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RESuUM

La nataci0 é€s un exercici aerobic que requereix un subministrament constant
d’oxigen als musculs. A més, es produeixen periodes de hipoxia mentre es té el cap
dins laigua. Tot aixd pot induir un notable augment de la produccié d’espécies
reactives d’oxigen. Aquest marcat augment, s’ha de combatre mitjangant un
augment de la capacitat antioxidant del cos, amb una major expressio dels enzims
antioxidants com la superoxid dismutasa, la glutatié peroxidasa o la catalasa.

La natacio provoca també inflamacié derivada de les microruptures associades a la
propia contraccié dels musculs. Com a consequéncia, hi ha una major vasodilatacio i
permeabilitat dels vasos sanguinis, el que s’aconsegueix per l'augment de
prostaglandines, oxid nitric i histamina. A meés, augmenten varis parametres
relacionats amb aquesta com sén les interleucines proinflamatories TNF-a i IL-18, i
quimiocines, que permeten una major captacié de cél-lules immunitaries cap al teixit
danyat per tal de reparar-lo. Finalment, també hi ha una marcada resposta
antiinflamatoria promoguda per la IL-6 que augmenta I'expressio de IL-10 i IL-1ra.
Aquesta resposta s’activa en I'exercici, a diferéncia del que passa en una situacié
de sepsia, per tal de evitar una resposta inflamatoria molt elevada.

En aquest treball s’han determinat alguns dels parametres comentats per tal de
demostrar la resposta del cos enfront a una sessié d’exercici fisic. En I'estudi han
participat 14 nedadores adolescents que estaven bastant entrenades i se€’ls ha fet fer
una sessié de nataci6 de 30 minuts d’escalfament i 30 minuts nedant més
intensament. Les hi feren uns analisis abans i 1 hora després de I'esport per tal de
determinar els parametres bioquimics a plasma i a cél-lules immunitaries
monocucleades. A plasma s’han avaluat per mitja d’ELISA els nivells de les citocines
antiinflamatories IL-1ra, IL-6 i IL-10, mentre que a nivell cel-lular s’han determinat per
PCR a temps real I'expressié de IL-6, IL-10, IL-18, la ciclooxigenasa 2 (COX-2), la
catalasa i el factor nuclear kappa B (NF-kB). Els resultats indiquen que I'exercici fisic
augmenta les concentracions plasmatiques de IL-1ra, IL-10 i IL-6, a més
d’'incrementar I'expressié de la catalasa, NF-kB, la COX-2, IL-6, IL-10 i1 IL-1B en les
cel-lules mononucleades. En conclusio la practica d’exercici indueix una situacio
transitoria d’inflamacié necessaria per la recuperaci®6 muscular post-exercici i
afavoreix 'activaciéo de mecanismes d’adaptaci6. Es recomanable realitzar esport de
manera regular per tal d’adaptar el cos a aquest i poder evitar efectes secundaris
perjudicials. A més, la practica de natacid és un esport interessant ja que el cos rep
poc impacte amb la superficie.

ABSTRACT

Swimming is an aerobic exercise that requires a constant supply of oxygen to the
muscles. Furthermore, there are periods of hypoxia while keeping the head into the
water. This can induce a significant increase in the production of reactive oxygen
species. This increased production is counteracted by increasing the body's
antioxidant capacity, with increased expression of antioxidant enzymes such as
superoxide dismutase, glutathione peroxidase and catalase.

Swimming also causes inflammation associated to micro breakages derived from the
contraction of the muscles. As a result, there is a greater vasodilation and



permeability of blood vessels, which is achieved due to the increased levels of
prostaglandins, nitric oxide and histamine. In addition, there are also raises in several
related parameters, such as pro-inflammatory interleukins TNF-a and IL-1B3, and
chemokines, which allow a greater recruitment of immune cells to the damaged
tissue in order to repair it. Finally, there is a marked anti-inflammatory response
promoted by IL-6, which in turn, increases the expression of IL-10 and IL-1ra. This
response is triggered by exercise, unlike what happens in a situation of sepsis, in
order to avoid a high inflammatory response.

In the present study, some of the above mentioned parameters have been
determined in order to demonstrate the body’s response to an exercise session. The
study involved 14 well-trained teenage swimmers who were asked to warm up for 30
minutes and then swim at a high intensity level for another 30 minutes. Blood
samples were taken before and an hour after the exercise, to determine the
biochemical parameters in plasma cells and mononuclear immune cells. Plasma
levels of anti-inflammatory cytokines IL-1ra, IL-6 and IL-10 were assessed by ELISA.
At a cellular level, the expressions of IL -6, IL-10, IL-1(3, cyclooxygenase 2 (COX-2),
catalase and nuclear factor kappa B (NF-kB) were assessed by real time PCR. The
results obtained indicate that physical exercise increases plasma concentrations of
IL-1ra, IL-10 and IL-6, as well as the expressions of catalase, NF-k3, COX-2, IL-6, IL-
10 and IL-1B in mononuclear cells. In conclusion, exercise induces a situation of
transitory inflammation necessary for the post-exercise recovery of exercised
muscles and promotes the activation of adaptive mechanisms. It is therefore
advisable to practice regular exercise in order to adapt the body to effort and thus,
avoid harmful side effects. In addition, swimming is an interesting sport considering
that the body gets little surface impact.

INTRODUCCIO

La natacié és un tipus d’exercici fisic principalment aerdbic, el que requereix un
subministrament constant d’oxigen als musculs, a diferéncia de carreres curtes, a on
té més importancia la intensitat i la velocitat, pel que els musculs treballen de forma
anaerobica. Malgrat aix0, la natacié comporta periodes curts i repetitius d’hipoxia
mentre es té el cap dins l'aigua. La natacio, com tot exercici fisic es pot realitzar de
forma moderada o esgotadora depenent de l'interés del nadador de si vol entrenar-
se per mantenir la forma fisica o entrenar-se per realitzar una competicio, per
exemple. Una bona practica d’aquest esport és molt saludable, no només per I'efecte
beneficiés que dona el fer exercici en moderacio sind també perquée la densitat del
cos huma és molt similar a la de l'aigua, per el que aquesta suporta el cos de
manera que les articulacions i els ossos reben menor impacte.

L'exercici comporta una serie de requeriments sobre l'organisme que soén
dependents del tipus, intensitat i durada del mateix i que, al seu torn, tenen
profundes repercussions sobre la capacitat de resposta immune de l'esportista [2].
Després de la practica d'un exercici fisic es produeix en l'organisme una sequencia
d'esdeveniments similars a la resposta immunitaria de fase aguda induida per una
infeccié. La practica d’'una activitat fisica produeix de forma natural microruptures a
les fibres musculars, per la qual cosa es posa en marxa tota la maquinaria
immunitaria per afavorir la seva reparacio i retorn a la situacio de normalitat. Aquesta
resposta es caracteritza per l'increment de components activats del complement,
increment en el nombre de leucocits circulants i una major produccio de citocines. El



nombre de neutrofils circulants augmenta durant la practica de l'exercici i continua
augmentant durant el periode de recuperacid posterior a I'exercici. Els limfocits, en
canvi, augmenten durant I'exercici per posteriorment caure fins a valors inferiors als
de partida. La resposta local a una infeccié o dany tissular comporta la produccio i
alliberament de citocines en la zona afectada.

Aquesta resposta de fase aguda du associada un procés inicialment inflamatori per
afavorir I'arribada de mediadors immunologics i afavorir la reparacio tissular. Aquesta
resposta immune inclou la produccio hepatica d'un nombre important de proteines de
fase aguda com la proteina C reactiva (CRP), haptoglobina o la transferrina. No
obstant aixo, I'exercici fisic es caracteritza per no desenvolupar una resposta
inflamatoria sistémica de forma completa com la que es déna davant un procés
infeccids, sind que es tracta d’'una resposta dirigida a la reparacio del teixit danyat
per l'activitat fisica. Dels diferents tipus d'exercici, el que comporta concentracions
excentriques €s el que genera meés dany tissular i inflamacié que no pas un exercici
concentric de la mateixa intensitat i durada [1].

