inicial y se fue incrementando progresivamente de modo que los participantes
pedalearon al 60 % del VO2peak durante las semanas 1y 2, al 70 % del VO2peak
durante la semana 3 y al 75 % del VO2peak durante la semana 4. Dando como
resultado que los portadores del polimorfismo rs1527479 presentaban una
oxidacion de grasas significativamente mayor que los portadores del
polimorfismo rs1984112 al 40% y 60% del VO2peak. Sin embargo, no se llevo un
control riguroso del tipo de dieta consumida por los participantes durante su
participacion en el estudio, solo se les pidio realizar 3 diarios de alimentos los

dias antes de la prueba inicial.

Actualmente los descubrimientos realizados en este campo de investigacion se
encuentran enfocados en poblacién no latinoamericana y no se ha estudiado la
relacion entre el polimorfismo rs1527479 de la proteina FAT/CD36 con un

riguroso control de la dieta y ejercicio en poblacion mexicana.



1. MARCO TEORICO
1.1 Lipidos

Siendo una de las principales macromoléculas que conforman a los alimentos,
se define como lipidos al conjunto de biomoléculas compuestas por carbono,
hidrogeno y oxigeno, integrados en cadenas hidrocarbonadas alifaticas o
aromaticas las cuales también contienen fosforo y nitrégeno (Badui, 2013).
Aunque comunmente los términos “grasa” y “aceite” se suelen utilizar de manera
indiscriminada como sinénimo de “lipidos”, las “grasas” son lipidos que se
encuentran en estado sélido, mientras que los “aceites” son lipidos que a
temperatura ambiente se encuentran en estado liquido (Cabezas-Zabala et al.,
2015).

1.1.1 Clasificacién

Se puede realizar una clasificacion de los lipidos usando como punto de partida
su contenido de triacilgliceroles, los cuales son esteres de &cidos grasos con
glicerol. Dichos acidos grasos le confieren diferencias en sus propiedades
fisicoquimicas a los lipidos y se encuentran clasificados en dos grupos (Badui,
2013):

e Acidos grasos saturados: Cuentan con un contenido de atomos de
carbono que va desde las 4 hasta las 26 unidades, el largo de las cadenas
formadas por estas unidades les confiere su punto de fusion (a mayor largo
de la cadena, mas alto sera su punto de fusién) (Badui, 2013). Aquellos
de bajo peso molecular (cadenas menores a 14 carbonos) solo estan
presentes en la leche de coco y palma, mientras que los de peso molecular
mayor (cadenas mayores a 18 carbonos) son faciles de encontrar en las
leguminosas. Su consumo desmedido se encuentra relacionado con el

aumento del indice de Masa Corporal (IMC), desarrollo de obesidad,



esteatosis hepética y resistencia a la insulina (Cabezas-Zabala et al.,
2016).

e Acidos grasos insaturados: Cuentan con un contenido de atomos de
carbono de 16 o méas unidades. En cuanto a su punto de fusién se conoce
gue este disminuye conforme aumentan el nUmero de dobles ligaduras.
Una de sus caracteristicas mas notorias en su reactividad quimica
beneficiada por las insaturaciones que presentan (Badui, 2013). A su vez,
se pueden clasificar segun la estructura de su molécula en conformacion
‘cis” o “trans”. La mayoria de los &acidos grasos insaturados que
consumimos a través de la dieta tienen conformacion cis, aunque en la
carne y la leche de los rumiantes (bovinos, ovejas), se pueden detectar
cantidades de acidos grasos insaturados en conformacién “trans”. Se
encuentran con frecuencia en pecesy oleaginosas (Cabezas-Zabala et al.,
2016).

Asi mismo, se puede llevar a cabo una clasificacion de estas macromoléculas
tomando como punto de partida su contenido de &tomos de carbono, teniendo

como resultado cuatro tipos de acidos grasos:

e Acidos grasos de cadena corta (AGCC): Aquellos que en su estructura

contienen de 4 a 6 atomos de carbono.

e Acidos grasos de cadena media (AGCM): Aquellos que en su estructura

contienen de 8 a 14 atomos de carbono.

e Acidos grasos de cadena larga (AGCL): Aquellos que en su estructura

contienen de 16 a 18 atomos de carbono.

e Acidos grasos de cadena muy larga (AGCML): Aquellos que en su
estructura contienen 20 o mas atomos de carbono (Vasudevan et al.,
2011).



1.1.2 Fuentes alimentarias

Segun el tipo de acido graso del que se hable seran los alimentos en los que se
pueda encontrar preferentemente. A continuacion, se muestran ejemplos de

alimentos para cada tipo de acido graso:
Acidos grasos saturados:

e De origen animal: Manteca, mantequilla, crema, leche, yogurt, embutidos,

cortes de carnes con altos contenidos de grasa, leche, queso, etc.

e De origen vegetal: Manteca vegetal, margarinas, aceite de coco, aceite de

palma, etc.

Acidos grasos insaturados: Aceites de maiz, soya, girasol, algodén, canola,

etc.

Acidos grasos esenciales: Aceite de girasol, maiz, germen de trigo, linaza,

pescados y mariscos (Quintero, 2014).
1.1.3 Digestion y absorcion

La digestion de los lipidos comienza en la boca, con la lipasa lingual que es
producida por las glandulas de la lengua y cuyo trabajo es complementado con
el de la lipasa gastrica producida por el estbmago. Es hasta que los lipidos
continlan su recorrido y llegan hasta la primera porcién de intestino delgado
(duodeno) que se lleva a cabo la mayor proporcion de digestidon, gracias a la
lipasa pancreatica. Las lipasas se enfocan en hidrolizar los enlaces 1 y 3 de los
triglicéridos con relativa facilidad, sin embargo, cuando acttan sobre los enlaces
2 el proceso se realiza a una velocidad muy lenta, de manera que los principales
productos de su accion son los &cidos grasos libres y los 2-monoglicéridos (2-

monoacilgliceroles) (Goodman, 2010).



Las grasas son relativamente insolubles, lo que limita su capacidad para llegar a
la superficie de las células de la mucosa. Sin embargo, por la accion detergente
en el intestino delgado de las sales biliares, la lecitina y los monoglicéridos se
produce una emulsificacion. Los lipidos y las sales biliares interactian formando
micelas, lo cual promueve su transporte hacia los enterocitos. Por consiguiente,
las micelas se desplazan a través de su gradiente de concentracion traspasando
la capa inerte hacia el borde en cepillo de las células de la mucosa. Los lipidos
se difunden fuera de las micelas y se mantiene una solucién acuosa saturada de
los lipidos en contacto con el borde en cepillo de las células de la mucosa. Los
acidos grasos que contienen menos de 10 a 12 atomos de carbono tiene la
capacidad de ser hidrosolubles y pasan a través del enterocito sin modificarse,
por lo que son transportados activamente hacia la sangre de la vena porta. En el
caso de los lipidos que contiene mas de 10 a 12 4tomos de carbono necesitan
ser reesterificados a triglicéridos en los enterocitos (Barret et al., 2010), siendo
dependientes de proteinas de membrana para poder ingresar al interior de las
células. Una de las proteinas de membrana méas importantes es la proteina
FAT/CD36, esta altamente expresada en la mucosa intestinal proximal
(Goodman, 2010).

1.1.4 Metabolismo

La formacion de triacilgliceroles requiere glicerol y acidos grasos que se
transforme en glicerol-3P y acil-CoA graso para de esta manera poder ser
utilizados como sustratos. La gliceroneogénesis es la produccién de glicerol-3P
a partir de sustratos gluconeogénicos como lo es el piruvato. La proporcion de
glicerol-3P producido a partir de la glucdlisis y por glicerogénesis varia con el
estado nutricional (estado postprandial o en ayunas). Una vez que se encuentran
en el citoplasma celular, los acidos grasos y la coenzima se esterifican en acil-

coenzima A (acil-CoA) por accién de las enzimas acil-coenzima A sintetasa.

Los ésteres de acil-CoA de cadena media y larga se transportan dentro las



células por la proteina de unién acil-CoA (ACBP) que tiene una alta afinidad por

estas moléculas, pero no se unen a los acidos grasos (Large et al., 2004).

Una vez dentro de la mitocondria, los acil-CoA se degradan en unidades de acetil-
CoA a través de la beta-oxidacion (los acil-CoA son acortados provocando que
los dos atomos de carbono carboxi-terminales se liberan como unidades de
acetil-CoA cada vez que se completa un ciclo). Cada ciclo produce un acil-CoA
acortado por dos atomos de carbono, un acetil-CoA, una nicotinamida
dinucledtido de adenina (NADH) y una flavina adenina dinucle6tido (FADH2)
como transportadores de electrones (o0 equivalentes). El acil-CoA resultante
puede entrar en el ciclo del acido citrico para producir ATP (Hounten y wanders,
2010).

Entre las proteinas involucradas en el transporte de acidos grasos, la proteina

FAT/ CD36 juego un papel sumamente importante.
1.2 Proteina FAT/CD36

La proteina FAT/CD36 es una proteina glicosilada que pertenece a la familia de
los receptores tipo B (scavengers) que participa en la captacién de acidos grasos,
particularmente de cadena larga y no solo se encuentra en la membrana
plasmatica de la célula, también se encuentra en la membrana mitocondrial. Se
le conoce por otros nombres como lo son: antigeno CD36, antigeno de
diferenciacion de leucocitos CD36, translocasa de acidos grasos (FAT), GPIV,
glicoproteina Illb (GPIIIB), glicoproteina plaquetaria, receptor de colageno
plaquetario. Se encuentra principalmente en el tejido adiposo, el tejido

esquelético y en intestino delgado (Rac et al., 2007).

FAT/ CD36 cumple con el 50% del transporte total de acidos grasos en el tejido
adiposos y el tejido muscular en seres humanos y ratones. Se sabe que los seres

humanos con deficiencia de FAT/CD36 también muestran una absorcion



significativamente menor de acidos grasos en el corazén, los musculos y el tejido
adiposo (Hao et al., 2020). Aun se desconoce la manera exacta en la que
transporta los acidos grasos a través de la membrana plasmatica, sin embargo,
a partir del conocimiento de sus estructura se ha considerado que la manera en
la que realiza su funcion es la siguiente: 1) los acidos grasos son capturados en
el espacio extracelular; 2) Se abren camino desde el exterior hacia el interior de
la membrana mediante un proceso llamado "flip flop", en el cual el grupo carboxilo
polar de los acidos grasos se mueve a través del interior de la bicapa para
reubicarse en la interfaz opuesta; 3) Una vez que han conseguido atravesar la
membrana plasmética, los acidos grasos se unen a la Proteina de Union a Acidos
Grasos citoplasmicos (FABP); 4) Los &cidos grasos son activados a acil-CoA
graso por la intervencion de acil-CoA sintetasas; 5) Gracias a la presencia de la
proteina FAT/CD36 en la membrana mitocondrial, los acidos grasos ingresan en
la mitocondria (Glatz et al., 2018). Esto permite que el acetil-CoA necesario para
participar en la creacién de ATP sea obtenido por medio de la beta- oxidacion
(Lundsgaard et al., 2018).

1.3 Componente genético

La existencia de una variacion entre seres humanos relacionada con la respuesta
a la dieta y a los propios nutrientes refuerza la importancia del estudio y
entendimiento del componente genético dentro del concepto de la interaccion

gen-dieta o gen-nutriente (Caicedo et al., 2019).
1.3.1 Polimorfismos

Dentro de las variaciones genéticas especificas que se pueden producir en los
individuos podemos encontrar a los polimorfismos de un solo nucleétido o por
sus siglas en ingles SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), los cuales son
consecuencia de sustituciones de un solo nucledtido en la secuencia del genoma

que pueden dar como resultado una adaptacion metabdlica insuficiente ante los
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estimulos como lo son la alimentacion y la actividad fisica (Salinas, 2017).

Estas variaciones genéticas se agrupan tomando en cuenta a su localizacion y

funcionalidad, teniendo tres tipos:

Polimorfismos s: Se encuentran en los promotores de los genes encargados de

codificar proteinas, estos impactan los niveles de expresion génica.

Polimorfismos rs: Se encuentran en los ARNm primarios (aquellos que
contienen intrones) y en secundarios (aquellos que ya no contienen intrones),
regiones no traducidas, regiones intronicas y codificantes (en las que no ocurre
un cambio de aminoacido). Pueden afectar la funcion y estructura de los ARN, la
funcionalidad de las proteinas y la estabilidad de los ARNm, entre otros procesos

bioldgicos propios de las células.

Polimorfismos codificantes: Se encuentran en exones, a su vez pueden ser
sinénimos (si al realizarse el cambio de nucleétido no se lleva a cabo un cambio
de aminoacidos o bien, no sindnimos (si al efectuarse el cambio de nucledtido

también se lleva a cabo un cambio de aminoacido).

Un ejemplo de SNP de tipo rs es el rs1527479 encontrado en la proteina CD36,
la cual esta implicada en el metabolismo desregulado de acidos grasos y lipidos
en condiciones fisiopatoldgicas, particularmente en la resistencia a la insulina
inducida por una dieta alta en grasas y en la miocardiopatia diabética (Glatz y
Luiken, 2018).

1.4 Adaptacion metabdlica

La adaptacién metabdlica producida en el cuerpo humano ante situaciones
amenazantes para el mantenimiento de la homeostasis energética (también
conocida como flexibilidad metabdlica) se ve ligada a la buena deteccion de

dichas situaciones, el uso de los sustratos energéticos y los requisitos de energia
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para afrontar de manera optima las situaciones que pudieran tener un impacto
negativo. EI consumo excesivo de sustratos, la disminucion en la realizacién de
actividad fisica y un funcionamiento poco eficiente de los procesos metabdlicos
modifican de manera negativa la flexibilidad metabdlica, lo que puede

desencadenar y padecimiento de patologias (Palmer y Clegg, 2022).

El término flexibilidad metabdlica fue utilizado por primera vez en 1999 cuando
Kelley y colaboradores al estudiar la seleccion de combustible en el musculo
esquelético de individuos delgados en comparacion con individuos obesos tras
verse sometidos a un ayuno nocturno observaron una mejor adaptabilidad del
musculo esquelético de los individuos delgados en cuanto a preferencia de
combustible (Smith et al., 2018).

1.4.1 Medicion del gasto calérico

Es posible calcular el gasto energético total de un individuo a partir de los datos
obtenidos por medio de calorimetria indirecta. Este es un método de tipo indirecto
y no invasivo que se encarga de estimar el gasto energético basal a partir de los
equivalentes caloricos de oxigeno (VO2) utilizado y diéxido de carbono (VCOz2)
producido en la respiracion, una vez obtenido el gasto energético basal se puede
introducir este dato en ecuaciones para la determinacion del gasto energético
total (Nicolalde et al., 2019). Ademas de la estimacion del gasto energético basal,
la calorimetria indirecta permite conocer otros parametros como lo son la
utilizacién de sustratos (lipidos, carbohidratos). La relacion entre el oxigeno y el
diéxido de carbono censados se conoce como cociente respiratorio (RQ por sus
siglas en ingles); un RQ con valores iguales o mayores a 1,0 habla de que se
estan utilizando principalmente carbohidratos para generar energia; Un RQ con
valores cercanos a 7,0 habla de que se esta llevando a cabo una utilizacion mixta
de sustratos; Un RQ con valores menores a 7,0 habla de que se estan utilizando
principalmente lipidos para generar energia (Delsoglio et al., 2019). También se

puede hacer una estimacion de la oxidacion en gramos para cada sustrato
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haciendo uso de las siguientes ecuaciones:

Oxidacion de carbohidratos: 4.55 x VCO2 — 3.21 x VO2 — 2.87.

Oxidacion de lipidos: 1.67 x VO2 — 1.67 x VCO2 — 1.92 (Frayn, 1983).
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2. HIPOTESIS

El polimorfismo rs1527479 de la proteina FAT/CD36 disminuye el metabolismo

postprandial de acidos grasos de cadena larga.

3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la interaccion entre el polimorfismo rs1527479 de la proteina FAT/CD36

y el metabolismo de lipidos en hombres adultos sedentarios.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1 Determinar la interaccion entre el SNP rs1527479 de la proteina FAT/CD36 y
los indicadores de flexibilidad metabdlica durante el ejercicio aerdbico y

durante la respuesta postprandial a dos alimentos altos en lipidos.

4.2 Establecer la relacion entre el porcentaje de grasa, el fenotipo dietario y la
flexibilidad metabdlica en respuesta al ejercicio en hombres con el SNP
rs1527479 de la proteina FAT/CD36.

4.3 Analizar la respuesta metabdlica de dos tipos de alimentos (alto en lipidos vs
alto en carbohidratos) posterior a la realizacion de un ejercicio aerébico y su
asociacion con el SNP rs1527479 de la proteina FAT/CD36 en hombres

adultos.
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5. MATERIALES Y METODOS

En los siguientes apartados se muestra la metodologia que seguida dentro de

este proyecto de investigacion.
5.1 Diseno del estudio

Este proyecto de investigacion es transversal observacional con un disefio

aleatorizado cruzado en ciego.
5.2 Poblacion de estudio

El presente estudio se encuentra enfocado en la poblacion de hombres adultos

mexicanos sedentarios con obesidad y normopeso.
5.3 Muestra de estudio

Se estudio a una muestra de 7 hombres adultos sedentarios que se encuentran
dentro de la categoria de sobrepeso comprobado por medio del porcentaje de
grasa, de los cuales el 50% contaran con el alelo silvestre y el otro 50% contaran
con el alelo mutante (SNP rs1527479) de la proteina FAT/CD36. A su vez, se
cuenta con una muestra de 3 hombres adultos sedentarios que se encuentran
dentro de la categoria de normopeso comprobado por medio del porcentaje de
grasa, de los cuales 50% contaran con el alelo silvestre y 50% con contaran con
el alelo mutante (SNP rs1527479) de la proteina FAT/CD36.

5.4 Consideraciones éticas

Todos los experimentos se condujeron acorde a la declaracién de Helsinki y la
norma oficial mexicana NOM-012-SSA3-2012, que establecen los criterios para
la realizacion de estudios de investigacion para la salud en seres humanos y la

autorizacion del Comité en Etica en la investigacion perteneciente a la UACJ.
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5.5 Criterios de inclusion

Los candidatos fueron seleccionados como sujetos de estudio al contar con

caracteristicas que cumplen con cada uno de los siguientes criterios:
Edad: Contar con una edad mayor a 18 afios y menor a 35 afios.

Genotipo: Contar con el alelo silvestre o el alelo mutante (SNP rs1527479) de la
proteina FAT/CD36).

indice de masa corporal (IMC): Para el grupo de obesidad en un rango de mas
de 30 Kg/m?, mientras que para el grupo de normopeso fue un rango de 18.5 a
25 Kg/m?.

Porcentaje de masa grasa (%MG): En un rango mayor de 24% para el grupo

de obesidad, mientras que para el grupo normopeso fue un rango de 18 a 24%.
Frecuencia cardiaca en reposo (FCR): Menor a 90 lat/min.

Presion sanguinea en reposo (PS): Menor a 120/80 mmHg.

Glucosa en ayuno (Glucb): En un rango de 70 a 110 mg/dL.

Historia clinica: Libre de enfermedades metabdlicas, fisiologicas o lesiones

fisicas.

5.6 Criterios de exclusion

No cumplir con el 100% de las evaluaciones del presente protocolo.
5.7 Estructura de los alimentos

Se emplearon cuatro alimentos en presentacion de batidos para favorecer una

rapida absorcion a nivel intestinal que permitiera apreciar cambios en la tasa
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metabdlica en el menor tiempo posible. Los batidos consumidos por el grupo de

obesidad fueron:
1. Rico en lipidos mientras que el otro fue rico en carbohidratos.
2. El grupo de normopeso consumio:
3. un batido rico en acidos grasos de cadena media,
4. mientras que el otro batido fue rico en acidos grasos de cadena larga.

Ambos batidos fueron isocal6ricos y siendo disefiados para proveer el 25% del
gasto energético de 24 h. La estimacion del gasto energético total se realizé con
los datos obtenidos a partir de una medicién inicial de tasa metabdlica basal y el
uso de la ecuacion de Harris-Benedict para la estimacion del gasto energético
total. Ademas de que ambos contaron con la misma proporcion de energia
aportada por los macronutrientes (70% LIP, 15% PROT, 15% CHO).

En las siguientes tablas se enlistan los ingredientes que conformaron a ambos

batidos:

Tabla 1. Ingredientes de los batidos consumidos por el grupo de obesidad.

Ingredientes

Alimento alto en lipidos | Alimento alto en carbohidratos

Leche light (1%) Leche light (1%)
Platano Manzana
Proteina en polvo Avena integral y sémola de trigo
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Aceite de coco 100% puro

Aceite de coco 100% puro

Tabla 2. Ingredientes de los batidos consumidos por el grupo de normopeso.

Ingredientes

Alimento alto en lipidos de cadena

media

Alimento alto en lipidos de cadena

larga

Leche light (1%)

Leche light (1%)

Platano

Crema de cacahuate

Proteina en polvo

Proteina en polvo

Aceite de coco 100% puro

Aceite de coco 100% puro

Para asegurar que ambos batidos contaron con la estructura previamente

descrita se tomaron como referencia los resultados de los analisis proximales

realizados en 2019, el cual siguié los métodos propuestos por la Asociacién de

Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC) a dos de los ingredientes (Leche y aceite

de coco). Mientras que para el tercer alimento (crema de cacahuate) seran

realizados los analisis proximales siguiendo los métodos propuestos por la

Asociacién de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC) y para el cuarto y quinto

ingredientes (platano, aislado de proteina del suero de leche) se utilizaron los

valores encontrados en la base de datos del Departamento de Agricultura de los

Estados Unidos (USDA) como parte del presente proyecto.

5.8 Procedimiento con los sujetos
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El trabajo dentro del laboratorio con los sujetos de estudio fue dividido en 5

sesiones por sujeto. A continuacion se describe lo pertinente a cada sesion:
5.8.1 Sesion 1: Llenado de documentos y composicion corporal.

Se realizo el llenado de formatos (Historia clinica, Cuestionario Internacional de
Actividad Fisica y registros de ingesta de alimentos), medicion del IMC, FCR, PS
y Glucb. Una vez confirmado que los candidatos cumplen con lo estipulado dentro
de los criterios de inclusion y se procedié a firmar la carta de consentimiento

informado.
5.8.2 Sesion 2. Composicién corporal y tasa metabdlica en reposo.

El sujeto de estudio llego al laboratorio en condiciones de ayuno (10 horas
maximo) y se me midié su composicion corporal por medio de pletismografia de
desplazamiento del aire (utilizando el analizador BODPOD) y su tasa metabdlica
en reposo por medio de calorimetria indirecta. Ademas se tomé una muestra de

sangre venosa para la posterior genotipificacion.
5.8.3 Sesion 4. Prueba FATvax y de esfuerzo.

Los sujetos de estudio llegaron al laboratorio con un ayuno no mayor a 10 horas,
habiendo consumido con anticipacion una cena equilibrada en macronutrientes
disefiada para cubrir el 30% del requerimiento energético diario. Los porcentajes
aportados por cada macronutriente al valor calorico total fueron: Carbohidratos:
50%, Lipidos: 20%, Proteinas: 30%. Se utilizé el valor obtenido en la medicion de
la tasa metabdlica en reposo como parte de la formula de Harris-Benedict para

la obtencidn del gasto energético total.

* Prueba de maxima oxidacién de grasas (FatMax): Se coloco el pulsimetro
(POLAR T61- CODED) y la mascarilla del calorimetro. Se llevé a cabo una

primera puncion capilar para obtener una muestra de sangre que permitié la
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medicion de los niveles de lactato en estado basal (Nova biomedical- LACTATE
PLUS). Una vez registrado este valor se hizo una medicién de 15 minutos de la
tasa metabdlica basal. Contando con el registro de los datos basales (frecuencia
cardiaca, lactato en sangre y tasa metabdlica basal) y el sujeto posicionado en la
banda sin fin (Quinton Q-strees TM-55) se llevé a cabo el trabajo en banda sin
fin, el cual se encuentra dividido en etapas con una duracion de tres minutos cada
una. Comenzando con una velocidad de 1.9 mill/ h, incrementando 0.6 mill/ h
cada tres minutos, donde el porcentaje de inclinacion se mantendra estable a lo
largo de la prueba. Antes del término de cada una de las etapas se tomaron nota
de los valores dados para la frecuencia cardiaca, la escala de percepcion del
esfuerzo de Borg y los niveles de lactato en sangre. Dando por terminada la

prueba al momento en el que los sujetos llegaron a un RQ de 1.00.

* Prueba de esfuerzo (VO2 max): Se implementé de manera inmediata al
término de la prueba del FatMax (sin detener el calorimetro y la banda sin fin). Al
aumentar la velocidad en cada etapa también se aumentd en 1% la inclinacion.
La prueba termin6 en el momento en que los sujetos indicaron mediante la escala
de Borg que alcanzaron su maximo esfuerzo o cuando mostraron indicios de no
poder continuar, para lo cual se disminuy6 la velocidad e inclinacion a valores
gue les permitan estabilizar su frecuencia cardiaca. Con los datos arrojados, se

desarroll6 de manera individualizada una sesion de 60 minutos en banda sin fin.

5.8.4 Sesion 4. Consumo del primer alimento.

Se midié la tasa metabdlica del sujeto de estudio en estado preprandrial durante
15 minutos, se elabord y consumié uno de los alimentos (el orden de consumo
fue aleatorizado) y se realizo la medicion de la tasa metabdlica durante el periodo

postprandial (los ultimos 15 minutos de cada hora durante 4 horas).

5.8.4 Sesidon 5. Consumo del segundo alimento.
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Se midio la tasa metabdlica del sujeto de estudio en estado preprandrial durante
15 minutos posterior a una hora de realizacidon de ejercicio al FATmax Y una hora
de reposo, una vez hecho esto se elabord y consumio el otro alimento y se realiz
la medicion de la tasa metabolica durante el periodo postprandial (los dltimos 15

minutos de cada hora durante 3 horas).

