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Resumen

Es bien sabido en todo el ambito deportivo y
cientifico que el ejercicio agudo y de elevada
intensidad genera inflamacion en los musculos
que ejerce contracciones tanto concéntricas
como excéntricas. Pero recientes estudios estan
intentando demostrar como el ejercicio
moderado y realizado de forma regular,
disminuye este perfil pro-inflamatorio,
facilitando la aparicion de un ambiente anti-
inflamatorio que mejore la reparacion tisular.

Para este estudio se utilizaron muestras
sanguineas de futbolistas en 3 situaciones: al
principio de la pre-temporada; tras 8 semanas
de entrenamiento regular, antes de comenzar el
entrenamiento; y tras 8 semanas de
entrenamiento regular, después de realizar el
entrenamiento. En  esas muestras  se
determinaron los niveles circulantes de las
interleucinas IL-6, IL-10 e IL-lra y del
malondialdehido (MDA) como marcador de
peroxidacion lipidica, asi como los niveles de
expresion génica de los genes que codifican
para NF-xB, COX2, IL-18 y MnSOD en
células mononucleares.

Los niveles plasmaticos de IL-6 e IL-lra,
aumentaron de forma significativa tras el
ejercicio agudo (tras 8 semanas de
entrenamiento regular, después de realizar el
entrenamiento), respecto a las otras dos
situaciones, pero no los de IL-10. Esto fue
favorecido por la  expresion  génica
significativamente alta de NF-kB y MnSOD en
la misma situacion, pero solo respecto a la
situacion inicial (antes de la pre-temporada).
Todo esto sumado a un aumento, pero no
significativo, de MDA.

Por lo tanto, se puede deducir que el ejercicio
prolongado, promueve el aumento de
citoquinas anti-inflamatorias asi como la
expresion génica de genes que codifican para
enzimas que tienen ese mismo papel. Aunque
sea inevitable que el perfil proinflamatorio
siempre aumente un poco.

Abstract

It is well known, throughout the sports and
scientific fields, that acute and non-continuous
exercise generates inflammation in muscles,
induced by both concentric and eccentric
contractions. However, recent studies are
trying to demonstrate how the moderate
exercise regularly performed decreases the
proinflammatory profile, facilitating the
appearance of an anti-inflammatory
environment that enhances tissue repair.

In this study, blood samples from football
players were extracted in 3 situations: at the
beginning of the pre-season; after 8 weeks of
regular training before beginning training; and
after 8 weeks of regular training after
completing training. In these samples, the
circulating levels of interleukins IL-6, IL-10
and IL-1ra, and malondialdehyde (MDA) as a
marker of lipid peroxidation, as well as gene
expression levels of genes encoding NF-«B,
COX2, IL-1B and MnSOD in mononuclear
cells were determined.

The plasmatic levels of IL-6 and IL-lra
significantly increased after acute exercise
(following 8 weeks of regular training after
completing training), compared to the other
two situations, but not IL-10. This was
favoured by the significantly higher gene
expression of NF-kB and MnSOD in the same
situation, but only compared to the initial
situation. All this was combined with a non-
significant increase of MDA.

Therefore, it can be deduced that prolonged
exercise promotes an increase in the anti-
inflammatory cytokines as well as in the
expression of genes, which encodes enzymes
having the same role. Nevertheless, a slight
increase in pro-inflammatory mediators is
inevitable.
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1. El proceso inflamatorio

La inflamacion es parte de una respuesta bioldgica
compleja por parte de los tejidos corporales a un
estimulo dafiino, como patégenos, células dafiadas o
irritantes’.

La inflamacion es una respuesta protectora que
implica la participacion de células inmunitarias,
vasos sanguineos, y mediadores moleculares. El
proposito de la inflamacion es eliminar la causa
- inicial de la lesion celular, células con necrosis y

Figura 1. El proceso inflamatorio afecta a| tejidos dafiados, asi como la reparacion de los
numerosas partes de nuestro organismo, entre teiidos afectados
ellas las articulaciones durante el ejercicio. J ’

Los signos clasicos de la inflamacién aguda son
dolor, calor, enrojecimiento, hinchazon y pérdida de funcion. La inflamacion es una respuesta
genérica, y por lo tanto se considera como un mecanismo de la inmunidad innata, en
comparacion con la inmunidad adaptativa, que es especifica para cada patogeno”.

Una pequefia, pero continuada inflamacion, puede conducir a la destruccion progresiva del
tejido por el estimulo nocivo (por ejemplo, bacterias) y comprometer la supervivencia del
organismo. En cambio, la inflamacion cronica se relaciona con toda una serie de
enfermedades, como la fiebre del heno, la periodontitis, la aterosclerosis, la artritis
reumatoide, e incluso se relaciona con el cancer. La inflamacion es un proceso complejo
finamente regulada por el cuerpo u organismo.