Aquesta inflamacié respon a micro-traumatismes musculars que alhora induira la
posada en marxa de processos de reparacid, hipertrofia i angiogénesi muscular
secundaris a I'exercici. Per tant, la inflamacio és un procés essencial en |'adaptacio
del muscul a l'exercici. Aixi i tot, no totes les consequéncies de la inflamacié
muscular son beneficioses [2]. La repetici6 de reaccions inflamatories intenses,
provocades per carregues diaries excessives d'entrenament, pot provocar una
afeccié inflamatoria local de caracter cronic o recurrent que pot resultar en dolors
musculars i disminucié del rendiment fisic. Ja que la intensitat de la resposta
inflamatoria local és proporcional al dany muscular provocat per l'exercici, les
carregues excessives amb component excéntric que provoquen dany muscular,
eleven la intensitat de la inflamacié fins a un grau en el qual es poden tenir
repercussions sistemiques en l'organisme de I'esportista. Aquesta afectacid
sistémica es tradueix en forma de resposta de fase aguda de la inflamacié, que quan
és intensa i mantinguda al llarg del temps, altera la capacitat immune del esportista i
pot conduir a situacions d'immunosupressio, augmentant la susceptibilitat a
infeccions i posant en risc la seva salut [3].

LA INFLAMACIO

La inflamaci6 és una resposta a la infeccio o injaria tissular que esta dissenyada per
eliminar I'origen del dany i facilitar la reparacio tissular. Principalment, es caracteritza
per un augment del diametre vascular i del flux sanguini, exsudacié d’un fluid ric en
proteines i migracié de leucocits cap al lloc afectat. L’augment del flux sanguini
serveix per facilitar el transport de leucocits i mediadors solubles cap al lloc de dany
o infeccid. Aquest increment del flux sanguini local es deu a la vasodilatacié
ocasionada per |'0xid nitric, per les prostaglandines i leucotriens vasodilatadors i per
la histamina que s’alliberen al lloc de la injuria. L'0xid nitric causa relaxacio del
muscul llis vascular reaccionant amb el grup hemo de la guanilat ciclasa activant-hi i
augmentant la produccio de GMPc (guanosin monofosfat ciclic) que exerceix un
efecte vasodilatador. Les prostaglandines s6n produides per l'accié de l'enzim
ciclooxigenasa i els leucotriens per la lipooxigenasa, a partir de I'acid araquidonic
provinent de les membranes cel-lulars. I, finalment, la histamina és una de les
principals amines vasoactives, la qual es troba preformada dins granuls a les
cel-lules i s’allibera en arribar un estimul. La histamina dilata les arterioles i



augmenta la permeabilitat a les venules. Tots aquest elements s6n mediadors
precocos de la inflamacio alliberats majoritariament per mastocits, pero tambeé
basofils i plaquetes.

L'increment del flux sanguini durant la inflamacié s'acompanya d'un increment de la
permeabilitat vascular. El canvi de la permeabilitat vascular es deu a la retraccio de
les cél-lules endotelials i al desenvolupament de porus transcitoplasmatics en
aguestes cel-lules, aixi com per efecte directe de la injuria causada pel trauma o pels
productes toxics alliberats pels leucocits [4]. La migracio dels leucocits és un altre
component clau en la resposta inflamatoria. La exsudacié de fluid ric en proteines
des del compartiment vascular porta com a consequéncia hemoconcentracié i estasi
en el lloc de la injuria. Aquest procés facilita el moviment de leucocits cap al lloc de
la inflamacié que és intervinguda per factors quimiotactics, entre els quals podem
esmentar productes bacterians, components del complement i algunes citocines (IL-
8, LPS, C5). A més I'endoteli vascular expressa una gran quantitat de moléecules
d’adhesio, a les quals s’uneixen als leucocits circulants afavorint que es pugui dur el
procés de diapedesi i 'arribada d’aquestes cél-lules al teixit alterat.

La resposta immune funciona de manera efectiva per limitar la infeccio i promoure la
reparacio tissular. Normalment hi ha un balang entre citocines pro-inflamatories com
el TNFa, interleucina 1 (IL-1), IL-12 i l'interferé y (IFN-y) i senyals antiinflamatories
com IL-10, IL-4, IL-6, factor de creixement transformador B (TGF-f3), I'antagonista del
receptor IL-1 i algunes prostaglandines. Aquest balan¢ resulta d'una activacié
efectiva i subsegient resolucié de la resposta inflamatoria. No obstant aixo, en
alguns casos on predomina la resposta pro-inflamatoria pot originar-se una
inflamacio sistémica severa que ha estat tipificada com a sindrome de resposta
inflamatoria sistémica (SIRS). Reciprocament, quan predomina la resposta
antiinflamatoria pot desenvolupar-se un estat de immunosupressio relativa, aquest
fenomen, que pot veure’s després d’un trauma major, de una injuria térmica o d’un
estat de post sepsia, es coneix com a sindrome de resposta compensadora
antiinflamatoria (CARS). Els pacients que presenten CARS sén més susceptibles de
desenvolupar infeccions greus [5].

Per tant, cal dir que la inflamacié és un procés bastant complex a on intervenen
distints tipus cel-lulars, aixi com, una gran quantitat de moléecules. Pel que es
requereix una correcta regulacio de tota la seqiiéncia de processos que hi participen
per tal d’evitar danys al teixit o afavorir infeccions.

LES CITOCINES

Les citocines sén un tipus de mediadors que tenen la funcié d’actuar com missatgers
fisiologics de la resposta inflamatoria. S6n petites molécules peptidiques, la funcié
de les quals és intervenir en la transmissio d'informacié (senyals) d'una cél-lula a una
altra i s6n biologicament actives en concentracions reduides. Sén produides per
diversos tipus de cél-lules en resposta a diferents estimuls, com potser el muscul en
contraccié o les cel-lules immunitaries. Les citocines son induides en resposta a
estimuls exogens i generalment exerceixen el seus efectes de forma autocrina i
paracrina. Malgrat aix0, algunes citocines com la IL-1, la IL-6 i el factor de necrosi
tumoral a (TNF-a) poden exercir la seva funcié d’'una forma més general i actuar de
forma endocrina [4].

Les citocines es divideixen en una serie de families (Tabla 1). S'uneixen a receptors
especifics de les cél-lules diana, provocant en aquestes cel-lules modificacions que
porten a la sintesi i alliberament de mediadors secundaris, per exemple en la



inflamacio indueixen l'alliberament d'altres citocines, oxid nitric (NO) o metabolits de
I'acid araquidonic (prostaglandines i leucotriens). Les citocines participen en la
regulacié de les respostes inflamatories secundaries a I'exercici. La infeccid és el
major estimul per a l'alliberament de citocines per I'accié de molécules bacterianes
com I'endotoxina (LPS) que son reconegudes per les cel-lules del sistema immune
innat. Altres estimuls no infecciosos poden de la mateixa manera induir la seva
sintesi i alliberament desencadenant la reaccio inflamatoria, com és en el cas de
I'exercici fisic.

Les principals citocines pro-inflamatories son el TNF-q, les interleucines IL-13, i IL-8 i
els interferons en canvi les principals citocines antiinflamatories son les interleucines
IL-10, IL-6 i IL-1ra [3]. Cal destacar que la IL-6 es va considerar inicialment com una
citocina pro-inflamatoria sobretot perqué té aquesta funcié en processos infecciosos
perd avui en dia, en el context de I'activitat fisica es considera com antiinflamatoria.
La IL-6 és una citocina o també anomenada miocina que és alliberada principalment
pel mascul i que exerceix funcions autocrines, paracrines o endocrines. La IL-6 com
a citocina és també secretada per les cel-lules T i els macrofags per estimular la
resposta immune, per exemple, durant la infeccio i després d'un trauma,
especialment cremades o un altre dany tissular que condueix a la inflamacié [6]. La
IL-6 com a miocina s'eleva en resposta a la contraccié muscular i per tant s’eleva
significativament amb I'exercici, i precedeix a l'aparicié d'altres citocines en la
circulacié. El paper de la IL-6 com una citocina antiinflamatoria €s intervinguda a
través dels seus efectes inhibitoris sobre el TNF-a i IL-1, i l'activacié d'IL-1ra i IL-10

[71
FAMILIA ESTRUCTURAL CITOCINES

IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-12, IL-13, IL-

Citocines de tipus 1 15 i alguns factors de creixement hematopoeétics.
Citocines de tipus 2 Interferons, IL-10
Familia de TNF TNFs, Leucotriens

Membres de la superfamilia de IL-1, Quimiocines
g

Taula 1. Families estructurals de citocines

L'exercici, quan indueix dany muscular, ja sigui per microtraumes adaptatius,
isquémia / hipoxia local, contusions, o bé pel tipus d'exercici desenvolupat, s'associa
a elevacio dels nivells de citocines pro i antiinflamatories. Quan Il'exercici és lleuger
produeix 'augment de la concentracio sérica d'IL-6, perdo no de TNFa ni d'lIL-1B [8].
En l'exercici intens l'elevacio de IL-6 es correlaciona amb la de l'activitat de la
creatina quinasa, que és un marcador indirecte del dany muscular [9]. Les citocines
s'alliberen en resposta a l'exercici extrem de manera sequencial, de la mateixa
manera que en la resposta a estimuls septics. La concentracio d'lIL-6 augmenta fins
a cent vegades immediatament després de l'exercici.