Para garantizar que la metodologia realizada en la sesién 3 no influird en los
datos obtenidos en la sesién 4 estas estuvieron separadas por un periodo de
limpieza de al menos 4 dias. En la figura 1 se observa el procedimiento seguido
durante estas dos sesiones.

Figura 1. Procedimiento seguido durante las sesiones 3y 4.

Primera hora Segunda hora Tercera hora
medicion de la tasa medicion de la tasa medicién de la tasa
metabdlica en metabdlica en metabdlica en
estado postprandial estado postprandial estado postprandial

Medicion de tasa Elaboracion y
metabdlica en consumo de un
estado preprandial alimento

Primera hora Segunda hora Tercera hora
medicidn de la tasa medicién de la tasa medicién de |a tasa
metabdlica en metabélica en metabdlica en
estado postprandial estado postprandial estado postprandial

Medicion de tasa Elaboracién y
metabdlica en consumo de un
estado preprandial alimento

5.9. Analisis estadisticos

Los datos recopilados s analizados utilizando el paquete estadistico SPSS
version 25 para Windows con una confiabilidad del 95% (p<0.5), siendo

expresados como media + desviacion estandar.

Cuando los datos presenten una distribucion normal se utilizara la prueba T de
student para analizar la diferencia entre los grupos de datos por tipo de alelo
presentado y por tipo de alimento consumido. Ademéas de una prueba de
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correlacion bivariada y una prueba ANOVA de dos vias para variables
independientes, en la cual se consideraran como variables dependientes a los
datos obtenidos de maxima tasa de oxidacion de lipidos, glucosa vy lipidos; las
variables independientes seran los tipos de alelos y tipos de alimentos; y como
covariables se considerara al %MG, umbral de lactato y VO2max alcanzados en la
prueba de esfuerzo.
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6. Resultados preliminares

Como resultados preliminares obtenidos para cubrir lo estipulado en el objetivo

del presente proyecto se encontro lo siguiente:

Tabla 1. Caracteristicas de los participantes.

Caracteristicas (n=15)

Edad (afos) 264+6.9
Peso (Kg) 98.0 £ 13.5
Estatura (m) 1.7+0.07
IMC (Kg/m?) 324+4.4
Masa grasa (Kg) 354+104
Masa grasa (%) 35.7+7.4
IMG (MG/m?2) 11.8 +3.7
Masa libre de grasa (kg) 62.5+8.3
Masa libre de grasa (%) 64.2+7.4
Energia (kJ) 9383 + 3314
Carbonhidratos (%) 50+ 10
Lipidos (%) 309
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Proteina (%) 205

Figura 2. Cinética: oxidacion de lipidos.

— 0.20-
= - AL
£ - AC
2 0.154
w
(=]
=)
& 0104
g
2 0.054
=}
=
—! 0.00 I T T T

0 60 120 180

Tiempo (min)

n=15, AL: Alimento alto en lipidos, AC: Alimento alto en carbohidratos.

Figura 3. Cinética: oxidacion de carbohidratos
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Tabla 2. Correlacion bivariada entre las variables de composicidon corporal,

de la condicién fisica y la oxidacion de macronutrientes.

Area bajo la Masa grasa
= IMC P Vo, al LT VOyan
CTEEIDLE 0.504 0.243 0539 -0.374 -0.401
curva (AL)
Area bajo la
curva (AC) 0.245 0.391 0.107 -0.166
IMC 0.769 -0.458 -0.855
Masa grasa
-0.490 0729
(%)
Vo, al LT 0619

Tabla 3. Correlacion bivariada entre las variables de la actividad fisicay la

oxidacidon de macronutrientes tras el consumo de los alimentos.

Area bajo lacurva | Areabajo lacurva | Areabajo la curva
(TFO) (AL) (AC)
RERpeak -0.135 -0.152 0.171
Area bajo la curva
(TFO) 0.575 0.395
Area bajo la curva
(AL) 0.504
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ANEXOS
Anexo 1: Carta de consentimiento informado
A través de este documento se le informa que:

Se le esta invitando a participar en el proyecto de investigacion “Efecto agudo de
dos alimentos ricos en lipidos sobre la flexibilidad metabdlica en sujetos con el
SNP rs1527479 de la proteina FAT/CD36” que tiene como objetivo evaluar la
interaccion entre el polimorfismo rs1527479 de la proteina FAT/CD36 y el
metabolismo de lipidos en hombres adultos. Este proyecto se enfoca en
comprender la interaccibn entre una variacion genética especifica y el

metabolismo de las grasas consumidas en la dieta.

El estudio presenta el beneficio de darle a usted una nocion del estado de salud
desde el punto de vista nutricional. Los investigadores se comprometen a
entregar y explicar a los participantes informacion actualizada obtenida de los

estudios, sin que para usted signifique gasto econémico alguno.

Su participacion consiste en acudir en cuatro ocasiones al Laboratorio de
Fisiologia del Ejercicio de la UACJ (edificio Z-104), con ropa deportiva y en estado
de ayuno de 8 a 10 h. En dicho lugar permanecera entre dos a cuatro horas para

cada sesion y se le realizara los siguientes estudios y mediciones:
Primera sesion: tiempo aproximado 2 h.
1) Llenado del Cuestionario Internacional de Actividad Fisica
2) Llenado del registro de alimentos
3) Llenado del formato de historia clinica

4) Medicion del peso y estatura
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5) Registro de la frecuencia cardiaca y presién sanguinea en reposo

6) Recoleccién de una muestra de sangre capilar para la medicién de la

glucosa en ayuno.

7) Recoleccion de una muestra de sangre venosa para genotipificacion.

Segunda sesion: tiempo aproximado 2 h.

1) Medicibn del porcentaje de grasa corporal por pletismografia de

desplazamiento de aire.

2) Medicion de la tasa metabdlica en reposo por calorimetria indirecta.

Tercera y cuarta sesiones: tiempo aproximado 3-4 h.

Durante estas sesiones consumira dos alimentos en forma de batido, a cuya
formulacién se garantiza su seguridad para que las personas la consuman sin

perjudicar su salud. El orden de consumo de ambos batidos sera aleatorizado:

Aclaraciones:

Para estandarizar los resultados perseguidos en el estudio, la noche anterior a
las sesiones tres y cuatro debera consumir en su casa la dieta que el personal

de nutricién le recomiende.

Riesgos que se pueden derivar de los procedimientos: nauseas al momento de
consumir los alimentos, sin embargo, en caso de que asi sea se suspendera la

sesion para garantizar su bienestar.

Se me ha explicado que mi participacion es libre y voluntaria y que puedo
abandonar el estudio en el momento que lo desee sin que esto afecte mi relacion

con las personas a cargo de esta investigacion. Se me ha garantizado que mis
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datos personales seran confidenciales y solo se haran publicos los resultados
gue se obtengan sin relacionarme a ellos, teniendo derecho a solicitar que se
mantengan en completo anonimato todos los registros que pudieran considerarse
particularmente delicados (como fotografias, cintas de video o de audio). Todo lo
anterior acorde a la ley de transparencia y proteccion de datos personales de

sujetos obligados y derivados de la participacion en estudios de investigacion.

Declaro que todo lo que se ha mencionado en este documento me fue explicado

verbalmente.

Con fecha y, habiendo

comprendido lo anterior y una vez que se me aclararon todas las dudas que
surgieron con respecto a mi participacion, acepto participar en el estudio antes

mencionado.

Nombre, firma y/o huella digital del/la participante

Nombre y firma del testigo:

Direccion y teléfono:

Relacion que guarda con el participante:

Este documento se extiende por duplicado, quedando un ejemplar en poder del
participante de investigacién o de su representante legal, y el otro en poder del
investigador. Queda entendido que este documento estara disponible para su
consulta y debera ser conservado por el investigador responsable durante un
minimo de 5 afios (NOM-004-SSA3-2012).
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Para preguntas o comentarios comunicarse con:

Dr. Arnulfo Ramos Jiménez, responsable del estudio, al teléfono 656 1679309

y/o al correo electréonico aramos@uacj.mx

Lic. En Nutricion. Ruth Alejandra Zavala Lira, investigadora, al teléfono
6563178980 y/0 al correo electronico al199079@alumnos.uacj.mx

NOTA: En caso de sentir vulnerados sus derechos, puede comunicarse con la
Dra. Gwendolyne Peraza Mercado Presidente del Comité en Etica en la

investigacion perteneciente a la UACJ, a los correos gperaza@uacj.mx
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Anexo 2: Historia Médica e informe de Lesiones

Fecha

Nombre completo

Fecha de nacimiento

Lugar de nacimiento
Direccion

Calle y Numero:

Sexo: Hombre

Cadigo Postal Colonia___
Ciudad Estado

Teléfono particular ()

Teléfono de trabajo () ext

Teléfono celular
Servicio Médico con el que cuenta:
IMSS ISSSTE Pensiones Otro

NuUmero o clave del servicio médico:

Mujer

Fecha del dltimo examen médico:
DD MM AA

Fecha del dltimo examen dental:
DD MM AA

Alergias:

Medicamentos que esta

tomando

actualmente:

En caso de urgencia notificar a:

Nombre
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Direccion

Teléfono (s)

Parentesco

Historia familiar

Por favor, identifique cualquier problema de salud que haya ocurrido en su familia (padres, abuelos o hermanos

consanguineos.
quién quién

Alguien menor a 50 afios ha muerto | si | no Alergias o asmas Si no
subitamente
Alta presion arterial si | no Anemias si no
Problemas de corazén si [no Diabetes Si no
Céncer o tumores si | no Epilepsia si no
Migrafias si | no Desordenes de rifidn y vejiga si no
Problemas emocionales si | no Desoérdenes de estbmago si no

Alteraciones genéticas si no

NUmero de hermanos y hermanas

Historia personal

Ha tenido o tiene alguno de los siguientes problemas de salud

si |no |Dificultades con sus ojos o con la vision

si |no | Dificultades con su nariz o0 garganta

si no | Problemas con sus oidos

si |no |Dolorde cabeza, mareos, debilidad, fatiga o problemas de coordinacion o equilibrio (subraye cuales)

si |no | Adormecimiento en cualquier parte de su cuerpo
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si |no |Peligro de conmocion (pérdida de conocimiento) o algo de temblor de alguna parte de su cuerpo
si |no |Tos, dificultad de respirar, dolor en el pecho o palpitaciones

si |no |Poco apetito, vomito, dolor abdominal, estrefiimiento (subraye)

si |no |Rigidez muscular, hinchamiento, dolor de musculos y /o huesos (subraye cuales)

si  |no |Algin problema de la piel como dolor, comezén, enrojecimiento o sensacion de calor, etc.

si |no | ¢Algun otro sintoma?

Ha tenido o le han dicho que ha tenido o consultado con un médico por alguno de los siguientes padecimientos:

si |no |Diabetes, bocio (hipo o hipertiroidismo) o alguna enfermedad de alguna glandula endocrina

si | no |Epilepsia

si |no | Desordenes nerviosos o cualquier enfermedad del cerebro o sistema nervioso

si |no |Problemas del corazén o fiebre reumética

si |no |Venas varicosas, flebitis o hemorroides

si |no |Alguna enfermedad de la sangre, formacién facil de moretones o tendencia de sangrado

si |no |Tuberculosis, asma o cualquier enfermedad de los pulmones o alteraciones del Sist. Respiratorio

si |no |Ulceras o cualquier enfermedad del estbmago, intestino higado o vesicula biliar

si |no |Orinacon azlcar, sangre o albumina o cualquier enfermedad de los rifiones u rganos genitourinario

si  |no |Artritis, reumatismo, o algun lesion o enfermedad en los huesos, articulaciones, espina dorsal o
espalda

si | no |Hernia o cualquier enfermedad de los musculos o la piel

si |no | Céancer, tumor o cualquier crecimiento en el cuerpo

si |no |Alguna lesion en la cabeza que le ha ocasionado un mareo severo, pérdida de la memoria, vomito,
pérdida de la conciencia o requerido atencion médica o hospitalizacién.

si |no |Problemas con deshidratacion (pérdida excesiva de agua y/o sales).
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si |no |Alguna vez ha tenido problemas de regulacion de su temperatura (incremento subito y sin causa
aparente de la temperatura de su cuerpo arriba de 40.5 °C.
En caso de que si ¢ fue hospitalizado?

si |no |Algin otro desorden de control de la temperatura. Especifique

si |no |Ha estado hospitalizado para ser observado o recibir tratamiento de alguna enfermedad. Anemia

si |no |¢Ha cambiado su peso en el dltimo afio? Perdido kg. Ganado kg.

si [no ¢Qué _ explicacion le da a este cambio de peso? Falta de
ejercicio

si | no |¢Esta dltimamente mas sediento que anteriormente?

si |no |¢Estas actualmente en un programa de pérdida de peso?
Si tu respuesta es si. ¢ Cual es tu esquema? Dieta  Ejercicio Ambos

Drogas, complementos alimenticios y agentes varios.

si |no |¢Estatomando algiin medicamento?

si |no |¢Estatomando alguna vitamina?

si |no |¢Estatomando algun estimulante (anfetamina, benzadina, otros)?

si |no |¢Estatomando algin agente anabélico (medicamento o suplemento estimulador del crecimiento)
si |no |¢Estatomando pastillas para dormir?

si |no |¢Estatomando algin otro medicamento que se lo haya indicado un médico? ¢ Cual(es)?

si |no |¢Estatomando algiin medicamento no indicado por ningln médico? ¢ Cudl(es)?

si |no |¢Fuma?
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si |no |¢Toma? Sisu respuesta es si ¢ Cuanto por semana?

si |no |Algunavez algin médico le ha dicho que no practique algin(os) deporte(s) por algun periodo de tiempo.
Si su respuesta es si.
¢, Cual(es) deporte(s)?
¢ Cuanto tiempo?

si |no |¢Usalentes de contacto cuando practica deporte?

Traumas y lesiones corporales

si |No |¢Se halesionado, alguna vez, sus hombros, brazos, codos, o mufiecas?
¢ Si su respuesta es si, la lesion lo incapacito por 1 semana 0 mas?

si |no |¢Se ha lesionado, alguna vez, la cabeza, la columna a nivel cervical, toraxico o lumbar o en la region
sacro-iliaca?

si |no | ¢Tiene algun dolor en su espalda?

si | no | Sisurespuesta es si. ¢Con que frecuencia?
a) raravez b) ocasionalmente c) frecuentemente d) solo después de ejercicio vigoroso.

si |no |¢Se halesionado, alguna vez, su cadera, rodilla, tobillo o pie?
Si su respuesta fue si, ¢lo incapacité por una semana o mas?

si |no |¢Se halesionado, alguna vez, los cartilagos (meniscos) de alguna articulacion?

si |no | ¢Ha tenido alguna vez problemas con su rétula (condromalasia o dislocacion, etc.)?

si |no |¢Le han dicho alguna vez que los ligamentos de sus rodillas se han dislocado?

si |no |¢Le han dicho alguna vez que le truena la rodilla?

si |no | ¢Tiene un perno, clavo o placa en su cuerpo como resultado de alguna intervencién quirdrgica para unir
2 huesos?

si |no | ¢Ha tenido alguna fractura en los Ultimos 2 afios? Si su respuesta es si, especifica donde y cuando.
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Si

no

¢Ha sido sometido a alguna intervencién quirargica? Si su respuesta es si, especifique por qué y cuando.
Anginas (5 afios), Fractura de mufieca

Carta Médica: Resumen cronologico de las enfermedades y lesiones contestadas con un Sl

Fecha

Nombre del Médico y direccién que lo atendié | Naturaleza de la enfermedad o lesion
(consultorio, hospital, etc.)

NOMBRE Y FIRMA DEL PARTICIPANTE
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Anexo 3: Cuestionario Internacional de Actividad fisica

Formato del IPAQ

Fecha del estudio:

Nombre: Fecha de nacimiento:
Talla (m): Peso (kg): IMC: C. cintura (cm):
C.CADERA:

USA Spanish version translated 3/2003 - SHORT LAST 7 DAYS SELF-
ADMINISTERED version of the IPAQ. Trasladado al espafiol por Ramos-Jiménez

Arnulfo y Hernandez Torres Rosa Patricia.

Estamos interesados en saber acerca de la clase de actividad fisica que la gente
hace como parte de su vida diaria. Las preguntas se referirdn acerca del tiempo
que usted utilizé siendo fisicamente activo(a) en los Ultimos 7 dias. Por favor

responda cada pregunta aun si usted no se considera una persona activa.

Por favor piense en aquellas actividades que usted hace como parte del trabajo,
en el jardin y en la casa, para ir de un sitio a otro, y en su tiempo libre de
descanso, ejercicio 0 deporte. Piense acerca de todas aquellas actividades
vigorosas que usted realiz6 en los ultimos 7 dias. Actividades vigorosas son
las que requieren un esfuerzo fisico fuerte y le hacen respirar mucho mas fuerte

gue lo normal. Piense solamente en esas actividades que usted hizo por lo menos
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10 minutos continuos.

1. Durante los ultimos 7 dias, ¢ Cuantos dias realizd usted actividades fisicas
vigorosas como levantar objetos pesados, excavar, aerobicos, o pedalear

rapido en bicicleta?

dias por semana Ninguna actividad fisica vigorosa Pase a la pregunta

2. ¢Cuénto tiempo en total usualmente le tomd realizar actividades fisicas

vigorosas en uno de esos dias que las realiz6?

horas y/o minutos por dia No sabe/No esta

seguro(a)

Piense acerca de todas aquellas actividades moderadas que usted realizo en los
altimos 7 dias Actividades moderadas son aquellas que requieren un esfuerzo
fisico moderado y le hace respirar algo mas fuerte que lo normal. Piense
solamente en esas actividades que usted hizo por lo menos 10 minutos

continuos.

3. Durante los ultimos 7 dias, ¢Cuantos dias hizo usted actividades fisicas
moderadas tal como cargar objetos livianos, pedalear en bicicleta a paso

regular, o jugar dobles de tenis? No incluya caminatas.

dias por semana Ninguna actividad fisica moderada Pase a la

pregunta 5
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4. Usualmente, ¢Cuanto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo

actividades fisicas moderadas?

horas y/o minutos por dia No sabe/No esta

seguro(a)

Piense acerca del tiempo que usted dedicé a caminar en los ultimos 7 dias. Esto
incluye trabajo en la casa, caminatas para ir de un sitio a otro, o cualquier otra

caminata que usted hizo Unicamente por recreacion, deporte, ejercicio, o placer.

5. Durante los ultimos 7 dias, ¢Cuantos dias caminé usted por al menos 10

minutos continuos?

dias por semana No caminé Pase a la pregunta 7

6. Usualmente, ¢ Cuanto tiempo gasto usted en uno de esos dias caminando?

horas y/o minutos por dia No sabe/No esta

seguro(a)

La ultima pregunta se refiere al tiempo que usted permanecié sentado(a) en la
semanaen los ultimos 7 dias. Incluya el tiempo sentado(a) en el trabajo, la casa,
estudiando, y en su tiempo libre. Esto puede incluir tiempo sentado(a) en un
escritorio, visitando amigos(as), leyendo o permanecer sentado(a) o acostado(a)

mirando television.
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7. Durante los ultimos 7 dias, ¢Cuanto tiempo en promedio permanecio

sentado(a) por dia?

horas y/o minutos por dia No sabe/No esta

seguro(a)
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Registro de Ingesta de Alimentos

Nombre: Fecha:
Edad (afios) Peso (kg) Estatura (cm)
Como se Eq.
Alimentos ingeridos.* Cantidades.? prepard.®
Desayuno.*
Comida
Cena
Colaciones

En caso de alimentos comerciales afiada la marca comercial, o dénde fueron preparados.
Describa las cantidades en tasas, platos, cucharadas, piezas y su tamafio, gramos, mililitros.

Mencionar si fue asado, frito, cocido y se le afiadieron aderezos o aceites.

A w e

Registre la hora aproximada cuando se realizo el desayuno la comida y la cena.
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RESUMEN

EFECTO AGUDO DEL EJERCICIO FATmax Y UN ALIMENTO ALTO EN
GRASAS SOBRE EL METABOLISMO ENERGETICO Y LA UTILIZACION DE
MACRONUTRIENTES EN PERSONAS SEDENTARIAS CON OBESIDAD

Elaborado por: Isaac Armando Chavez Guevara

El ejercicio Fatmax y €l consumo de una dieta alta en grasas han sido propuestos
como las mejores herramientas para reducir el peso corporal. No obstante, su
efecto no ha sido analizado de manera conjunta y tampoco se han validado
protocolos Fatmax en banda sin fin. 11 hombres sedentarios con obesidad (IMC =
34.18+3.76) participaron en el estudio. La composicion corporal fue determinada
por pletismografia corporal, la Fatmax fue determinada a través de un protocolo en
banda sin fin de corta duracion. La maxima tasa de oxidacion de grasas, la
utilizacion de sustratos durante el ejercicio, el efecto del ejercicio y los alimentos
se determiné por calorimetria indirecta. El ejercicio Fatmax se realizé en estado de
ayuno durante 60 minutos y posterior al ejercicio se consumié de forma aleatoria
un alimento alto en grasas (69.27+1.55% LIP) y uno alto en carbohidratos
(69.27+0.91% CHO). La maxima tasa de oxidacion de grasas fue de 0.25+0.08
g'min’, y esta se presentd al 33+4% del consumo maximo de Oz, al 57+4% de la
frecuencia cardiaca maxima y a una concentracion de lactato en sangre ([LA7]b)
de 1.1+0.4 mM. No existieron diferencias en la maxima tasa de oxidacion de grasas
alcanzada durante el protocolo y las dos sesiones de ejercicio (p=0.20). La
contribucion de grasas al gasto energético se incremento 0.43 Kcal-min durante
los dltimos 20 minutos de ejercicio (p<0.05) la [LA7]b permanecié constante
(p=0.79). EIl ejercicio no incremento la tasa de oxidacion de grasas ni la tasa
metabdlica durante los 60 minutos post ejercicio. El alimento alto en grasas
favorecié una mayor utilizacion de lipidos que el alimento alto en carbohidratos
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(p<0.01). Ninguno de los alimentos incremento significativamente la tasa

metabdlica en reposo.
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INTRODUCCION

La obesidad es una condicion fisica caracterizada por un exceso de masa grasa
acumulada en el organismo que conduce al desarrollo de enfermedades
metabdlicas y cardiovasculares que afectan la calidad de vida de una persona e
incrementan su riesgo de muerte. Esta condicion es desarrollada por una
predisposicion genética, acompafiada de un excesivo consumo calérico y un bajo
gasto energético. Revertir esta condicién requiere una reduccion del contenido
caldrico de la dieta y un aumento de la tasa de oxidacion de grasas (TOG), para lo
cual es necesario modificar la proporciébn de macronutrientes en la dieta e

incrementar la realizacion de ejercicio estructurado.

La proporcion de macronutrientes en la dieta tiene una influencia directa sobre el
metabolismo energético, en especial sobre las calorias gastadas y utilizacién de
sustratos energéticos como fuente de energia, ya que la dieta, mediante
sefalizacion hormonal, determina la tasa de oxidacion y jerarquia de utilizacion de
los sustratos energéticos en estado de reposo, siendo el macronutriente de mayor
proporcién consumido en la dieta el que se oxida en mayor cantidad (Schrauwen
et al., 1997). Estudios previos han demostrado que el consumo de una dieta
isocaldrica alta en lipidos (DAL), favorece una mayor reducciéon de peso corporal
(PC), masa grasa (MG) y Triacilgliceroles en sangre (TAG), que el consumo de
una dieta alta en carbohidratos (Mansoor et al., 2015; Bueno et al., 2013).
Asimismo, se ha observado que el efecto de la DAL es dependiente de su
composicion de acidos grasos, ya que el consumo de una DAL con alta proporciéon
de acidos grasos de cadena media (AGCM) favorece una mayor reduccion de las

variables mencionadas con anterioridad (Mumme et al., 2015), efecto que se debe



a que los AGCM propician una mayor TOG y una mayor tasa metabdlica en reposo
(TMR) (St. Onge et al., 2003).

Por su parte, el ejercicio realizado a la intensidad de maxima oxidacion de grasas
(Fatmax) ha sido propuesto como la mejor alternativa para las personas con
obesidad, ya que este favorece una mayor TOG y una mayor reduccion de PC que
el ejercicio de alta intensidad (Lazzer et al., 2010a, Lazzer et al., 2011). Sin
embargo, el efecto del modo de ejercicio realizado sobre la TOG no se ha

estudiado.

Tanto la DAL como el ejercicio Fatmax, han mostrado ser efectivos de forma
independiente para el tratamiento de la obesidad, sin embargo, hasta la fecha, no
se ha determinado el efecto que estas variables en conjunto propician sobre el
metabolismo energético. Por ello, el proposito principal del presente estudio fue
determinar el efecto agudo que el ejercicio Fatmax y €l consumo de un alimento alto
en acidos grasos de cadena media propician sobre la tasa metabdlica y la tasa de

oxidacion de sustratos energéticos.



ANTECEDENTES
Obesidad

La obesidad se define como una condicion fisica donde la proporcién de masa
grasa excede los niveles normales en el organismo (Cuadro 1), y segun los datos
reportados en el 2016 por la organizacion mundial de la salud, mas de medio billon

de personas adultas padecen de esta condicion a nivel global (OMS, 2018).

Cuadro 1. Clasificacion de la condicion fisica de hombres y mujeres segun el porcentaje de

masa grasa (Adaptada de Pi-Sunyer, 2000).

% Masa Grasa

Normal Sobrepeso Obesidad
Hombres 15-22 >22 >25
Mujeres 18-32 >32 >35

Diagnostico y clasificacion.

Regularmente, la obesidad es diagnosticada en base a indicadores
antropométricos (Cuadro 2), y el grado de obesidad en un individuo se determina
segun el indice de masa corporal (IMC), que se calcula dividiendo el peso del

individuo (kg) entre la talla elevada al cuadrado (m?) (Cuadro 3).