La inflamacion puede ser clasificada como aguda o croénica. La inflamacién aguda es la
respuesta inicial del cuerpo a los estimulos nocivos y se logra mediante el aumento de la
circulacion de plasma y leucocitos (especialmente granulocitos) de la sangre a los tejidos
lesionados. Una serie de eventos bioquimicos propagan y maduran la respuesta inflamatoria,
que implica el sistema vascular local, el sistema inmunolédgico, y varias células presentes en el
tejido lesionado. La inflamacion prolongada, conocida como inflamacién cronica, conduce a
un cambio progresivo en el tipo de células presentes en el sitio de la inflamacion, tales como
c¢lulas mononucleares, y se caracteriza por la destruccion y la curacion del tejido afectado de
forma simultanea.

1.1 Agentes causantes, fases y signos del proceso inflamatorio

Los principales agentes que causan inflamacion son de muchos tipos, por lo que se ha
realizado una clasificacion sisteméatica para asi poder comprender mejor como sucede todo
este proceso inflamatorio. Asi tenemos:

* Agentes bioldgicos: como por ejemplo bacterias, virus, hongos o parasitos
* Agentes que producen necrosis en los tejidos adyacentes, liberando mediadores
moleculares que activan todo el proceso, entre ellos tenemos:

- Agentes fisicos: radiaciones, calor, rayos UV...

- Agentes quimicos: toxinas y venenos.

- Cuerpos extrafios y traumatismos, ya sea porque el propio traumatismo o cuerpo
extraino desencadena la respuesta inmune o porque estos faciliten la entrada de
microorganismos.
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- Alteraciones en el flujo sanguineo: por ejemplo una isquemia.

* Alteraciones del sistema inmune: por ejemplo procesos de autoinmunidad o de
hipersensibilidad.

Ya sea dentro del tejido o en la migracion celular, todo el proceso global de inflamacion
comprende los siguientes 5 eventos, los cuales son los denominados “los 5 puntos cardinales
de la inflamacion™:

* Tumefaccion: es decir un aumento de la aportacion de liquido intersticial con la
consiguiente formacion de un edema.

* Enrojecimiento o rubor en la zona: producido normalmente por la vasodilatacion de la
zona.

e (Calor: producido por la vasodilatacion y por el aumento del consumo de oxigeno.

* Dolor: por la presencia de prostaglandinas que activan los nociceptores.

* Disminucion o pérdida de la funcion: también conocido como el 5° signo de Virchow,
ya que los otros 4 fueron ya constatados por Celso en la antigua Grecia.

Las 3 fases basicas que producen estos efectos macroscopicos son las siguientes:
1) Aumento del transporte sanguineo por vasodilatacion.

2) Aumento de la permeabilidad de los capilares por retraccion de las células
endoteliales, dejando pasar grandes moléculas, como el complemento, citoquinas y
plasma, asi como los leucocitos que participan en la respuesta inflamatoria, esto se
consigue gracias a unas fibras musculares lisas distribuidas longitudinalmente.

3) Salida y quimiotaxis de leucocitos hacia el foco que estd generando el inicio del
proceso inflamatorio.

La inflamacién estd bajo el control de diferentes moléculas que hacen que los leucocitos
liberen sustancias proinflamatorias. Entre estas sustancias estan las citoquinas
proinflamatorias, algunas de ellas son las siguientes: histamina, serotonina, interleucina (IL)-
8, factor citosolico de los neutréfilos (NCF), factor de necrosis tumoral (TNF)-a, IL-1, IL-6,
interferén (IFN)-y...

Este trabajo se centrard sobretodo en el proceso de la inflamacion aguda, por lo que de ahora
en adelante todos los procesos, marcadores, situaciones, etc. sobre los que se constaten datos
estaran centrados en el proceso inflamatorio agudo. Aunque cabe mencionar que los efectos
anti-inflamatorios beneficiosos comentados en este trabajo son a largo plazo.

1.2 Mediadores moleculares del proceso inflamatorio

Los principales mediadores que se producen durante la inflamacion se pueden dividir en
diferentes grupos, entre ellos estan:

*  Metabolitos del acido araquidonico: El 4cido araquidonico (AA) proviene del acido
linoleico, este acido se produce por accion de las fosfolipasas cuando son activadas por
cualquier célula estresada o en estado de necrosis. Una vez liberado el AA puede ser
metabolizado por dos vias:

= La via de las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2): esta via produce principalmente tres
compuestos a partir del AA; las prostaglandinas, los tromboxanos y las prostaciclinas.
» Laviade las lipooxigenasas: esta via genera leucotrienos y lipoxinas.
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Los efectos principales de todos estos derivados del AA son: vasodilatacion, fiebre, dolor,
agregacion plaquetaria, vasoconstriccion, aumento de la permeabilidad vascular...

