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Abstract

La practica d’activitat fisica regular té efectes beneficiosos sobre I'estat de salut de les
persones disminuint el risc de patir malalties inflamatories croniques. Amb aquest
estudi es pretén fer una revisié sobre els mecanismes pels quals I'exercici fisic influeix
de forma positiva sobre aquest aspecte i veure-ho reflectit en els marcadors
bioquimics inflamatoris i de dany oxidatiu. Per aix0 s’han fet diverses determinacions
(IL-6, TNF-a, CD62L o L-selectina i MDA) en individus sedentaris i actius d’ambdds
sexes. Els resultats obtinguts indiquen que hi ha diferéencies significatives segons el
grau d’activitat fisica i entre generes. En el cas de IL-6 i MDA els individus inactius
presenten nivells més elevats d’aquests marcadors, a més, en el cas de MDA també
s’observen diferéncies significatives entre geéneres, presentant nivells superiors els
homes que les dones. Ara bé, després d’haver analitzat el TNF-a. i la L-selectina, no es
veuen canvis significatius. La dinamica que segueix és que una sessié d’activitat fisica
desencadena un pic de IL-6 que estimularia la secreci6 de més citocines
antiinflamatories i que a la llarga disminuirien els nivells basals de marcadors
inflamatoris. Per altra banda, I'exercici fisic també s’associa a nivells elevats d’especies
reactives d’oxigen que poden produir dany cel-lular, pero nivells moderats poden tenir
un paper regulador potenciant els sistemes antioxidants. En conclusié, la practica
regular d’exercici fisic al llarg de la vida afavoreix un millor perfil antiinflamatori i

antioxidant.



The practice of regular physical activity has beneficial effects on the health of
individuals by reducing the risk of chronic inflammatory diseases. In this study it is
reviewed the mechanisms by exercise affects this aspect, and it is analysed the
biochemical markers of inflammation and oxidative damage. To do this, various
determinations (IL-6, TNF-a, CD62L or L-selectin and MDA) had been studied in
sedentary and active people. The results indicate that there are significant differences
between these two groups and gender. In the case of IL-6 and MDA, inactive individuals
have higher levels of these markers. It is also in the case of MDA significant differences
between genders, presenting higher levels at men than women. Nevertheless, TNF-o
and L-selectin are not presenting significant changes. The fact is a session of physical
activity triggers a peak of IL-6, which stimulates the secretion of anti-inflammatory
cytokines. This eventually decreases the baseline levels of inflammatory markers.
Moreover, physical exercise is also associated with elevated levels of reactive oxygen
species, which can cause cellular damage. However, low levels of ROS may have a
regulatory role increasing antioxidant systems. In conclusion, the practice of reqular
exercise training leads to the formation of an anti-inflammatory and antioxidant

profile.



1. Objectius

El present estudi es centra en dos grans objectius principals:
- Avaluar si la practica regular d’activitat fisica comporta millores a marcadors
bioquimics relacionats amb la inflamacio i de dany oxidatiu.
- Observar si hi ha diferencies de genere entre persones fisicament actives i

persones inactives o sedentaries als mateixos parametres bioquimics.

2. Introduccio

Procés inflamatori

De forma general es podria definir la inflamacid6 com la resposta defensiva de
I'organisme en front a una agressidé focal. Aquesta situacid posa en marxa tota una
série de mecanismes als teixits afectats que van dirigits a 1) augmentar el flux de sang
als vasos de la zona afectada, 2) augmentar la permeabilitat dels capil-lars per facilitar
la sortida dels elements necessaris per fer front a I'agressid i, 3) atreure al teixit els

elements defensius necessaris, principalment neutrofils i monocits.
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Figura 1. Procés inflamatori on es veu la participacid dels leucocits i les citocines que intervenen™.



El procés inflamatori es troba altament regulat per tota una série de mediadors entre
els quals destaguen les molecules d’adhesié, quimio/citocines (histamina,
interleuquina (IL)), productes de sistemes enzimatics plasmatics (plasmina, bradicina) i
per mediadors vasoactius (prostaglandina) alliberats pels leucocits, mastocits i
plaguetes. Les citocines IL-1, IL-6, IL-8 (quimiotactica) sén produides per les cél-lules
tissulars en les primeres fases de la inflamacié. Després, quan ja acudeixen els
leucocits, aquests alliberen IL-1, IL-4, Factor de Necrosi Tumoral (TNF) i interferd

gamma (IFN), que estimulen la migracié cel-lular (Figura 1).

Una de les etapes essencials en la inflamacio és I'arribada al punt danyat de cél-lules
immunitaries. Alguns dels mediadors de inflamacid alliberats pel teixit danyat atreuen
a les cél-lules immunitaries, procés de quimiotaxis, per que una vegada al lloc afectat
puguin exercir les seves funcions especifiques dins el procés. De les cél-lules
immunitaries, els neutrofils sén els primers en arribar i en actuar. Un dels mediadors
necessaris per la correcta evolucié del procés és la molecula d’adhesid L-selectina
(CD62L o LECAM) que intervé a I'etapa del rolling de les cel-lules perque es disminueixi
la velocitat del seu transport i puguin procedir a la migracid cap al lloc afectat. CD62L
és expressada tant per neutrofils, monocits, certs subgrups de limfocits T i B, com
cel-lules NK o I'endoteli. Aquesta proteina transmembranal d’adhesio es troba a la
superficie de les cel-lules per poder interaccionar amb altres glicoproteines i aixi
regular aquests lligams entre els leucocits i 'endoteli a la zona inflamada®. A més,
CD62L és un marcador de risc cardiovascular (CV)*. La familia de les selectines engloba
la E-, L- i P-selectina, on els gens que les codifiquen es troben en tandem en el
cromosoma 1, en el cas dels humans®. S’ha vist en ratolins deficients en L-selectina que
el reclutament de leucocits a la zona inflamada no és tan eficient, suggerint que

aquesta proteina d’adhesid té una funcié important en el procés inflamatori.