Cuadro 2. Indicadores antropométricos de obesidad en hombres y mujeres (Datos tomados de
Nimptsh, et al., 2019; Peltz et al., 2011).

Hombres Mujeres

IMC (kg-m?) >35 >35
indice de masa Grasa

>6.6 >05
(kg-m?)
Circunferencia de cintura

>108 >102
(cm)
indice de cintura cadera 0.95 0.80

Cuadro 3. Clasificacion del grado de obesidad por el IMC segun la Organizacion Mundial de la
Salud.

Grado de obesidad IMC (kg-m?)

I 30-35

Il 35-40

1l >40

Causas de obesidad.

La obesidad se desarrolla por la interaccion de distintos factores genéticos y

ambientales, que contribuyen al desarrollo de un fenotipo obeso que afecta la



calidad de vida e incrementa el riesgo de muerte. Respecto a los factores
genéticos, la obesidad se encuentra asociada con mutaciones en receptores
celulares, entre ellos, peroxisoma proliferador de activado gamma (PPARYy) y B
adrenérgicos, asi como en las concentraciones sanguineas de grelina y leptina.
Las mutaciones en el factor de transcripcion PPARYy pueden asociarse a una menor
expresion de la carnitina palmitoil transferasa tipo 1 (CPT 1) en el tejido adiposo y
muscular (Warfel et al., 2017) que conducen a una menor TOG. Asimismo, la
mutacion en los receptores B-adrenérgicos disminuye la tasa lipolitica, y con ello la
disminucion en la TOG en reposo y durante el ejercicio (Morita et al.,2009). Por
otro lado, las mutaciones en las hormonas leptina y grelina, propician una mayor
sensacion de hambre que conduce a una hiperfagia y ganancia de peso corporal
(Singh et al., 2016). Aungue el genotipo es un factor determinante en el desarrollo
de la obesidad, se ha propuesto que este solo explica entre un 20-40% de las
diferencias en peso entre personas con y sin obesidad (Pi-Sunyer,2000), dejando
a la dieta y la actividad fisica como los principales factores que propician la

ganancia de PC.

La dieta y la actividad fisica son los factores ambientales que determinan el
balance energético y la oxidacion de sustratos en el organismo, influyendo en el
mantenimiento, ganancia o pérdida de masa grasa y peso corporal. El balance
energeético es definido como la relacion equilibrada entre la ingesta calérica (IC) y
el gasto energético (GE). Cuando la IC equivale al GE, el organismo mantiene su
peso corporal. No obstante, cuando la IC supera al GE la oxidacion de
macronutrientes no iguala a la cantidad consumida en la alimentacion diaria y se
propicia la expansién de las reservas energéticas (Horton et al., 1995; McDevitt et
al., 2000;Schrauwen & Westerterp, 2000), conduciendo a una inadecuada
acumulacién intracelular de lipidos en distingos 6rganos, como el higado,
musculos esqueléticos, musculo cardiaco y paredes de vasos sanguineos,

propiciando el desarrollo de enfermedades metabdlicas y cardiovasculares como
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la diabetes mellitus tipo 2, (Borén et al., 2013) y la aterosclerosis (Lovren et al.,
2015).

Estudios realizados en el siglo XX asociaban el incremento en la obesidad con una
elevada proporcion de lipidos en la dieta, sin embargo, recientemente se ha
observado que la prevalencia de obesidad continua en aumento a pesar de la
reduccién en la grasa dietaria, proponiéndose ahora el alto consumo de
carbohidratos como el causante de la obesidad. Segun estudios que analizan las
diferencias del patrén alimenticio entre las civilizaciones antiguas y las modernas,
el aumento en la prevalencia de obesidad coincide con un aumento en el consumo
de carbohidratos de alto indice glicémico, principalmente azucares y harinas
refinadas (Westman et al., 2007). Esto se explica mediante el modelo de obesidad
insulinica, el cual propone que un elevado consumo de carbohidratos simples
conduce al aumento del tejido adiposo mediante la accidon anabdlica de la insulina,
gue estimula la sintesis de glucogeno y TAG en el adipocito, reduciendo la
disposicion de sustratos energéticos para otros tejidos con alta actividad
metabdlica, lo que conduce a una sensacion constante de hambre y con ello un
consumo excesivo de energia (Ludwid & Ebbeling, 2018). Ademas, el mantener
altas concentraciones de insulina, contribuye al fenotipo de obesidad, ya que
disminuye la liberacion y oxidacion de la grasa dietaria y de reserva en el

organismo (Horowitz et al., 1997).

Asi pues, revertir el exceso de masa grasa, requiere el alcance de un balance
energético negativo donde la oxidacion de sustratos energéticos (principalmente
las grasas) supere la cantidad ingerida de los mismos y con ello la pérdida de
peso corporal. Para ello, es necesario la modificacion de estilos de alimentacion

y la realizacién de ejercicio fisico.



Metabolismo Energético.

Se conoce por metabolismo energético al conjunto de todas las transformaciones
guimicas que tienen lugar en una célula u organismo con la finalidad de convertir
un precursor (macronutriente) en un producto (energia) mediante reacciones

guimicas catalizadas enzimaticamente.

El requerimiento energético total (RET) es determinado por la tasa metabdlica en
reposo (TMR), el efecto termogénico de los alimentos (ETA), la actividad fisica
habitual y el ejercicio realizado. La TMR corresponde a la cantidad de energia
requerida por el cuerpo para mantener el estado homeostatico en condiciones
regulares de reposo. Esta demanda energética depende de distintas variables
como la edad, el sexo, peso corporal y la estatura del individuo, las cuales
estableceran la cantidad de energia requerida para mantener activos los 6rganos
vitales y sus respectivos procesos. Estudios previos han reportado que la TMR
disminuye conforme la edad, reduccién que se encuentra asociada al decremento
en la masa de distintos 6rganos con alta actividad metabdlica (cerebro, higado,
musculo esquelético y rifiones) (St. Onge & Gallagher, 2010). Los hombres tienen
una mayor TMR en reposo que las mujeres, independientemente de su
composicion corporal y estado de acondicionamiento fisico (Arciero et al., 1993;
Lazzer et al., 2010b), diferencia que se ha relacionado con una menor actividad de
la NA" - K* ATPasa en mujeres (Arciero et al., 1993). El ETA corresponde en
promedio al 10% del metabolismo basal. Esta cantidad de energia es utilizada para
la digestion y absorcion de nutrientes, por ende, es dependiente de la cantidad de

kcal ingeridas y la proporcion de macronutrientes utilizados (Melzer, 2011)

El RET de un organismo se satisface mediante la ingesta de macronutrientes que

al pasar por distintos procesos bioquimicos son transformados en energia.



Macronutrientes.

Los macronutrientes son biomoléculas que aportan energia al organismo e
integran gran parte de su estructura a nivel celular segun su diferente composicion
quimica. Existen 3 tipos de macronutrientes que el ser humano ingiere en su
alimentacion cotidiana, estos son los carbohidratos (CHO), los lipidos (LIP) y las
proteinas (PROT) los cuales se encuentran distribuidos en 4 grupos alimenticios
fundamentales: 1) frutas y verduras, 2) alimentos de origen animal, 3) leguminosas
y 4) cereales. Cada uno de estos grupos cuenta con una gran diversidad de

alimentos cuya distintiva heterogeneidad permite una amplia posibilidad nutritiva.

El aporte energético total de cada macronutriente depende de la cantidad en
gramos que se ingiere del mismo. Los CHO y las PROT tienen el mismo aporte
energético por cada g (4 kcal), mientras que los LIP aportan mas del doble que los

mencionados anteriormente (9 kcal) (Tappy, L., 1996).

La utilizacién de estas biomoléculas como combustible depende de la disposiciéon
de macronutrientes en el organismo y de los requerimientos energéticos del

individuo, que fluctuaran segun su composicion corporal y nivel de actividad fisica.

Carbohidratos.

Los CHO son polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas que se componen
principalmente por atomos de carbono, hidroégeno, oxigeno y un grupo funcional
distintivo (aldehido o cetona) que en conjunto con otras moléculas de igual o
distinta estructura integraran una macromolécula de importante funcién estructural
0 metabdlica. La unidad mas pequefia en que se puede convertir este
macronutriente es la D-glucosa, la cual es un monosacarido de 6 atomos de
carbono que funge como el combustible o sustrato principal que utilizan la mayoria

de los organismos, y es también la unidad estructural basica de los polisacéaridos



mas abundantes como el almidon. Los CHO mas comunes en la dieta del ser
humano son los azUcares simples o monosacaridos (glucosa y fructosa), los
disacaridos (lactosa y sacarosa) y finalmente los polisacaridos, de los cuales el

almiddn es el gue se encuentra con mayor frecuencia.
Digestion y absorciéon de carbohidratos.

La digestién y degradacion de estas macromoléculas inicia en la boca con la
secrecion de la enzima a-amilasa que rompe los enlaces glucocidicos a 1-4
ubicados en la zona intermedia de la cadena de monosacaridos permitiendo asi el
paso de estas moléculas hacia el estbmago a través del es6fago. Una vez en el
estdbmago esta enzima es desactivada por el elevado pH del ambiente estomacal
interrumpiendo con ello su efecto sobre estas moléculas. Una vez que los
carbohidratos ingresan al intestino delgado el pancreas secreta jugo pancreatico a
través del esfinter de Oddi y neutraliza el acido gastrico con su alta concentracion
de bicarbonato. Consecuentemente la a-amilasa pancreatica alcanza el duodeno
intestinal y continua la hidrélisis de las moléculas de di, tri y oligosacaridos
(dextrinas) obtenidos tras la degradacion inicial en la boca y el estbmago hasta
reducirlos a monosacéaridos simples mediante la acciébn enzimética de los
disacaridos ubicados en la membrana plasmatica del tejido epitelial del intestino.
Existe una enzima especifica para cada molécula de disacéaridos y oligosacaridos,
la Sucarasa degrada la sacarosa en moléculas de glucosa y fructosa mientras que
la Isomaltasa degrada las dextrinas en unidades de glucosa y maltosa para que
estas Ultimas sean degradadas nuevamente por la Maltasa en mondmeros
individuales de glucosa. Los monosacaridos que se obtienen como producto final
de este proceso digestivo pasaran al torrente sanguineo tras ser absorbidos en el
intestino delgado por la accion de las proteinas transportadoras de sodio y glucosa
(SGLT), las cuales se localizan en la zona luminal de las células epiteliales y
aprovechan el ingreso de sodio a favor del gradiente electroquimico entre el
exterior y el interior de la célula (enterocito) para transportar la glucosa en contra
9



de un gradiente quimico. La concentracion normal de glucosa en sangre
(euglucemia) es de 5-6 mM, equivalente a 90-108 mg de glucosa por decilitro de
sangre. Tras una comida el nivel de glucosa en sangre se eleva por encima de lo
normal (hiperglicemia) incrementando su concentracion a 9 mM (160 mg/dL) o
mas, por el contrario, cuando la concentracion de glucosa en sangre se aproxima
a 2.5 mM, o menos, el organismo cae en hipoglicemia (Houston, 2006). Estas
moléculas de glucosa viajan por el torrente sanguineo hasta las distintas células
gue requieren energia donde seran utilizadas como sustrato para generacion de

glucégeno, o bien catalizadas hasta agua y CO2 y la sintesis de ATP.

Oxidacién de carbohidratos.

La captaciéon de glucosa esta regulada por 3 factores: la concentraciébn o
disponibilidad de glucosa en sangre, la permeabilidad de la membrana para
transportar la glucosa al interior de la célula y los mecanismos celulares para
almacenarla como glucoégeno u oxidarla para producir energia (Ramos-Jiménez et
al., 2009). Para esto las bicapas lipidicas de las membranas celulares cuentan con
proteinas especializadas en el transporte de glucosa, galactosa o fructosa que
permiten el ingreso de estas moléculas al interior de la célula. Estas proteinas
transportadoras de glucosa (GLUT) varian segun el tejido donde se encuentren y
de las 5 principales en el organismo, solo la GLUT2 y la GLUT5 son capaces de
transportar fructosa al interior de la célula para ser metabolizada (Manolescu,
2007). Las células del musculo cardiaco, el musculo esquelético, el tejido adiposo,
el cerebro, el bazo y los leucocitos requieren ser estimulados por la hormona
insulina para activar la translocacion de las vesiculas que tienen integrados los
GLUT4 hacia la membrana celular, permitiendo asi que las moléculas de glucosa
puedan ingresar al interior de la célula para ser transformadas en energia. Una vez

gue ingresa a la célula, la glucosa es modificada por la adicién de un fosfato en el

10



carbono 6 proveniente de la hidrdlisis del ATP, originando asi la glucosa 6-p. Esta
reaccion es catalizada por accion de las hexocinasas que son un grupo de 4
isoenzimas ubicadas en los distintos tejidos corporales, siendo la isoforma 4
(glucoquinasa) la Unica ubicada en el higado y pancreas. La accion de estas
hexocinasas es inhibida por la elevada concentracion de glucosa-6-p en el interior
celular, lo que impide la fosforilacion y reduce el gradiente para su transporte,

disminuyendo con ello el ingreso de glucosa al citosol.

Glucolisis. Una vez fosforilada, la glucosa-6-p ingresard a su primer ruta
metabdlica llamada glucdlisis en la cual es transformada en piruvato por accién de
las distintas enzimas glucoliticas ubicadas en el citosol. Esta via metabdlica se
divide en las 3 etapas mostradas en el Cuadro 4, durante las cuales se van dando
diferentes reacciones quimicas que a su vez generan distintos sustratos
energéticos, los cuales se van utilizando conforme avanzan en la cadena

enzimatica.

Cuadro 4. Etapas de la glucdlisis.

Reaccioén detallada

Enzima

Glucosa 6-fosfato €+ fructosa 6-fosfato

Glucosa 6-fosfato isomerasa

Fructosa 6-fosfato + ATP > fructosa 1,6-bifosfato + ADP+ H*

Fosfofructoquinasa-1

Fructosa 1,6 bifosfato «— gliceraldehido 3-fosfato + dihidroxiacetona

fosfato

Aldolasa

Dihidroxiacetona fosfato <« gliceraldehido 3-fosfato

Triosa fosfato isomerasa

Gliceraldehido 3-fosfato + Pi + NAD* <« 1, 3- bifosfoglicerato

Gliceraldehido 3-fosfato
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+NADH + H*

deshidrogenasa

1,3- bifosfoglicerato + ADP 4 3- fosfoglicerato + ATP

Fosfoglicerato quinasa

3-fosfoglicerato € 2-fosfoglicerato

Fosfoglicerato mutasa

2-fosfoglicerato € fosfoenolpiruvato + H20

Enolasa

Fosfoenolpiruvato+ ADP + H* €= piruvato + ATP

Piruvato quinasa

Al finalizar la glucdlisis se obtienen 2 moléculas de ATP, 2 moléculas de agua, 2
moléculas de NADH+H y 2 moléculas de piruvato, el cual segun los requerimientos
energéticos de la célula se ir4 transformado en lactato por accion de la enzima
lactato deshidrogenasa, o bien ingresara al interior de la mitocondria celular donde
sera transformado en energia mediante la fosforilacidon oxidativa. Cuando el
piruvato es trasformado lactato, este sera excretado de la célula e ingresara al
torrente sanguineo donde puede ser captado y oxidado por algun otro tejido,
alguna célula adyacente (en caso de las fiboras musculares) o bien puede ser
utilizado por el higado para ser convertido en un precursor para generar glucosa
(Gladden, 2008). Por lo tanto, al finalizar la glucdlisis se obtiene una ganancia total
de 2 moléculas de ATP que seran utilizadas para suplir las demandas energéticas
del organismo en reposo o durante la realizacion de ejercicio, principalmente

durante el ejercicio de alta intensidad.

Ciclo de Krebs. En estado basal o cuando la demanda energética no es grande
y la intensidad de la actividad fisica es moderada las 2 moléculas de piruvato
producidas en la glucolisis ingresaran a la matriz mitocondrial para ser
transformadas en acetil-CoA e ingresar al ciclo de Krebs (figura 1), donde a
través de una serie de reacciones quimicas los electrones de los grupos acetilo

seran removidos de esta molécula y se afadiran al di-nucleétido de nicotinamida
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y adenina (NAD+) y al di nucleétido de flavina adenina (FAD) formando 2
moléculas de FADH2 y 3 moléculas de NADH+H por cada molécula de acetil-

CoA que ingresa en el ciclo.

CH,—CO — S—CoA
Acetil-Cof

— i
deshidrogenasa C—Coo

| CoA—SH
- *
NADH + H* Oxaloacetato H;0 HO—Clt—CDO'

HO— CH —C0O0™ NAD®
R CH,—C00"
‘CH,—CO00™ Citrato
-Malato
Fo
HO ¢ A
CH,—COO
H.0 Fluoroacetato 2
., C—COo0
H—C—COO0~ |
BT CH—COO™
00C—C—H Cis-aconitato
Fumarato
FADH; Ha0
Succinato : 2+
deshidrogenasa Fe
FAD
Malonato . "
. CH; —COo0™
CH;—CO0™ CH— 00"
b * —
oo HO— CH—CO00"
Succinato ;
Isocitrato
ATP NADY
2+
CoA—SH Mg NADH + H*
: R deshidrogenasa
tiocinasa Cl:Hz_ Coo . * d
CH; Arsenita E|:H5_ coo
| : .
0=C —s—con ADH+H co, fH—coo
Succinil-Cof . * —r— -
. EHy— 00" o
‘ Complejo de « scetoglutarato | xalosuccinato
deshidrogenasa CH; M Eoaki
CoA—SH | deshidrogenasa

QO=C—C00"
CO; * sCptoglutarato

Figura 1. Ciclo de Krebs. Tomada de Murray et al., 2010.

Cadena de transporte de electrones. Los NADH+H y los FADH2 producidos en
el Ciclo de Krebs seran utilizados para producir energia mediante la cadena de
transporte de electrones (figura 2) que se lleva a cabo mediante una serie de

reacciones gquimicas en el complejo proteico de la membrana interna de la
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mitocondria. En esta ultima los di nucleétidos ceden sus electrones al complejo
proteico, los cuales al transferirse de un complejo a otro (complejos 1, 2 y 4) crean
un gradiente electrogénico bombeando cada complejo un par de protones hacia el
espacio intermembranal de la matriz generando un gradiente electroguimico entre
la matriz mitocondrial y el espacio intermembranal de la mitocondria. Cada
NADH+H movera 6 protones y cada FADH2 4 protones hacia el espacio inter-
membranal, los cuales al reingresar al interior de la matriz mitocondrial a traves de
la ATP sintasa producirdn un total de 5 moléculas de ATP en respuesta a la
demanda de energia. Por lo que la oxidacion aerébica de una molécula de glucosa

redituara en una ganancia aproximada de 36 moléculas de ATP.

)

Nl N
Espacio++++++|++++++ +++
intermembrana - - -
Membrana Complejo Complejo
X ! I i

mitocondrial Q g

interna

T
—

NADH + H" NAD

Matriz
mitocondrial

-
Complejo
Il

Succinato Fumarato

Figura 2. Cadena de transporte de electrones. Tomada de Murray et al., 2010.

Glucogéneogénesis. Cuando los monémeros de glucosa no son metabolizados
por alguno de los tejidos son transportados al higado y masculos esqueléticos para
la sintesis de TAG glucdgeno. Esta sintesis de glucosa se llevara tras la ingesta

de alimentos que origina la existencia de altas concentraciones de glucosa e
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insulina en el torrente sanguineo, pues la insulina activara a la proteina fosfatasa-
1 que a su vez inactivara a la glucégeno fosforilasa para permitir el
almacenamiento y conversion de glucosa en glucégeno. Para ello la molécula de
glucosa ingresa al respectivo tejido donde sera almacenada e inmediatamente
fosforilada a glucosa 6-P por accion de la hexoquinasa en el musculo esquelético,
0 bien por la enzima glucoquinasa en el higado. Posteriormente esta glucosa 6-P
es convertida en glucosa 1- fosfato por accion de la fosfoglucomutasa para ser
transformada en UDP-glucosa mediante accién enzimatica de la UDP-glucosa
pirofosforilasa para que finalmente la glucogeno sintasa afiada las unidades
glicosilicas de la UDP-Glucosa al extremo de una molécula de glucégeno existente.
Estas moléculas de glucosa seran unidas mediante enlaces glucocidicos a 1-4
generando una larga cadena de glucosas que posteriormente sera ramificada por

accion enzimatica al generar enlaces a 1-6.

La cantidad de Glucdgeno almacenado dependera del tipo de dieta de los
individuos y el gasto energético total, que a su vez sera determinado por el tipo de
actividad fisica habitual y el tipo de ejercicio que realiza. No obstante, tal como lo
muestra el Cuadro 5, esta capacidad de almacenamiento es muy limitada en
comparacion a la magnitud del almacenamiento de grasas, esto se debe a que los
tejidos disponibles para el almacenamiento de glucégeno son de pequefio tamafio,
en comparacion al tejido capaz de almacenar los acidos grasos en forma de TAG
(Melzer, 2011). En etapa postprandial un individuo saludable de temprana edad
almacenara el 30% de los CHO ingeridos en el tejido muscular y un 20% adicional
como glucdgeno en el higado (Macauley, 2015). Estas reservas de glucogeno
seran utilizadas por el organismo en los periodos interalimentarios para mantener
estable la concentracién de glucosa en sangre (euglucemia) y de igual manera se
utilizaran para satisfacer las demandas energéticas durante el ejercicio dinamico
(Romijn et al., 1993).
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Cuadro 5. Promedio de reservas energéticas para un adulto de 65 kg de peso con 12% de masa
grasa.

contenido corporal (g) kcal

Carbohidratos

Glucogeno hepéatico 110 451

Glucégeno muscular 500 2,050

Glucosa en fluidos corporales 15 62
Grasa

Subcutanea y visceral 7800 72,540

Intramuscular 161 1,497

Adaptado de Melzer, 2011.

Glucogenolisis. Tras periodos prolongados de ayuno o durante la realizacion de
ejercicio fisico de alta intensidad, el cuerpo utilizaré las reservas de glucégeno para
la generacion de energia. La degradacion de las moléculas de glucégeno
(glucogendlisis) almacenadas en el higado y en los musculos es llevada a cabo
por la enzima glucégeno fosforilasa (GP), la cual para funcionar requiere la
inactivacion de la glucégeno sintasa (GS), lo que sucedera cuando la GP sea
fosforilada por accion de la glucogeno fosfato quinasa (GPKa). En el higado la
Glucogendlisis esta regulada por la hormona Glucagdn que es producida y
secretada por las células alfa del pancreas como respuesta a los bajos niveles de
glucosa en sangre. Al llegar a las células del higado la Glucagén se une a su

receptor especifico y activa una cascada de sefializaciones que provoca el
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incremento de la concentracion de adenosin mono-fosfato ciclico (cCAMP) lo cual
activara la proteina quinasa A, que es la encargada de activar la GPK, mediante
la adicion de un grupo fosfato proveniente de una molécula de ATP para
posteriormente la GPKa libere las moléculas de glucosa 6-P y puedan ser
metabolizadas via glucolisis anaerobica o bien ingresen a la ruta de la fosforilacion

oxidativa para la generacion de moléculas ricas en energia (Figura 3).

Sefial

—

Fosforilasa m Fosforilasa Glucosa 1-P /
inactiva 2 ATP 2 ADP activa
CH,0H Glucosa 6-P
l‘,/ PO,*
OH OP O,
H OH

Figura 3. Glucogendlisis. Adaptada de MacLaren & Morton, 2012.

En el musculo esquelético la Glucogendlisis es activada por la hormona adrenalina
o por el estimulo eléctrico de algun nervio motor del sistema nervioso central.
Cuando la adrenalina se une a los receptores [3-adrenergéticos (BAR) activa una
cascada de sefalizacion que provocara un cambio en la proteina G que interactia
con la adenilil ciclasa (AC) la cual incrementara su habilidad de transformar el ATP
en CAMP para activar la GPKa e iniciar la degradacion de glucégeno. Por otro lado,
cuando el musculo es activado por el estimulo eléctrico de un nervio motor, se
inducira la liberacion de iones de calcio almacenados en el reticulo

sarcoplasmatico que activaran a la GPKa liberando con ello moléculas de glucosa

17



para su utilizaciéon como combustible, accién que culminara con el retorno de Ca?*

al interior del reticulo sarcoplasmatico.

En condiciones regulares la disposicion de glucosa en sangre es muy baja, esto
es debido a que la glucosa es utilizada constantemente por una gran variedad de
tejidos que en conjunto resultan en una necesidad obligatoria de 160 g/dia de
glucosa en estado de reposo. Un adulto de 70 kg con una dieta equilibrada, libera
desde el higado hacia el torrente sanguineo una cantidad aproximada de 125-175
mg de glucosa por minuto durante la etapa postabsorptiva, lo que para una persona
con 70 g de glucdégeno en el higado representara su agotamiento total tras un
periodo de 8 horas de ayuno (Houston, 2006). No obstante, si durante este periodo
de ayuno se realiza algun tipo de ejercicio fisico la capacidad del higado para
sostener la euglucemia serd insuficiente y el organismo debera recurrir a otro

mecanismo para la generacion de glucosa.

Gluconeogénesis._La gluconeogénesis (figura 3) es la formacion de nueva
glucosa a partir de precursores no provenientes de los CHO. Esta se lleva a cabo
tras periodos prolongados de ayuno y sucede tanto en estado de reposo como
durante el ejercicio. Los precursores utilizados en esta via metabdlica son el
lactato, piruvato, glicerol, &cido propionico, y los esqueletos carbonados de los
aminoacidos de una manera muy particular. La mayoria de estos precursores son
transformados mediante una reaccién inversa de la via glicolitica ya que la mayoria
de sus reacciones son reversibles, sin embargo, hay 3 reacciones glucoliticas
irreversibles: la reaccion de la piruvato quinasa, la reaccion de la
fosfofructoquinasa y la reaccion de la glucoquinasa, por lo que el transformar estos
precursores gluconeogénicos requerira rutas alternativas. Por ejemplo, tras la
oxidacion de lactato a piruvato en las células del higado o en los rifiones, el piruvato

requerira 2 reacciones alternativas para ser convertido en fosfoenolpiruvato (PEP).
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Estas rutas alternativas son mediadas por la piruvato carboxilasa que transforma
el piruvato a oxalacetato usando la coenzima biotina que transfiere un ion de
bicarbonato (HCO3) a la molécula de 3 carbonos, y la fosfoenolpiruvato
carboxilasa que convierte el oxalacetato en PEP para que este sea transaminado
en aspartato, o bien sea reducido a malato para posteriormente ser transportado
desde la matriz mitocondrial hacia el citosol celular para su posterior

transformacion a glucosa mediante reacciones inversas de la glucolisis.