Aminas vasoactivas: Las principales aminas vasoactivas son la histamina y la
serotonina, son sustancias preformadas en granulos dentro de las células. La histamina
suele estar producida normalmente por los mastocitos y su principal papel es la
vasodilatacion de arteriolas y el aumento de la permeabilidad en las vénulas. Mientras
que la serotonina suele estar en plaquetas y algunas células neuroendocrinas, aunque su
papel es practicamente el mismo que el de la histamina.

Citoquinas: son moléculas relativamente pequefias (entre 5 y 20 kDa) que estan
consideradas practicamente como hormonas, ya que su principal funcion es la
sefializacion intercelular. Las citoquinas sefializan sobretodo las siguientes funciones
celulares: proliferacion (factores de crecimiento), diferenciaciéon, migracion
(quimioquinas), apoptosis (familia TNF) y accidon pro-inflamatoria (IL-1 y TNF-a). Son
producidas fundamentalmente por los linfocitos y los macréfagos activados, aunque
también pueden ser producidas por leucocitos polimorfonucleares (PMN), células
endoteliales, epiteliales, adipocitos, del tejido muscular (miocitos) y del tejido conjuntivo.
Las citoquinas se han clasificado clasicamente en funcion de su accidon, ya sea pro-
inflamatoria o anti-inflamatoria, entre ellas destacan las siguientes:

= Citoquinas proinflamatorias: IL-1, TNF-a, IL-6, factores de crecimiento (VEGF, FGF
y PDGF), IL-8, IL-12...

= (Citoquinas anti-inflamatorias: Factor de crecimiento transformante (TGF)-B, IL-10,
IL-1ra, IL-13, IL-11, IL-16...

P, plPI

N
TS, ENATB

PROINFLAMATORIAS

. . . . . P . 3
Figura 2. Balance entre citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias’.

Factor activador de las plaquetas (PAF): se forma también a partir de los fosfolipidos
como el AA y se encuentra en numerosas c¢lulas del sistema inmunitario (plaquetas,
PMN, monocitos...). Sus principales funciones son: agregacion plaquetaria,
vasoconstriccién, broncoconstriccion, adhesion de los leucocitos al endotelio,
quimiotaxis, desgranulacion, estallido oxidativo y activacion de sintesis de eicosanoides.
Oxido nitrico: es un gas producido principalmente por los macrofagos y las células
endoteliales, produce vasodilatacion mediante la induccion del GMPc.

Radicales libres del oxigeno (ROS): Los radicales libres son especies quimicas que
tienen un electron desapareado en un orbital externo. En este estado el radical es
extremadamente reactivo e inestable y reacciona con todo tipo de componentes celulares:
proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos. Inician reacciones autocataliticas:
también llamadas reacciones en cadena. Lo que hacen es robar un electrén a algin
componente celular, como los antes mencionados. Su produccién se basa en la activacion
del sistema NADPH oxidasa. Los principales ROS que se producen intracelularmente
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son: el anidon superdxido (O;), el peroxido de hidrogeno H»O, y el radical hidroxilo
(*OH). El anion superoxido puede combinarse con el 6xido nitrico para formar especies
reactivas del nitrdgeno. La acumulacion de ROS es uno de los elementos que tiene mas
peso en la lesion mitocondrial ya que es un organulo en el cual se producen mas radicales
en toda la célula. De todas formas también es un agente lesivo celular importante en
general. Existen numerosas defensas antioxidantes que previenen su formacion o que los
neutralizan después de su generacién®. En funcion de su origen las defensas antioxidantes
pueden ser endogenas o exdgenas. Entre las endogenas se encuentran:

* Enzimas antioxidantes: Catalasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa, superdxido
dismutasa.

* Proteinas quelantes de metales: Ceruloplasmina, ferritina, lactoferrina, hemoglobina,
mioglobina, transferrina, metalotioneina.

* Moléculas antioxidantes: Bilirrubina, 4cido urico, glutation (GSH) y otros tioles, etc.

Entre los antioxidantes exogenos se pueden destacar:

»= Vitaminas A, C y E, carotenoides, flavonoides, y diversos metales como manganeso,
selenio, cobre y zinc que actuan como cofactores de los enzimas antioxidantes.

En una situacién en la cual la produccion de ROS supera la capacidad antioxidante, esto
produce una situacion de estrés oxidativo, produciéndose un desequilibrio desfavorable para
la célula. Una vez instaurada esta situacion los ROS producen dafios sobre los componentes
celulares, entre ellos esta:

= El cambio en la estructura de los lipidos conlleva cambios en la composicion de las
membranas. Por ejemplo uno de los principales componentes que se producen es el
malondialdehido (MDA), un marcador de peroxidacion lipidica que se mide con
facilidad en el suero.