La IL-6 és un dels marcador inflamatoris més estudiats ja que participa en la regulacio
la resposta immune, i que intervé en la reaccié de fase aguda®. Normalment, no és
sintetitzada per les cel-lules de forma continua, pero la seva expressio és activada per

altres citocines (TNF-o. i IL-1) o per certes infeccions’. Les cél-lules que la secreten sén



els macrofags, limfocits T, cel-lules endotelials i fibroblasts. Recentment s’ha vist que el
muscul també n’allibera en resposta a I'estimul de la contracciéd muscular. Ha estat un
gran avanc considerar el muscul com a organ endocri® perd encara falta per demostrar
exactament quin és el mecanisme pel qual és alliberada pel muscul i realitza la seva
funcid. La informacid trobada fins ara apunta a la hipotesi de que actuaria com una
hormona catabolica, estimulant la mobilitzaci6 de substrats extracel-lulars i
augmentant el seu transport durant I'exercici’. La IL-6 exerceix diversos efectes sobre
I'organisme, depenent del teixit diana, com |’activacio o inhibicié de la proliferacio, la
diferenciacié cel-lular, etc. Concretament, promou l'expressié de la IL-2 i el seu
receptor, la proliferacié i diferenciacié dels limfocits T, la diferenciacido de macrofags,
etc’®. També es pensa que seria un marcador del sindrome metabolic, perd no una
causa. La IL-6 fa que apareguin a la circulacié més citocines antiinflamatories com la IL-
1ra o la IL-10, inhibint aixi les citocines proinflamatories com el TNF-a.. D’aquesta
manera també es redueix el risc a patir resistencia a la insulina (RI).

El TNF-o és produit i secretat majoritariament pels adipocits i el seu augment es
relaciona amb la Rl i en un augment en la taxa d’apoptosi dels adipocits. També
afavoreix una major secrecio d’acids grassos, la qual cosa es relaciona amb major risc
d’aterosclerosi i inflamacid sistémica cronica de baix grau’. El TNF-a, també és
secretat pels monocits i macrofags, actuant com a regulador de la resposta immune
mitjancant diverses funcions i a més, és un potent pirogen®?. Circula pel sistema
sanguini en resposta a un estimul d’agents infecciosos o dany tissular, estimulant a
neutrofils i alterant el perfil de les cel-lules endotelials. La produccié de TNF-a és
regulada per l'accié de limfocines i endotoxines alliberades pels macrofags i I'lFN

també augmenta la seva secrecio.

Activitat fisica i salut

El concepte de salut es podria definir com un estat de benestar fisic, mental i social
complet i no només I'abséncia de malaltia o discapacitat’>. Un dels aspectes a
considerar dins aquest concepte és la practica d’exercici, ja que la seva practica regular
suposa un benefici per la salut. Es cert que lactivitat fisica té molts d’efectes
favorables sobre I'organisme, ara bé, sempre que es planifiquin correctament, perque

si es fa una mala practica, els efectes poden ser perjudicials.



L'exercici provoca una resposta immunitaria de fase aguda semblant a la que es
produeix davant una infeccid i que és proporcional a la durada i a la intensitat del
mateix. Es diferencien diversos tipus d’activitat fisica, des de la practica regular i
moderada fins I'aguda extenuada. L'entrenament que segueixen els atletes és un estil
de vida que pot influir en la funcié del sistema immune, la salut i finalment la millora
de l'exercici. La idea per desenvolupar un entrenament per mantenir la salut del
sistema immunitari és comencar amb un programa senzill, amb una intensitat i durada
moderada. S’ha d’anar seguint un augment periodic del volum d’entrenament i afegir
diversos tipus d’exercicis per tenir varietat. S’han d’evitar entrenaments excessius i
massa forts perque poden ser perjudicials i facilitar el desenvolupament de malalties.
Per aix0 s’ha d’assegurar un bon descans, que estigui ben planificat i que sigui
suficient. En conjunt es pot integrar-ho tot en un programa per identificar signes que
demostrin una millora de I'estat amb I'entrenament o si hi ha manifestacions de

. \ s . 1
deteriorament d’estres fisic**.

La practica d’activitat fisica moderada i

regular augmenta la resistencia a les
infeccions i potencia el benestar fisic i

emocional. En canvi, si es tracta d’un exercici

Risc de infeccions

extenuat provoca una suspensio temporal de

la funcionalitat cel-lular i augmenta el risc a

patir infeccions de les vies respiratories. Es el

Sedentarisme Intensitat d'exercici Intensitat
moderat elevada

IIJ 4

entre la

gue es coneix com la relacié en

incidéncia de infeccions i |'activitat fisica  Figura 2. Grafica que relaciona el grau
d’activitat fisica amb el risc de patir infeccions.

(Figura 2). La causa d’aquesta disminucié del

sistema immune sembla estar relacionada amb I’elevada circulacié d’hormones

d’estrés i les alteracions del balang de citocines proinflamatories i antiinflamatories en

resposta a I'exercici. També s’ha vist que un exercici excessiu causa dany als diferents

components cel-lulars (lipids, proteines i ADN) i fins i tot induir I'apoptosi.