La producciéo d'IL-1 pels macrofags augmenta durant i després de lI'exercici
perllongat. El nivell d'IL-1 en rep0s €s més gran en les persones entrenades que en
les persones desentrenades [10]. Les citocines antiinflamatories estan implicades en



la limitacio espacial i la terminacié temporal de la resposta inflamatoria. A
consequencia de I'exercici s'eleven perdo amb una cinetica més endarrerida que les
pro-inflamatories [3]. L'antagonista del receptor d'IL-1 (IL-1ra) inhibeix I'activitat de la
IL-1 bloguejant el seu receptor. La IL-1ra aconsegueix els seus maxims nivells en
una o dues hores després de l'exercici. La IL-10 és una citocina de gran potencial
antiinflamatori. El fet que IL-10 actui com una molécula antiinflamatoria es va
suggerir principalment a partir estudis que mostren la inhibicié de la sintesi d'un
ampli espectre de citocines pro-inflamatories per diferents cel-lules, en particular de
I'estirp monocitic. Per tant, la IL-10 inhibeix la produccio d'IL-1a, IL-1B, i TNF-a, aixi
com la produccié de quimiocines, incloent la IL-8. Aquestes citocines i quimiocines
juguen un paper critic en l'activacié de granulocits, macrofags, cél-lules assassines
naturals, cél-lules T i B i en el seu reclutament als llocs d'inflamacié. En conjunt,
aguestes observacions van suggerir que IL-10 juga un paper important en
l'organitzacio de la reaccio inflamatoria que implica I'activacié de macrofags. La IL-10
també evita la sintesi de citocines pels mecanismes post-transcripcionals [11].

LES ESPECIES REACTIVES D’OXIGEN

Estudis recents mostren que en molts processos inflamatoris i isquemics, un
metabolisme anormal de l'oxigen pot tenir importancia en els mecanismes de lesio
cel-lular. La toxicitat de l'oxigen s’explica per la producciéo d’espécies reactives
d’'oxigen (ROS). Aquestes ROS sén altament reactives y es poden diferenciar entre
radicals lliures o formes no radicalaries (segons sigui atoms o molécules amb
electrons de valéncia desaparellat o no). Les cél-lules, en condicions normals,
generen radicals lliures com a part del seus processos metabolics, com per exemple,
la fosforilacié oxidativa.

Son varies les causes de produccié d’espécies reactives (ROS) durant I'exercici fisic.
Per una banda, quan es practica exercici, es necessita una gran quantitat d’energia,
per el qual tenim un metabolisme molt actiu per produir-la. Aquest augment
metabolic provoca un increment del consum d'oxigen en gran mesura i, com a
consequencia, una gran quantitat de formacié de ROS [12]. Una major font d’aquests
durant I'exercici provoca una fuga d’electrons des de la cadena de transport
d’electrons, el que augmenta la formacié de més espécies reactives d’oxigen, el que
fa que estiguem en un cercle viciés. Una font important de ROS so6n les reaccions
catalitzades per algunes oxidases, com la xantina oxidasa (catalitza I'oxidacié de la
xantina i la hipoxantina al metabolisme de les purines), i I'activacié de les cél-lules
immunitaries com els neutrofils i macrofags. Aquestes cél-lules expressen I'enzim
NADPH oxidasa, que catalitza la produccié d’anié superdxid a partir d’oxigen i
NADPH [13].

Igualment, a causa de la redistribucié sanguinia durant I'exercici i sobretot a esfor¢os
de alta intensitat, el teixit muscular pot romandre durant algun temps en estat
d'isquémia, per a posteriorment, en la recuperacié patir una alta reperfusioé d'oxigen i
€s per aquesta arribada massiva de oxigen per el que es produeixen moltes ROS
[14]. Relacionat, tambée, amb la intensitat de I'esforg, un altre factor que pot influir en
la formacié de ROS és la produccio d'acid lactic, que pot convertir un radical lliure
poc nociu (radical superoxid) en un altre molt més perjudicial (radical hidroxil), per la
interaccié del primer amb els protons derivats de I'acid lactic [15]. També sembla ser
que a partir de la autooxidacio de catecolamines durant I'exercici, es poden produir
radicals lliures [16].



La hipoxia, entesa com la falta relativa d'oxigen per cobrir les demandes
metabdliques, i la reoxigenacio, entesa com la reintroduccié d’oxigen en el teixit
hipoxic, son importants ja que apareixen en una gran varietat de situacions
patologiques. Davant una situacio d’hipoxia, les cél-lules experimenten canvis
especifics en les activitats enzimatigues com és la funcié mitocondrial, el transport
de membrana i les defenses antioxidants; aquests canvis en conjunt predisposen al
dany per reoxigenacio. Els neutrofils activats poden contribuir al dany vascular
durant la reoxigenacid, encara que el dany cel-lular post-hipoxic també pot produir-
se en abséncia de cél-lules inflamatories per mitja de mecanismes que involucren
ROS. La hipoxia indueix la transformacio de la xantina deshidrogenasa en xantina
oxidasa generant anié superoxid [17]. Els mitocondris en situacions d'hipoxia
produeixen un excés d'anid superoxid a causa d'una disminucié d'alguns enzims
com la citocrom C oxidasa. Els nivells d'hemoglobina lliure augmenten després d'una
situacio d'hipoxia-reoxigenacio i generen intermediaris oxidats durant el procés de
reoxigenacié capacos d'induir dany oxidatiu. La hipoxia indueix la forma induible de
I'enzim oxid nitric sintasa, augmentat els nivells de NO que poden generar peroxinitrit
[18].

Les ROS s’han considerat durant molt de temps unicament com a vehicles de
destruccié cel-lular, perd actualment, es coneixen també per la seva capacitat de
controlar cascades de senyalitzacié cel-lular importants com en processos
inflamatoris 0 en mecanismes d’adaptacié al estrés oxidatiu muscular. A més, alguns
productes derivats de la accioé de les ROS sobre biomolecules estan implicats en la
regulacio de processos cel-lulars [19].

A concentracions moderades, les ROS juguen un paper important com a missatgers
cel-lulars reguladors en els processos de comunicacidé i senyalitzacio intra |
intercel-lular. Les ROS influencien I'expressid de gens i de vies de transduccio de
senyals. Alguns d’aquests gens o vies de transduccié soén la via de les MAP
quinases i el factor NF-kB. No es sap molt clar de quina manera poden activar
aguests processos, pero en molts de casos pareixen ser mediats per la oxidacié o
reduccio de grups tiols. Canvis en I'estat redox de les proteines provoquen canvis
conformacionals a les proteines el que pot augmentar o disminuir la capacitat d’'unio
a ADN o alliberar proteines inhibides. Una sobreproduccié de ROS podria induir la
activacié de mecanismes de defensa per pal-liar el dany oxidatiu que s’hagi pogut
causar [20]. Per contrarestar aquests radicals lliures, les cél-lules disposen de un
sistema antioxidant que les permet mantenir un balan¢ equilibrat. Quan aquesta
produccido de ROS excedeix la capacitat antioxidant de I'organisme es genera un
desequilibri que provoca estrés oxidatiu i dany cel-lular [25]. Entre els problemes
provocats per ROS, podem destacar la disfuncié mitocondrial, peroxidacio lipidica i
com a consequéncia la destruccié de les membranes, oxidacié de les proteines que
pot causar I'acumulacié de proteines mal plegades i I'oxidacié de 'ADN que pot
provocar mutagenesi. Tots aquests efectes desembocarien a la mort cel-lular per
necrosi i apoptosi. La interaccio lesiva d’aquests ROS es el que es coneix com a
dany oxidatiu [22].