Por su parte el glicerol liberado de los adipocitos mediante lipolisis es transformado
a glucosa en el higado. Para ello el glicerol es fosforilado por la glicerol quinasa
dando lugar al glicerol 3-P, el cual es posteriormente oxidado a dihidroxiacetona
fosfato por accion catalitica de la enzima glicerol 3-P deshidrogenasa. En periodos
de ayuno el glicerol es el precursor gluconeogénico principal, pues genera mas de

1/3 de la glucosa producida por el higado (Houston, 2006).

El propionato es una molécula de 3 carbonos con 3 grupos propionilos. Esta se
genera durante la degradacion de los &cidos grasos que poseen un nimero impar
de atomos de carbono. Este propionato es convertido a propionil CoA a un costo
de 2 moléculas de ATP. Posteriormente es transformado a succinil CoA para ser

convertido a oxalacetato en los ultimos 4 pasos del ciclo de Krebs.

Lipidos.

Los lipidos o TAG son biomoléculas de alto aporte energético e importancia
biolégica, ya que son componentes estructurales de la membrana celular
(fosfolipidos, esfingolipidos, colesterol) (Sonnino & Prinetti, 2013) y precursores de
hormonas esteroideas y colesterol. Los TAG son los lipidos que aportan energia,
y representan entre el 90-95% de los lipidos ingeridos en la dieta (Igbal & Hussein,
2009). Los TAG estan constituidos por tres acidos grasos (AG) unidos a una

molécula de glicerol mediante un enlace éster. Segun la longitud de su cadena
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carbonada existen tres tipos de AG: cadena corta (<6 C), cadena media (6-12 C)
y cadena larga (>16 C). Los acidos grasos de cadena larga (>16 C) (AGCL) son
los mas abundantes y se encuentran en alimentos de origen animal y vegetal.
Estos se clasifican segun el nimero de enlaces dobles en su cadena: saturados
(sin doble enlace), mono-insaturados (un doble enlace) y poli-insaturados (dos o
mas dobles enlaces). Por otro lado, los acidos grasos de cadena media (6-12 C)
(AGCM) solamente se encuentran en cantidades significativas en el aceite de coco
y de palma (Krishnan & Cooper., 2014). La digestion, absorcién, transporte y
oxidacion de los AGCL y los AGCM se lleva a cabo mediante distintos procesos

metabdlicos, los cuales se especifican a continuacion.

Digestién y absorcion de lipidos.

La digestion de lipidos inicia en la boca, por accion de la lipasa lingual o salival que
es secretada por las glandulas “Von Ebner” de la lengua e inicia la hidrdlisis de
enlaces éster produciendo la liberaciébn de acidos grasos contenidos en los
alimentos (Kulkarni & Mattes., 2014). Posteriormente la digestion continua en el
estbmago mediante la accién enzimatica de la lipasa gastrica, donde también
ocurre la emulsificacién de la grasa dietaria a través de movimientos peristalticos
originAndose pequefias gotas lipidicas. Las gotas lipidicas y lipidos no
emulsificados en el estobmago entran al duodeno intestinal estimulando la
secrecion de enzimas pancredticas (lipasa pancredtica, colipasa, esterasas y
fosfolipasas) y la liberacion de sales biliares desde el esfinter de Oddi que acceden
a través del lumen intestinal y contindan la liberacion y emulsificacion de acidos
grasos en el yeyuno. La lipasa pancreatica libera los acidos grasos ubicados en la
posicion 1 y 3 del Triacilglicerol, produciendo &cidos grasos libres y
monoacilglicerol. Por su parte, la enzima colesterol esterasa se encarga de

hidrolizar el colesterol unido a los acidos grasos y la enzima fosfolipasa, se encarga
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de hidrolizar los acidos grasos de los fosfolipidos. Una vez que las micelas
generadas como producto de la digestion de los lipidos, llegan a la zona apical de
los enterocitos, los AGCL son protonados y abandonan la micela para pasar al
interior del enterocito mediante difusion simple o facilitada a través de distintas
proteinas transportadoras de acidos grasos, principalmente la traslocasa de acidos
grasos (FATCD/36). Una vez en el interior del enterocito los &cidos grasos son
transportados al reticulo endoplasmatico para sintetizar TG que posteriormente se
unen a la apoproteina B48 (ApoB48) por accién de la Proteina Microsomal
Transferidora de Triacilgliceroles conformando asi un pre-quilomicron que sera
transportado por distintas vesiculas hacia el aparato de Golgi donde sera
procesado en un quilomicrén (QM) al afiadirle mas lipidos (fosfolipidos y
colesterol). Estos quilomicrones abandonan el enterocito en la region baso lateral,
pasando hacia el sistema linfatico y posteriormente al torrente sanguineo a través
del conducto toracico (Igbal & Hussein., 2009; Goodman., 2010). Por su parte los
AGCM al ser anfipaticos se solubilizan en agua y pasan al interior del enterocito
mediante difusion simple. Los AGCM no son re-esterificados, por lo que pasan
directamente a circulacion a través de la vena porta (Marten et al., 2005). Una vez
en circulacion, los acidos grasos seran transportados hasta las distintas células
para ser utilizados como sustrato para lipogénesis u oxidados para la obtencion de
ATP.

Lipodlisis. En el tejido adiposo, muscular y cardiaco, la hidrolisis de los TG
contenidos en los QM, se lleva a cabo por accién de la enzima lipoproteina lipasa
(LPL). La LPL es sintetizada por los miocitos y adipocitos, y se localiza en el
endotelio vascular de estos tejidos. La LPL es activada por accién de la
apolipoproteina C-1l que se une al QM cuando este entra a circulacion sistémica,
produciendo la liberacién de &cidos grasos libres (AGL) y glicerol (Carvajal, 2014).
Los remanentes de QM resultantes de la lipdlisis llegan hasta el higado, donde
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seran hidrolizados por accion de la lipasa hepética, y tras ingresar a las células
seran degradados para la obtencidon de energia o resintetizados en lipoproteinas
de muy baja, baja o alta densidad (Carvajal, 2014). Una vez que los AGCL llegan
a los distintos tejidos, son transportados a través de la membrana plasméatica por
distintas proteinas como la FATCD/36 y las proteinas transportadoras de acidos
grasos (FABP, FATP) (Glatz et al., 2010). La translocacibn de estos
transportadores a nivel intracelular es inducida por la contraccion muscular y la
hormona insulina. Las FABP son los principales transportadores a nivel hepatico
mientas que la FATCD/36 es la principal proteina transportadora de AGCL en
adipocitos, enterocitos, miocitos cardiacos y musculares (Glatz & Luiken, 2017;
Glatz et al., 2010). Por otro lado, los AGCM pasan por la membrana plasmatica
mediante difusion simple. Al ingresar al citoplasma celular, los AGCL se adhieren
a la proteina transportadora de acil-CoA, que se encargara de transportarlos hasta
la membrana mitocondrial externa. Al llegar a la mitocondria los AGCL son
activados por la enzima acil-CoA Sintasa y posteriormente les es afadida una
molécula de carnitina por la carnitin palmitoiltransferasa 1 (CPT-1). Este ultimo
paso es determinante en el proceso de oxidacion de AGCL, ya que los AGCL se
oxidan dentro de la mitocondria y si no son modificados por la CPT-1, no pueden
acceder a la matriz mitocondrial. Contrario a esto, los AGCM no requieren ser
activados en el citoplasma celular, ni requieren de transporte facilitado a través de
la membrana mitocondrial, sino que estos son capaces de permear por si solos la
membrana (Schonfeld & Woijtczak, 2016). Una vez que llegan a la membrana
mitocondrial interna, los AGCL son activados por la carnitin palmitoiltransferasa 2
(CPT-2) que remueve la carnitina y afiade un CoA, mientras que los AGCM son

activados por la acil-CoA sintetasa (Marten et al., 2006).

3-oxidacion._Una vez activados, los &cidos grasos ingresan a su primera via
metabdlica llamada B-oxidacion. Esta via consiste en la eliminacion sucesiva de un
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par de atomos de carbono del AG, mediante una serie de cuatro reacciones
guimicas (Figura 4) que originan como producto un acetil-CoA, un FADHzy un
NADH+H, los cuales posteriormente pasaran por las rutas metabdlicas del Ciclo
de Krebs y la cadena de transporte de electrones para la sintesis de ATP. El
numero de ocasiones que un acido graso pasa por el ciclo de B-oxidacion depende
del nimero de carbonos en su cadena, determinando a su vez la cantidad de
energia producida mediante la oxidacion completa de un acido graso. Por ejemplo,
la oxidacion completa del acido palmitico (16 C), resulta en una ganancia de 131
moléculas de ATP, donde 21 ATPs se obtienen de 7 NADH+H, 14 ATPs de 7 FADH
(en la cadena del transporte de electrones) y 96 ATPs de 8 acetil-CoA (Ciclo de
Krebs). En estado de reposo este proceso estd regulado por la insulina y la
concentracion citoplasmatica de malonil-CoA, ya que ambos inhiben la actividad
de la CPT-1 impidiendo el paso de AG a la matriz mitocondrial (Sidossis et al.,
1996).
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Figura 4. B-oxidacion de acidos grasos. Tomada de Murray et al., 2010.

Cetogénesis. Cuando existe una concentracion elevada de AGL en plasma, como

producto de un elevado consumo de grasas, una alta tasa lipolitica propiciada por

la realizacion de ejercicio en estado post absortivo o un ayuno prolongado, el
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higado utiliza el acetil-CoA producido durante la $-oxidacion en los hepatocitos
para la sintesis de cuerpos cetdnicos (cetogénesis) (figura 5), los cuales sirven
como sustrato energético para tejidos extra hepaticos como el muscular o el
respiratorio. Los cuerpos cetonicos son reconvertidos a acetil-CoA que ingresa al

Ciclo de Krebs para la produccion de ATP (MacLaren & Morton, 2012).
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Figura 5. Via de la cetogénesis en el higado. Tomada de Murray et al., 2010.

Lipogénesis. En estado de reposo, tras la ingesta de alimentos o cuando existen
altas concentraciones de insulina, los acidos grasos son re-esterificados para la
formacion de TAG (lipogénesis). Para ello se requiere la sintesis de acidos grasos

mediante la reconversion de acetil-CoA generado en la B-oxidacion o glucdlisis (de
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novo lipogénesis). El acetil-CoA se reconvierte a citrato por accion de la citrato
Sintasa, el cual sale de la matriz mitocondrial hacia el citoplasma donde es
transformado en oxalacetato y acetil-CoA por accion de la citrato liasa. Después,
el acetil-CoA se convierte a malonil-CoA mediante una reaccion catalizada por la
enzima acetil-CoA carboxilasa, y posteriormente es utilizado por el complejo
multienzimatico acido graso sintasa para la formacién de un acido graso.
Finalmente, la enzima glicerol-3-fosfato aciltransferasa, esterifica 3 acil-CoA a una
molécula de glicerol-3-fosfato proveniente de la via glucolitica. Este proceso
metabdlico esta regulado por la hormona insulina que aumenta la actividad de
enzimas lipogénicas y glucoliticas a través de modificacién covalente, (Kersten,
2001).

Lipdlisis de TAG. Durante prolongados periodos de ayuno, baja disposicion de
glucosa e insulina y durante la realizacion de ejercicio fisico de baja-moderada
intensidad, el organismo acudira a los TAG almacenados intracelularmente en el
citoplasma para la generacion de energia. Este proceso metabdlico ocurre
principalmente en los adipocitos, fibras musculares y hepatocitos, y esta regulado
por la hormona insulina, glucagon, adrenalina y noradrenalina. Los acidos grasos
contenidos en los TAG son liberados secuencialmente por accion de tres enzimas:
triacilglicerol lipasa (TGL), lipasa sensible a hormonas (LSH) y monoacilglicerol
lipasa (Watt,2010). La adrenalina es secretada en respuesta a estimulos de estrés
como ayunos prolongados o la realizacion de ejercicio fisico, al llegar al adipocito
o fibra muscular, se une a los receptores B-adrenérgicos de la membrana
plasmatica propiciando una cascada de sefializacion que activa la adenilato ciclasa
gue convierte el ATP a AMPg, el cual posteriormente activa a la proteina kinasa A
(PKA) que fosforila a la LSH (Duncan et al., 2007). Por su parte, la glucagon es
secretada por las células a del pancreas en respuesta a bajas concentraciones de
glucosa en sangre. La glucagon actua sobre el adipocito incrementando la
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activacion de la LSH al aumentar la actividad de la adenilato ciclasa. La insulina se
secreta en respuesta a un elevado consumo de carbohidratos propiciando la
inactivacion de la LSH, mediante la reconversion de AMP: a AMP, a través de la
activacion de la enzima fosfodiesterasa, impidiendo la activacion de la PKA 'y con
ello la subsecuente liberacion de acidos grasos (McLaren & Morton, 2012). El
glicerol liberado se solubiliza en agua, mientras que los acidos grasos se unen a la
albumina, proteina que transporta mas de 10 acidos grasos por molécula hasta el

tejido graso o muscular donde seran utilizados para la generacion de ATP.

Modificacion del metabolismo energético.

Dado que la obesidad se caracteriza por el exceso de masa grasa y una baja tasa
de oxidacién de grasas, es necesaria la modificacién del metabolismo energético,
de forma que se favorezca la oxidacién de grasas sobre la de carbohidratos,
permitiendo alcanzar un balance negativo de grasas. El metabolismo energético
estd influenciado por factores individuales (edad, sexo, composicion corporal,
hormonas, somatotipo, genotipo) y ambientales (temperatura, humedad, dieta
alimenticia, actividad fisica habitual, ejercicio) que determinaran la cantidad total
de energia producida y el sustrato utilizado. La dieta y el ejercicio son los factores
ambientales que mayor influencia tienen sobre el metabolismo energético, ya que
ambos pueden modificar la tasa de oxidacion de sustratos al incrementar el gasto
energético e influenciar la concentracion de distintas hormonas que regulan las

vias metabdlicas.

Dieta

La dieta es definida como el conjunto de alimentos que un ser vivo consume de
manera habitual para satisfacer su requerimiento energético. La proporcion de

macronutrientes en la dieta es un factor determinante de la tasa de oxidacion de
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sustratos energeéticos, tanto en reposo como durante el ejercicio, ya que el
macronutriente predominante en la dieta estimula su propia oxidacién sin importar
la condicion fisica del organismo (Schrauwen et al., 1997; Koutsari et al., 2003;

Bergouignan et al., 2012).

La combinacién de los 3 tipos de macronutrientes varia segun los habitos
alimenticios de los individuos, y permite distinguir diferentes tipos de dietas.
Clasificadas segun su contenido caldrico encontramos la dieta alta en calorias
(hipercaldrica), la dieta baja en calorias (hipocalérica) y la dieta equilibrada
(isocaldrica). A su vez estas se clasifican en base a la proporcion de energia
aportada por los distintos macronutrientes ingeridos como alta en CHO y baja en
LIP (CHO 260%, LIP <30%, PROT <15%), alta en LIP y baja en CHO (LIP=50%,
CHO<30%, PROT<15%) o equilibrada (55% CHO, 30% LIP, 15% PROT).

Efecto de la dieta sobre el metabolismo energético. Cuando los carbohidratos
son el macronutriente predominante en la dieta (>55% IC), estos se convierten en
la principal fuente de energia en estado de reposo, promoviendo la sintesis de
acidos grasos (Jequier & Schutz, 1983; McDeuvitt et al., 2000). Esto se debe a tres
factores principales: la inhibicion de la lipasa sensible a hormonas por sefalizacion
insulinica (MacLaren & Morton, 2012), la inactivacion de la CPT-1 al aumentar la
formacion de malonil-CoA (Sidossis et al., 1996; Xu et al., 2012) y la necesidad
obligatoria de glucosa que diversos o6rganos, entre ellos el tejido nervioso y
muscular, tienen para su optimo funcionamiento (Melzer, 2011). Distintos estudios
han demostrado que la adaptacion a una dieta alta en carbohidratos (>55 %) (DAC)
se alcanza en solo 2 dias, logrando que la oxidacion de CHO iguale a la cantidad
consumida en el alimento (balance de carbohidratos). Sin embargo, cuando el
porcentaje de carbohidratos en la dieta supera el 70%, en solo 7 dias las reservas

de gluc6geno se incrementan por encima de los 500 g. Sin embargo, cuando existe

28



una alta proporcion de carbohidratos simples, el 50% de ellos es utilizado para la
formacion de grasas (Jequier y Schutz, 1983; Schwarz etal., 2015), principalmente
a nivel hepatico (Sevastianova et al., 2012). Este aumento en la sintesis de lipidos
se debe al incremento en la actividad del factor de transcripcion SREBP-1 que
aumenta la expresion de la acetil-coA carboxilasa y la acido graso Sintasa
(Minehira et al., 2004; Kersten,2001).

Por otro lado, la dieta alta en grasas (DAG) propicia un aumento en la TOG y una
reduccion de la tasa de oxidacion de carbohidratos. Este cambio en la utilizacion
de sustratos se debe a la baja disposicion de glucosa y glucégeno en el organismo,
por lo que los tejidos recurren a las reservas del tejido adiposo para la formacion
de cuerpos cetdnicos, los cuales el cuerpo utlizardA como como principal
combustible para los tejidos (Westman et al., 2007). Este cambio jerarquico de la
utilizacion de sustratos se ve reflejado en la disminucién del cociente respiratorio
(RQ) y se presenta tanto en sujetos saludables como en sujetos con obesidad, sin
importar el género (Cuadro 6)(Hall et al., 2015; Bergouignan et al., 2012; Koutsari
& Sidossis, 2003). El aumento en la TOG se debe al incremento en la expresion
de proteinas y enzimas involucradas en los procesos de lipolisis y oxidacion de
AG, ya que la DAG favorece el aumento de la LPL, la FAT/CD36, la B-HAD y la
CPT-1 (Bergouignan et al., 2012; Schrauwen-Hinderling et al., 2005; Achten &
Jeukendrup, 2004a.). Algunos estudios han observado que el consumo de una
dieta alta en grasas (DAG) no estimula una oxidacion de grasas que sea suficiente
para alcanzar el balance de oxidacion (Smith et al.,2000 a). Schrauwen et al.,
(1997) demostraron que tras 7 dias alimentandose con una dieta elevada en
grasas, se favorece la oxidacion de las mismas a tal grado que la oxidacion iguala

la ingesta, aun en ausencia de ejercicio estructurado.
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Cuadro 6. Efecto de la dieta alta en grasas sobre la tasa de oxidacion de sustratos energéticos

y TMR
0,
Estudio Poblacion n % I?urda}c[[on 36
grasa  la dieta (d) RQ  Diferencia
Schrauwen DEL 6 30 6 0.87 0.06
etal. (1997) .
' 60 7 0.81
Smith et al 37 1 0.88
DEL 6 0.03
(2000) 50 4 0.85
Bergouignan 20 4 0.9
outnen DELY 10y9 0.07
(2012) 50 2 0.83
35 5 0.85
Hall et al
(2015) OB 19 7.7 6 0.85 0.06
50 6 0.79

DEL, sujetos delgados sin obesidad; OB, sujetos con obesidad; RQ, cociente respiratorio; TRR
EB, Tasa de recambio respiratorio en estado basal.

Las diferencias entre estos estudios se atribuyen al porcentaje de lipidos empleado
en las distintas dietas durante la intervencién, ya que los estudios que no
encontraron una adaptacion a la DAG utilizaron un porcentaje de lipidos inferior al
60% mientras aquellos estudios que si encontraron una adaptacion, emplearon un
porcentaje superior al 60%, lo que significa que, a mayor proporcion de grasas en
la dieta, mayor el efecto sobre la tasa de oxidacion de grasas. Ademas, Schrauwen
et al., (1997) reportan que el periodo de adaptacion a una DAG es de 7 dias

continuos y Smith et al., (2000) implementaron una intervencion de solo 4 dias. El

30



efecto de la DAG sobre la TOG y la tasa metabdlica (TM) no solo es dependiente
de la proporcion de lipidos en la dieta, también depende del tipo de &cidos grasos
gue predominan en la dieta. Distintos estudios han demostrado que durante una
DAG los acidos grasos insaturados o de cadena media (AGCM) se absorben con
mayor velocidad (Krishnan & Cooper., 2014). Ademas, se ha observado que los
AGCM se oxidan en mayor cantidad y favorecen una mayor TMR, comparados a

los AG saturados de cadena larga (St. Onge et al., 2003).

Efecto de la dieta sobre la composicion corporal. Distintos meta-analisis han
demostrado que comparada con la DAC, la DAG favorece una mayor pérdida de
masa grasa y peso corporal (Mansoor et al., 2015; Bueno et al., 2013). Esto se
debe a que la DAG propicia una mayor TOG, una menor sintesis de glucégeno y
TG y una mayor TMR (Ebbeling et al., 2018; Blundell et al., 2002). No obstante, se
ha observado que una DAG con alto contenido de AGCM, favorece una mayor
pérdida de peso corporal, en comparacion a una DAG con alta proporcion de AGCL
(Mumme et al., 2015).

Ejercicio.

Previamente se ha comprobado que el ejercicio fisico potencia el efecto propiciado
por una DAG en personas con obesidad (Hawkins et al., 2012) siendo de mayor
beneficio el ejercicio realizado a la intensidad de maxima oxidacion de grasas
(Fatmax), ya que, comparado con el ejercicio de alta intensidad, permite una mayor
utilizacion de grasas durante el ejercicio (Brandou et al., 2005; Lazzer et al., 2010
b; Lazzer etal., 2011; Alkahtani et al., 2013; Lanzi et al., 2015). Conforme aumenta
la intensidad del ejercicio la oxidacion de grasas se incrementa hasta alcanzar un
pico maximo a partir del cual disminuye la contribucién de grasas y aumenta la

aportacion de los carbohidratos al gasto energético, hasta depender totalmente de
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la via glucolitica (Achten et al., 2002). El incremento en la intensidad del ejercicio
aumenta la contraccion de las fibras musculares tipo Il, que aumentan la
produccion de &cido lactico, que al disociarse en [LA™]b " y H*, disminuye el pH
celular (Hermansen & Olsen, 1972), lo cual inactiva la CPT-1 impidiendo el paso
de acidos grasos de cadena larga hacia el interior de la mitocondria, y con ello la

contribucion de grasas al gasto energético (Achten & Jeukendrup, 2004b).

Ejercicio Fatmax.

El pico de oxidacion de grasas observado en relacion con la intensidad del ejercicio
es definido como la maxima tasa de oxidacion de grasas (MTOG), y la intensidad
a la cual es alcanzado se define como Fatmax (Figura 6). Se ha observado que tanto
la MTOG como el Fatmax, varian segun el estado de acondicionamiento fisico, el
sexo, la dieta, el modo de ejercicio realizado, el estado metabdlico y el genotipo de
los receptores [ adrenérgicos. Las personas con una mejor condicion
cardiopulmonar (VOz2max) alcanzan un mayor pico de oxidacion de grasas (Achten
& Jeukendrup, 2003a), diferencia que se debe a una mayor masa mitocondrial en
las personas con mayor nivel de actividad fisica (Egan et al., 2010). El efecto del
estado de acondicionamiento fisico es independiente de la composicion corporal
(Croci et al., 2014). La TOG difiere entre sexo y composicion corporal. Entre
personas con normo-peso, las mujeres alcanzan una mayor TOG que los hombres
a cualquier intensidad de ejercicio, a pesar de tener ellas una menor condicion
cardiopulmonar y menor masa libre de grasa (MLG) (Venables et al., 2005). Sin
embargo, en personas con sobrepeso y obesidad, los hombres alcanzan una
mayor TOG que las mujeres (Bogdanis, 2008). Dichas diferencias se atribuyen a
las diferencias en las concentraciones hormonales entre sexo y composicion
corporal (Freeman et al., 2010); en este sentido el estradiol incrementa la expresion

de proteinas transportadoras de acidos grasos (FAT CD/36, CPT-1) y enzimas con
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accion lipolitica, incluyendo la lipoproteina lipasa (LPL) y la lipasa sensible a
hormonas (LSH) (Maher et al., 2010).

Por otro lado, la proporcion de marconutrientes en la dieta influye en gran medida
sobre la MTOG, ya que el consumo de una mayor proporcion de carbohidratos
disminuye la TOG en reposo y durante el ejercicio (Fletcher et al.,, 2017) al
incrementar las concentraciones basales de insulina (Robinson et al., 2015) y
reducir significativamente los niveles de TAG intramusculares afectando la
disponibilidad de sustrato y la tasa de oxidacion de grasas durante el ejercicio
(Coyle et al., 2001). En cuanto al modo de ejercicio, al realizar el ejercicio en banda
sin fin 0 en una maquina de remo, se alcanza una mayor TOG que al realizar el
ejercicio en cicloergémetro (+28% y +45%, para la banda sin fin y la maquina de
remo, respectivamente), diferencia debida probablemente a una mayor masa
muscular involucrada durante el ejercicio tanto en la banda sin fin como en el remo,
resultando en una mayor demanda energética y utilizacion de sustratos (Achten et
al., 2003b; Egan et al., 2016). Las diferencias entre el cicloergdmetro y la maquina
de remo también pueden explicarse por diferencias en la tasa lipolitica, ya que se
ha observado que al realizar ejercicio con los brazos se propicia una mayor
liberacion de catecolaminas, que al realizar ejercicio solo con las piernas, lo cual
propiciaria una mayor disposicion de grasas para su posterior utilizacion como

sustrato energético (Zouhal et al., 2008).