Es pretén plantejar l'activitat fisica com un mecanisme antiinflamatori i de forma
indirecta, interferir sobre diverses patologies croniques, com el sindrome metabolic o
patologies CV, disminuint el risc de presentar-les. S’ha vist que la realitzacié d’exercici
regular ofereix proteccié en contra l'arteriosclerosi, diabetis mellitus de tipus 2
(DMT2), cancer de colon, isquémica o infart cardiac, i malaltia pulmonar obstructiva
cronica®™. El que tenen en comu totes aquestes patologies és que estan associades
amb un perfil inflamatori cronic'®. Les evidéncies suggereixen que I’efecte protector de
I’exercici possiblement sigui pels efectes antiinflamatoris que promou la seva practica
regular mitjancant la reduccié de la massa adiposa abdominal i per la creacié d’un
entorn antiinflamatori'’.

Un estil de vida poc saludable (no seguir una dieta equilibrada, sedentarisme o seguir
mals habits) fa que s’acumulin més lipids al teixit adipds, pel fet de que la ingesta és
superior a les necessitats energetics. Un augment del teixit adipds estimula que migrin
cel-lules immunes cap aquest teixit, pel fet de que els adipocits estan amb un major
grau d’hipoxia i aix0 provocara que expressin i alliberin tota una série citocines que
faran augmentar el nivell basal de I'estat inflamatori de tot I'organisme (Figura 3).
L’exercici ajuda a prevenir aquest excés de lipids, actuant de forma directa augmentant
la despesa energéetica i a més, promou una millora de la salut CV afavorint el perfil
lipidic de la sang ({LDL/{'HDL) i aixi disminuir el risc de formacié de plaques d’ateroma.
Finalment, si s’exerceix activitat fisica regular, ajuda a mantenir un ambient

antiinflamatori per prevenir diverses malalties croniques®®.

Physical Inactivity
Visceral fat accumulation
Chronic Systemic Inflammation

Insulin Resistance, Atherosclerosis, Neurodegeneration, Tumour

growth
Type 2 diabetes
S Cardiovascular
Diseases
Breast cancer
Depression

Colon cancer

Dementia

Figura 3. Cadena d’efectes que suposa la inactivitat fisica'. 10



Exercici i inflamacio

Parlant del paper que té |’exercici en el procés de inflamacid, es podria definir activitat
fisica com la realitzacié de qualsevol moviment que suposi un esfor¢ muscular i que
tingui repercussions a tot I'organisme, ja sigui el moviment de metabolits energétics
(glucogen, triglicerids) o canviant el perfil metabolic (catabolisme)™. Es sol fer la
distincid entre activitat fisica i exercici, sent aquest darrer una part concreta de
I'activitat fisica. Ara bé, a aquest treball es tractaran aquests dos conceptes com

equivalents ja que en general venen a referir-se al mateix.

Els efectes de I'exercici fisic relacionats amb la

A Sepsis
‘ inflamaci6 es  produeixen per diversos
mecanismes, on els principals marcadors sén les
IL-10
citocines, concretament la IL-6 i el TNF-a. La
resposta local a les infeccions o als danys tissulars
consisteix en la produccié de citocines que soén
alliberades al lloc de la inflamacié (Figura 4).
B Exercise
Algunes d’aquestes citocines faciliten la migracié
ni-inflammaitory

de limfocits, neutrofils, monocits i altres cel-lules.
IL-10
La resposta inflamatoria local és acompanyada
N per una resposta sistémica coneguda com la

resposta de fase aguda. En resposta a una

infeccio aguda o trauma, les citocines i els

Figura 4. Diferencies en I'alliberacié
de citocines en el procés de sepsia (A)

. .9 L .
i d"exercici (B)". patologia i llavors els seus nivells retornen al

inhibidors augmenten fins que se supera la

nivell basal’. La resposta de les citocines durant I'exercici és diferent a la d’una
infeccio, ja que les citocines proinflamatories TNF-ou i IL-1b, en general no augmenten
amb I'exercici?® . Ara bé, la IL-6 augmenta exponencialment i disminueix una vegada
gue ja ha passat I'estimul que requereix una demanda energética superior. Per altra
banda, durant I’exercici també s’ha trobat un augment dels marcadors antiinflamatoris
(IL-10, IL-1ra i STNF-R) i una inhibicié de TNF-qa, creant aixi un ambient antiinflamatori

favorable®. S’ha vist que I'exercici fa alliberar petites quantitats d’adrenalina que

també atenuarien l'aparicié de TNF-o. Diversos estudis mostren com marcadors
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inflamatoris disminueixen si augmenta I'activitat fisica’. Sembla ser que la causant de
tot és la IL-6, que estigui en circulacié sera el punt clau per activar a les altres

25,26

citocines™™“". Es produeix un increment dels nivells circulants de IL-6, sense un dany

muscular evident®, en funcié de la intensitat i durada de I'exercici, la massa muscular

2022 g’ha demostrat que 'ARNm de la IL-6 és

implicada i I'entrenament de l'individu
activat per la contraccido del muscul esquelétic i la transcripcié del gen millora amb

I'exercici. Aquest fet es veu pronunciat per la practica d’activitat moderada i regular?’.