L'organisme té diversos mecanismes antioxidants, entre el que podem destacar els
enzims antioxidants on destaca la catalasa, que neutralitza el peroxid d’hidrogen
passant-ho a oxigen i aigua, la superoxid dismutasa, que converteix el radical
superoxid a peroxid d’hidrogen, i les glutatié peroxidasa i reductasa, un converteix el
peroxid d’hidrogen en aigua mitjangant el glutatio i l'altra regenera el glutatio
respectivament [23]. La glutati0 peroxidasa també actuar sobre hidroperoxids
reduint-los a alcohols. Com a antioxidants proteics també es poden incloure les



proteines desacoblants (UCPs) presents a la membrana mitocondrial interna i que
estan involucrades en la defensa contra I'estrés oxidatiu [24]. A més, existeixen
altres antioxidants no enzimatics com son les vitamines A, C i E, el glutatid,
carotenoides, flavonoides i varis minerals que poden actuar prevenint la formacioé de
ROS, interceptant I'atac d’aquests, captant els metabdlits reactius i convertir-los en
molécules menys reactives [25]. Molts d’aquests antioxidants no enzimatics sén
exogens i per tant s’han d’incorporar a través de la dieta. L’expressio dels enzims
antioxidants a les cél-lules immunitaries es induit i regulat pels ROS i les citocines
[26-27].

La suplementacio de la dieta amb nutrients antioxidants podrien eliminar l'activacio
endogena de les defenses antioxidants a causa de la desactivacié directa de ROS
pels antioxidants exogens. De fet, alguns estudis de dieta de suplementacié han
demostrat que els nutrients antioxidants atenuen l'activacio enzims d'antioxidants
com la catalasa, glutatid6 peroxidases i superoxid dismutasa [28] o indueix d'oxid
nitric sintasa Per tant, la dosificacio de nutrients antioxidants és crucial per tal de
reduir el dany oxidatiu, i, al mateix temps, per mantenir o millorar les defenses
antioxidants endogenes [29].

EFECTES POSITIUS | NEGATIUS DE L'EXERCICI

Efectes Positius

Els efectes positius de la practica regular d'exercici son resultat d'una complexa
interaccié entre efectes fisiologics i psicologics. La creixent popularitat de la practica
d'exercici fisic és degut probablement a un augment en el coneixement public dels
efectes beneficiosos sobre el benestar fisic i emocional. L'exercici moderat realitzat
regularment, produeix alguns efectes beneficiosos sobre la capacitat de resposta
immune enfront de la infeccid. A llarg termini indueix un increment de l'activitat
citotoxica espontania de les cel-lules NK [9].

A més, l'activitat fisica lleugera estimula certes funcions immunes, que pel contra,
son inhibides per l'activitat fisica extenuant com es pot veure en la imatge 1. L'efecte
de l'activitat citotoxica augmenta la resisténcia a infeccions virals i contribueix a
I'eliminacio de cel-lules pre-neoplasiques [30]. Aixi doncs, un régim regular d'exercici
moderat pot ajudar a la gent major a mantenir una bona qualitat de vida, en
contribuir a la preservacid de la funci6 immune. Per tant, I'exercici moderat
contribuiria a contrarestar els efectes adversos de I'envelliment sobre el sistema
immune [10].

Un altre efecte positiu que aporta I'exercici sobre I'organisme és la gran relacié que
té amb les malalties cardiovasculars i la diabetis tipus Il [27-28]. L’exercici fisic té un
efecte preventiu d’aquestes malalties. EI mecanisme fisiologic per el qual I'activitat
fisica beneficia els pacients amb aquestes malalties o redueix la possibilitat de patir-
les seria degut a la modificaci6 de la composicié corporal (augmenta la massa
muscular i disminueix el percentatge de grassa). Aquest canvi permet disminuir la
lipotoxicitat que condueix un alt percentatge de grassa i com a consequéncia poder
reduir els problemes que aixd provoca com per exemple és la resistencia a la
insulina, 'augment de receptors en les cél-lules de diferents molécules com el de la
glucosa, de la insulina o de les lipoproteines. A més, també dir I'efecte
cardioprotector que obtenim amb I'exercici fisic.
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Imatge 1: Representa la relacio que hi ha entre el grau
d’exercici fisic i la incidéncia de infeccions.

Efectes Negatius

L'exercici extenuant i de llarga durada, com és l'esport professional de competicio,
produeix un quadre de resposta de fase aguda, i fins i tot, una immunosupressio que
pot arribar a comprometre la salut de I'esportista i el seu rendiment atlétic. En els
casos meés severs, els atletes pateixen, a més d'una disminucio del rendiment i una
susceptibilitat augmentada a les infeccions, altres simptomes comuns al sindrome
de resposta inflamatoria sistéemica com son la fatiga, la perdua de pes i les
alteracions de l'estat animic [8]. També s'associa amb una major susceptibilitat de
patir infeccions a les vies respiratories altes i pot augmentar la severitat d'algunes
malalties. La immunosupressid produida per exercicis extrems €s similar a la
generada per l'estres fisic sever com les situacions de cirurgia, traumatismes i
cremades. En aquestes, disminueix el nombre de limfocits en sang, i es redueix la
seva capacitat proliferativa i citotoxica espontania. Aixi mateix, s'eleven els nivells
sérics de citocines pro-inflamatories i antiinflamatories, a més de produir-se
neutrofilia i alteracié en la funcié dels neutrofils. Els patdogens, especialment els virus
del tracte respiratori, poden establir infeccions durant aquesta immunosupressio
transitoria que es manté de 2 a 72 hores després de l'exercici, tot i que els efectes
aguts s'observen de 2 a 4 hores post-exercici [9].

S'ha suggerit que en els atletes d'elit ben entrenats, la major susceptibilitat a les
infeccions pot ser degut a una immunosupressi®6 més duradora provocada per
lacumulacié d'un excés de carrega de entrenament. Altres factors com l'estres
psiquic, la malnutricid o la pérdua de pes, poden tenir un efecte sinergic sobre la
immunosupressio causada per I'excés d'exercici. Si aquesta es combina amb déficit
en la higiene i amb condicions ambientals adverses, el risc d'infeccié pot
incrementar-se. En conjunt, aquestes troballes proporcionen possibles mecanismes
a les evidencies epidemiologiques de la major incidéncia de malalties infeccioses a



esportistes durant periodes d'entrenament intensiu i alta competicio. També el risc
de patir infeccions de vies respiratories altes s'ha correlacionat amb la disminucio
dels nivells d'IgA, sobretot en esportistes que practiquen exercicis de resistencia.

OBJECTIUS

L’'objectiu d’aquest estudi ha estat determinar la resposta inflamatoria avaluant
'expressio de gens a cél-lules mononucleades i nivells de citocines circulants
induida per una sessio d’activitat fisica com es la natacio. També s’ha determinat la
resposta antioxidant que es produeix en el periode post-exercici per intentar pal-liar
les espécies reactives d’oxigen produides durant la sessio de natacio.

Aquest objectiu general es pot desglossar en els seglents objectius més especifics:

e Resposta pro/antiinflamatoria de les cel-lules immunitaries mononucleades
associada a I'activitat fisica per mitja de I'avaluacié dels nivells d’expressio de
les IL-6, la IL-10, el IL-1ra, IL-1B, NF-kB i la COX-2.

e Avaluar la resposta antiinflamatoria plasmatica posterior a la sessio per mitja
de la determinacio dels nivells de citocines IL-6, la IL-10, el IL-1ra.

e Determinar la resposta antioxidant de les cél-lules immunitaries
mononucleades induida per la sessié de natacié avaluant I'expressié de
'enzim catalasa.