* La oxidacion de las proteinas que normalmente va acompafiado a un cambio en su
funcion.

= La oxidacién de las bases nitrogenadas y los glicidos de las pentosas que constituyen
los acidos nucleicos. Se utiliza la formacion de la 8-hidroxi-2’deoxiguanosina como
indice de dafio oxidativo en el ADN y su excrecion en orina supone un marcador para
la estimacion de la velocidad de reparacion del ADN®.

Constituyentes de los lisosomas de los leucocitos: elastasas, colagenasas, proteasas...
que se activan normalmente en situaciones de apoptosis y necrosis liberados por los
dafios en las membranas lisosomales producidos por los ROS.

Neuropéptidos: propagan la respuesta inflamatoria, destacan el neuropéptido A y el
neuropéptido P.

Mediadores derivados de proteinas plasmaticas: en la familia de las quininas destaca
la bradiquinina; en la familia del complemento tenemos C3a y C5a; y en la via de la
coagulacion la trombina.

1.3 Células implicadas y resolucién de la respuesta inflamatoria

En la inflamacion actian numerosos tipos de células, aunque los dos tipos de leucocitos mas
importantes son los leucocitos PMN neutréfilos y los macrofagos.
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El tejido conjuntivo contiene macrofagos y mastocitos, que son células capaces de detectar la
presencia de células muertas o danadas. Los macrofagos son los principales causantes del
inicio del proceso de inflamacion, ya que poseen receptores especificos para detectar células
muertas. Cuando reconocen estas células, los macréfagos secretan las citoquinas: IL-1 y TNF-
a, que promueven la inflamacion, activando las células endoteliales de las venas cercanas
(sobre todo las vénulas eferentes), para que se pueda producir la migracion de los leucocitos a
través de los endotelios. Los mastocitos se activan frente al estrés fisico que se produce en los
tejidos (calor, frio, presion) y secretan los mediadores serotonina e histamina, que son
potentes sustancias vasoactivas.

El dafio tisular estd causado por los PMN, que son muy abundantes y liberan enzimas
hidroliticas y radicales libres que pueden producir dafios en los tejidos adyacentes. La
regeneracion es producida por los macrofagos, que activan los fibroblastos para que sinteticen
colageno, y a las células endoteliales para que generen nuevos vasos, mediante la secrecion de
factores de crecimiento’.

Ya que el proceso inflamatorio puede llegar a generar dafios importantes, es importante
detenerlo en el momento justo y adecuado. En parte, la inflamacién desaparece porque los
mediadores tienen vidas medias cortas, y se degradan radpidamente tras su liberacion. Los
neutrofilos también tienen una vida media corta y mueren por apoptosis unas pocas horas
después de dejar la sangre. Ademads, durante el desarrollo del proceso inflamatorio se disparan
unas serie de sefiales de STOP que sirven para terminar la reaccién de forma activa’:

* (Cambio en los metabolitos generados a partir del AA, se sustituyen los leucotrienos
pro-inflamatorios por las lipoxinas anti-inflamatorias, algunas de estas lipoxinas son
por ejemplo las resolvinas o las protectinas®.

* Los macréfagos y otras células secretan citoquinas antiinflamatorias, como TGF-f3 e
IL-10.

* Generacion de mediadores lipidicos antiinflamatorios.

* Generacion descargas colinérgicas que detienen la produccion de TFN por los
macrofagos.

1.4 Diferencias entre inflamacion e infeccidon

La inflamacion es la respuesta inmunitaria del cuerpo a los estimulos nocivos, posiblemente
en respuesta a una infeccion, pero no siempre es el caso, puede darse por una isquemia, al
realizar un ejercicio fisico intenso, etc. La inflamacion es esencialmente parte del intento del
cuerpo por auto-repararse y es una respuesta fisioldgica. Incluso cuando una infeccion es la
causa de la inflamacién, la respuesta inflamatoria no es la propia infeccion, es decir la
inflamacion es simplemente la respuesta a esa situacion.

Mientras que las infecciones, son invasiones del organismo causadas por virus, hongos o
bacterias. Las infecciones se producen sin una lesion obvia en el area afectada y una de las
consecuencias que producen son la inflamacion. Por lo tanto podria decirse que la infeccion
es una de las muchas causas que pueden llegar a desencadenar el proceso inflamatorio.