Les citocines i altres péptids que son sintetitzats i alliberats per les fibres musculars,
poden exercir un efecte paracri o endocri, per aixo la forma més correcta de classificar-
les seria com a miocines’®. Les miocines poden actuar directament sobre el
metabolisme lipidic i alhora produir un efecte indirecte sobre els procés
antiinflamatori. A més, influeixen de forma directe sobre els efectes antiinflamatoris
estimulant la produccid dels seus components. Es postula que la contraccid del muscul
esquelétic és I'estimul que fa alliberar les miocines que actuen com a hormones de
forma especifica i local, sobre el teixit adipds o el propi muscul esquelétic, interferint
en les vies de l'oxidacid lipidica potenciant la seva activitat. La primera miocina
identificada com a tal i la més estudiada és la IL-6. S’allibera en resposta a la contraccié
muscular, per 'augment de la concentracié de calci citosolic, i també activa els factors

de transcripcio positius del seu propi gen®’. Aquest fet fa que el muscul esquelétic sigui

Unic perqué pot secretar IL-6 independentment

del TNF-a. La IL-6 també estimula I'alliberacid
Lipolysis

de la IL-10 i de la IL-1ra que sbén potents /

citocines antiinflamatories perqué inhibeixen

I'alliberacié de diversos mediadors || ' A
| IL6mRANAT— 1\
proinflamatoris. Quan es troba dins de la | Fat
oxidation ¥ b
cel-lula participa en les funcions del teixit
_ , TNF,
muscular i quan és alliberada a la circulacio, /
¢ A
. . ’ IL-1ra
actua com una hormona sobre diversos organs. sTNF-R! iL-1of

En el mudscul, actua sobre la via de . :
’ Figura 5. Efectes de la IL-6 sobre diferents

senyalitzacié fosfatidilinositol-3-quinasa tei"it-“l )(muscu'ar' adipds, hepatic i
vascular).

12



(PI3K) i les proteines quinases activades per mitogen (AMPK), de forma que les activa
perque aixi es pugui captar més glucosa. Els efectes que té la IL-6 sobre el fetge i el

teixit adipds (Figura 5) sdn regulats per I'activacié de la AMPK.

La IL-15 és una altra miocina que també s’expressa en el muscul esquelétic i s’ha
identificat con un factor de creixement que estimula els processos anabolics, que
també té efectes sobre el metabolisme lipidic. Es pensa que podria ser una connexio
entre el muscul i el teixit adipds. S’ha vist que els nivells del seu mRNA en el muscul
augmenten amb I'entrenament suposant que augmenta la seva concentracié en el
muscul. Es va veure en un estudi amb rates que la IL-15 contribuia a la disminucid de la

massa del teixit adipds abdominal perd no semblava tenir efecte sobre el subcutani®.

Exercici i estres oxidatiu

La practica d’activitat fisica regular, a pesar de tenir diversos efectes beneficiosos, és
considerat com I'estimul que indueix més estrés oxidatiu. Hi ha certa controvérsia pel
qgue fa aguest tema ja que diversos estudis antics s’han centrat en els efectes adversos
de la generacidé de radicals lliures d’oxigen (ROS) en el muscul. En canvi, actualment
certs estudis consideren que la produccié mitocondrial de ROS pel muscul durant
I’exercici és necessari perque les vies de senyalitzacié s’adaptin a aquest nou estimul. A
més, es proposa que alguns efectes positius que promou I'exercici estan relacionats en
la produccié de ROS, com que pot promoure la sensibilitat a la insulina i ajudar a
prevenir la DMT2. La induccié de ROS per |'exercici activa les vies de senyalitzacio
redox i modula el sistema antioxidant endogen. Aleshores, avui en dia son considerats
tant els aspectes beneficiosos com perjudicials de la seva generacid. Aquesta
contradiccio fa plantejar si seria favorable la suplementacido d’antioxidants durant

I’exercici i quin efecte tindria sobre un programa d’entrenament regular.

Durant I'exercici fisic, el flux d’oxigen augmenta per fer front a la demanda energetica
del muscul, la qual cosa suposa un augment significatiu de la producciéo de ROS i
radicals lliures (RL) a la cadena respiratoria mitocondrial. Aquestes moléecules actuen
sobre altres macromoléecules, especialment I'ADN, lipids i proteines. Com que

augmenta el metabolisme i el consum d’oxigen per les fibres musculars, augmenta la

13



temperatura i disminueix el pH de les cel-lules musculars durant I'exercici i aixo fa que
s’acceleri més la produccié de RL. Encara que la major part de la generacié de ROS es
produeix principalment en els musculs, també es déna a algunes cél-lules
immunitaries, com els macrofags, monocits, eosinofils i neutrofils. Els RL generats
durant I'activitat fisica activen alguns components importants del sistema de defensa
antioxidant com els enzims antioxidants catalasa, superoxid dismutasa i la glutatid
peroxidasa. En altres paraules, I'activitat fisica pot ser que tingui un efecte final

antioxidant.

2 H,0 + O2

catalase
20,

403-5907 5 ho,
+4H+

GSH

reductase NADP*+

GSH

peroxidase 2GSSG

4 H,0

NADPH

Figura 6. Principals espécies reactives d’oxigen i enzims
antioxidants. SOD, superoxid dismutasa; GSH, glutatid
reduit; GSSG, glutatid oxidat

L'activitat fisica aguda i la regular tenen efectes diferents sobre |'estres oxidatiu.
Diversos estudis evidencien que I'exercici agut indueix la produccié de ROS i especies
reactives de nitrogen, i per tant estres oxidatiu. En canvi, |'exercici regular indueix el
sistema antioxidant endogen que confereix proteccié en contra dels efectes adversos
del dany oxidatiu. Estudis recents indiquen que la produccié de ROS durant I'exercici és
un iniciador de I'activacié de dues vies de senyalitzacié redox importants, la del factor
nuclear kB (NF-kB) i la AMPK. L’activacié d’aquestes dues vies indueix certs enzims
antioxidants com la superoxid dismutasa mitocondrial o la glutatid peroxidasa. El
seguiment dels efectes a llarg termini han mostrat que el contingut de glutatid reduit

, .. 1
augmenta, com també augmenta I'activitat de la catalasa’’.