MATERIALS | METODES

PARTICIPANTS | PROTOCOL

Catorze nines adolescents participaren voluntariament a aquest estudi. Eren totes
nedadores que pertanyien a equips d'aficionats. Totes elles entrenen 6 dies a la
setmana. Els dilluns, dimecres i divendres entrenen 5 hores cada dia. | els dimarts,
dijous i dissabtes entrenaven 3 hores al dia. Les caracteristiques antropometriques
de les participants en I'estudi es presenten a la Taula 2. Els pares de les participants
i les nadadores varen ser informats del proposit d'aquest estudi i dels possibles riscs
involucrats abans que donessin el seu consentiment escrit. El grup de participants
era homogeni en quant a I'edat, el pes, sexe i alcada. Els subjectes eren no obeses i
no fumadores i no prenien cap tipus de medicament.

Només les nedadores amb cicles menstruals regulars (cicle de longitud entre 28 i 30
dies) que es trobaven entre els primers dies de la fase fol-licular del cicle menstrual
(entre els dies 4 i 8 després de la menstruacio) van ser inclosos en I'estudi, ja que
les diferéncies en els nivells circulants de les hormones sexuals podrien influir en la
resposta antioxidant. El protocol d'estudi va ser en conformitat amb la Declaracio
d'Helsinki d’acord a les normes ACSM (American College of Sports Medicine) per a
la cura dels Subjectes Humans i va ser aprovat pel comite d'investigacions cliniques
de bioetica de les llles Balears.
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La sessio d'exercici va ser la seglent: Les participants van escalfar durant 30 minuts
abans d'iniciar el protocol d'exercici. Després d'escalfar, els participants van
comencar amb una seérie intermitent de 50 metres nadant durant 30 minuts
mantenint la intensitat al voltant de 75-80% de la seva capacitat maxima, que es
controlava mitjancant el temps que tardaren per completar cada un dels 50 metres
de natacido en relaci6 amb el millor temps que van aconseguir fer les proves
preliminars. A les nedadors se les va permetre 10-15 segons de descans entre les
séries. Les proves pilot foren realitzades per permetre el disseny individual del
protocol i per assegurar que totes les nedadores eren capacos de completar el
protocol d'exercici.

La sessié de natacid va resultar ser un entrenament d'intensitat moderada per als
participants en l'estudi. Les mostres de sang es van obtenir abans (en condicions
basals després d'una nit en deju) i 1 hora després de la natacio, ja que els canvis en
els enzims antioxidants i I'aparicio de dany oxidatiu es més evident 1 hora després
d'acabar la sessi6 d'exercici en lloc d’'immediatament després [39-40].

Nines
Edat 16.1 £ 2.2 anys
Pes 60.4 + 4.2 Kg
Alcada 167 £ 6 cm
BMI 21.6 + 1.6 Kg/m?

Taula 2: Caracteristiques antropometriques dels participants

PROCEDIMENT EXPERIMENTAL

Les mostres de sang venosa es varen obtenir de la vena cubital de nedadores
mitjancant tubs buits adequats, els quals contenien EDTA com anticoagulant. Els
recomptes de leucocits i els parametres hematologics es van determinar en la sang
completa. El plasma i els eritrocits es van obtenir després de la centrifugacio de les
mostres de sang a 1.000 g, 4C° durant 30 minuts.

La fraccio de limfocits es va purificar a partir de sang completa seguint una adaptacio
del metode descrit per Boyum (1964) [33] utilitzant el reactiu PLUS Ficoll-Paque (GE
Healthcare, Chalfont St Giles, RU) i les mostres es van emmagatzemar a -80CP° fins
que es varen analitzar, a excepcio del dany a I'ADN causat durant 'assaig, que es va
analitzar immediatament després de la purificacié de limfocits. Les interleucines 1,
1-ra, 610, la NF-kB, la ciclooxigenasa 2 i I'activitat de la catalasa es van mesurar en
els limfocits. El recompte de leucocits i eritrocits es va determinar en un citometre de
flux automatic analitzador Technicon H2 (Bayer) VCS system.
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DADES ANTROPOMETRIQUES

Les variables antropometriques mesurades en aquest estudi van ser: pes, algcada,
massa corporal, brag, cintura, maluc i perimetres de la cuixa i la composicié corporal.
L'estatura es va determinar fent servir un antropometria mobil (Kawe 44444, Franca)
amb una precisié de mil-limetre, amb el cap del participant en el pla de Frankfurt. La
massa corporal era a prop de 100 g utilitzant una balanca digital (Tefal, sc 9210,
France). Els participants van ser pesats descal¢cos i usant roba interior, que es va
representar restant 300 g al pes obtingut.

Els perimetres del biceps, cintura, maluc i cuixa es van mesurar amb una precisio de
0,1 cm amb el brac¢ dret del participant relaxat, amb una cinta métrica no extensible
(Kawe, 43972, Franca). El percentatge de greix corporal i la massa de greix corporal
es van calcular mitjangant bioimpedancia utilitzant una unitat de ma BIA (Omron HBF
300 cos del monitor de greix). Totes les mesures antropometriques van ser
realitzades per un mateix observador per tal de evitar la variacioé entre mesures.

Els diferents indexs antropometrics es van calcular utilitzant aquests mesuraments:
index de massa corporal [IMC = pes (kg) / alcada al quadrat (m)]; index cintura-
maluc [perimetre de la cintura (Cm) / perimetre del maluc (cm)].

L'EXPRESSIO GENICA ARNM

L’expressio génica de la IL-6, IL-10, IL-1ra, IL-1B, NF-kB, ciclooxigenasa 2, i la
catalasa es va determinar per mitja de PCR a temps real (PCR- RT) i com a gen de
referencia es va utilitzar el ribosomic 18S. Per aquest proposit, es va aillar 'TARNm a
partir de limfocits mitjancant extraccié amb fenol-cloroform. Es prepara una dilucié
1/10 de I'ADNCc obtingut per RT i es barregen 2ul d'aquesta dilucié amb 9ul de Syber
Green-mix que conté 5ul de Power Syber Green, 0,45ul de cada un dels primers
(forward i reverse) i 3,1ul d'aigua lliure de ARNasas per a cada mostra. La PCR es
realitza en el termociclador Step One Plus TM sota les seguents condicions: un cicle
de desnaturalitzacié a 95°C durant 10 minuts per separar les cadenes d'ADNc, 40
cicles a dues temperatures, 15 segons a 95°C per activar I'enzim i 1 minut a 60°C
per a la unié al encebador i I'elongacié de la cadena.

Per comprovar l'existencia d'un Unic producte d'amplificacié es determina la corba de
fusid, seguint les condicions seguents: 15 segons a 95°C, 1 minut a 60°C i 15
segons a 95°C. Els primers especifics i les condicions d’amplificacié usades per
cada gen es troben representades a la taula 3. La quantificacié relativa es va
realitzar mitjancant calculs estandard considerant 2(PPY. Els nivells basals d’ARNm
en l'inici de I'etapa van ser referits arbitrariament com un. L'expressio del gen diana
es va normalitzar respecte a 18S ribosomal.

12



Gene Primer Temp

iy Fw: 5- ACCTGA ACC TTC CAA AGA TGG C-3' s3°C
- Rv: 5-TCA CCA GGC AAGTCT CCT CAT TG-3'
CAT Fw: 5°-TTT GGCTAC TTT GAG GTC AC-3° 50°C
Rv: 5°-TCC CCA TTT GCA TTA ACC AG-3"
Cicdoxy  F¥' 3-TTG CTG GCA GGG TIG CTG GTG GTA3" .
iclo Rv: 5°- CAT CTG CCT GCT CTG GTC AAT GGA A-3°
NKap ¥ - AAACACTGT GAGGATGGGATCTGS3 ™ .
Sl Rv: 5" - CGA AGC CGA CCA CCATGT-3"
m1p W 5- GGACAG GATATG GAG CAA CA-3 sgeC
- Rv: 5°- GGT AGA CTC AAA TTC CAG CT-3 ?
.10 Fw: 5-AGA ACC TGA AGA CCC TCA GGC-3¥ sgeC
- Rv: §-CCA CGGCCTTGC TCT TGT T-¥ ?
188 Fw: 5-GACTCAACACGGGAAACCCTCAC-3' 60°C
Rv: S-GACTCAACACGGGAAACCCTCAC-3'