Ademas, a nivel bioquimico se ha observado que los patrones de secrecion de citoquinas son
diferentes cuando se produce una inflamacion fisioldgica (por ejemplo, tras la realizacion de
ejercicio fisico) respecto a cudndo se produce una respuesta inmune (por ejemplo, por una
infeccion bacteriana o virica).

Mayoritariamente, los estudios sobre las citoquinas surgen del estudio de la sepsis o
infeccion. En la sepsis y sus modelos experimentales, la cascada de citoquinas consta de
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(nombrado por orden) TNF-o, IL-1B, IL-6, IL-1ra, TNF-Rs e IL-10. Las dos primeras
citoquinas en la cascada son TNF-a y la IL-1B, que son producidos localmente. Estas
citoquinas se definen generalmente como citoquinas proinflamatorias. El TNF-a y la IL-1

estimulan la produccion de IL-6, que ha sido clasificada
tanto como una citoquina pro- como anti-inflamatoria. La
respuesta de citoquinas generada por el ejercicio difiere de
la provocada por infecciones graves. El hecho de que las
=12 | citoquinas proinflamatorias clasicas, como el TNF-a y la IL-
~ 1B, en general no aumenten con el ejercicio, indica que la

cascada de citoquinas inducida por el ejercicio difiere
notablemente de la cascada de citoquinas inducida por las
infecciones. Tipicamente, la IL-6 es la primera citoquina
presentes en la circulacion durante el ejercicio. El nivel de
Exercise IL-6 circulante aumenta de manera exponencial (hasta 100
veces) en respuesta al ejercicio y la disminuye en el periodo
de post-ejercicio. Otro hallazgo en relacién con el ejercicio,
Lo | €s que aumentan los niveles circulantes de citoquinas anti-
inflamatorias bien conocidas e inhibidores de las citoquinas,
| tales como IL-Ira y TNF-Rs. En conjunto, el ejercicio
provoca un aumento principalmente en la IL-6, seguido de
un aumento de la IL-1ra y IL-10 (ver Fig. 3). La aparicién
de IL-6 en la circulacion es de lejos el mas marcado y su

Figura 3. En la sepsis (A), la cascada de | aspecto precede a la de las otras citoquinas’.
citoquinas dentro de las primeras horas

consta de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-1ra,| Por lo tanto los patrones de respuesta fisiologica seran

TNF-R e IL-10. La respuesta de| yoralmente distintos dependiendo de si estamos ante una
citoquinas en el ejercicio (B) no incluye

TNF-a y IL-1, pero si muestra un| Situacion de inflamacion causada por un estimulo no
marcado aumento de IL-6, que es| infeccioso, por ejemplo el ejercicio agudo, o si estamos ante

seguido por IL-Ira, TNF-R e IL-10. EI} 1y ostimulo infeccioso, por ejemplo la accion de un virus o
aumento de los niveles de PCR no

aparecen hasta 8-12 horas mas tarde’. una bacteria.

A Sepsis
Pro-inflammatory

IL-1ra \

2. El proceso inflamatorio en el ejercicio

Recientes estudios han demostrado que el ejercicio agudo es capaz de inducir estrés oxidativo
y de iniciar y propagar el proceso inflamatorio®. Mientras que otros han demostrado que la
realizacion del ejercicio de forma regular y continuada induce adaptaciones asociadas al
entrenamiento, entre ellas una disminucién del proceso inflamatorio. Se ha descubierto que el
muasculo es un érgano secretor’ y cuando éste se ve dafiado debido al ejercicio secreta
citoquinas, que en su caso pasan a ser llamadas mioquinas, estas citoquinas son capaces de
activar al sistema inmune y asi iniciar el proceso inflamatorio. Sin embargo, en pacientes con
determinadas patologias inflamatorias cronicas, se observd que la realizacion de ejercicio de
baja intensidad de forma regular promovia la secrecion de mioquinas anti-inflamatorias por
parte del musculo, mejorando asi la situacion inflamatorio de los enfermos'’.

2.1 Inflamacién aguda inducida por el ejercicio

La inflamacion aguda de las células musculares, como se entiende en la fisiologia del
. 11 . . , . ’ . . .

ejercicio ', puede ser inducida después del entrenamiento muscular excéntrico y concéntrico.