Envelliment saludable

L’envelliment és un procés fisiologic on es donen una serie de canvis estructurals i
funcionals de forma gradual i no s’ha de confondre amb una malaltia, ja que comenca
en el moment del naixement. S’han proposat diversos mecanismes per explicar
I’envelliment pero les teories més recents es centren en dos processos relacionats

entre si: I'existéncia d’'un programa geneétic determinat i els efectes de |'exposicid
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continuada a factors exogens que donen lloc a I'acumulacié progressiva de lesions
cel-lulars i moleculars. També se sap que les cél-lules dels animals superiors en cultiu
experimenten un numero limitat de divisions cel-lulars. Es el que es coneix com a
fenomen de Hayflick (potencial de duplicacio finit). A cada divisié cel-lular es produeix
I'escurcament dels telomers dels cromosomes i existeixen evidéncies solides que
demostren que les cél-lules expressen el fenotip senescent quan un o més dels seus
telomers arriba a una longitud critica. L’acumulacio de cel-lules senescents que no es
divideixen pot comprometre la renovacid i la reparacid dels teixits, a més de que
aquestes alliberen senyals senscents (IL, factors de creixement) que alteren el

microambient del teixit podent modificar la seva estructura i funcié.

Early ages ey Advanced ages
&=y \ \\7
3 O 3 /
oW v " 'j e ':/
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I \ Protumorigenic Aging of the
tissue mechanisms organism
(*, .
o v, | \ \
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Apoptotic cell Senescent cell diseases

Tumoral suppression
Tumor cells

Figura 7. Diferencies dels mecanismes senescents en cel-lules d’edat primerenca i
avangadaso.
Segons la Organitzacié Mundial de la Salut, I'envelliment actiu comporta aprofitar al
maxim les oportunitats per obtenir un benestar fisic, psiquic i social al llarg de tota la
vida. L'objectiu final seria estendre la qualitat, la productivitat i I'esperanca de vida en

edats avancades.

L’envelliment provoca una disfuncid de les capacitats del sistema immune, els organs i

els teixits que de forma progressiva es van deteriorant i van perdent la seva

15



funcionalitat. A mesura que avanca I'edat, les accions realitzades per ROS passen a ser
més perjudicials, ja que amb I’envelliment els mecanismes antioxidants van disminuint
i per tant hi ha major probabilitat de que les espécies radicalaries actuin sobre diversos
components cel-lulars. A més, s’ha apreciat que els ancians presenten elevades
concentracions de citocines proinflamatories de forma basal i s’ha comprovat que
guantitats apropiades d’activitat fisica poden disminuir aquest nivell de citocines.
D’aquesta manera, s’aconsegueix controlar els nivells d’aquests marcadors, sent aixi

. ez . 1
un aspecte beneficids per I'envelliment®’.

Els sistemes de reparacié de I’ADN van disminuint amb el temps i per tant, es van
acumulant més mutacions que al final es tradueixen en la sintesi de proteines
anormals que acabaran comprometent a la cel-lula. Una altra molecula important que
es veu afectada és el col-lagen, ja que forma part de la matriu extracel-lular i participa
en l'intercanvi de substancies intercel-lular. Amb el pas del temps es provoquen més
danys que perjudiquen la integritat d’aquesta estructura alterant les funcions

fisiologiques en les quals hi participen.

A aquest estudi es pretén veure quin és I'efecte antiinflamatori associat a la practica
d’activitat fisica regular i alhora, estudiar quines sén les variacions en els marcadors
inflamatoris. Per aquest motiu s’han dut a terme una serie de determinacions que
s’han realitzat sobre individus d’edat avancada, al voltant dels 65 anys, per aixo

s’introdueix aquest procés en I'envelliment.
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3. Materials i Metodes

Descripcio general de I'estudi
El present estudi es troba inclos dins un estudi cros-seccional que consisteix en

I'avaluacié de marcadors dietetics, activitat fisica i rendiment esportiu, defenses
antioxidants i dany oxidatiu. Al global de I'estudi hi participaren un total de 380
persones, 176 homes de 55-80 anys i 204 dones de 60-80 anys. Les persones
seleccionades per l'estudi no presentaven cap indici de patologia cardiovascular
documentada prévia a la participacié a I'estudi. Tot I'estudi s’ha dut a terme d’acord a
les guies reglades a la declaracié de Helsinki, i tots els procediments van ser aprovats
pel comité d’etica d’investigacio clinica de les llles Balears. Tots els participants a
I’estudi van ser informats adequadament del mateix i van subscriure un consentiment
informat per participar. El grau d’activitat fisica es va mesurar per mitja del qiestionari
Minessota, validat per la poblacié espanyola, i va permetre classificar els diferents

participants en funcié del grau d’activitat fisica realitzada®” *.