En cuanto al estado metabdlico en que se realiza el ejercicio, se ha observado que
al realizar el ejercicio en estado postprandial se alcanza una menor TOG
comparado con la realizacién del ejercicio en estado de ayuno (Achten &
Jeukendrup, 2003; Shimada et al.,, 2013). No obstante, en dicho estudio, el
alimento otorgado previo a la realizacion del ejercicio tuvo una alta proporcion de
carbohidratos (>60%), quedando aun por determinar si el consumo de un alimento

alto en grasas previo al ejercicio disminuye la TOG.
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Respecto al genotipo de los receptores 3 adrenérgicos, se ha observado que la
sustitucion de un triptéfano por una arginina en la posicion 64 de la proteina
madura, resulta en una menor tasa lipolitica y con ello una menor TOG durante el

ejercicio (de Jesus et al., 2018).
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Figura 6. Cinética de oxidacion de grasas respecto a la intensidad del gjercicio. MTOG, maxima
tasa de oxidacion de grasas; Fatmax, Intensidad de méxima oxidacién de grasas. Datos tomados

de una prueba piloto realizada a un paciente con obesidad en nuestro laboratorio.

El ejercicio realizado al Fatmax, ha sido propuesto como la mejor intensidad de
entrenamiento para personas con obesidad ya que les permite utilizar una mayor
cantidad de grasa durante el ejercicio, contribuyendo a lograr un balance negativo
de grasas que permita la perdida de MG. Ademas, el ejercicio al Fatmax €s ideal
para iniciar un programa de entrenamiento ya que dicho Fatmax Se alcanza a una

baja intensidad (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Intensidad Fatmax en hombres y mujeres con obesidad.

Estudio Sexo Fatmax (%0VO2max)
Bogdanis et al., 2008 Hombres 40.1+1.8
Mujeres 39.5+2.3
Venables et al., 2008 Hombres 44+2
Croci et al., 2014 Hombres 45.4+7.2
Dandanell et al., 2017 Mujeres 45+2

Los datos indican mediazDE. Fatmax, intensidad de maxima oxidacion de grasas.

Utilizacion de sustratos durante el ejercicio Fatmax. Estudios previos han
demostrado que, durante el ejercicio de larga duracion a una intensidad constante,
la TOG aumenta mientras que la TOC disminuye progresivamente hasta cambiar
su contribucion al GE de forma significativa (Watt et al., 2002). Este cambio en la
contribucion de sustratos se explica por la reduccion progresiva de insulina (Watt
et al., 2002), el aumento progresivo de adrenalina (Koivisto et al., 1982), el
agotamiento progresivo de glucégeno muscular (Watt et al., 2002) y la activacion
progresiva de la Piruvato deshidrogenasa quinasa (PKA) que fosforila e inhibe a la
enzima Piruvato deshidrogenasa (PDH) encargada de la descarboxilacion del
piruvato a acetil-CoA para su posterior oxidaciéon en la mitocondria (Watt et al.,
2004). Hasta la fecha, el cambio en la contribucién de sustratos energéticos
durante el ejercicio Fatmax de larga duracién no ha sido determinado tanto en
personas con normo peso como en personas con obesidad y es necesario

determinar sila TOG continla aumentando respecto al tiempo.
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Efecto del ejercicio Fatmax €n personas con obesidad. El ejercicio Fatmax ha
mostrado ser favorable en personas con obesidad ya que les permite mejorar su
condicion cardiopulmonar y alcanzar una pérdida significativa de PC y MG
independientemente del modo de entrenamiento, edad y género de los individuos
(B. Ounis et al., 2008a; B. Ounis et al., 2008b; B. Ounis et al., 2010; B. Ounis et al.,
2011; Tan et al., 2012; Tan et al., 20162; Tan et al., 2016b; Tan et al., 2018).
Ademas, el ejercicio Fatmax disminuye el riesgo de enfermedades metabdlicas y
mejora la flexibilidad de la cadera al reducir significativamente la circunferencia de
cintura (Wang et al., 2015; Tan et al., 2016).

Efecto sobre la tasa de oxidacion de sustratos. El efecto del ejercicio Fatmax
sobre la TOS en personas con obesidad ha sido analizado en muy pocos estudios,
donde se ha observado que 45 minutos de ejercicio Fatmax realizado en estado de
ayuno sobre una banda sin fin no propicia una mayor TOG en el periodo inmediato
posterior al ejercicio (60 min) (Lazzer et al., 2010). No obstante, no se ha
determinado si una mayor dosis (tiempo) de ejercicio pudiese propiciar un efecto

significativo sobre la TOS y la TM.

Efecto sobre biomarcadores moleculares. En cuanto al efecto del ejercicio
Fatmax sobre distintos biomarcadores de salud, se ha encontrado que el ejercicio
Fatmax favorece una reduccion significativa de los niveles plasmaticos de TAG,
acidos grasos no esterificados (NEFA) glucosa, insulina, colesterol y leptina (Ben
Ounis et al., 2008 a; Ben ounis et al., 2008 b; Ben Ounis et al., 2010; Tan et al.,
2012, Tan et al., 2016 a; Tan et al., 2018). La reduccién en las concentraciones de
TAG estan relacionadas con el aumento en las concentraciones de LPL (+26%)
(Tan etal., 2016 b), lo cual se explica por el aumento en la hormona de crecimiento,
la cual incrementa la expresion de LPL (Ben Ounis et al., 2011). Por otra parte, la

disminucién de los niveles de leptina, se debe a la reduccion de la masa grasa, ya
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gue el tejido adiposo es el 6rgano secretor de esta hormona (Friedman & Halaas
et al., 1998). La realizacion de cinco sesiones de ejercicio Fatmax en banda sin fin,
disminuy6 significativamente las concentraciones basales de glucosa (Tan et al.,
2016; Tan et al., 2018), mejorando la sensibilidad a la insulina. Esta reduccion se
ha relacionado con la reduccion de la grasa abdominal y el incremento de
adiponectina (Ounis et al., 2008a), la cual incrementa la fosforilacién de la AMPK
y la subsecuente translocacion de transportadores de glucosa (GLUTS) a la
membrana celular, favoreciendo la internalizacion y oxidacion de glucosa (Ramos
et al., 2006; Yadav et al., 2013). Hasta la fecha no hay estudios que determinen el
efecto del ejercicio al Fatmax sobre la expresion de distintos marcadores
moleculares importantes en la oxidacién de grasas como el PPARq, PPARy, LSH,
FAT/CD36y la CPT-1.

Instrumentos de medicion.
Condicién Cardiopulmonar.

El VO2 max es un indicador del estado de salud y la capacidad cardiorrespiratoria
de las personas, y este se determina mediante la realizacion de una prueba de
esfuerzo maximo (laboratorio) o sub méaximo (de campo), segun los recursos
disponibles. La primera se realiza en condiciones controladas dentro de un
laboratorio y consiste en la medicion del intercambio de gases respiratorios (RER)
durante el aumento gradual de una determinada carga de trabajo que continua
hasta alcanzar el agotamiento total del individuo, con lo cual se obtiene el valor de
VO:2 max expresado en ml-min-t-kg?. Regularmente, esta prueba se realiza en un
cicloergébmetro o en una banda sin fin, dependiendo las condiciones fisicas y
fisiologicas de los sujetos, sin embargo, para ambos instrumentos existen distintas
especificaciones y protocolos. Cuando la prueba se realiza en un cicloergémetro,
se establece la carga inicial de trabajo (W) en funcién de la edad, peso corporal,

nivel de acondicionamiento fisico e IMC, y posteriormente se incrementa entre 15
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y 30 W por etapa, cada etapa de 3 minutos, hasta llegar al agotamiento (J Achten
et al., 2002; Ramos-Jiménez et al., 2008). Por otra parte, cuando la prueba se
realiza en banda sin fin se establecen la velocidad e inclinacion inicial en funcion
de las mismas variables mencionadas anteriormente, y seguidamente se
incrementa la velocidad e inclinacion de forma periodica (1 a 3° de inclinacion y/o
1 a 3 km por hora cada etapa) hasta llegar al agotamiento (Achten et al., 2003;
Edvardsen et al., 2014). No obstante, a pesar de sus diferencias, ambas pruebas
se realizan en etapa postabsorptiva tras un periodo de ayuno nocturno de 8-12 h,
y es necesario que los sujetos no realicen actividad fisica el dia anterior a la prueba
para evitar un menor rendimiento. De igual forma, durante la prueba se toman
muestras sanguineas para analizar el [LA™]o y se monitorea continuamente la
frecuencia cardiaca (FC), esto con la finalidad de asociarles al incremento gradual
de la intensidad del ejercicio y determinar el umbral de lactato (UL) y la frecuencia
cardiaca maxima (FCM), que sirven también como indicadores del estado de
acondicionamiento fisico. Finalmente cabe destacar que los sujetos requieren un
periodo previo de adaptacion y calentamiento antes del inicio de la prueba para
evitar que se presente alguna lesion provocada por movimientos mecanicos
errdneos. Por otro lado, cuando no se cuenta con el equipamiento adecuado, se
pueden realizar pruebas de campo como el test de Cooper o el test de Course
Navette, sin embargo estas solo proveen un valor aproximado del VOz2max (Garcia
& Secchi, 2014; Grant et al., 1995), y por ello su utilizacion para fines cientificos no

son convenientes.

Umbral de lactato.

El UL es definido como la intensidad relativa (%0VO2max) o absoluta del ejercicio
(VO2), ala cual la produccion de [LA™]b supera su tasa de reutilizacion provocando

gue el este comience a acumularse a nivel plasmatico. Graficamente este se
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observa como un incremento no lineal de [LA™]» respecto a la intensidad del
ejercicio. Algunos autores calculan el UL definiendo la intensidad del ejercicio a la
cual el [[LA™]o se incrementa 0.5 0 1.0 mM por arriba de la concentracion basal
mediante una curva de regresion (ULAB) (Bircher & Knechtle, 2004; Bircher et al.,
2005). Otros lo definen como el punto de mayor lejania entre la curva construida
con la cinética de [LA7]b durante la prueba y la linea recta formada entre la menor
y mayor concentracion de la curva (Dmax) (Cheng et al., 1992). Finalmente,
algunos autores lo definen como la intensidad a la cual se presenta una
concentracion de 4 mM (OBLA). Hasta la fecha no hay estudios que comparen la
intensidad del UL obtenida por ambos métodos, determinando cuél de estos

favorece una mayor correlacion entre la [LA7]b y el VOo.

Prueba Fatmax.

Consiste en determinar la cinética de oxidacion de grasas respecto a la intensidad
del ejercicio. La Fatmax y el VO2max pueden ser determinados en una misma
prueba utilizando un protocolo que consiste en dos etapas (Achten & Jeukendrup,
2003b). En la primera etapa se realizan incrementos graduales de velocidad sin
inclinacion o viceversa hasta alcanzar una tasa de recambio respiratorio (RER) con
valor de 1, a partir del cual la TOG alcanza valores de 0 (Fatmin). A partir de esto
se inicia la segunda etapa, donde tanto la velocidad como la inclinacion se

aumentan gradualmente hasta llegar a la méxima capacidad cardiopulmonar.

Al finalizar la prueba, la cinética de oxidacién de grasas se grafica contra la
intensidad del ejercicio (%VO2max, %FCM, VO2, FC y [LA ]b.

Lactato y Fatmax. Las concentraciones de lactato intracelular afectan
negativamente a la TOG al reducir el pH e inhibir a la CPT-1. En sujetos
entrenados, al determinar la Fatmax a través de protocolos de corta duracion (3 min)

en cicloergbmetro, se ha observado que la Fatmax Se presenta a una intensidad
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inferior al UL, ya sea que este se determine por el método Dmax (Achten &
Jeukendrup, 2004) o por el método ULAB (Bircher et al., 2005). Achten &
Jeukendrup, 2004, reportan que la Fatmax Se presenta a la intensidad a partir de la
cual el [LA"]» comienza a acumularse por arriba de la concentracion basal (LIAB)
y que a partir del primer incremento de [LA7]p la TOG comienza a disminuir. En
estos estudios, la Fatmax se ha reportado a [LA™]» inferior a los 2 mM, sugiriendo a
esta concentracion como un parametro de control para el ejercicio Fatmax. Sin
embargo, hasta la fecha, ninguno de los estudios que han utilizado al Fatmax como
modo de entrenamiento, han utilizado el UL como parametro de control y no hay
estudios que corroboren que la [LA™]o se mantenga por debajo de 2 mM durante
una sesién prolongada de ejercicio al Fatmax (Lazzer et al., 2011; Lanzi et al., 2015;
Tan et al., 2012, Tan et al., 2018). Aunado a esto, Bircher et al. (2005), refuerzan
la relacion entre el [LA7]p y la TOG ya que reportan una correlacion positiva entre
laintensidad al UL y la intensidad Fatmax. Estudios previos han demostrado que las
personas sedentarias con obesidad tienen una menor capacidad para reutilizar el
[LA™]s producido como sustrato energético, y por ello alcanzan el UL a una menor
intensidad y mayor [LA7]b (Messonier et al., 2013; San-Millan & Brooks, 2013),
afectando la relacion entre el [LA™]b y la Fatmax. Bircher et al., (2004) reportan la
Fatmax @ una intensidad mayor que el UL sin encontrar una correlacion significativa
entre variables en personas con obesidad. No obstante, sus resultados son
controversiales ya que reportan la intensidad Fatmax al 65% del VO2max, mientras
gue la mayoria de los estudios han reportado que en sujetos con obesidad el Fatmax
se encuentra a una intensidad <55%V02max (Bogdanis et al., 2008; Venables et
al., 2008; Lanzi et al., 2015; Dandanell et al., 2017). Por lo que protocolos mayores
al 50% del VO2max se consideran como no apropiado para personas con

obesidad.

Ademas, es necesario determinar la relacion entre la Fatmax y el UL al realizar el

ejercicio en banda sin fin, ya que los resultados difieren segun el modo de ejercicio
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y hasta la fecha los estudios que han determinado el Fatmax €n banda sin fin no han

incluido a personas con obesidad.

Validacion de un protocolo Fatmax. Hasta la fecha, solo Dandanell et al., (2016)
han intentado validar un protocolo para prescribir ejercicio al Fatmax en personas
con obesidad. No obstante, sus datos observan una elevada variabilidad interdiaria
enla TOG (CV 11%), requiriendo la validacién de protocolos con mayor fiabilidad.
Ademas, hasta la fecha no se ha validado un protocolo Fatmax realizado sobre una

banda sin fin, donde se alcanza una mayor TOG.

Tasa metabdlica.

Para establecer el efecto del ejercicio y de los macronutrientes sobre el
metabolismo energético es necesario determinar el gasto energético total, la
ingesta caldrica total, el balance energético, la tasa de oxidacion de sustratos, la
composicion corporal y los niveles plasmaticos de hormonas con alta influencia
metabdlica. Para ello se han validado distintas técnicas de medicion que nos

permiten conocer el complejo funcionamiento metabdlico de nuestro organismo.

El balance energético es la diferencia entre la ingesta y el gasto cal6rico total, y
para conocerlo es necesario determinar la cantidad total de kcal ingeridas y kcal
gastadas por el organismo. Para ello es necesario tener un registro del régimen
alimenticio de los participantes en un periodo minimo de 7 dias continuos (Seale &
Rumpler, 1997). Este registro debe contener la informacion del alimento, su
respectiva porcion ingerida y su equivalente calérico, lo cual es posible conocerlo

mediante la utilizacién del sistema mexicano de alimentos equivalentes.

Por otro lado, el gasto energético total se puede determinar mediante distintas
técnicas como la calorimetria directa e indirecta y el método de agua doblemente

marcada. La calorimetria directa consiste en la medicién de la cantidad de calor
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producida por el organismo, y esta se realiza en una camara metabdlica que
contiene termosensores que registran la temperatura a la entrada y la salida de la
camara en un tiempo determinado (Vargas et al.,2011). De igual forma esta
camara metabdlica permite cuantificar el tiempo activo del sujeto puesto que
cuenta con radares que detectan cualquier movimiento superior a 7 mm-seg
(Jequier y Schutz, 1983). Aunque la camara metabdlica no permite conocer la
intensidad de la actividad realizada, conocer el tipo de actividad y su duracion es
de gran utilidad puesto que permite calcular el gasto energético de su actividad
fisica habitual utilizando las tablas estandarizadas de equivalentes metabdlicos
(MET), que se define como la razon entre el metabolismo energético de un
individuo al realizar un trabajo mecénico y su metabolismo basal (Ainsworht et al.,
2000). No obstante, las mediciones realizadas con este método no proveen una
situacion de vida real puesto que los sujetos no realizan el total de sus actividades
cotidianas. Por ende, los resultados obtenidos durante el periodo de estudio
diferiran de la realidad de los sujetos. Por su parte, la calorimetria indirecta,
ademas de medir las calorias gastadas durante la actividad fisica, permite
determinar la tasa de oxidacion de sustratos energéticos y la jerarquia de
utilizacion de los mismos, mediante la medicion del volumen y concentracion de
los gases inspirados y espirados (VO2 y VCOz), esto permite estimar el cociente
respiratorio (RQ:VCO2/VOy), el cual tiene valores definidos que permiten conocer
cual sustrato (carbohidrato o lipido) esta siendo utilizado como principal fuente de
energia (Jequier & Schutz, 1983; Vargas et al., 2011). El cociente respiratorio no
proteico (NnpRQ) se define como la relacion entre el VCO:2 producido y Oz
consumido en estado de reposo (VCO2/VOz). Este es un indicador de la tasa de
oxidacién de sustratos energéticos, y permite conocer cual via oxidativa esta
contribuyendo en mayor medida al gasto energético. Un RQ cercano a 0.70 indica
gue la via lipolitica esta contribuyendo en mayor medida al gasto energético,

mientras que un RQ cercano a 1.0 indica una predominancia de la via glicolitica.
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Un npRQ en estado de reposo con valores 1.0, indica la existencia de lipogénesis

y con ello la ausencia total de lipolisis.

De igual manera la calorimetria indirecta nos permite estimar el gasto energético
mediante la ecuacion matematica de Weir que toma en cuenta el volumen de Ozy
COg2 producido, asi como la produccion de nitrogeno urinario (Weir, 1949). Sin
embargo, si no se dispone de habitaciones para estadia supervisada, la utilizacion
de este método dificulta el control de la ingesta caldrica, por lo que su uso sera
eficiente para analizar el efecto agudo de las variables deseadas sobre el
metabolismo energético. Por otro lado el método de agua doblemente marcada
determina la produccion de CO2 mediante la diferencia de la tasa de eliminacion
de Isotopos de O (*¥0) e Hidrogeno (?H), y posteriormente se utiliza la ecuacion de
Weir para determinar el gasto energético (Seale & Rumpler, 1997; Vargas et al.,
2011). De igual manera es posible estimar el gasto energético total mediante
ecuaciones predictivas como la de Harrison-Benedict, Quenouille u Oxford (Vargas
et al., 2011). Sin embargo, estas solo nos permiten aproximaciones a la realidad,
puesto que la composicion corporal y las condiciones metabdlicas y fisiolégicas

difieren en cada sujeto.
Composicion corporal.

Por otra parte, para conocer la composicion corporal de un sujeto es necesario
determinar el % de masa grasa, masa muscular, masa 6sea y masa visceral con
relacion al peso corporal del individuo. Para esto existen distintos métodos y

técnicas que difieren en su grado de validez.

Impedancia Bioeléctrica. En este método, un espectro de corriente eléctrica viaja
a través de todos los tejidos corporales confrontando una determinada resistencia
asociada a masa libre de grasa o masa grasa, permitiendo con ello el calculo de

su porcentaje en determinada zona corporal (Gibson, 2008).

Densitometria. Existen dos formas de determinar la composicién corporal por
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densitometria. La primera determina la composicion corporal mediante la medicion
del peso corporal fuera y dentro de un tanque lleno de agua. Esto ultimo requiere
gue el sujeto sea sumergido en agua y respire utilizando un espirometro para la
medicion del volumen pulmonar, valor que permitird conocer el % de masa grasa
del sujeto (Westerterp, 2008). El segundo método es la densitometria por
pletismografia corporal (BodPod). Este consiste en la determinacion de la densidad
corporal mediante la medicion del peso y volumen de los individuos, dato que sera
empleado para determinar los porcentajes de MG y MLG mediante la férmula de
Siri. (Siri,1961). Cabe sefialar, que la utilizacién de ambos métodos es de un costo
muy elevado y por ello la mayoria de los estudios se emplea métodos doblemente

indirectos para realizar sus mediciones.

Antropometria. Consiste en la medicibn del peso corporal, talla, pliegues
cutaneos, circunferencias y didmetros 0seos, lo cual mediante distintas ecuaciones
matematicas (Durnin o Yuhasz) permite conocer el % de MG, muscular, 6sea y

visceral de los sujetos (Vargas et al., 2011; Westerterp, 2008).
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Planteamiento del problema

Segun los datos reportados por la OMS en el afio 2016, el 13% de la poblacién a
nivel global padecia de obesidad, triplicandose la tasa de prevalencia desde 1975
y con ello la presencia de enfermedades no transmisibles que han propiciado que
cada afo aproximadamente 2.8 millones de personas mueran por tener sobrepeso
u obesidad. En el 2016, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio
Camino, reporto una prevalencia de obesidad alta en todas las edades: 16% en
nifos (5-11 afos), 36.3% en adolescentes (12-19 afos) y 72.5% en adultos (>20
afos), incrementando consigo la prevalencia de enfermedades cronicas no
transmisibles, la tasa de mortandad y los gastos de en salud publica
(ENSANUTMC2016), requiriendo la definicion de tratamientos efectivos que
contribuyan a reducir estos indices. ElI consumo de una DAG con alto contenido
de AGCM Yy la realizacion de ejercicio al Fatmax han demostrado ser efectivos para
combatir la obesidad de forma independiente, no obstante, hasta la fecha no hay
estudios que determinen el efecto que ambos factores en conjunto propician sobre
el metabolismo energético. Ademas, no se han validado protocolos Fatmax en
banda sin fin que permitan la prescripcion de ejercicio para personas con obesidad.
De igual manera, es necesario determinar la relacion entre la intensidad Fatmax y
el UL, asi como la cinética de utilizacion de sustratos y de [LA-]B durante una hora

de ejercicio al Fatmax.
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HIPOTESIS

Una sesion de ejercicio aerdbico realizado a la intensidad del pico de oxidacion de

grasas durante 60 minutos en combinacién con un alimento con alto contenido de

acidos grasos de cadena media favorecera el metabolismo oxidativo en sujetos

sedentarios con obesidad.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto agudo que el ejercicio Fatmax y un alimento con alto contenido

de acidos grasos de cadena media producen sobre el metabolismo energético y la

tasa de oxidacion de sustratos en sujetos sedentarios con obesidad.

Objetivos especificos

1.

Determinar la [LA™]o que corresponde a la intensidad de méaxima oxidacion

de grasas, mediante un protocolo realizado en una banda sin fin.

Establecer la relacion existente entre la intensidad Fatmax y el UL mediante

un protocolo realizado en una banda sin fin en personas con obesidad.

Determinar la fiabilidad de un nuevo protocolo Fatmax, y su utilidad para

prescribir ejercicio en personas con obesidad.

Determinar la cinética de utilizacion de sustratos y la [LA7]b durante 60

minutos de ejercicio al Fatmax.

Determinar el efecto agudo de 60 minutos de ejercicio Fatmax, realizado en

estado de ayuno sobre el metabolismo energético.

Comparar el efecto agudo de un alimento alto en &cidos grasos de cadena
media y un alimento alto en carbohidratos sobre la tasa de oxidacién de

sustratos energéticos y la tasa metabdlica en reposo.
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MATERIALES Y METODOS
Sujetos

Se reclutaron 11 sujetos de sexo masculino cuya inclusion dependié de los
siguientes aspectos: edad promedio de 18-45 afos de edad; IMC igual o superior
a 30 kg/m?; porcentaje de masa grasa igual o superior a 25%, nivel bajo de
actividad fisica (< 600 MET-mint-sem™); historial clinico sin antecedentes de

enfermedades fisioldgicas, metabdlicas o incapacidades fisicas.
Protocolo.

El protocolo fue aprobado por el Comité de Bioética de la Universidad Autbnoma
de Ciudad Juarez. La muestra poblacional reclutada fue sometida a un estudio
transversal con un disefio cruzado donde cada sujeto fungié como su propio control
(Figura 7). El periodo de intervencién fue de cinco semanas por sujeto, asistiendo

a un total de cinco sesiones separadas por intervalos de 7 dias.

Sesion 1. Llenado de formatos (n=14).

l

| Sesion 2. Medicidn de composicion corporal y tasa metabolica. |
i

| Sesién 3. Prueba de esfuerzo maximo |

Aleatorizacion

Sesion 3. Ejercicio Fatz, + Alimento Sesion 3. Ejercicio faty, + Alimento alto
alto en lipidos en carbohidratos
7 dias
Sesién 4. Ejercicio Faty,, + Alimento alto Sesidn 4. Ejercicio faty,, + Alimento
en lipidos alto en carbohidratos
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Figura 7. Disefio experimental del estudio.

Primera sesion.

Los pacientes acudieron al laboratorio para realizar el llenado de los siguientes
formatos: Carta de consentimiento informado (Anexo 1), historial clinico
(Anexo 2) y Cuestionario internacional de actividad fisica (IPAQ, Anexo 3) historial
clinico (Anexo 3). Asimismo, le fueron entregados los formatos de registro de

alimentos y actividad fisica (Anexos 4).

Segunda sesion.

En esta sesion se determiné el peso, talla, composicion corporal de los pacientes

y su respectiva tasa metabdlica en reposo.

Tercera sesion.

Consistio en la realizacion de una prueba de esfuerzo, previamente disefiada, que
permitid la determinacion de la intensidad Fatmax y el VO2max en una misma

sesion.