La participacion en la formacion y acondicionamiento excéntrico, incluida la formacion y las
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actividades que hacen hincapié en la extension excéntrica del musculo, por ejemplo correr
cuesta abajo en una inclinaciéon moderada-alta, puede resultar en un dolor considerable a las
24-48 horas; a pesar de que los niveles de lactato en sangre, se pensaba anteriormente que
podian causar dolor muscular, eran mucho mas altos cuando se ejecutaba el ejercicio. Este
dolor muscular de aparicion tardia (delayed onset muscle soreness (DOMS)) es producto del
dafio estructural de los filamentos contractiles y de los discos-z, que se ha observado
especialmente en los corredores de maratdn, cuyas fibras musculares revelaron un notable
deterioro de las mismas tras el entrenamiento y la maratén'>,

Los discos-Z son el punto de contacto para las proteinas contractiles y proporcionan un
soporte estructural para la transmision del esfuerzo cuando las fibras musculares se activan
para acortarse. Sin embargo, en los corredores de maraton y los que forman parte del principio
de sobrecarga para mejorar sus musculos, muestran una transmision moderada en los discos-Z
y una rotura importante de filamentos gruesos y delgados en grupos paralelos de sarcomeros
como resultado de la fuerza de acciones excéntricas o por el estiramiento de fibras musculares
muy juntas y apretadas.

Esta rotura de las fibras musculares activa un aumento de los leucocitos tras el dolor
muscular, lo que lleva a la observacion del proceso inflamatorio. La elevacion de las enzimas
plasmaticas, de la mioglobinemia y una histologia anormal de los musculos y su
ultraestructura permitié llegar a la conclusion de que todo estaba asociado con la respuesta
inflamatoria. Una alta tension en el sistema contractil-elastico de los musculos dio lugar al
dafio estructural de la fibra muscular su plasmalema, y su epimisio, perimisio, y/o endomisio.
El dafio muscular altera la homeostasis del calcio tanto en las fibras individuales como en los
haces de fibras lesionados, lo que resulta en una necrosis que alcanza su maximo
aproximadamente 48 horas después del ejercicio. Los productos de la actividad de los
macrofagos y los contenidos intracelulares (tales como histaminas, quininas y K') se
acumulan en el espacio extracelular®. Estas sustancias estimulan a continuacion, las
terminaciones nerviosas libres en el musculo; un proceso que parece estar acentuado por el
gjercicio excéntrico, en el cual las fuerzas grandes se distribuyen sobre un area relativamente
pequefia de la seccion transversal del musculo’’.

2.2 Crecimiento y reparacion muscular tras la inflamacion

Existe una relaciéon conocida entre la inflamacién y el crecimiento muscular'®. Por ejemplo,
las altas dosis de medicamentos anti-inflamatorios (por ejemplo, anti-inflamatorios no
esteroideos (AINEs)) son capaces de atenuar el crecimiento muscular'®'”>. También se ha
demostrado que la terapia con frio afecta negativamente al crecimiento muscular.

Se ha teorizado también que la respuesta inflamatoria aguda localizada en la contraccion
muscular durante el ejercicio, tal como se describe mas arriba, es un precursor necesario para
el crecimiento muscular'®. Como respuesta a las contracciones musculares, la respuesta
inflamatoria aguda inicia la descomposicién y eliminacion del tejido muscular dafiado'’. los
musculos pueden sintetizar citoquinas en respuesta a las contracciones'® *°, de tal manera que
las citoquinas, IL-1B, TNF-a e IL-6, se expresan en el musculo esquelético hasta 5 dias
después de realizar ejercicio’ .

En particular, el aumento de los niveles de IL-6, una mioquina, puede alcanzar
concentraciones hasta cien veces los niveles en reposo”’. En funcion del volumen, la
intensidad, y otros factores de entrenamiento, el aumento de IL-6 asociado con el
entrenamiento se inicia aproximadamente 4 horas después del entrenamiento de resistencia y
permanece elevada hasta 24 horas® .
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Estos aumentos agudos de citoquinas, como respuesta a las contracciones musculares, ayudan
a iniciar el proceso de reparacion y crecimiento muscular mediante la activacion de las células
satélite en el musculo inflamado. Las células satélite son cruciales para la adaptacion del
musculo esquelético al ejercicio™®. Estas contribuyen a la hipertrofia proporcionando nuevos
mionucleos y reparan segmentos dafiados de las fibras maduras para conseguir asi una
correcta regeneracion después de los dafios musculares asociados con lesiones o inducidos por
el ejercicio.

Tras las contracciones se produce una localizacion rapida y transitoria del receptor de IL-6 y
el aumento de la expresion de IL-6 en las células satélite’’. La IL-6 se ha demostrado que
tiene un poder mediador en el crecimiento muscular hipertrofico tanto in vitro como in vivo™.
También se ha demostrado que realizar ejercicio de forma no rutinaria puede aumentar los
niveles de IL-6 hasta seis veces los valores normales, a las 5 horas después del ejercicio, y el
triple hasta 8 dias después del ejercicio™.