Taula 3. Primers i condicions usades a la PCR a temps real

DETERMINACIO DE INTERLEUCINES MITJANCANT ELISA

S’ha realitzat un analisis quantitatiu dels nivells de IL-6, IL-10 i IL-1ra, per mitja de la
técnica de immuno-absorcio lligada a enzims (ELISA). Aquesta técnica es basa en el
fet que sobre una fase solida es fixa una capa d’anticossos anti les interleucines
estudiades. En concret, es va realitzar una ELISA indirecta, consisteix en que un cop
els antigens son immobilitzats, es detecten amb un segon anticos enllacat a un
enzim capac de generar un producte detectable que després es mesurara mitjancant
espectrofotometria. La quantitat d’absorbancia és directament proporcional a la
guantitat de antigen. S'utilitzaren els segients kits de ELISA seguint les
recomanacions del fabricant:

* Per a la determinacio de les IL-10 i la IL-6 es van utilitzar kits de la casa comercial
Diaclone SAS “Human IL-10 ELISA Kit” (Catalog Number: 950.060.096)[35] i
“Human IL-6 ELISA Kit” (Catalog Number: 950.030.096)[36] respectivament. El limit
de deteccié per la IL-10 és de 4,9pg/ml i el rang de la corba estandard és de
400pg/mi-12,5pg/ml. En canvi, el limit de detecci6 de la IL-6 és de 2pg/ml i el rang de
la corba estandard es de 200pg/ml — 6,25pg/ml.

* Per a la determinacié de la IL-1ra es va utilitzar un kit de la casa comercial
Cusabio® "Human Interleukin 1 receptor antagonist (IL-1ra) ELISA Kit" (Catalog
Number: CSB-E10396h)[37]. EIl limit de deteccidé és de 19.5 pg/ml i el rang de la
corba estandard es de 78 pg/ml-5000 pg/ml. Aquest kit es basa en el mateix principi
que els altres dos kits utilitzats, I'inica diferencia és que el complex utilitzat és de
avidina-HRP, a diferéncia dels altres que utilitzen un complex d'estreptavidina-HRP.
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En els tres es va seguir el protocol establert per la casa comercial i es va realitzar
una recta patro per aixi determinar la concentracié d’IL-10, d’'IL-6 i d'IL-1ra de les
diferents mostres. La lectura de totes les plaques es va realitzar a una longitud d’ona
de 450 nm en un lector automatic per plaques d’ELISA (Microplate Reader, EIx808,
BioTek Instruments, USA).

(HRP J’Z&
R ...
LA N AT
:mm \( \(/ 4;
‘\\*f K\ I <&

RabMAb coated Microwells

Imatge 2: Representacio grafica del mecanisme general de funcionament de les
ELISAs utilitzades.

ANALISIS ESTADISTIC

L’analisi estadistic es va dur a terme mitjangant el programa informatic Excel. Els
resultats s6n expressats com a mitjatS.E.M, i un valor de p<0,05 es considerada
significant. El test de t-Student ha estat utilitzat per identificar diferencies
significatives a l'inici i al final de I'exercici.

RESULTATS

DETERMINACIO DE L'EXPRESSIO DE LA COX, NF-KB, IL-1B, IL-10, IL-6 1 CAT.

L’expressio de la IL-18, de la IL-6, IL-10, la catalasa, el NF-k@ i la ciclooxigenasa-2,
estan representades en el Grafica 1. L’expressio d’aquestes proteines es va realitzar
mitjancant PCR a temps real i com es pot veure en la grafica tots aquestes
incrementen després de I'exercici, perd, aquest augment no és estadisticament
significatiu en cap dells. Unicament els valors per NF-kB i la IL-6 han sortit
estadisticament significatius, el que indica que I'increment és degut a I'exercici.
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Grafica 1. Efectes d’'una sessié de natacio, en I'expressio de la COX-
2, NF-K@, IL-1pB, IL-10, IL-6 i CAT. Els nivells significatius (p <0.05)
comparats amb el pre-exercici s'indiquen amb un asterisc (*).

DETERMINACIO DE INTERLEUCINES MITJANCANT LA TECNICA DE
IMMUNOABSORCIO LLIGADA A ENZIMS (ELISA)

El nivell plasmatic de les interleucines IL-6, IL-10 i IL-1ra es va realitzar per mitja la
tecnica de ELISA. En les grafiques 2, 34 es pot veure com hi ha un increment de
la concentracié de cada una en un entrenament de natacié. Tal com s’observa en les
grafiques 2 i 4 la sintesis de la IL-6 i de la IL-1ra després de la sessio de natacio
augmenten de forma significativa (p <0.05). Mentre que, en el cas de la IL-10
s’observa un petit increment de la seva produccié post-exercici perd cal dir que la
diferencia no arriba a ser estadisticament significativa (p>0.05).

ELISA

m Pre-exercici

m Post-exercici

IL-6

Grafica 2. Quantitat de IL-6 expressat
en pg/mL abans i després d'un
entrenament de natacié. Els nivells
significatius (p<0.05) comparats amb
el cas Pre-exercici s'indiqguen amb un
asterisc (*).

15



[IL-ra] (pg/mL})

ELISA

g
- Grafica 3. Quantitat de IL-10
E expressat en pg/mL abans i
E mrereexercici després d'un entrenament de
6} B Post-exercici n.ata.c.ic’)..No hi ha diferéncies
iy sianificatives
— 3
o
IL-10
ELISA
F
120 A g .
Grafica 4. Quantitat de IL-1ra
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Discussio

ESTUDI EN CEL:LULES MONONUCLEADES DESPRES DE L’EXERCICI

Degut a la dificultat que presenta el fet d’obtenir mostres de biopsies musculars
s’han utilitzat les cel-lules mononucleades sanguinies com a model d’estudi per
avaluar els efectes de I'activitat fisica sobre la resposta pro-antiinflamatoria.

La resposta de les cél-lules mononucleades davant un estimul, com potser I'activitat
fisica, indueix tota una série de adaptacions que comporten un canvi en la expressio
de gens, com és la sintesis de citocines i d’enzims antioxidants. Aquesta resposta és
deguda a l'activacio de varis factors de transcripcié destacant el NF-kB. Aquest factor
de transcripcié es troba implicat en la resposta cel-lular enfront a estimuls com
poden ser diverses citocines, antigens bacterians o ROS. A més, té un paper molt
important en la resposta inflamatoria i immunitaria. NF-kB actua com un dimer, pero
en condicions basals es troba inhibit per la seva uni6 a la IkB, proteina que el manté
segrestat en el citoplasma evitant que dugui a terme la seva funcié com a factor de
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transcripcio [38]. Durant una sessié d’exercici fisic, es produeixen ROS en gran
quantitat, la qual cosa provoca una resposta immunitaria de fase aguda degut a les
microruptures musculars provocades per I'exercici, i a I’hora activa una resposta
antioxidant per evitar I'aparicié de dany oxidatiu. Aquest procés s’evidencia per
'augment del nivell de citocines inflamatories. L’activacio de I'expressio NF-kp
causada per certes citocines, concretament IL-18 y TNF-a, deriva de la unié del
ligand als seus receptors a nivell de membrana activant varies vies que augmenten
I'expressié del gen [39-40]. Per exemple, la uni6 de la citocina IL-1f al seu receptor
activa una via de quinases que condueix a una elevada expressié de la proteina Ik
quinasa (IKKpB), la qual fosforila I'inhibidor IkB la qual cosa conduira a la seva
degradacio proteolitica, activant-se aixi I'expressio de NF-kB. Per altra banda, la unié
de la citocina al receptor també augmenta I'expressid de la quinasa NIK (NF-k(3
quinasa induible), aquesta proteina també augmenta I'expressio de la IKKB [41], per
tant, la major expressid es deguda a dos nivells, tan per les citocines com per la
quinasa NIK. D'altra banda, el peroxid d'hidrogen (H,O.) també indueix la
translocacié de NF-kB al nucli i per tant I'activacio de I'expressio dels gens diana. En
canvi, els agents antioxidants tenen un efecte inhibitori sobre la fosforilacié de Ik,
per la qual cosa inhibeixen I'activacio del NF-kp [42].