Cuartay quinta sesion.

Las ultimas dos sesiones consistieron en la realizacion de una hora de ejercicio al
fatmax, la determinacién del efecto del ejercicio en el periodo de recuperaciéon (60
min), el consumo de un alimento con alto contenido de lipidos o carbohidratos, y la
medicion de su efecto sobre la tasa metabdlica durante tres horas posteriores a su

consumo (Figura 8).
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Basal Ejercicio Periodo de AG/AC

Posterior al consumo del alimento

L KE 4 g & &

20 min 60 min

15 min 60 min 60 min 60 min

7 dias de

O Muestra limpieza.
capilar de

sangre

Figura 8. Protocolo empleado durante la cuarta y quinta sesion.

Carta de consentimiento informado. Los pacientes recibieron un documento
gue contenia una explicacion general sobre la justificacion y objetivos del estudio,
proporciondndoles de forma sintetizada la informacion y orden de los
procedimientos a seguir durante la totalidad del estudio (Anexo 1). Su objetivo fue
informar a los participantes sobre los beneficios a obtener y los posibles riesgos
durante su participacion. Los pacientes que estuvieron de acuerdo en ser incluidos
en el estudio proporcionaron informacion personal de contacto, de un familiar y

firmaron la carta de consentimiento informado.

Historial clinico. Se utilizd para evaluar el estado de salud general de cada uno
de los individuos, con el objetivo de descartar la existencia de enfermedades
metabolicas, cardiorrespiratorias, cardiovasculares o fisicas, que impidiesen o

afectasen la participacion en el estudio (Anexo 2).

Cuestionario Internacional de Actividad Fisica (IPAQ). Se utilizé para

determinar el nivel de actividad fisica de los pacientes, mediante el calculo de
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MET en minutos por semana, que fue realizado a través de 7 items que permiten
conocer la frecuencia de realizacion de actividades fisicas vigorosas, moderadas
y de baja intensidad (caminar). Cada tipo de actividad corresponde a un
determinado equivalente metabdlico (Cuadro 8), el cual fue multiplicado por la
frecuencia (d/sem) y duracion (min) del ejercicio realizado, efectuando al final una
sumatoria de los MET calculados para cada tipo de actividad, que permitio
clasificar a los sujetos en un respectivo nivel de actividad fisica (Cuadro 9) (Anexo
3).

Cuadro 8. Equivalentes metabolicos para cada tipo de actividad fisica incluida en el IPAQ.

Actividad Fisica METs
Vigorosa 8
Moderada 4
Caminar 3.3

Cuadro 9. Clasificacion del nivel de actividad fisica, segun el IPAQ.

Nivel Met's-minutol-semana

Bajo <600
Moderado 600-1500

Alto >1500
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Registros alimenticios. Se utilizé para determinar el promedio de kcal y
macronutrientes consumidos la semana previa al inicio del estudio, los pacientes
realizaron un registro detallado de todos los alimentos ingeridos durante 7 dias

continuos, incluyendo su porcién y modo de preparacion (Anexo 3).

Registro del peso. Fue determinado mediante la utilizacion de una bascula digital
(Cosmed), previamente calibrada con pesas de 20 kg. Para ello, los sujetos subian
a la bascula vistiendo solo un calzoncillo de licra, mantenian su vista al frente y sus

brazos a los costados.

Registro de la estatura. Para su determinacién se empled un estadiometro de
pared (seca). El sujeto se coloco debajo del estadidmetro, manteniendo su espalda
y piernas rectas. La cabeza fue ajustada y mantenida en angulo de Frankfurt, y la

estatura fue determinada al realizar y sostener una inhalacién profunda.

Registro de la composicion corporal. Los porcentajes de masa grasa y masa
libre de grasa fueron determinados mediante pletismografia corporal (Bod Pod,
Cosmed, USA).

La densidad corporal fue determina midiendo el peso y volumen de los individuos.

_ Peso (kg)
~ Volumen (L)

Posteriormente, la masa grasa se determiné mediante la férmula de Siri (1961).

4.95

Dénde: d=densidad corporal.

Previo a cada medicioén, el equipo fue calibrado utilizando un cilindro de volumen
definido (50.402 L).
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Tasa metabdlica

La tasa metabdlica fue determinada a través de calorimetria indirecta. Este método
permite la medicion continua del intercambio de gases respiratorios, al determinar
el consumo de oxigeno (VO2) y produccién de diéxido de carbono (VCO2), valores
gue son empleados para determinar la tasa metabolica en reposo (TMR), el
cociente respiratorio y la tasa de oxidacion de grasas (TOG) y carbohidratos (TOC).
Durante el presente estudio, se empleé un analizador de gases CORTEX
(METALYZER3B, Alemania), el cual utiliza una mascarilla de gases para la
captacion de estos. Esta cubre por completo la nariz y boca y es sostenida por una
correa que se coloca alrededor del craneo, lo cual impide la fuga de gases. Previo
a cada medicion, el analizador fue calibrado con el aire del ambiente y una mezcla
conocida de gases (5% CO2, 15% O2, Balance de Nz). El sensor de flujo fue

calibrado con una jeringa de calibracién de 3 L.

Tasa metabdlica en reposo. La tasa metabdlica en reposo es definida como la
cantidad de energia que un organismo requiere para satisfacer los requerimientos
energéticos de sus organos y tejidos en condiciones de reposo. Para su
determinacion, el paciente permanecié recostado en una silla reclinable (ojos
cerrados) durante un periodo de 15-30 minutos hasta alcanzar un estado
estacionario de al menos 5 min, del cual se promediaron los valores de VO2y VCO:2
obtenidos de cada respiracion para realizar los célculos correspondientes.
Buscando facilitar un estado de relajacion durante la medicion, la luz del cuarto
permanecio apagada y se reprodujo una musica de fondo relajante (Jazz). La TMR
(kcal) fue determinada mediante la ecuacion de Weir (Weir, 1949), y esta se
empled para determinar el requerimiento energético total de los individuos (RET),

mediante la formula de:
RET = TMR + (TMR - ETA) + (TMR - NAF)
ETA: efecto termogénico de los alimentos= 0.10
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NAF: Nivel de actividad fisica= 0.20

Cociente respiratorio

Se determin6é mediante la siguiente formula:

vco,
Vo,

npRQ =

Tasa de oxidacién de sustratos energéticos. La tasa de oxidacion de lipidos y
carbohidratos permite conocer la cantidad neta de sustrato oxidado (g:min), y la
contribucion de cada sustrato al gasto energético. Estos valores se obtuvieron
durante la medicion de TMR, la prueba fatmax, las sesiones de ejercicio al fatmax, €l
periodo de recuperacion posterior al ejercicio y la tasa metabdlica en reposo
posterior al consumo de los alimentos. La tasa de oxidacion de sustratos se calculd

mediante las siguientes ecuaciones estequiomeétricas (Frayn, 1983):
LIPox: (1.67 -V0,) — (1.67-VCO,)

CHOox: (4.55-VC0,) — (3.21-V0,)

Prueba Fatmax.

La prueba se realizé sobre una banda sin fin (Quinton TM55, WA, USA) entre las
8:00-10:00 am tras un periodo de 10-12 h de ayuno. Previo al inicio de la prueba,
los pacientes realizaron un calentamiento de cinco minutos a una velocidad de 2.5
mph e inclinacion de 0%. La prueba inicié a una velocidad de 1.9 mph e inclinacion
de 1%. Posteriormente la velocidad de la banda se incrementé 0.6 mph cada tres
minutos hasta alcanzar una relacién de intercambio respiratorio (RER) con valor
de 1.0, tras lo cual se aumento tanto la velocidad (0.6 mph) como la inclinacion
(1%) de la banda, hasta llegar al maximo esfuerzo. Durante la prueba se
registraron las siguientes variables: frecuencia cardiaca, percepcion del esfuerzo

realizado (PER), [LA7]b en sangre (cada etapa), el VO2y VCO:.. Los valores de VO2
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y VCOz, se utilizaron para calcular la tasa de oxidacion de sustratos durante cada
etapa del protocolo, empleando las ecuaciones mencionadas en la seccién anterior
(Frayn,1983). La PER fue determinada utilizando la escala de Borg con valores de
0-10. La intensidad Fatmax fue determinada al graficar la tasa de oxidacion de

grasas contra la intensidad del ejercicio (%VO2max).

Frecuencia cardiaca. Previo a la prueba fatmax, y durante la totalidad de la prueba
se registroé la frecuencia cardiaca (FC) utilizando un pulsimetro (Polar F6,

Finlandia), que fue colocado a la altura del pecho.

El mayor valor de frecuencia cardiaca alcanzado durante la prueba fue registrado
como la frecuencia cardiaca maxima (FCM). Al finalizar, se registrdo la FC
alcanzada a la maxima oxidacion de grasas y a la oxidacion de grasas nula. La
frecuencia cardiaca correspondiente a la intensidad LIAB y al punto OBLA, se

determiné graficando la [LA"]p contra la frecuencia cardiaca, para cada paciente.

El valor promedio de FC correspondiente a cada etapa fue transformado a %FCM,

mediante la siguiente formula:

(FCE x 100)

%FCM = oM

Ddénde: FCE= Valor promedio de FC durante la etapa.

Medicion del VOzmax. El consumo de oxigeno (L y mL) se registré continuamente
durante la totalidad de la prueba, promediando los valores de los ultimos 2 minutos

de cada etapa para realizar los calculos de la TOS.

El valor maximo de VO:2 alcanzado durante la prueba, fue registrado como VOzmax,
indicador que permite conocer el estado de acondicionamiento fisico y la condicion

cardiopulmonar.
Al finalizar la prueba, se registro el valor de VO:2 correspondiente a la intensidad
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Fatmax y Fatmin. El valor promedio de VO: correspondiente a cada etapa, fue
transformado a %VO2max, mediante la siguiente formula:

(VO,E x 100)

%V02max = VOoman
2

Dénde: VOz2E= Valor promedio de VO: durante la etapa.

Lactato. Previo al ejercicio y durante los ultimos 30 segundos de cada etapa, se
tomoé una muestra capilar de sangre de las yemas de los dedos para determinar la
[LA7]s (mM). Las muestras de sangre fueron colocadas en tiras reactivas (nova
Biomedical, UK) y analizadas con un aparato nova Biomedical. Los valores de
[LA"]b correspondientes a cada etapa se graficaron contra su respectivo VO2 para
realizar una regresion polindmica de segundo orden. La ecuacion obtenida se
utilizé para calcular los valores de [LA )b correspondientes al VO: de cada etapa
del protocolo, la intensidad LIAB, OBLA y la intensidad de ejercicio correspondiente
auna[LA]» 0.5, 1.0, 2.0 y 3.0 mM arriba de la concentracion basal. El [LA]» fue
determinado mediante el método ULAB y el Dmax (pagina 36). La [LA7]p
encontrada en la Ultima etapa completada durante la prueba de esfuerzo fue
registrada como la concentracion maxima de [LA ]b. Al final de la prueba se registro

la [LA"]o correspondiente al Fatmaxy Fatmin.

Cena controlada. La noche previa a la prueba de esfuerzo, y las subsiguientes
sesiones de ejercicio (Figura 8), los sujetos consumieron una cena con una
proporcion balanceada de macronutrientes (55% CHO, 30% LIP, 15% PROT), con
el objetivo de favorecer una tasa metabdlica similar en todas las sesiones de

ejercicio. La cena fue disefiada para suplir el 30% del RET de cada individuo.
Ejercicio Fatmax

Los pacientes realizaron una hora de ejercicio a la intensidad del Fatmax en estado
de ayuno sobre una banda sin fin. Como parametro de control de la intensidad del

ejercicio se utilizé la frecuencia cardiaca, con una variacion menor de 6 lat/min
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durante todo el ejercicio, para ello se aumenté o disminuyd ligeramente la
velocidad de la banda sin fin. El intercambio de gases respiratorios se registrd
durante toda la hora de ejercicio. Para realizar los calculos de oxidacion de
sustratos, la sesion fue dividida en etapas de 10 minutos, y los valores promedio
de VO2 y VCO:2 durante los ultimos 5 minutos de cada etapa fueron empleados
para calcular la tasa de oxidacion de lipidos y carbohidratos. Al final de cada sesion
de ejercicio se registro la MTOG alcanzada para determinar la validez del
protocolo. Asimismo, se calculd el valor promedio de la TOG, TOC, VO2, VCOz,
RER, GE y [LA]b en reposo y durante el ejercicio para determinar si existié una
variacion interdiaria en el metabolismo. Para calcular la oxidacion total de sustratos
se promediaron los valores obtenidos de cada etapa y se multiplicaron por la

duracion total en minutos de la sesion de ejercicio:
LIPoxT = LIPox (g - min) - 60 min
CHOoxT = CHOox (g - min) - 60 min

Gasto energético. Para determinar el gasto energético del ejercicio (GE), la
oxidacién total de cada sustrato fue multiplicada por su respectivo equivalente
calérico (9 kcal para lipidos y 4 kcal para carbohidratos), y posteriormente

sumadas:
GEE: (LIPoxT -9) + (CHOox - 4)

El gasto energético en kilocalorias fue convertido a kilojulios (kcal-4.18), unidad en

la que se reporta en los resultados.

Lactato y percepciéon del esfuerzo. Durante el ejercicio, se tomaron muestras
capilares de sangre a los 30 y 60 minutos, con la finalidad de observar la cinética
durante 60 minutos de ejercicio Fatmax. Asimismo, cada 10 minutos se registro la

PER, para observar el nivel de cansancio segun la dosis de ejercicio otorgada.
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Efecto del gjercicio. Al finalizar la sesion de ejercicio, el paciente tomaba asiento
en una silla reclinable donde permanecié despierto y en reposo durante 60
minutos. Durante este periodo se determiné la TMR, el RQnp y las TOS mediante
calorimetria indirecta, realizando los mismos célculos explicados en la seccion

anterior.

Alimentos

Al finalizar la medicion de la tasa metabdlica post ejercicio se otorgo a los pacientes
un alimento previamente disefiado para proveer el 25% de su RET. Se otorgaron
15 minutos a los pacientes, para consumir el alimento. El orden de consumo de los
alimentos fue previamente aleatorizado, utilizando el Random Allocation Software
v 1.0.

Disefio de los alimentos. Los alimentos se proporcionaron en forma de batido,
estos se igualaron en contenido calérico a pesar de diferir en su composicion de
macronutrientes (Cuadro 10). Para ello, los ingredientes empleados en cada
alimento (Cuadro 11), fueron sometidos a analisis proximal, utilizando los
métodos establecidos por la Asociacion Analitica de Quimicos Oficiales (AOAC):
humedad (926.12), cenizas (945.46), proteina (991.20), lipidos totales (Gerber y
Soxhlet) y carbohidratos por diferencia (Carbohidratos= 100 menos la suma de
los célculos anteriores). Todas las muestras fueron analizadas por triplicado. La
cantidad de acidos grasos de cadena media fue calculada mediante la
informacion proporcionada por la base de datos del Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA). Los alimentos fueron probados por los

investigadores para asegurar una textura, sabor y olor agradables.
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Cuadro 10. Composicién de macronutrientes de los alimentos a emplearse en el estudio.

Alimento %Carbohidratos %Lipidos %Proteinas %RET
Alto en lipidos 15 70 15 25
Alto en carbohidratos 70 15 15 25

Cuadro 11. Ingredientes integrados en los alimentos empleados en el estudio.

Alimento Ingredientes

Alto en lipidos Aceite de coco (LouAna), proteina de soya en polvo, platano,

Leche baja en grasa (LALA 1%), edulcorante (Stevia)

Alto en Aceite de coco (LouAna), avena (¢,?), manzana, leche baja en
carbohidratos grasa (LALA 1%)).

Efecto del alimento. El efecto de los alimentos sobre la tasa metabdlica en reposo
y la tasa de oxidacion de sustratos, se determind mediante calorimetria indirecta,
bajo las mismas condiciones mencionadas en la seccion 3. Para ello, se realizaron
tres mediciones posteriores al consumo del alimento, separadas por intervalos de

60 minutos (Figura 10).
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Analisis estadistico.

La distribucion de los datos de todas las variables fue determinada mediante la
prueba de Shapiro-Wilk. La correlacion entre la TOG, la TOC y [LA™]b se determiné
mediante el coeficiente de correlacion de Spearman. La correlacion entre el
VOz2max, el NAF y la MTOG se determind mediante el coeficiente de correlacion
de Pearson. Asimismo, la correlacion entre la intensidad al Fatmax, UL, Fatmin y
OBLA, se determin6 mediante el coeficiente de correlacion de Pearson y
Spearman. Las diferencias entre la intensidad absoluta y relativa al Fatmax, LIAB,
ULAB, Dmax, Fatmin y OBLA se determinaron mediante pruebas de t para muestras
emparejadas, Friedman y Wilcoxon. La correlacién entre estas intensidades del
ejercicio y el VO2max se determind mediante el coeficiente de correlacion de
Pearson y Spearman. La diferencia en la MTOG durante la prueba Fatmax y las
sesiones de ejercicio se determiné mediante una prueba de Friedman. Las
diferencias en los valores de la TOC, VO2, TM, [LA"]o y FCR en reposo se
determin6 mediante Anova de medidas repetidas. La diferencia en la TOG en
reposo se determind por prueba de Friedman. La variacion interdiaria del VOz, la
TOG, la TOC, la FC, el [LA7]b y el RER durante las dos sesiones de ejercicio fue
determinada mediante el coeficiente de correlacion intraclase (CCI), el coeficiente
de variacion (CV), prueba de t para muestras emparejadas, Friedman y Wilcoxon.
El efecto del ejercicio y del alimento sobre el metabolismo energético se determind
mediante las diferencias entre tiempo, analizadas por ANOVA de medidas
repetidas utilizando el ajuste de Bonferroni para encontrar la ubicacién exacta de
la diferencia, o bien por prueba de Friedman y Wilcoxon segun su distribucion. Las
diferencias entre la composicion de los alimentos y su efecto sobre el metabolismo
se determinaron por prueba de t de para muestras emparejadas o Wilcoxon. El
tamano del efecto de los alimentos sobre la TOG, la TOC, RQnp y la TMR se
determind mediante la d de Cohen, comparando la media de los valores obtenidos

previo al consumo del alimento vs la media obtenida a las 3 h post alimento. El
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tamano del efecto se clasific6 como bajo (0.2), medio (0.5), grande (>0.8) y muy
grande (>1.0). Las diferencias en la oxidacion y balance de sustratos entre
alimentos se determinaron mediante pruebas de t para muestras relacionadas y

Wilcoxon.

Para el analisis estadistico se utilizaron el software SPSS v.22 (IBM, Chicago, IL)
y el software G Power v 3.1. Para la construccién de graficos se utilizé el software
Graphpad Prism v.8. En los Cuadros los datos se presentan como mediat
desviacion estandar (DE), mientras que en las Figuras se presentan como media
+ error estandar de la media (EEM). Para todos los andlisis se utiliz6 un nivel de

significancia de 0.05.
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RESULTADOS

Las caracteristicas fisicas y el NAF de los pacientes reclutados se describen en el
Cuadro 12. De los 11 pacientes reclutados solamente 8 entregaron completo su
registro alimenticio de 7 dias continuos, por lo cual en las caracteristicas de la dieta

solo se reportan los datos de estos 8 pacientes (Cuadro 13).

Cuadro 12. Caracteristicas fisicas y nivel de actividad fisica.

Edad (afios) 28+7
Peso Corporal (kg) 102.01+£15.96
Estatura (m) 1.72+0.08
IMC (Kg-m?) 34.18+3.76
MG (kg) 39.30+9.25
%MG 38.3+5.3
MLG (kg) 62.65+9.62
%MLG 61.6+5.3
IMG (Kg de MG-m?) 13.23+3.00
MET's'mint-sem 508 +414

Los datos se presentan como media=DE. IMC, indice de masa corporal; MF, masa grasa; MLG,

masa libre de grasa; IMG, indice de masa grasa.

Cuadro 13. Caracteristicas de la dieta.

Ingesta caldrica (kcal-d) 21094691
% Lipidos 337
% Carbohidratos 47+7
% Proteinas 20+£3
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Los datos se presentan como media + DE

Prueba Fatmax.

La cinética de oxidacion de sustratos energéticos respecto a la intensidad del
ejercicio se muestra en la figura 9. El VO2max alcanzado fue de 36.55+4.18 mL-Kg-
L-min, indicando una baja condicién cardiopulmonar en los pacientes. La MTOG
alcanzada durante la prueba fue de 0.25+0.08 g-min‘!, y esta se present6 al 33+4%
del VOz2max, al 57.4% de la FCM, a una PER de 2+1 y a una concentracion de
LACT de 1.1+0.4 mM (Figura 10). La Fatmax Se alcanzo6 a una velocidad de 2.4+0.6
mph, una FC de 10345 lal-mint y una PER de 2+1. La Fatmin Se present6 al 77+7
del %V0O2max, al 84+9% de la FCM, a una [LA7]p de 3.4+1.0 mM, una velocidad
de 4.3+0.4 mph, una FC de 151415 lat-mint y una PER de 6+1. La [LA]» fue de
1.4+0.6 mM, y permanecio hasta el 51+6% del VOzmax (LIAB). A partir de ese
punto la [LA7]o se incrementd gradualmente hasta una concentracion maxima de
6.4+1.8 mM. La correlacion entre la TOG y la [LA]» fue negativa (r=-0.71, p<0.01)
y entre la TOC y la [LA ]o. fue positiva (r=0.70, p<0.01). El punto OBLA se alcanzé
al 82+10% VO2max.

a b
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Figura 9. Los datos se presentan como mediatEEM. Cinética de la tasa de oxidacién de grasas

() y carbohidratos (A) respecto a la intensidad del VO2max y la FCM (a y b, respectivamente).
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Figura 10. Los datos se presentan como media + EEM. Tasa de oxidacion de grasas (e) y [LAT]b

(7)) respecto a la intensidad del VO2max.? Intensidad LIAB, ® +0.5 mM?, ¢+1.0 mM, 94+2.0 mM, ¢+3.0
mM.

El UL calculado mediante el método ULAB se alcanzd a un VOz2de 22.47+4.39y a
un %VO2max del 64+12%, sin mostrar diferencia significativa respecto a los datos
obtenidos mediante el método Dmax (p=0.89, p=0.92 para intensidad absoluta y
relativa respectivamente) (Cuadro 14). La Fatmax Se presentd a una intensidad
menor que el LIAB y el UL (p<0.01). La Fatmin ocurrié a una intensidad mayor que
el LIAB y el UL, sin ser distinta de la intensidad OBLA.

Aunque la intensidad del UL no fue distinta entre el método ULAB y el Dmax, los
valores de VO2 y [LA7]p solo mostraron una correlacion significativa al ser
calculados mediante el método Dmax (Figura 11). La correlacién entre el VOzmax,

Fatmax, Fatmin, OBLA y el UL determinado por el método ULAB y el Dmax se
muestran en la Cuadro 15.
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Cuadro 14. Intensidad del ejercicio y [LA]» correspondiente al Fatmax, LIAB, ULAB, Dmax,
Fatmin y OBLA.

VO2 (ml-kgt-min?) %VO2max [LA7]o (mM)
Fatmax 11.82+1.25 3344 1.1+04
LIAB 18.18+2.04 51+6 1.3+0.6
ULAB 22.47+4.39 63+12 2.0+0.6
Dmax 22.73+5.97 62+11 2.0+1.2
Fatmin 27.91+1.8 177 3.4+1.0
OBLA 30.10 81+11 4.0

Los datos se presentan como media + EEM. [LA ]y, lactato; VO3, consumo de oxigeno; %V02 max;
intensidad del ejercicio. Fatmax, intensidad de maxima oxidacion de grasas; LIAB, Intensidad a partir
de la cual se incrementa la [LA7]p; ULAB, intensidad a la cual el [LA™]» se incrementa 0.5 mM; Dmax,
Umbral de [LA]o; OBLA, [LA ]» de 4 mM.

r=0.19 p=0.57 r=0.74 p<0.01
a- 5-
— — .
F_| 3] e !-|_-l 4_
) °
E ) . . E 34
E 2 " E
. ) o 2
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B 14 o
LR §1-
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Figura 11. Correlacion entre el VOz y la [LA™] (mM) correspondiente al umbral de [LA™]s
determinado por el método ULAB (a) y el método Dmax (b).
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Cuadro 15. Correlacion entre el VOzmax y la intensidad de ejercicio al Fatmax, Fatmin, LIAB, ULAB, Dmax y

OBLA.

VOzmax Ff}gf‘x LIAB VO, UVLSZB DV”(‘)"’;X FatminVO, Ov%f
VOzmax 0,5 0,5 022  0,80% 0,74 0,44
Fatmax VO3 042 070 049 0,68  0,77*
LIAB VO, 0,59 0,51 0,58 0,55
ULAB VO; 0,11 0,53 0,74
Dmax VO2 0,54 0,36
FatminVO> 0,81%*

VO2max, maximo consumo de oxigeno; Fatmax, Intensidad de méxima oxidacion de grasas; LIAB, intensidad a la

cual se present6 el primer incremento de [LA ]p; ULAB y Dmax, umbral de lactato; Fatmin, intensidad de oxidacion

de grasas nula. "p<0.05; ™ p<0.01.

Validacion del protocolo

La MTOG alcanzada durante la sesion 1 fue de 0.26+0.07 g-min! y durante la
sesion 2 fue de 0.23+0.06 g'min-t. Al compararla con la MTOG alcanzada durante
el protocolo Fatmax No se encontro diferencia significativa (p=0.20). EI CV para esta

variable fue de 6%.
Oxidacion de sustratos y de [LA™]b durante el ejercicio Fatmax.