El desarrollo de la investigacion ha demostrado que muchos de los beneficios del ejercicio
estan mediados a través de la funcion del musculo esquelético como un 6rgano endocrino. Es
decir, los musculos que se contraen liberan multiples sustancias conocidas como mioquinas
(citoquinas), incluyendo, pero no siendo las unicas, a las citadas en la descripcion anterior,
que promueven el crecimiento de nuevos tejidos, la reparacion de tejidos, y varias funciones
anti-inflamatorias, que a su vez reducen el riesgo de desarrollar diversas enfermedades
inflamatorias. El nuevo concepto de que el musculo es un organo endocrino esta
transformando nuestra comprension de la fisiologia del ejercicio y, con ella, del papel de la
inflamacion en la adaptacion al estrés’.

2.3 El ejercicio como tratamiento para la inflamacion

Recientemente se ha demostrado que la actividad fisica regular es util para disminuir los
marcadores de inflamacion®®?’, aunque la correlacion es imperfecta y parece revelar
diferentes resultados dependiendo de la intensidad del entrenamiento. Por ejemplo, aunque
algunas mediciones basales de los marcadores inflamatorios circulantes no difieren en gran
medida entre los adultos sanos entrenados y no entrenados®, el ejercicio a largo plazo puede
disminuir la inflamacion crénica de grado bajo™. Por otro lado, los niveles de la mioquina
anti-inflamatoria IL-6 se mantuvieron elevados ya en el periodo de recuperacion después de
una serie aguda de ejercicio en pacientes con enfermedades inflamatorias, en relacion con la
recuperacién de los controles sanos™. Es muy posible que el entrenamiento de baja intensidad
pueda reducir los marcadores pro-inflamatorios durante el descanso (PCR, IL-6), mientras
que el entrenamiento de intensidad moderada tenga beneficios anti-inflamatorios leves y
menos establecidos®?'. Existe una fuerte relacion entre el ejercicio exhaustivo y la
inflamacion crénica de grado bajo. Las carreras de maraton puede aumentar los niveles de IL-
6 cien veces mas de lo normal, asi como el recuento total y la movilizacion leucocitos
neutrofilos®.

Con respecto a lo anterior, la IL-6 previamente habia sido clasificada como una citoquina
proinflamatoria. Por lo tanto, se penso primero que la respuesta de la IL-6 inducida por el
ejercicio se relacionaba con el dafio muscular’’. Sin embargo, se ha hecho evidente que el
gjercicio excéntrico no se asocia con un mayor incremento de los niveles plasmaticos de IL-6
comparado con el ejercicio asociado a las contracciones musculares concéntricas “no
daiiinas". Este hallazgo demuestra claramente que el dafio muscular no es necesario para
provocar un aumento de los niveles plasmaticos de IL-6 durante el ejercicio. Pero es un hecho
que el ejercicio excéntrico puede dar lugar a un pico retardado y una disminucién mucho mas
lenta de los niveles plasmaticos de IL-6 durante la recuperacion’.

11
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Trabajos recientes han demostrado que tanto las vias de sefializacién ascendentes como las
descendentes, de la IL-6, difieren notablemente entre los miocitos y los macrdéfagos. Parece
que a diferencia de la sefalizacion de la via de la IL-6 en los macréfagos, que depende de la
activacion de la via de sefalizacion de NF-kB; la expresion intramuscular de la IL-6 esta
regulada por una red de cascadas de sefializacion, incluyendo las vias del Ca*/NFAT y de la
MAPK glucogeno/p38. Por lo tanto, cuando se produce la sefializacion por la IL-6 en los
monocitos o macrofagos, se crea una respuesta pro-inflamatoria, mientras que cuando se
produce la activacion de la IL-6 y la sefhalizacion en el musculo es totalmente independiente
de una respuesta previa dependiente de TNF o de la activacion de NF-kB, y es anti-
inflamatoria™.

Varios estudios muestran que los marcadores de inflamacion se reducen siguiendo cambios en
el comportamiento a largo plazo que implican tanto la reduccion de la ingesta de calorica y
como un programa regular de aumento de la actividad fisica, y que, en particular, la IL-6 fue
mal clasificado como un marcador proinflamatorio. Por ejemplo, los efectos anti-
inflamatorios de la IL-6 se han demostrado por la estimulacion de la IL-6, que actia
produciendo las citoquinas anti-inflamatorias clasicas: la IL-1ra y la IL-10°.

El tnico papel bioldgico conocido de la IL-1ra es su capacidad de unirse al receptor de la IL-1
y de ese modo inhibir la funcion de IL-1a y la IL-1P. La IL-1ra es producida principalmente
por monocitos y macrofagos después de la estimulacion con lipopolisacaridos o las citoquinas
IL-4, IL-6, IL-10 e IL-14. Por otro lado, la IL-10 es producida por los linfocitos Th2, los
monocitos y las células B, e inhibe varias vias inmunoldgicas. Por otra parte, la IL-10 es un
potente inhibidor de las citoquinas derivadas de los linfocitos Thl, de los monocitos y de los
macr(')t;azgos. Ademas, la IL-10 atentia la expresion en la superficie celular de los receptores de
TNF-o™.