El resultats obtinguts al present treball evidencien un increment significatiu del NF-kf3
després de l'exercici respecte a abans de realitzar-ho. Les dianes de NF-kB sén
gens relacionats en la proliferacié cel-lular, antioxidants, immunitat o gens
antiapoptotics. Entre els gens relacionats en la immunitat es troben gens que
codifiquen les mateixes proteines que s’encarreguen de la activacio del factor, és a
dir, IL-18 y TNF-qa, aixi com gens que codifiquen altres citocines com el de linterferd
o la IL-6. També activa la sintesis de molecules de adhesi6 com la molecula
d’adhesio intercel-lular (I-CAM), la molécula d’adhesié vascular (V-CAM) i la
selectina-E [43]. A més augmenta I'expressio de la ciclooxigenasa 2 (COX2) i de
I'dxid nitric sintasa endotelial (eNOS) [44]. Tots aquests gens permeten que posi en
marxa el procés d’'inflamacio ja que augmenten l'activacié de mediadors moleculars
de la inflamacié i augmenten la permeabilitat vascular, aixi com el reclutament,
activacio i diferenciacio de cél-lules immunitaries [40].

Durant una sessi6é d’exercici moderat augmenta el consum d'oxigen entre vuit i deu
vegades, per tal de satisfer els requeriments de la cél-lula, ja que es produeix un
metabolisme més intents per obtenir més energia. Aquest augment provoca que es
generin més ROS, i per tant, s’han d’activar mecanismes de defensa antioxidant per
tal de neutralitzar-los. Aquest fet queda evidenciat en el present estudi per una major
expressio del gen de la catalasa després de lactivitat fisica [45-46]. De fet,
I'expressio del gen de la catalasa es veu potenciat per I'accié del NF-k@3, de forma
que l'augment en I'expressié d’aquest factor potser el responsable de 'augment del
nivells del ARNm de la catalasa.

La catalasa és una hemoproteina formada per 4 subunitats que es troba en major
concentracio en els peroxisomes seguida de la mitocondrial. La seva funcié principal
consisteix en convertir el H,O,, produit principalment a la cadena respiratoria
mitocondrial i per la funcié antioxidant de la superoxid dismutasa, en H,O i O,, com
es mostra a continuacio: H,O, + CAT - 2 H,0 + O, [47].

En el present estudi, es veu que 'augment de I'expressio del gen de la catalasa no
ha estat significatiu, encara que tendeix a augmentar. L’explicacié podria estar
relacionada amb el fet que les nines que han participat estan entrenant unes 24
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hores setmanals, de manera que el seu cos esta molt entrenat i ben adaptat per fer
front a 'augment de ROS associat a l'activitat fisica. A més, en un estudi s’ha
evidenciat que I'entrenament disminueix la produccié de H,O; fins en un 40% [47-
48].

La ciclooxigenasa o COX és un enzim que permet a I'organisme produir substancies
anomenades prostaglandines, a partir de I'acid araquidonic (acid gras poliinsaturat
present als fosfolipids de les membranes cel-lulars, sobretot del muscul).
Concretament catalitza la reaccié: Araquidonic + AH, + 2 O, = Prostaglandina-
H, + A + H,O. Es tracta d’una proteina homodimérica de membrana periférica amb
un grup hemo en cada subunitat i que es situada a la membrana dels microsomes i
del reticle endoplasmatic. Es inhibida pels antiinflamatoris no esteroides (AINES)
com l'aspirina. Existeixen tres isoformes d’aquest enzim, de les quals, la isoforma 2
és la que actua principalment en els processos inflamatoris. Aquest té com a funcio
intervenir en els processos d'inflamacié i en la senyalitzacié per prostanoides.
L'expressié de la COX-2 es veu induida per diversos mediadors inflamatoris
(interferd y, TNF-q, IL-1, factors de creixement, etc.) a diverses cél-lules del sistema
immune com sén els monocits i macrofags i també a cel-lules endotelials [50].
L'expressié de COX-2 esta generalment regulada a nivell transcripcional i post-
transcripcional, encara que també pot ser regulada per la taxa de sintesi/degradacio
de la proteina. El promotor de COX-2 huma conté multiples llocs d'unié a factors
transcripcionals, incloent I'element de resposta a cAMP i llocs d'unid per factors
moleculars com la interleucina-6 (IL-6) i NF-kB i per factors de creixement [51]. Aixi
doncs, davant un procés inflamatori, algunes citocines i el NF-kp activen I'expressio
de la COX-2. Aquesta converteix I'acid araquidonic en prostaglandines, les quals en
el muscul esquelétic regulen la sintesi/degradacio de proteines després de I'exercici i
juga un paper necessaris per a la correcta recuperacié de les microruptures
derivades de I'exercici al muscul esqueletic. Les prostaglandines estan involucrades
en tots els processos que condueixen als signes classics de la inflamacié:
envermelliment, dolor i inflor [52].

Com es pot veure a la grafica 1, hi ha hagut un augment de la COX-2 després de
I'exercici respecte del control perd aquest augment no ha estat estadisticament
significatiu. Aixo es podria explicar pel fet que les nadadores estan ben entrenades,
ja que l'estudi es va realitzar al mig de la temporada d’entrenaments. La practica
d’exercici de forma regular i moderada, provoca tota una serie d’adaptacions reduint
el grau de dany tissular i per tant del procés inflamatori associat a I'exercici. Aquest
fet pot provocar lI'increment de la COX-2 que s’ha observat no sigui significatiu. En
definitiva, la produccié de citocines proinflamatories aixi com la resposta inflamatoria
induida per ROS, oxid nitric o COX2 es veu disminuida ja que s’ha produit una
adaptacié de l'organisme a l'exercici [53]. Seria interessant poder comparar aquest
resultats amb els que s’obtindrien a principi de temporada o comparar-los en
persones no entrenades.

Finalment, els darrers parametres estudiats en les cél-lules mononucleades son les
interleucines. Durant l'exercici, la IL-6 és produida per les fibres musculars a través
d'una via TNF-independent. Aquesta interleucina estimula I'aparicié d'altres citocines
antiinflamatories a la circulacié, com ara IL-1ra i IL-10 i inhibeix la produccié de
citocines proinflamatories com TNF-a i IL-13 [11]. Aquest fet, evidenciat a les fibres
musculars també s’observa a les cél-lules mononucleades, el que suggereix que
poden ser un model Gtil per estudiar la resposta inflamatoria induida per I'activitat
fisica. Recentment, la IL-6 es va presentar com la primera miocina, definida com una
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citocina que es produeix i s'allibera mitjancant la contractacié de les fibres musculars
esquelétiques i sobretot, quan el glucogen intracel-lular és baix [54], exercint el seu
efecte en altres organs del cos [55]. Durant una inflamacio, la cascada de citocines
consta de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-1ra i IL-10. Les dues primeres que es produeixen en
la cascada de citocines son TNF-a i la IL-1 [56], ambdues produides localment i amb
una funcié proinflamatoria. EI TNF-a i la IL-1 estimulen la produccié d'IL-6, que ha
estat classificada com una citocina pro- i antiinflamatoria [57] depenent de si es
produeix per un procés inflamatori patologic (proinflamatoria) o per l'activitat fisica
(antiinflamatoria). La resposta de citocines en I'exercici difereix de la provocada per
infeccions greus. El fet que les citocines proinflamatories TNF-a i IL-1, en general no
augmenten amb I'exercici indica que la cascada de citocines induida per I'exercici €s
diferent notablement de la cascada induida per infeccions [58]. En la Figura 3
s’observa que la resposta inflamatoria A

després d’una sessié d’exercici manca

de citocines proinflamatories. La IL-6
és la primera citocina present en la 4
circulacié durant I'exercici. El nivell de
circulacié d'IL-6 augmenta de manera
exponencial (fins a 100 vegades) en
resposta a l'exercici i va disminuint en
el periode post-exercici. Un altre fet en
relacio6 amb I'exercici, és que la IL-6
indueix la produccio i alliberament de
nivells  circulants de  citocines
antiinflamatories com ara la IL-1ra, . -
TNF-R i IL-10 [59]. . 4