Individus estudiats

Pel desenvolupament d’aquest treball es van utilitzar quatre grups d’estudi, de 20
individus cada un. Es diferencien entre géneres i segons el seu grau de practica regular
d’activitat fisica (si son actius o inactius). Aleshores els grups resultants son: homes
actius, homes inactius, dones actives i dones inactives. Es van incloure en I'estudi tots
aquells homes entre 55 i 80 anys, i dones entre 60 i 80 anys sense malaltia CV

documentada. Les caracteristiques generals dels participants en I'estudi es mostren en

la Taula 1.
Homes Dones
(n=40) (n=40)
Inactius Actius Inactius Actius
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
Edat (anys) 64.8+1.2 65.0+1.2 68.2+1.0 66.8+0.9
Pes (kg) 85.1+2.5 73.5+2.0* 66.5+1.8 65.5+2.0
Alcada (cm) 1709+1.3 168.1+1.1 156.3+1.0 155.7+0.9
IMC (kg/m?) 29.0+£ 0.6 26.0+0.7* 27.2+0.7 27.0+£0.8
Greix corporal (%) 28.4+0.8 23.2+1.1* 38.2+0.9 36.2+1.2
ICC (cm) 101.5+1.8 89.6+2.2* 86.3+1.4 83.7+1.8
ICA 0.59+0.01 0.53+0.01* 0.55+0.01 0.54 £0.01
Activitat fisica (METs) 1561+ 116 9764 + 287* 1667 + 133 8143 + 334*

Taula 1. Dades antropometriques dels participants dels diferents grups. Els valors sén presentats com la mitjana
+ SEM. Les diferéncies significatives entre els subjectes inactius i actius es van analitzar amb un t-test
desaparellat. Les diferencies del greix corporal entre individus inactius i actius es van avaluar amb un x2 test.
(Abreviacions: IMC, index de massa corporal; ICC, index cintura/maluc ; ICA, index cintura-algada).
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Tecniques utilitzades

Determinacié de IL-6, TNFo i CD62L

Es van disposar previament d’un recull de mostres que es mantenien congelades a
-759C. Es van fer tres determinacions del tipus ELISA (Enzyme-Linked InmunoSorbent
Assay) amb kits de la casa comercial Diaclone. Aquestes van ser la Human IL-6 High
Sensitivity, Human TNFa i Human CD62L. La tecnica d’ELISA s’utilitza en la biologia
molecular per detectar un antigen (en aquest cas) o un anticds a una determinada
mostra basant-se en I'especificitat de la unié antigen-anticos. Un dels dos components
es troba adherit a un suport, de forma que queda immobilitzat, i generalment I'altre
component dur conjugat un enzim que formara un producte detectable quan se li
afegeixi el seu substrat. Hi ha diversos tipus d’ELISAs perd en aquest estudi s’ha
utilitzat el tipus sandvitx en fase solida (no competitiu) per la determinacié qualitativa i

guantitativa d’aquestes molécules in vitro.
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Figura 8. Fonament de la técnica d’ELISA tipus sandvitx biotina-estreptavidina“.

De forma breu, el procediment ha consistit en introduir un volum de 100uL de mostra
o reactiu estandard dins cada pouet de la placa d’ELISA que ja té els anticossos
adherits per a cada molécula especifica. Seguidament s’han afegit 50uL de I'anticos
biotinilitzat i s’han incubat a temperatura ambient durant 3 hores. Una vegada passat
el temps, es fa un rentat i se li afegeix 100uL d’estreptavidina que es troba conjugada
amb I'enzim peroxidasa de rave picant (HRP) i es deixa a temperatura a ambient uns
30 minuts més. Posteriorment es torna a fer un altre rentat i se li afegeix 100uL de

TMB substrat i es deixa uns 15 minuts a temperatura ambient i en I'obscuritat.
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Finalment se li afegeix la solucid STOP (H,SO4) i es procedeix a fer la lectura a una

longitud d’ona de 450nm.

Determinacié de malondialdehid (MDA)

La concentracié de MDA al plasma es va realitzar amb el kit colorimétric de la casa
comercial Calbiochem. Breument indicar que es va iniciar a partir de 100uL mostra i
100ulL d’aigua dins un eppendorf el qual se li afegi 650uL el reactiu de metilfenilindol i
150uL de HCI 12N. Acte seguit es deixa incubant a 452C amb agitacié durant 45 minuts.
La seglient passa és centrifugar-ho 2 minuts a 4500 rpm i ja es pot carregar la placa.

Per acabar es realitza la lectura a una longitud d’ona de 586nm.

Analisi estadistic

L’eina estadistica que es va utilitza per comparar els quatre grups d’estudi va ser una
ANOVA de dos factors, usant el grau d’activitat fisica i sexes com a factors a considerar
per veure si hi havia diferéncies significatives entre ells en les determinacions que es
van fer. En els casos que hi havia diferéncies significatives es va usar una ANOVA d’un
factor amb una prova posthoc (Bonferroni), per determinar entre quins grups hi havia
diferencies. Els valors p<0.05 sén considerats estadisticament significatius. Els valors
s’expressen com la mitjana + error. Aquesta analisi va ser realitzada amb el programa

SPSS versio 21 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

4. Resultats

Referent a les dades antropometriques, en el cas de les dones no hi ha diferéncies
significatives entre els grups actius i inactius excepte pel grau d’activitat fisica (1667 +
133 METS en inactives vs. 8143 + 334 METS en actives). Els homes actius presentaven
menor pes, IMC, % grassa corporal i menor rati cintura/alcada i, realitzaven més

activitat fisica (1561 + 116 METS en inactius vs. 9764 + 287 METS in actius) (Taula 1).
En primer lloc, una vegada analitzat el resultat de IL-6 s’observa que hi ha diferéncies

significatives degut a la practica d’activitat fisica, observant diferéncies entre home

inactiu i home actiu; i també entre dona inactiva i dona activa (p<0,05). En els dos
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casos, els grups inactius presenten nivells més elevats que els actius. S’observa que

tant en el cas dels homes com de les dones, el fet de practicar activitat fisica regular

provoca que tinguin nivells significativament inferiors que els grups sedentaris. En

canvi no es troben diferencies entre els dos géneres.