La contribucién de lipidos al GE fue aumentando conforme al tiempo, siendo mayor
durante los ultimos 20 minutos de ejercicio. Sin embargo, la contribucion de
carbohidratos disminuyd progresivamente y fue menor durante los ultimos 20
minutos de ejercicio (Figura 12). Debido a problemas técnicos, la [LA ] durante las
2 sesiones de ejercicio fue determinada solo en 8 participantes. El [LA™]o fue

aumentando conforme al tiempo durante las dos sesiones de ejercicio, sin
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embargo, al comparar la [LA™]» a los 30 y 60 minutos no se encontré diferencia
significativa (p=0.79, p=0.40, para la sesidon 1 y 2 respectivamente). La [LA]o
promedio durante ambas sesiones de ejercicio se mantuvo debajo de la

concentracion correspondiente al UL (<2 mM) (Cuadro 16).
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Figura 12. Los datos se presentan como media + EEM. Contribucion de lipidos (e) y
carbohidratos () durante el ejercicio. GE, gasto energético. 2 p<0.05 vs 10 min; ® p<0.05 vs 20

min; ¢ p<0.05 vs 30 min; ¢ p<0.05 vs 40 min.
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Figura 13. Los datos se presentan como media = EEM. Concentracion de LT durante la primera

() y segunda (7)) sesion de ejercicio.
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Variabilidad interdiaria de la tasa metabdlica en reposo y durante el ejercicio Fatmax.
Los valores del CCl para la TOG, TOG, RER, VO2, VCO2, %VO2max, FC, [LA7]b
y GE entre las dos sesiones de ejercicio fue entre 0.72 y 0.99, existiendo un
coeficiente de variacion <7% entre las sesiones de ejercicio (Cuadro 15). La
comparacion de muestras emparejadas mostré diferencias significativas entre las
sesiones del ejercicio solo en el VO2, siendo menor en la segunda sesion de
ejercicio (p<0.05). No existieron diferencias significativas entre sesiones para los
valores en reposo previo al ejercicio: TOG (p=0.13), TOC (p=0.80), VO2 (p=0.30),
TM (p=0.35), [LA"]p (p=0.52) y FCR (p=0.30). Al ordenar los datos del ejercicio
conforme a la sesién del alimento consumido tampoco se encontraron diferencias
significativas.

Cuadro 16. Variacion de la tasa metabdlica, intensidad del ejercicio, frecuencia cardiaca y
concentracién de LT durante las dos sesiones de ejercicio.

EX- Sesion 1 EX-Sesion 2 CCl CV valorp
TOG (g'min‘t) 0.21 (0.17-0.24) 0.19 (0.15-0.24) 075 7% 0.49
TOC (g'min) 1.11 (0.90-1.32) 1.08 (0.89-1.28) 0.99 2% 0.16
RER 0.90 (0.89-0.91) 0.90 (0.89-0.92) 0.72 0% 0.32
VO2 (L-mint) 1.25 (1.04-1.45) 1.16 (0.97-1.36) 0.96 5% <0.05
VCOz (L'minl)  1.13(0.94-1.31) 1.09 (0.90-1.29) 0.97 3% 0.25
%VO2max 33 (30-37) 32 (29-36) 091 4% 0.30
FC (lat'min‘t) 105 (98-111) 105 (99-111) 096 0% 0.80
[LA ]o (MM) 1.1 (0.7-1.5) 1.0 (0.5-1.4) 0.90 7% 0.25
GE (kj-h %) 1579 (1322-1837) 1523.88 (1284-1763) 0.97 4% 0.12

Los datos se presentan como media + 95% IC. TOG, tasa de oxidacion de grasas; TOC, tasa de

oxidacion de carbohidratos; RER, relacion de intercambio respiratorio; VO2, consumo de oxigeno;
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VCO., dioxido de carbono; %VO:2max, intensidad del ejercicio; FC, frecuencia cardiaca; [LAo,

concentracion lactato en sangre; GE, gasto energético.

Efecto del ejercicio sobre la oxidacion de sustratos energéticos, la tasa

metabdlica en reposo y el consumo de oxigeno.

Los valores de la TOG, TOC, TM y VO: previo al ejercicio, durante el ejercicio y en
el periodo posterior al ejercicio se muestran en la figura 14. La contribucion de
lipidos y carbohidratos al GE durante el ejercicio se muestra en la figura 15. Previo
al ejercicio la TOG en reposo fue de 0.08+0.03 g'min, la TOC de 0.30+0.10 g-min-
L la TMR de 471.24+97.36 Kj-h y el VO2 fue de 0.394£0.08 L-min-t. Comparados
con los valores basales la TOG, TOC, TMy el VO2 fueron mas altos durante toda
la sesion de ejercicio (figura 13, p<0.05). El ejercicio no propicio una mayor TOG,
TM o VO2z durante los 60 minutos post ejercicio. La TOC permanecio superior a los
valores alcanzados en reposo durante los primeros 20 minutos post ejercicio y a

los 30 minutos alcanzo los valores basales.
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Figura 14. Los datos se presentan como media £+ EEM. Tasa de oxidacion de grasas (a), tasa de
oxidacion de carbohidratos (b), Tasa metabdlica (c) y consumo de oxigeno (d) previo al ejercicio (0),

durante el ejercicio (0-60 minutos) y en el periodo post ejercicio (60-120 minutos).

Alimentos.

La composicion proximal de los alimentos disefiados se muestra en el Cuadro 17.
El contenido energético del alimento alto en grasas (AEG) fue de 3352+605 Kj y el
del alimento alto en carbohidratos (AEC) de 3380+624 Kj, sin existir diferencia
significativa entre alimentos (p=0.92) (Cuadro 18). La comparacion de muestras
emparejadas mostré diferencias significativas en la proporcién de carbohidratos
(p<0.01), lipidos (p<0.01) y proteinas entre alimentos (p<0.01). Asimismo, la
cantidad en gramos de carbohidratos y lipidos fue diferente entre alimentos
(p<0.01), sin encontrarse diferencia significativa en el contenido de proteinas

(p=0.53). En el AEG el contenido de AGCM fue de 31.40+5.49.
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Cuadro 17. Composicion proximal de los alimentos.

AEG AEC
%Humedad 73.75+£1.24 80.75+1.26
%Cenizas 0.75+0.03  0.64+0.04

%Carbohidratos 7.89+1.50 14.15+1.10
%Lipidos 12.83+0.67 1.51+0.23

%Proteinas 5.3320.64 2.94+0.28

valor p
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

<0.01

Los datos se presentan como media + DE. AEG, alimento alto en grasas; AEC, alimento alto en

carbohidratos.

Cuadro 18. Contenido energético, proporcion y contenido de macronutrientes en los alimentos.

AEG AEC valor p
Contenido Energético
(Kj) 3352+605 33801624 0.92
%Carbohidratos 17.91+0.70 69.27+0.91 <0.01
%Lipidos 69.27+1.55 15.82+1.25 <0.01
%Proteinas 12.82+1.16 14.73+1.34 <0.05
Carbohidratos (g) 35.85+6.65 138.23+25.23 <0.01
Lipidos (g) 61.83+11.39 14.63+3.79 <0.01
Proteinas (g) 24.95+5.03 28.66+3.23 0.53

Los datos se presentan como media = DE. AEG, alimento alto en grasas; AEC, alimento alto en

carbohidratos.
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Efecto de los alimentos sobre la oxidacion de sustratos energéticos y la tasa

metabdlica en reposo.

Los cambios propiciados por los alimentos sobre la TOG, la TOC, la TMR y el
RQnp se muestran en la Figura 15. El tamafno del efecto de los alimentos se
muestra en el Cuadro 18. El AEG increment6 la TOG (+0.05 g-min, p<0.01),
disminuy6 la TOC (-0.17 g-min't, p<0.01) y redujo el RQnp (-0.07, p<0.01), sin
afectar la TMR (p=0.18). Por su parte el alimento AEC redujo la TOG (-0.04 g-min
1) y aument6 el RQ (+0.04, p<0.01) sin afectar significativamente la TOC (p=0.59)
ni la TMR (p=0.20). La comparacion de muestras emparejadas mostré diferencias
significativas para la TOG, TOC y RQnp entre sesiones durante las 3 horas
posteriores al alimento. No se encontraron diferencias para los valores en reposo
previo a la ingesta de alimentos. EI AEG tuvo un tamafo del efecto muy grande
sobre la TOG, TOC y RQnp (=1.8) y un efecto muy bajo sobre la TMR (0.10). Por
su parte, el AEC tuvo un efecto muy grande sobre la TOG (1.08), un efecto medio
sobre la TOC (0.49) y RQnp (0.78), y muy bajo sobre la TMR (0.05).
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Figura 15. Los datos se presentan como media + EEM. Efecto del alimento alto en grasas (-e-) y

el alimento alto en carbohidratos (-o-) sobre la tasa de oxidacién de grasas (a), la tasa de
oxidacion de carbohidratos (b), la tasa metabdlica en reposo (c) y el RQnp (d). # p<0.05 entre
alimentos, T p<0.05 vs Previo al alimento (0), * p<0.05 vs 1 h Post alimento (60 min).
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Cuadro 19. Tamario del efecto propiciado por los alimentos sobre la tasa de oxidacion de grasas, la tasa de
oxidacion de carbohidratos, RQ y tasa metabdlica en reposo.

AEG AEC
, d Previo-A 3 h Post-A d
Previo-A 3 h Post-A Cohen Cohen
TOG 0.06+0.02 0.11+0.03 1.80 0.07+0.02 0.04+0.03 1.08
TOC 0.39+0.04 0.22+0.02 4.61 0.34+0.08 0.40+0.15 0.49
RQnp  0.90+0.03 0.83+0.04 2.28 0.89+0.03 0.93+0.06 0.78

TMR 468.6+53.7 479.5+93.5 0.10 482.44+5.3 486.4+101.3 0.05

Los datos se presentan como media + DE. TOG, tasa de oxidaciéon de grasas, TOC, tasa de oxidacion de

carbohidratos; RQnp, cociente respiratorio; TMR, tasa metabdlica en reposo.

Durante las 4h post alimento, el AEG propicid una oxidaciéon de 22.02+1.33 g
(828+49 kj) de lipidos y 61.75+5.25 g (1032187 kj) de carbohidratos. Por su parte
el AEC propicio una oxidacion de 12.80+1.44 g (481154 kj) de lipidos y 92.34+8.20
g (1543+137 kj) de carbohidratos. Al sumar a estos valores la cantidad de lipidos
y carbohidratos utilizados durante el ejercicio, la oxidacion de lipidos fue mayor
durante la sesion del AEG (p<0.01) mientras que la oxidacién de carbohidratos fue

mayor durante la sesion del AEC (p<0.01) (Figura 16).
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Figura 16. Comparacién del gasto energético y oxidacion total sustratos propiciados por el alimento
alto en grasas (barras negras) y el alimento alto en carbohidratos (barras blancas) durante el periodo
post alimento (ay ¢) y la totalidad de la sesién (b y d). * p<0.01 entre alimentos y sesiones.

El balance de sustratos energéticos se muestra en la Figura 17. Al finalizar el
periodo post alimento, el balance de lipidos fue de 39.80+3.63 g (1427+136 kj) para
el AEG y de 1.84+2.16 g (68+81 kj) para el AEC (p<0.01). El balance de
carbohidratos fue de -25.89+4.10 g (-432.99+68 kj) para el AEG y de 45.89+6.04 g
(767100 kj) para el AEC (p<0.01). Sumando la oxidacion de sustratos durante el
ejercicio, obtuvimos un balance de lipidos de 28.12+3.51 g (1058+131 kj) para la
sesion del AEG, y de -9.74+2.77¢g (-365+104 kj) para la sesién del AEC (p<0.01).
El balance de carbohidratos fue de -93.90+8.59 g (1569+143 kj) al finalizar la
sesion del AEG, y de -19.47+6.25 g (-325+£104 kj) al finalizar la sesion del AEC
(p<0.01).
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Figura 17. Los datos se presentan como media + EEM. Balance de sustratos energéticos al finalizar
el periodo post alimento (ay ¢) y la sesiéon completa (b y d). Alimento alto en grasa (barras negras)
vs alimento alto en carbohidratos (barras blancas). * p<0.01 vs alimento y sesion.

El balance energético durante la totalidad de las sesiones se muestra en la figura
18. Tanto en la sesién del AEG como en la sesion del AEC, el balance energético
permanecio negativo durante la hora de ejercicio (-1553+117 kj para AEG y -
1550+105 kj para AEC) y el periodo post ejercicio (-2051+126 kj para AEG y -
20581112 kj, para AEC). Tras consumir el alimento el balance energético
permanecio positivo durante las primeras dos horas y a la tercera hora se alcanz6
nuevamente un balance energético negativo (-124+109 kj para AEG y -130+95 k]
para AEC). No se encontraron diferencias entre sesiones para ninguna de las

etapas del protocolo.
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Figura 18. Los datos se presentan como media = EEM. Balance energético durante la sesion del
alimento alto en grasas (a) y la sesién del alimento alto en carbohidratos (b)

DISCUSIONES

Las principales aportaciones de este trabajo fueron que el ejercicio Fatmax realizado
en estado de ayuno permite utilizar una cantidad importante de lipidos, sin
embargo, 60 minutos de ejercicio no son suficientes para incrementar la TOG ni la
TMR durante las tres primeras horas post ejercicio. EI consumo de un AEG con
alto contenido de AGCM incrementa la TOG durante los primeros 60 minutos de
ingerido, sin aumentar la TMR. Contrario a esto, el consumo de un AEC disminuye
la TOG.

Efecto del ejercicio sobre la oxidacién metabdlica de los macronutrimentos.

La utilizacion total de grasas durante las dos pruebas de ejercicio fue semejante,
(12.3x2.94 g vs. 11.6+4.30 g, para sesion 1 y sesién 2 respectivamente), sin
embargo, los 60 minutos de ejercicio Fatmax no fueron suficientes para aumentar la

TOG nila TMR, ya que en tan solo 10 minutos después del ejercicio se alcanzaron
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los valores previos al ejercicio. Tedéricamente la TOG puede estar incrementada
posterior al ejercicio debido al aumento en la expresion de varias enzimas con
efecto lipolitico, entre ellas UCP3, PDK4, LPL, LSH y CPT-1 (Pilegaard et al.,
2000). Sin embargo, al igual que Lazzer et al., (2010), no encontramos un aumento

en la TOG posterior al ejercicio.

Aunque el ejercicio Fatmax no propicio una mayor TOG ni mayor TMR en el periodo
inmediato posterior al ejercicio, esto no indica que pueda carecer de efecto sobre
el metabolismo energético, ya que el principal efecto del ejercicio se observa
durante el periodo de suefio (Hawkins et al., 2012), por lo que se sugiere que los
efectos del ejercicio Fatmax sobre el metabolismo energético incluyan la etapa del

suefio.

A intensidades bajas de ejercicio (<50% VO2max) la proporcion de glucosa como
fuente de energia es por fuentes intramusculares, y conforme la intensidad,

aumentan las fuentes plasmaticas (Romijn et al., 1993).

Es importante mencionar que es posible que el ejercicio Fatmax Sea capaz de
aumentar la TMR si se incrementa la cantidad de trabajo, ya que hemos
encontrado una correlacion positiva entre el GE durante el ejercicio y la TMR

posterior al ejercicio (datos no mostrados).

Efecto del alimento sobre la oxidacién metabdlica de los macronutrimentos.

En personas con obesidad es necesario incrementar la TOG tanto en reposo como
durante el ejercicio, hasta alcanzar un balance de oxidacion negativa que permita
la perdida de MG y PC. En nuestros resultados observamos que, comparado con
el AEC, el AEG propicio una mayor oxidacion de grasas (12.80+1.44 g vs.
22.02+1.33 g, respectivamente). Blundell et al., (2002) reportan que, en personas

con obesidad, la respuesta metabdlica a un alimento es dependiente de la
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proporcién de macronutrimentos y tipo de dieta, donde las personas que consumen
una baja cantidad de lipidos (<35% de la ingesta caldrica total) no incrementan la
TOG. No obstante, en el presente estudio, la TOG se increment6 al consumir el
alimento AEG a pesar de existir un bajo consumo de lipidos en la dieta (3317 %).
Estas diferencias pueden atribuirse a la composicién de AG del alimento otorgado,
ya que Blundell et al., (2002) utilizaron una alta proporcion de AGCL, mientras que
en el presente estudio el 50% de los AG eran AGCM, que propician una mayor
TOG. Estas diferencias pueden atribuirse a la composicién de AG del alimento
otorgado, ya que Blundell et al., (2002) utilizaron una alta proporcién de AGCL,
mientras que en nuestro estudio el 50% de los AG eran AGCM, que como abajo

se explica, propician una mayor TOG.

El efecto del AEG sobre la TOG se debe a la alta proporciéon de AGCM vy la
disminucion de insulina. Los AGCM tienden a oxidarse en lugar de almacenarse e
inducen la expresion del PPAR-1a aumentando la biogénesis de la LPL, FAT/CD36
y CPT-1 a nivel muscular (Montgomery et al., 2013; Pietraszek et al., 2013),
mientras que la disminucion de la insulina aumenta la tasa lipolitica (Horowitz et
al., 1997) y la activacion de la CPT-1 (Sidossis et al., 1996). Comparado con lo
reportado por St. Onge et al., (2003), nosotros encontramos una mayor TOG tras
el consumo de un alimento con alto contenido de AGCM. Las diferencias en la TAG
también pueden ser explicadas por la proporcion de lipidos, tipo de acidos grasos
(saturados, insaturados y longitud de la cadena hidrocarbonada) y el estado fisico
del alimento otorgado. Courchesne-Loyer et al., (2017) muestran que la respuesta
metabdlica a un alimento con alto contenido de lipidos depende del AGCM
predominante en el alimento, observando que a menor longitud del acido graso
mayor respuesta cetogénica: el acido octanoico propicia una mayor respuesta
cetogénica que el acido decanoico. Contrario a lo arriba citado, en el estudio de St.
Onge et al., (2003), el principal ACGM en el alimento fue el 4cido decanoico
mientras que, en nuestro estudio, el AGCM de mayor proporcion fue el acido
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dodecanoico. No encontramos estudios que muestren el efecto del acido
dodecanoico sobre el metabolismo energético. Respecto al estado fisico del
alimento, St. Onge et al (2003) otorgaron un alimento sélido, mientras que en
nuestro estudio se otorgd un alimento liquido, el cual propicia una menor respuesta

insulinica (Habas & Macdonald, 1998) contribuyendo a una mayor TOG.

Por otro lado, el AEC disminuy6 la TOG sin modificar la TOC (RQnp<1.0). Esto es
explicado por 3 factores: la composicion de carbohidratos del alimento, la
realizacion de ejercicio previo al alimento y el estado fisico del alimento. En el
presente estudio el AEC tenia una alta proporcion de carbohidratos complejos
(50%) y una alta cantidad de fructosa (manzana), los cuales propician una menor
respuesta insulinica que la glucosa y la sacarosa (Jenkins et al., 1986; Lee &
Wolever,1998). Zakrzewski et al., (2012), reportan que 60 minutos de ejercicio
Fatmax €n banda sin fin disminuye la respuesta insulinica a un alimento con alto
indice glicémico, favoreciendo una menor TOC y una mayor TOG. El ejercicio de
moderada intensidad mejora la sensibilidad a la insulina al incrementar la
translocacion de los GLUT-4 en el musculo esquelético mediante el aumento de la
fosforilacion del Akt, lo que podria explicar el efecto de este tipo de ejercicio (Thorell
et al., 1999). Finalmente, el consumo de un AEC en estado liquido induce una
menor respuesta insulinica que el consumo de un alimento isocaldrico en estado
sélido (Habas & Macdonald, 1998). Sin embargo, se puede observar que, a pesar
de estos factores, el AEC disminuy0 la TOG lo cual no es positivo para las personas
con obesidad. Se requieren estudios posteriores donde se consuma el alimento sin
la realizacion de ejercicio para observar si la respuesta metabdlica es diferente y

confirmar si existe un efecto del ejercicio.

La respuesta metabdlica al AEG se present6 desde la primera hora posterior a su

consumo, mientras que el AEC tard6 dos horas en cambiar la TOS. Esto se debe

a la composicion de los alimentos ya que el AEG tenia un alto contenido de AGCM

gue se absorben rapidamente por difusion simple, mientras que el AEC tenia una
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alta proporcion de carbohidratos complejos (50%) que se absorben con menor
rapidez (Jenkins et al., 1986). Previamente se ha reportado que la emulsificacién
de AGCM en leche favorece una mayor velocidad de absorcion a nivel intestinal
debido a que las micelas formadas pueden hidrolizarse con mayor facilidad y
rapidez por las lipasas gastricas y pancreaticas (Courchesne-Loyer et al., 2017), y
dado que los AGCM contenidos en el aceite de coco fueron mezclados con leche
en una licuadora, la emulsificacion pudo haber favorecido una mayor velocidad de
absorcién, lo que permiti6 observar la rapida respuesta en la TOS tras solo 60

minutos posterior a su consumo.

Balance de oxidacion de sustratos.

La pérdida de peso corporal requiere alcanzar un balance negativo de oxidacion
de sustratos para utilizar las reservas energéticas (Schrauwen & Westerterp,
2000). El AEG aumento la TOG, sin embargo, este aumento no fue suficiente para
lograr un balance negativo de grasas en 180 minutos. Estos resultados coinciden
con lo reportado por Flatt et al., (1985) y Clamp et al., (2015) que encontraron un
balance de lipidos tras 9y 6 horas posteriores al consumo de un AEG. No obstante,
en nuestro estudio, la TOG continué aumentando respecto al tiempo, y es probable
que en unas horas se alcanzara el balance de oxidacién de grasas que evite la
acumulacion de TAG. Contrario a esto, el AEC permitié alcanzar un balance de

oxidacion de lipidos en solo 3 h (1.84+2.16 g).

Por otro lado, el AEG favorecié un balance negativo de carbohidratos en el periodo
post alimento indicando una utilizacion de las reservas energéticas de glucogeno
gue contribuyen a que la TOG continie aumentando por efecto gluconeogénico.
Por su parte, el AEC aumento la TOC sin lograr un balance de oxidacién de

carbohidratos. A las tres horas post alimento, la TOC comenzé a disminuir
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nuevamente, por lo cual, el balance de carbohidratos pudiese quedar en valores

positivos.

Los resultados del presente analisis muestran que el ejercicio Fatmax realizado en
estado de ayuno contribuye a lograr un balance negativo de grasas y carbohidratos
(Figura 17). Sin embargo, estos resultados solo muestran resultados a corto
tiempo, y se requiere determinar el balance de sustratos por 24 h para poder

establecer mejores conclusiones.
Efecto de alimento sobre la TMR

Ninguno de los dos alimentos otorgados aument6 significativamente la TMR
durante las 3 h post alimento. No obstante, el alimento AEC, propicio un mayor
efecto termogénico durante las primeras dos horas posteriores al consumo del
alimento. Esta diferencia se debe a un mayor costo energético para digerir y

absorber los carbohidratos (Melzer, 2011).
Parametros para prescribir ejercicio Fatmax

Nuestros resultados muestran que, en personas con obesidad, la Fatmax ocurre a
una intensidad menor que el UL, independientemente del método empleado para
calcularlo (33+4% del VO2max vs. 62+11% del VO2max, respectivamente). Esta
intensidad se present6 al 57+4%FCM alcanzandose a una velocidad de 2.4 mph'y
una concentracion de [LA7]p de 1.1+0.4 mM: L. La intensidad Fatmax encontrada en
el presente estudio es menor a la reportada previamente en personas con
obesidad (240% VO2max) (Bogdanis et al., 2008; Tan et al., 2012; Croci et al.,
2014; Dandanell et al., 2017). Venables et al., 2008, analizaron a hombres con
obesidad empleando un protocolo en banda sin fin muy similar al nuestro, sin
embargo, a pesar de las similitudes en el protocolo y el estado de
acondicionamiento fisico de la poblacion (36.55+4.18 vs. 33.4+4.7 mL-Kg*-min),
la Fatmax se alcanz6 a una menor intensidad en nuestro estudio (334 vs 44+2 %

del VO2max). Las discrepancias en el %V0O2max correspondiente al Fatmax Se han
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reportado en revisiones previas (Ghanbari-Niaki & Zare-Kookandeh, 2016), y
establecen que la utilizacién del %VO2max como pardmetro para prescribir
ejercicio Fatmax a la poblacion en general no es adecuado, ya que este valor varia

en la poblacion a pesar de tener un estado de acondicionamiento fisico similar.

Contrario a lo reportado por Bircher et al., (2004), nuestros resultados indican que
tanto el UL como una [LA7]p £2 mM pueden ser utilizados como parametros de
control del ejercicio Fatmax en personas con obesidad. No obstante, un mejor
parametro de control seria el mantener la [LA™]» debajo de 1.5 mM, y evitando que

la [LA]b se incremente 0.5 mM respecto a la concentracion basal.

Segun los datos reportados por la literatura, la Fatmax Se alcanza entre el 58-65%
de la FCM (Wang et al., 2015; Lazzer et al., 2011; Lazzer et al., 2010). En el
presente estudio, la Fatmax se alcanzo al 57+4%FCM y corrobora la utilidad del
%FCM como un parametro de prescripcion del ejercicio Fatmax. Otro parametro que
hasta la fecha no se ha considerado es la velocidad de caminata o carrera a la cual
se alcanza el Fatmax en banda sin fin. De todos los estudios encontrados en nuestra
busqueda solamente Tan et al., (2016b) reportan que en adolescentes con
obesidad la Fatmax se alcanz6 a una velocidad de 2.4 mph en banda sin fin
coincidiendo con nuestros resultados. Ante esto proponemos que una velocidad
de 2-3 mph pudiese emplearse como paradmetro del ejercicio Fatmax en hombres

con obesidad.