Sepsis

Anti-inflammatory

Pel que fa a la IL-6, un augment
després de l'exercici es relaciona amb
la intensitat del mateix, la durada, la
massa de muscul, i en la capacitat de
resisténcia. Una recerca dins dels
altims anys ha demostrat que mRNA
de la IL-6 esta regulada positivament
en la contractaci6 de muscul
esqueletic i que la taxa de la
transcripci6 del gen d'IL-6 esta
notablement augmentada per I'exercici
[60]. Adaptant el que s’ha comentat en
les nostres grafiques, podem veure
que l'expressié IL-6 augmenta de

Exercise

Anti-inflammatory

NP . Figura 3: En la grafica A, la cascada de
forma significativa en les cellules  ijqocines dins de les primeres hores
mononucleades ja que €s Veu una  geenciada a una situacié de seépsia
major expressio del gen, despres  .qnqia de TNF-q, IL-1, IL-6, IL-1ra, TNF-
d’haver fet I'exercici respecte d’abans. R. i IL-10. En ‘canvi la ’grafica’ B |a

Per altra banlqla, lla fun_<_:|<f)| de Ia} _”-'10 mateixa resposta per associada a
com una molecula antiinflamatoria s poyarcici no inclou TNF-a i IL-1, pero

va suggerir p”“‘?'p‘"?"m?,”t per eS,tUd'S_ mostra un marcat auament d'lIL-6. aue és
gue mostren la inhibicié de la sintesi

d'un ampli varietat de citocines proinflamatories per diferents cel-lules, en particular
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de l'estirp monocitic [61]. Per tant, la IL-10 inhibeix la produccio d'IL-1a, IL-13, i TNF-
a aixi com la produccié de quimiocines. Aquestes citocines i quimiocines juguen un
paper critic en l'activacié de granulocits, monocits/macrofags, cel-lules assassines
cél-lules NK, cél-lules T i B i en el seu reclutament als llocs d'inflamacié. En conjunt,
aguestes observacions van suggerir que IL-10 juga un paper important en la
regulacio de la reaccid inflamatoria que implica I'activacié de macrofags/monaocits en
particular [62]. En quant a I'expressié de la IL-10, es va veure augmentada en
cel-lules mononucleades. Una possible explicacié de qué l'augment no hagi estat
significatiu és perqué I'activacié del gen de la IL-10 per mitja de la IL-6 no ha estat
suficient elevada o bé que el temps des de la finalitzacié de I'exercici fins que s’ha
recollit la mostra no és suficient per evidenciar 'augment en la seva expressio.
Finalment, de la mateixa manera que per la IL-10, la IL-1B evidencia un petit
augment en la seva expressio, que podria ser degut a petites microruptures
causades per la natacio, perd no és significatiu, ja que com s’ha dit anteriorment,
I'exercici activa una resposta antiinflamatoria, i les interleucines corresponents
inhibeixen les interleucines proinflamatories com és la IL-1B, que té un paper
rellevant en la resposta inflamatoria, i esta implicat en una varietat d'activitats
cel-lulars, incloent proliferacio cel-lular, diferenciacié i apoptosi [63].

CONCENTRACIO DE CITOCINES EN PLASMA DESPRES DE L’EXERCICI

Per estudiar la resposta inflamatoria en una sessié de natacié també s’ha determinat
la concentracié en plasma de tres interleucines, la IL-6, IL-10 i la IL-1ra, les quals
tenen un efecte antiinflamatori.

L’exercici fisic intens i agut s’acompanya de respostes semblants a les que sén
induides per la infeccié, sépsia o traumatisme [3]. Es produeix un augment del
nombre de leucocits circulants (principalment limfocits i neutrofils), la magnitud dels
quals es relaciona tant amb la intensitat com amb la durada de I'exercici. També es
produeixen augments en les concentracions plasmiques de diverses substancies
amb influéncia en les funcions de leucocits, que inclouen citocines inflamatories, com
el TNF-a i IL-1; citocines antiinflamatories IL-6, IL-10 i IL-1ra, i proteines de fase
aguda, que inclouen la proteina C reactiva (PCR). S’ha demostrat que un augment
relativament petit dels nivells plasmics d’IL-6 indueix augments de les dues citocines
antiinflamatories IL-1ra i IL-10. Durant I'exercici, 'augment de la IL-6 precedeix
'augment d’aquestes dues citocines, tot argumentant-se que la IL-6 pot ser la
iniciadora d’aquesta resposta [64].

citocines.
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En la figura 4 es pot veure que la IL-6 és la primera citocina en elevar-se i de forma
molt marcada. A meés, es pot veure que la concentracid6 de les citocines
proinflamatories augmenten de forma molt discreta, la qual cosa pot ser deguda a
I'efecte antiinflamatori de la IL-6. Quan es du un cert temps realitzant exercici, es veu
un gran increment de la IL-1ra, degut a I'efecte de la IL-6. Aquesta imatge recolze el
nostre estudi, ja que com es pot veure a la grafica 2, la que fa referéncia a la
concentraci6 plasmatica de la IL-6, hi ha una elevaci6 significativa d’aquesta
interleucina degut a I'exercici.

L'aparicio d'IL-10 i IL-1ra en la circulacié després de I'exercici també contribueix a la
mediacié dels efectes antiinflamatoris de l'exercici. Mentre que la IL-10 afecta a
multiples citocines, la funcié biologica d'IL-1ra és inhibir la senyalitzacié de la
transduccio a través del complex receptor d'IL-1 [65]. La IL-1ra és un membre de la
familia IL-1 que s'uneix als receptors d'IL-1, evitant que la IL-1 es pugui unir i dur a
terme la se va funcié pro-inflamatoria que consisteix en I'alliberacié d’histamina en
els mastocits, produint vasodilatacio i augmentar la permeabilitat vascular en el lloc
de la inflamacié [66]. En quan a la IL-10 i IL-1lra es veu que la concentracio
plasmatica a ambdues ha augmentat després de 'exercici, com es pot observar a les
grafiques 3 i 4, perqué es produeix una resposta antiinflamatoria principalment. Pero,
la IL-10, a diferéncia de la IL-1ra, no ha estat un augment significatiu, la qual cosa es
podria explicar pel fet que I'expressio de IL-10 és activada per IL-6, en canvi,
I'expressié de IL-1ra és activada tan per IL-6 com per altres citocines com IL-10, per
la que hi ha una activaci6 més forta [67].Com a consequencia de laugment
d’expressio, hi ha major concentracio en circulacio.

Un estudi evidencia que amb I'exercici s’augmenten les concentracions de IL-10 i IL-
1ra, és a dir, recolze aquest estudi. El que es va fer en I'estudi va ser estudiar dos
grups, un control introduint-hi una solucié salina i un segon grup en questié, on a
més de la solucié salina s’introdueix una concentracié de IL-6 semblant a la que és
produeix durant I'exercici intens (al voltant de 140 pg/mL). Es va estudiar en plasma
la concentracid6 de IL-10 i IL-1ra després d’aquesta infusié i s’observa que la
concentracid havia augmentat tant sols quan també s’havia afegit IL-6 a la solucio
salina, demostrant aixi, que la IL-6, és el principal factor que activa la sintesis i
alliberacio de les citocines antiinflamatories estudiades [68].
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Figura 6. Concentraci6 expressada
e en pg/ml de laIL-10 i la IL-1ra en dos
Pl grups diferents, un grup al qual
Rt s’havia inserit una solucio salina i un
£ w0 altre al qual s’havia inserit una
E 0. solucié salina amb IL-6.
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CONCLUSIO

Com a conclusio d’aquest treball, es podria dir que son varis els mecanismes que
intervenen en una sessio de natacio per fer front als danys produits durant aquest
exercici fisic. Aquests mecanismes adaptatius inclouen un augment de la capacitat
antioxidant de les cel-lules mononucleades per eliminar I'excés de espécies
reactives d’oxigen que es produeixen associada a l'exercici i un augment de la
resposta pro i antiinflamatoria. La proinflamatoria s’activa per afavorir el procés de
recuperacio en front a les petites microruptures causades per la propia contraccio
muscular i la antiinflamatoria per evitar la inflamacié sistemica i tan sols es produeixi
una inflamacio local, que és la gran diferéncia que hi ha entre la sépsia i I'exercici.
Finalment, acabar dient que és important realitzar exercici de forma regular i
moderada per adaptar el cos i aixi evitar una resposta inflamatoria a I'exercici de
forma exagerada que pogués ser perjudicial pel cos i afavorir 'aparicié de lesions.
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