A B
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Figura 9. A) Estudi de la concentracié de IL-6 circulant a homes i dones, actius i inactius. B) Determinacié de la
concentracié de TNF-a. circulant als diferents grups d’estudi. * Diferéncies significatives entre inactius i actius

(p<0,05).

En segon lloc, després d’haver analitzat els nivells plasmatics de TNF-a no s’aprecien

diferencies significatives entre cap grup. Ara bé, es pot veure una tendéncia a que les

dones tindrien uns nivells de partida lleugerament superiors als dels homes i que les

dones inactives encara estarien un poc més per sobre d’aquest nivell (Figura 9, grafica

B).
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Figura 10. Analisi de la concentracié de CD62L circulant en els quatre grups d’estudi.
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En el cas dels nivells de CD62L analitzats, no s’han trobat diferéncies significatives
entre cap grup pero es veu una tendéncia dels grups inactius que tindrien nivells més

elevats (Figura 10).
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Figura 11. Determinacié dels nivells plasmatics de MDA en els diferents grups d’estudi.
* Diferencies significatives entre inactius i actius (p<0,05). # Diferéncies significatives entre
géneres (p<0,05).

Finalment, després d’haver analitzat els nivells de MDA s’observa que hi ha diferéncies
significatives entre tots els grups d’estudi (p<0,05) (Figura 11), tant entre géneres com
en grups actius i inactius. En el cas dels homes, es veu que la practica d’activitat fisica
regular disminueix significativament els nivells de MDA; el mateix que passa en el cas
de les dones (p<0,05). A més, entre els homes i les dones, tant els grups actius com no
actius, hi ha diferencies significatives on les dones presenten nivells inferiors en els dos

casos (p<0,05).

5. Discussio

Els resultats presentats en aquest treball demostren que la practica regular d’activitat
fisica indueix un menor grau d’inflamacié com evidencien els menors nivells de IL-6 i

un menor grau de dany oxidatiu amb una menor concentraciéo de MDA al plasma.

El procés d’envelliment altera els marcadores circulants d’inflamacid; amb I'edat

s’instaura un cert grau de inflamacié cronica caracteritzada per un increment de
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3538 |’exercici fisic indueix una

mediadors pro-inflamatoris en la circulacié sanguinia
resposta antiinflamatoria, probablement regulada per la secrecié de miocines com la
IL-6%, que podria evidenciar-se en qué els esportistes d’edat avancada que han
continuat practicant esport al llarg de la seva vida, mantinguin una alta capacitat de
secrecié de miocines en front a un exercici fisic i que en condicions basals estigui
absent la inflamacio cronica de baixa intensitat. Una de les citocines implicades és la IL-
6, que a més de presentar efectes antiinflamatoris, potencia I'oxidacié d’acids grassos i
una millor captacié de glucosa estimulada per insulina®. En el present estudi la IL-6 es
veu clarament afectada per la practica regular d’activitat fisica, on els individus actius
presenten nivells inferiors que els inactius. Aquesta és una prova a favor de que la
practica d’activitat fisica regular disminueix el grau de inflamacié. Com han demostrat
certs estudis, una sessié d’activitat fisica aguda provoca un augment de IL-6° perd
també s’ha vist que si se segueix un entrenament regular, aquest increment s’atenua
afavorint els biomarcadors antiinflamatoris**. Ara bé, no s’han trobat diferéncies
significatives entre géneres pero els homes podrien presentar nivells més elevats de
marcadors inflamatoris per motius fisiologics i anatomics, ja que tenen una complexid
major que les dones®’. En canvi, en els resultats obtinguts sembla haver-hi una
tendéncia en que les dones presentarien nivells superiors pero tal vegada el motiu
sigui perque el grup estudiat no és massa elevat, amb una n=20 per cada grup. Es
proposaria repetir les determinacions augmentant el nombre d’individus per veure si
aquests nivells s’igualarien o realment la diferencia es veuria magnificada fins a nivells

estadisticament significants.

Augments del TNF-a de forma cronica s’associen directament a un estat de inflamacio
sistemica de baix grau que participa en la instauracié del sindrome metabolic al
interferir en la senyalitzacid de la insulina i en definitiva, dificultant la captacio i
metabolitzacié de la glucosa®. Malgrat Iactivitat fisica indueix un augment en
I'expressié de TNF-a. a nivell muscular, no hi ha evidéncies clares que suportin que
comporti un augment significatiu dels nivells plasmatics circulants®. El TNF-a, també
és secretat pels monocits i macrofags, encara que tampoc hi ha cap resposta clara
induida per l'activitat fisica. Entre els diferents efectes beneficiosos de la practica

regular d’activitat fisica es troba la inhibicié de la produccié de TNF-a millorant en
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conseqiiencia el perfil inflamatori. Al present treball no trobem diferéncies
significatives pel que fa el TNF-a entre els grups pero si que s’aprecia una tendéncia de
que els individus actius tindrien nivells inferiors als inactius. Sembla que també es
repeteixi el cas de que les dones tindrien valors més elevats que els homes pero es
podria aplicar el mateix raonament del nombre de participants dels grups d’estudi.
Altres estudis suggereixen que I'exercici regular promou que el muscul alliberi IL-6 i

una funcid biologica d’aquesta seria la inhibicié de la produccié de TNF-a*°.