Otro dato importante encontrado en este estudio es la relacion existente entre la
Fatmin y el OBLA, ya que no hemos encontrado diferencia entre la intensidad y
concentracion de LT a la que ambos ocurren. El OBLA puede ser utilizado como
un parametro de identificacion de la Fatmin en personas con obesidad y en

bdsqueda de garantizar la MTOG, es necesario mantener la [LA ] inferior a 4 mM

Relacion de [LA]p y tasa de oxidacion de grasas.
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El aumento en [LA]» fue acompafnado de la disminucion progresiva de la TOG
(r=0.71, p<0.01) y el aumento en la TOC (r=0.70, p<0.01). Sin embargo, la primera
disminucion en la TOG ocurrio antes del LIAB (401 vs 51+6% VO:2max). La
correlacion entre el VO2 al Fatmax, €l VOz2max y el UL de moderada a alta (0.5-0.80,
cuadro 15). Conforme aumenta la intensidad del ejercicio la TOG disminuye, lo
anterior debido al aumento en el [LA"]», que reduce el pH intracelular y con ello la
actividad de la CPT-1 (Achten & Jeukendrup, 2004b). En personas entrenadas, la
correlacion negativa entre la TOG y la [LA™]» se observa con claridad, ya que la
primera disminucion en la TOG coincide con la intensidad LIAB (Achten &
Jeukendrup, 2004; San-Millan & Brooks, 2017). En el presente estudio observamos
igualmente una correlacion negativa entre la TOG y la [LA ], Sin embargo, la TOG
comenzd a disminuir incluso antes del LIAB. Estos resultados coinciden por lo
reportado por San-Millan & Brooks, (2017) al realizar la prueba Fatmax €n
cicloergbmetro en personas con obesidad, indicando que, en personas con

obesidad, la TOG disminuye conforme aumenta la [LA™]b.

Tanto el VO2max como el UL, son indicadores del estado de acondicionamiento
fisico, y en atletas entrenados ambos indicadores estan relacionados
positivamente con la intensidad Fatmax (Achten et al., 2003; San Millan & Brooks,
2017). A mayor VO2max, mayor densidad del transportador de monocarboxilatos
1, resultando en una mayor capacidad para reutilizar el [LA™]b producido durante el
ejercicio (Messonier et al., 2013), lo cual retarda el aumento de [LA"]b y permite
alcanzar la Fatmax 2 una mayor intensidad de ejercicio. Nuestros resultados son los
primeros en observar una relacion moderada entre el UL con la Fatmax €n personas
sedentarias con obesidad y corrobora que el estado de acondicionamiento fisico

es un factor determinante de la Fatmax, independientemente de la forma fisica.

Diferencias entre los métodos para calcular el umbral de lactato.
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El UL se ha determinado mediante el método ULAB y el Dmax, en el presente
estudio encontramos que, en personas con obesidad, ambos se presentan a la
misma intensidad de ejercicio y la misma [LA ]b. No obstante, la correlacion entre
Dmax, el VO2 y [LA"]b fue mas alta (r=0.80 y 0.74, p<0.01; para VO2 y [LA]b
respectivamente). Esto demuestra que el método Dmax tiene una mayor fiabilidad

y validez para determinar el UL en personas con obesidad.
Validacion del protocolo Fatmax.

En el presente estudio, el pico de oxidacion de grasas (MTOG) alcanzado durante
el protocolo Fatmax fue semejante durante las dos sesiones de ejercicio. Nuestros
resultados muestran una mayor consistencia que los reportados por Dandanell et
al., (2016) quienes durante 20 minutos al Fatmax ellos observaron un mayor CV en
sus resultados (CV 6% vs. 11%). La alta consistencia muestra que el protocolo

disefiado en el presente estudio tiene una alta fiabilidad y validez.
Variacion interdiaria de la tasa metabdlica en reposo y durante el gjercicio.

En nuestro analisis no encontramos una variacion interdiaria en la TOS, TMR y
[LA™]b observados en reposo y durante el ejercicio, obteniendo valores altos de CCl
(0.72-0.99). Estudios previos han observado que incrementar la proporcion de
carbohidratos en la dieta aumenta los valores basales de insulina y reduce la TOG
en reposo (Koutsari & Sidossis, 2003) y durante el ejercicio (Robinson et al., 2016).
En el presente estudio, la alimentacion se controlo solo en la noche del dia antes
de cada uno de los estudios, permitiendo en lo posible estandarizar los estudios

metabodlicos.

A pesar de que no existio una diferencia estadisticamente significativa en la TOS
durante las dos sesiones de ejercicio, en la segunda sesion se observo una ligera
disminucion en la TOG (-9.5%), TOC (-2.7%), GE (-3.5) y VOz2 (-7.2%). Esto
pudiese indicar una adaptacion biomecanica a la intensidad del ejercicio que

conduce a la realizacion de un menor esfuerzo fisico y con ello una menor
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demanda energética. No obstante, se requieren futuros estudios donde se realicen

MAas sesiones de ejercicio para observar si continua esta tendencia.

Cinética de la utilizacion de sustratos y produccion de lactato durante el
ejercicio

Nuestro estudio es el primero en determinar la utilizacion de sustratos durante el
ejercicio Fatmax, observandose un aumento progresivo de la TOG y disminucién en
la TOC conforme el tiempo, lo cual como ejercicio sistematico puede favorecer una
pérdida de masa grasa en menor tiempo. Nosotros encontramos que dichos
cambios se presentan a partir de los primeros 40 minutos de ejercicio, mientras
Watt et al., estudiando a atletas entrenados, lo reportan a partir de los 150 min.
Estas diferencias pueden explicarse por diversos factores: la intensidad del
ejercicio realizado (33 vs 55% VO2max), el estado metabdlico en que fue realizado
el ejercicio (postabsortivo vs postprandial), el modo de ejercicio (banda sin fin vs
cicloergometro) y la condicion fisica de los sujetos evaluados (sedentarios vs.

atletas).

Al realizar el ejercicio en estado postprandial se presenta una mayor concentracion
de insulina (Horowitz et al., 1997) y menor de adrenalina, retrasando la TOG. En
cuanto al modo de ejercicio, la concentracion de adrenalina durante el ejercicio es
proporcional a la masa muscular involucrada en el movimiento (Davies et al.,
1974), por lo que el ejercicio en banda sin fin favorece una mayor lipolisis y con
ello una mayor TOG. Finalmente, las personas con obesidad tienen una mayor
respuesta adrenérgica que las personas saludables durante el ejercicio,
conduciendo a una mayor utilizacion de lipidos durante el ejercicio (Goodpaster et
al., 2002). La mayor rapidez con que se presento el cambio significativo en la TOS
en personas con obesidad es algo favorable, ya que les permite utilizar una mayor

cantidad de grasa en un menor periodo de tiempo.

85



En este trabajo controlamos la intensidad del ejercicio Fatmax manteniendo
constante la frecuencia cardiaca, por lo que la [LA"]b se mantuvo por debajo de 2
mM. Estudios previos han observado que durante el ejercicio continuo a intensidad
moderada (70% VO2max), las personas con obesidad tienen una menor capacidad
de transportar y utilizar el lactato producido, debido a una menor expresion del
transportador de monocarboxilatos 1 (MCT-1) en el sarcolema y la mitocondria,
propiciando la acumulacion intracelular de lactato (Messonier et al., 2013). Sin
embargo, debido a que el ejercicio a Fatmax €s de baja intensidad la [LA"]b no es
factor limitante en la disminucion de la TAG. Por lo anterior, la [LA]b s un

parametro fiable para controlar la intensidad del ejercicio al Fatmax.
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CONCLUSIONES

La realizacion de 60 minutos de ejercicio Fatmax N0 incrementa la oxidacion de
sustratos energéticos ni la tasa metabdlica durante las primeras tres horas post
ejercicio, sin embargo, se requieren futuros estudios que determinen si una mayor
dosis (gasto energético) sea capaz de aumentar la TMR, sobre todo durante el

suefo.

El consumo de un alimento alto en grasas con alto contenido de &cidos grasos de
cadena media favorece una mayor oxidacién de grasas que el consumo de un
alimento alto en carbohidratos, por lo que un régimen de ejercicio Fatmax y una dieta
alta en grasas permitiria una mayor reduccion de peso corporal para personas con
obesidad. No obstante, es necesario realizar estudios que corroboren este

planteamiento.

En personas sedentarias con obesidad, la maxima oxidacion de grasas se alcanza
a una baja intensidad del ejercicio (33% VOzmax) antecediendo al UL. La Fatmax
ocurre a una [LA v inferior a 1.5 mM y esta concentracion puede ser empleada
como un parametro valido de control del ejercicio Fatmax. El protocolo disefiado en
el presente estudio tiene una alta validez para determinar el Fatmax ya que no se
encontraron diferencias en la MTOG alcanzada durante dos sesiones

subsecuentes de ejercicio.

Por ultimo, es recomendable realizar mas de 40 minutos de ejercicio Fatmax en
banda sin fin, ya que la utilizacion de grasas aumenta después de este periodo de

tiempo.
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ANEXOS

Anexo 1.

[CB UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CIUDAD JUAREZ

Maestria en Ciencias Quimico Bioldgicas
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Efecto agudo de la dieta 'y del ejercicio aerdbico sobre el metabolismo
energético y la utilizacion de macronutrientes en sujetos sedentarios con

obesidad.

Yo acepto de manera

voluntaria participar en el presente estudio. Lo anterior luego de haber conocido y
comprendido en su totalidad el protocolo, los riesgos potenciales (si los hubiera), y

los beneficios directos e indirectos de mi participacion.
JUSTIFICACION:

La dieta occidental caracterizada por un alto consumo de grasas, ha dado lugar a
una elevada tasa de obesidad en la poblacion mexicana, permitiendo el desarrollo
de enfermedades crénicas no transmisibles que a su vez incrementan la tasa de
mortalidad. Ante este creciente problema, es necesario el desarrollo y
consolidacion de metodologias efectivas que favorezca la disminucién de la masa
grasa incrementando su oxidacion para lograr un balance cal6rico. El ejercicio y la
dieta han demostrado ser dos vias efectivas para alcanzar este objetivo, sin
embargo, las intensidades ideales de ejercicio y las dietas adecuadas para la

mayor oxidacion de grasas se encuentran en discusion.

OBJETIVOS:
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e Comprobar que una ingesta alta en grasas favorece la oxidacion de las

mismas.
e Comprobar que el ejercicio aerébico realizado a una intensidad del 40%
del consumo méximo de Oz (VO2max) acelera la oxidacion de grasas en

sujetos sedentarios con obesidad.

ACTIVIDADES A REALIZAR:

I.  Sesion 1. Evaluacion del estado general de salud.
1) Historial clinico.

II.  Sesién 2. Determinacion de la ingesta y el gasto caldrico.
1) Formatos de registro alimenticio.
2) Cuestionario de actividad fisica (IPAQ).
3) Calorimetria indirecta.

[ll.  Sesién 3. Evaluacion de la composicion corporal.
1) Mediciones antropomeétricas.
2) Impedancia Bioeléctrica

IV. Sesion 4. Evaluacion de la capacidad cardiorrespiratoria.

1) Prueba de esfuerzo maximo.

2) Medicion de la frecuencia cardiaca.

3) Toma de la temperatura corporal.

4) Toma de muestras sanguineas para determinar nivel de LT en

sangre.
V. Sesion 5. Dieta y ejercicio
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1) Medicién de la tasa de recambio respiratorio en estado basal.

2) Ejercicio aerdbico en banda sin fin, realizado a la intensidad del pico
de oxidacion de grasas.

3) Medicion de LT en sangre.

4) Consumo de un alimento alto en grasas.

5) Medicion de la frecuencia cardiaca.

PROCEDIMIENTOS:

Las actividades y evaluaciones se realizaran en el laboratorio de fisiologia del

ejercicio, edificio Z del Instituto de Ciencias Biomédicas.

Cada sesion tendra su propio procedimiento, el cual sera explicado detalladamente
en su momento, y la calendarizacion de las mismas, sera en base a la
disponibilidad y horario de cada uno de los sujetos, de forma que no se afecte su

historial académico.
Criterios de inclusion:

e Edad: 18-35 afos

e Sexo: Masculino

e IMC: De 30 kg/m? - 35 kg/m?

e Gasto caldrico en actividades fisicas menor de 1000 Kcal por semana

e Historial clinico libre de enfermedades fisioldégicas, metabdlicas o

incapacidades fisicas.

Indicaciones:

e Se pedira a los participantes que asistan puntualmente al laboratorio de
Fisiologia del Ejercicio usando vestimenta deportiva adecuada (shorts,

tenis y playera).
BENEFICIOS:
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Los participantes conoceran sus capacidades fisicas y la intensidad de ejercicio
ideal para el mayor gasto energético, y con ello bajar masa grasa a mayor

velocidad.
CONFIDENCIALIDAD:

La informacidn que se nos proporcione sera de caracter estrictamente confidencial,
utilizada unicamente con fines estadisticos y en ningln momento se mencionaran

sus nombres, ni otros datos particulares.
RIESGOS POTENCIALES:

Los mayores compromisos seran cansancio, fatiga muscular, sudoracién, aumento
moderado de la temperatura corporal (< 2 °C), de la frecuencia cardiaca y su
presion sanguinea; estos ultimos dos dentro de los parametros normales por el
efecto del ejercicio. Un muy bajo porcentaje de personas (< 5%) pueden presentar
mareos, nauseas, dolor de cabeza, taquicardia, palidez, deshidratacién, dolor
articular e hipoglucemia, por lo que usted estara en constante supervision durante
todas las actividades por personal capacitado en primeros auxilios. En caso de un
riesgo mayor sera canalizado a los servicios de emergencia intitucionales (Cruz

roja o sus servicios médicos).
PARTICIPACION VOLUNTARIA/RETIRO:

La participacion en este estudio es absolutamente voluntaria. Ningun participante
recibird alguna retribucion monetaria por su contribucion; ademas, si usted decide,
en cualquier momento, no continuar participando no tendra ningun tipo de

repercusion.
CORREO A CONTACTAR:

Si usted tiene alguna pregunta, comentario 0 preocupacion con respecto esta
investigacion, por favor comuniquese con el investigador (a) responsable por

alguno de los siguientes medios:
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Correo: al171426@alumnos.uacj.mx

Celular:656-385-15-87

Si usted acepta participar en el estudio, se le hara entrega de una copia de este

documento, el cual le pedimos sea tan amable de firmar.

Nombre

participante:

del

Firma: Fecha:
Nombre completo del
Direccion:

Firma:

Relacion con el participante:

Nombre completo del
Direccién:

Firma:

Relacion con el participante:

Nombre de la persona que

consentimiento:

Fecha:

Informacién médica y de contacto.
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testigo

obtiene

Fecha:

Fecha:

el



Le pedimos de favor que anexe los datos correspondientes a la clinica adscrita,
asi como la informacion pertinente de la(s) persona(s) a quien(es) se recurrird en
caso de emergencia.

Clinica adscrita: Derechohabiente:

Numero de seguro social:

Contacto 1
Nombre completo:

Parentesco: Celular:

Correo:

Contacto 2
Nombre completo:

Parentesco: Celular:

Correo:
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Anexo 2
CUESTIONARIO DE SALUD
Historia Médica e informe de Lesiones

Fecha

Nombre completo Sexo: Hombre

Mujer

Fecha de nacimiento

Lugar de nacimiento

Direccion

Calle y Namero:

Cadigo Postal Colonia

Ciudad Estado

Teléfono particular ()

Teléfono de trabajo () ext

Teléfono celular
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Servicio Médico con el que cuenta:

IMSS ISSSTE Pensiones Otro

NuUmero o clave del servicio médico:

Fecha del ultimo examen médico

Fecha del ultimo examen dental

DD MM AA

Alergias:

DD MM AA

Medicamentos que esta tomando actualmente:

En caso de urgencia notificar a:

Nombre

Direccion

Teléfono (s)

Parentesco
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1.2 Historia familiar

abuelos 6 hermanos consanguineos.

Por favor, identifique cualquier problema de salud que haya ocurrido en su familia (padres,

quién quién

Alguien menor a 50 afios ha  |si [ no Alergias o0 asmas Si no
muerto subitamente
Alta presion arterial si |no Anemias si no
Problemas de corazén si [no Diabetes Si no
Cancer o tumores si |no Epilepsia si no
Migrafias si |no Desordenes de rifidn y vejiga | si no
Problemas emocionales si [no Desordenes de estbmago si  [no

Alteraciones genéticas Si no

Numero de hermanos y

hermanas

2.2 Historia personal

Ha tenido o tiene alguno de los siguientes problemas de salud

si |n |Dificultades con sus ojos o con la vision
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Si Dificultades con su nariz o garganta

si Problemas con sus oidos

Si Dolor de cabeza, mareos, debilidad, fatiga o problemas de coordinacion o equilibrio
(subraye cuales)

S Adormecimiento en cualquier parte de su cuerpo

Si Peligro de conmocién (pérdida de conocimiento) 6 algo de temblor de alguna parte
de su cuerpo

Si Tos, dificultad de respirar, dolor en el pecho o palpitaciones

Si Poco apetito, vémito, dolor abdominal, estrefiimiento (subraye)

Si Rigidez muscular, hinchamiento, dolor de musculos y /o huesos (subraye cuales)

Si Algun problema de la piel como dolor, comezon, enrojecimiento o sensacion de calor,
etc.

si ¢Algun otro sintoma?
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Ha tenido 6 le han dicho que ha tenido o consultado con un médico por alguno de los

siguientes padecimientos:

si |n |Diabetes, bocio (hipo o hipertiroidismo) o alguna enfermedad de alguna glandula

0 |endocrina

si |n |Epilepsia

si |n |Desordenes nerviosos o cualquier enfermedad del cerebro o sistema nervioso

si |n |Problemas del corazén o fiebre reumatica

si |n |Venas varicosas, flebitis o hemorroides

si |n |Alguna enfermedad de la sangre, formacion facil de moretones o tendencia de
0 |sangrado

si |n |Tuberculosis, asma o cualquier enfermedad de los pulmones o alteraciones del Sist.

0 |Respiratorio

si |n |Ulceras o cualquier enfermedad del estomago, intestino higado o vesicula biliar

si [n |Orina con azucar, sangre o albumina 6 cualquier enfermedad de los rifiones u

0 |Organos genitourinario
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Si Artritis, reumatismo, o algun lesién o enfermedad en los huesos, articulaciones,
espina dorsal o espalda

Si Hernia o cualquier enfermedad de los musculos o la piel

Si Cancer, tumor o cualquier crecimiento en el cuerpo

S Alguna lesion en la cabeza que le ha ocasionado un mareo severo, pérdida de la
memoria, vomito, pérdida de la conciencia o requerido atencion médica 6
hospitalizacion.

Si Problemas con deshidratacion (pérdida excesiva de agua y/o sales).

Si Alguna vez ha tenido problemas de regulacion de su temperatura (incremento subito
y sin causa aparente de la temperatura de su cuerpo arriba de 40.5 °C.
En caso de que si ¢ fue hospitalizado?

Si Algun otro desorden de control de la temperatura. Especifique

Si Ha estado hospitalizado para ser observado o recibir tratamiento de alguna
enfermedad

Si ¢ Ha cambiado su peso en el Ultimo afio? Perdido kg. Ganado kg.
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Si ¢, Qué explicacion le da a este cambio de peso?
Si ¢ Esta dltimamente mas sediento que anteriormente?
Si ¢ Estas actualmente en un programa de pérdida de peso?

Si tu respuesta es si. ¢ Cual es tu esquema? Dieta Ejercicio

Ambos

Drogas, complementos alimenticios y agentes varios.

Si ¢ Estad tomando algin medicamento?

si ¢ Esta tomando alguna vitamina?

Si ¢ Esta tomando algun estimulante (anfetamina, benzadina, otros)?

Si ¢ Esta tomando algun agente anabdlico (medicamento o suplemento estimulador del
crecimiento)

Si ¢ Esta tomando pastillas para dormir?
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si |n |¢Esta tomando algun otro medicamento que se lo haya indicado un médico?
0 |¢Cual(es)?
si |n |¢Esta tomando algin medicamento no indicado por ningin meédico? ¢ Cual(es)?
0
si [n |¢Fuma?
0
si |n |¢Toma? Sisurespuesta es si ¢ Cuanto por semana?
0
si | n |Alguna vez algun médico le ha dicho que no practique algin(os) deporte(s) por algun
0 |periodo de tiempo. Si su respuesta es si .
¢, Cudl(es) deporte(s)?
¢,Cuanto tiempo?
si |n |¢Usa lentes de contacto cuando practica deporte?
0

Traumas y lesiones corporales

Si

N

¢ Se ha lesionado, alguna vez, sus hombros, brazos, codos, o0 mufiecas?

¢, Si su respuesta es si, la lesion lo incapacito por 1 semana o0 mas?
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Si ¢, Se ha lesionado, alguna vez, la cabeza, la columna a nivel cervical, toraxico o
lumbar o en la region sacro-iliaca?

Si ¢ Tiene algun dolor en su espalda?

Si Si su respuesta es si. ¢, Con que frecuencia?
a) raravez b) ocasionalmente c) frecuentemente d) solo después de ejercicio
Vigoroso.

si ¢, Se ha lesionado, alguna vez, su cadera, rodilla, tobillo o pie?
Si su respuesta fue si, ¢lo incapacitdé por una semana 0 mas?

Si ¢.Se ha lesionado, alguna vez, los cartilagos (meniscos) de alguna articulacién?

Si ¢Ha tenido alguna vez problemas con su rétula (condromalasia o dislocacion, etc)?

Si ¢Le han dicho alguna vez que los ligamentos de sus rodillas se han dislocado?

Si ¢Le han dicho alguna vez que le truena la rodilla?

Si ¢ Tiene un perno, clavo o placa en su cuerpo como resultado de alguna intervencion

quirdrgica para unir 2 huesos?
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si |n |¢Hatenido alguna fractura en los Ultimos 2 afios? Si su respuesta es si, especifica
0 |donde y cuando.

si |n |¢Ha sido sometido a alguna intervencién quirdrgica? Si su respuesta es si,
0 |especifique por qué y cuando.

Carta Médica: Resumen cronoldgico de las enfermedades y lesiones contestadas con un Sl

Fecha

Nombre del Médico y direccién que lo

atendi6 (consultorio, hospital, etc)

Naturaleza de la enfermedad o

lesion
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NOMBRE Y FIRMA DEL
SUJETO

Anexo 3

Formato del IPAQ

Fecha del estudio:

Nombre: Fecha de nacimiento:

Talla (m): Peso (kg): IMC.: C. cintura (cm):

USA Spanish version translated 3/2003 - SHORT LAST 7 DAYS SELF-
ADMINISTERED version of the IPAQ. Trasladado al espafiol por Ramos-
Jimenez Arnulfo y Herndndez Torres Rosa Patricia.

Estamos interesados en saber acerca de la clase de actividad fisica que la
gente hace como parte de su vida diaria. Las preguntas se referiran acerca del
tiempo que usted utiliz6 siendo fisicamente activo(a) en los ultimos 7 dias. Por
favor responda cada pregunta aun si usted no se considera una persona activa.

Por favor piense en aquellas actividades que usted hace como parte del trabajo,
en el jardin y en la casa, para ir de un sitio a otro, y en su tiempo libre de
descanso, ejercicio o deporte. Piense acerca de todas aquellas actividades
vigorosas que usted realiz6 en los ultimos 7 dias. Actividades vigorosas son
las que requieren un esfuerzo fisico fuerte y le hacen respirar mucho mas fuerte
gue lo normal. Piense solamente en esas actividades que usted hizo por lo
menos 10 minutos continuos.

123



1. Durante los tGltimos 7 dias, ¢ Cuantos dias realizé usted actividades fisicas
vigorosas como levantar objetos pesados, excavar, aerdébicos, o pedalear
rapido en bicicleta?

dias por semana Ninguna actividad fisica vigorosa Pase a la
pregunta 3

2. ¢Cuénto tiempo en total usualmente le tomo realizar actividades fisicas
vigorosas en uno de esos dias que las realiz6?

horas y/o minutos por dia No sabe/No esta
seguro(a)

Piense acerca de todas aquellas actividades moderadas que usted realizo en
los Gltimos 7 dias Actividades moderadas son aquellas que requieren un
esfuerzo fisico moderado y le hace respirar algo mas fuerte que lo normal.
Piense solamente en esas actividades que usted hizo por lo menos 10 minutos
continuos.

3. Durante los ultimos 7 dias, ¢ Cuantos dias hizo usted actividades fisicas
moderadas tal como cargar objetos livianos, pedalear en bicicleta a paso
regular, o jugar dobles de tenis? No incluya caminatas.

dias por semana Ninguna actividad fisica moderada Pase a la
pregunta 5

4. Usualmente, ¢ Cuénto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo
actividades fisicas moderadas?

horas y/o minutos por dia No sabe/No esta
seguro(a)

Piense acerca del tiempo que usted dedicé a caminar en los ultimos 7 dias.
Esto incluye trabajo en la casa, caminatas para ir de un sitio a otro, o cualquier
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otra caminata que usted hizo Unicamente por recreacion, deporte, ejercicio, 0
placer.

5. Durante los ultimos 7 dias, ¢ Cuantos dias caminé usted por al menos 10
minutos continuos?

dias por semana No camino Pase a la pregunta 7

6. Usualmente, ¢ Cuanto tiempo gasto6 usted en uno de esos dias caminando?

horas y/o minutos por dia No sabe/No esta
seguro(a)

La dltima pregunta se refiere al tiempo que usted permanecié sentado(a) en la
semana en los ultimos 7 dias. Incluya el tiempo sentado(a) en el trabajo, la
casa, estudiando, y en su tiempo libre. Esto puede incluir tiempo sentado(a) en
un escritorio, visitando amigos(as), leyendo o permanecer sentado(a) o
acostado(a) mirando television.

7. Durante los ultimos 7 dias, ¢ Cuanto tiempo en promedio permanecié
sentado(a) por dia?

horas y/o minutos por dia No sabe/No esta
seguro(a)
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Anexo 4

Registro de Ingesta de Alimentos

Nombre: Fecha de registo:
Edad: Peso: Estatura: Fecha de nac:
. . Tamano de la porcidn(Tazas, Como se
Alimentos Ingeridos , i .
cdas,vasos,platos,pzas,gms,ml) prepard(Asado,frito,cocido,etc.)

Desayuno Hora:( )

Comida Hora:( )

Cena Hora:( )

Otros Alimentos Hora:( )
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