Les moléecules d’adhesié son glicoproteines expressades en la superficie d’una gran
varietat de cel-lules (cel-lules endotelials, leucocits i plaguetes) i participen en la
resposta dels leucocits a la inflamacid. Algunes de les molecules d’adhesié cel-lular
s’alliberen al plasma com formes solubles, donant informacio sobre el grau d’activacié
endotelial o disfuncié®. Un augment dels seus nivells circulants es relaciona amb
processos inflamatoris i s’ha correlacionat de forma positiva amb el risc CV>. En la
determinacié de CD62L tampoc s’observen diferéncies significatives perdo sembla
haver-hi una tendéncia dels grups inactius que presentarien nivells superiors que els
actius. En principi, seria logic pensar que sigui aixi perque els grups inactius en general
presenten un grau d’inflamacié basal ja més elevada. La CD62L participa en el procés
de migraciod de leucocits quan hi ha un dany local, ja sigui una infeccié o una inflamacié
i per tant un menor nivells es relacionaria amb un menor grau d’inflamacio al grup més
actiu.

La realitzacid d’una activitat fisica augmenta el consum de O, i les demandes
energetiques, augmentant la produccié de ROS, que si no és contrarestada pels
diferents antioxidants pot conduir a una situacié d’estrés oxidatiu generant una
situacié que pot arribar a ser patologica®. Malgrat aix0d, I'augment puntual d’espécies
reactives que es produeix després de I'activitat fisica aguda, sobretot si I'activitat es va
realitzant de forma regular i moderada al llarg del temps, sén essencials per activar la
resposta adaptativa de I'organisme i reduir la incidéncia de dany oxidatiu®'. De fet, la
presencia continuada i prolongada d’estimulants fisiologics oxidants durant
I’entrenament provoca una adaptacido en front a l'estrés oxidatiu, donant com a

42,43

resultat una major proteccio antioxidant™ ™. La mesura de MDA ens ddna una visié del

grau general d’estrés oxidatiu a nivell sistémic, ja que la determinacié s’ha fet en
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plasma. Els acids grassos, sobretot els poliinsaturats, presents a les membranes son
especialment susceptibles de ser atacats per les espécies reactives, a través de
reacciones de peroxidacio lipidica. Com a resultat es formen hidroperoxids els quals
tenen una vida mitja relativament curta i es descomponen fins formar aldehids de
cadena curta com 4-hidroxinonenal (4-HNE) i MDA*. Un estil de vida sedentari
promou que els teixits es deteriorin perquée les cél-lules inactives acumulen danys i
lesions cel-lulars i a més, presenten una menor capacitat antioxidant, cosa que pot
provocar que els individus inactius (d’ambdds géneres) presenten nivells més elevats
de MDA. A més, hi ha diferencies significatives entre homes i dones, on les dones
presenten nivells inferiors. Als darrers anys s’ha posat de manifest que la capacitat
antioxidant és depenent del génere®. Un dels casos que es proposen perqué les dones
presentin un nivell inferior que els homes és que tenen una certa proteccio a causa del
sistema hormonal, sobretot en el cas dels estrbgens46. A més, els homes tenen una
massa muscular major i per tant tenen una major capacitat de generar especies
reactives. Per altra banda, les persones actives, tenen un millor sistema antioxidant
perque les sessions d’exercici fisic a la llarga estimulen aquest sistema de defensa
endogen. Ara bé, aquest sistema és un equilibri molt fi entre ROS i els mecanismes
antioxidants, per aix0 s’ha d’assegurar que la balanca estigui inclinada cap a la
proteccié antioxidant per aixi mantenir I'aspecte beneficids. Actualment, a I'hora de
valorar els efectes de l'activitat fisica s’han de tenir en compte tant els aspectes
positius com negatius de la generacié de ROS en Iactivitat fisica’’. S’ha vist que
després d’una sessi6é aguda d’exercici es produeix dany oxidatiu en els neutrofils i aixo
indueix les defenses antioxidants*’. Ara bé, a la llarga, si se segueix un entrenament

regular s’ha vist que incrementa el sistema de protecci6 enfront al dany oxidatiu®.

24



6. Conclusions

Els resultats obtinguts suggereixen que la practica d’activitat fisica regular condueix a
una millora dels biomarcadors inflamatoris i de dany oxidatiu. A més, s’han trobat
diferéncies significatives entre els dos generes pel que fa als nivells de MDA. El procés
inflamatori es presenta de diferent forma en funcié de si es tracta d’'una lesié o d’'una
resposta a un exercici fisic. L'activitat fisica influeix positivament sobre la salut dels
individus interferint en malalties inflamatories croniques com la DMT2 o
I'arteriosclerosi. Malgrat el fet de realitzar activitat fisica pugui produir en conjunt
major quantitat d'espécies reactives de forma aguda, a la llarga s’ha vist que
I'exposicid a aquests nivells baixos i repetits de ROS potencien a les defenses
antioxidants conferint una major proteccid. El mateix mecanisme es podria aplicar en
el cas dels marcadors inflamatoris, on el pic de IL-6 durant |'exercici és necessari
perque s’alliberin les altres citocines antiinflamatories i aixi a la llarga potenciar un
ambient antiinflamatori. Tot plegat, la finalitat és aconseguir un envelliment saludable
a fi de garantir una qualitat de vida, disminuint el risc de patir malalties relacionades
amb les complicacions de I’'envelliment. Per aixo és molt important fer exercici fisic des
de ben petits, perqué ajuda a disminuir el risc CV, entre altres, ja que és la principal
causa de mort dels paisos desenvolupats®. Aixi i tot, faltaria definir concretament les
condicions que determinen una correcta practica d’activitat fisica amb efectes

beneficiosos per la salut.
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