Por lo tanto, los investigadores que apoyan el ejercicio como un medio para tratar los factores
causales subyacentes a la inflamacion crénica, estdn llevando a cabo una “carrera”
fuertemente apoyada por la investigacion actual, que ha demostrado como un estilo de vida
sedentario esta fuertemente asociado con el desarrollo y la progresion de varias enfermedades
inflamatorias. Aunque también hay que tener en cuenta que un exceso de ejercicio tampoco es
beneficioso para el organismo.

3. Objetivos

El objetivo del presente estudio ha sido demostrar que el ejercicio agudo promueve la
inflamacion, pero que si este ejercicio se realiza de forma regular y continuada puede llegar a
tener efectos anti-inflamatorios y beneficiosos para el organismo. Los objetivos mas concretos
de este estudio han sido:

* Demostrar que la realizacion de ejercicio agudo propicia la produccion de especies
reactivas y favorece la produccion de citoquinas pro-inflamatorias.

* Probar que la practica regular de ejercicio fisico promueve un patrén de secrecion de
citoquinas anti-inflamatorias concreto, y ademas, favorece la aparicion un perfil anti-
inflamatorio.

* Constatar que el ejercicio regular promueve la expresion de genes que codifican para
proteinas, como citoquinas y enzimas, que promueven una accion anti-inflamatoria y
antioxidante.

* Evidenciar que el ejercicio agudo induce el aumento de marcadores de estrés oxidativo
como el MDA.

12
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4. Materiales y métodos

Para el estudio realizado se usaron diferentes muestras sanguineas de futbolistas en diferentes
condiciones fisicas para poder cuantificar asi marcadores de pro-inflamacion y/o de anti-
inflamacion. Los principales marcadores cuantificados fueron:

* IL-6, IL-1P e IL-1ra circulantes mediante el método de ELISA.

* NF-xB, COX2, IL-1p y MnSOD mediante el método de PCR-cuantitativa (QPCR) en
células mononucleares (PBMC).

* MDA mediante colorimetria en plasma.

4.1 Caracteristicas antropométricas y condiciones fisicas de los futbolistas

El grupo de estudio consiste en 9 futbolistas (pertenecientes al Reial Mallorca B), todos ellos
de sexo masculino. Se les realiz6 un estudio antropométrico previo al estudio para determinar
caracteristicas antropométricas como: edad, peso, altura, IMC y VO,max (ver Tabla 1). Tras
el estudio antropométrico se les extrajo diferentes muestras sanguineas para comparar
marcadores inflamatorios en 3 condiciones distintas:

* Al principio de la pre-temporada (“Basal inicio” de ahora en adelante): en estas
condiciones intentamos medir los niveles basales de marcadores inflamatorios,
después de no haber realizado ejercicio durante su temporada de descanso

* Tras 8 semanas de entrenamiento regular, realizando la preparacion fisica propia de la
pre-temporada y del inicio de la temporada competitiva, antes de comenzar el
entrenamiento (“Basal 8 semanas” de ahora en adelante): en estas condiciones se
intentar determinar los marcadores inflamatorios para poderlos comparar con la
situacion “Basal inicio” y asi determinar si el ejercicio regular aumenta o disminuye
los marcadores inflamatorios.

* Tras 8 semanas de entrenamiento regular, después de realizar el entrenamiento (“8
semanas post-gjercicio” de ahora en adelante): en estas condiciones se intentar
determinar los marcadores inflamatorios para poderlos comparar con la situacion
“Basal 8 semanas” y asi determinar si el ejercicio agudo aumenta o disminuye los
marcadores inflamatorios.

Tabla 1. Caracteristicas antropométricas de los futbolistas

Caracteristica antropométrica \£:1003

Edad (afios) 19,5+ 0,4

Peso (Kg) 76,5+ 1,9
Altura (cm) 179+ 2

IMC (Kg/m?) 24,0+ 0,6

VO;max (mL/Kg-min) 60,7 £ 1,6

Todos los sujetos fueron informados del proposito y las exigencias del estudio antes de dar su
consentimiento por escrito para participar. El protocolo de estudio fue de conformidad con la
Declaracion de Helsinki para la investigacion en seres humanos y fue aprobado por el Comité
Etico de Investigacion Clinica de la Comunidad Auténoma de las Islas Baleares N° 994/08 1B
PI (Palma de Mallorca, Islas Baleares, Espafia).
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4.2 Toma de muestras y procesamiento

Las muestras de sangre venosa se tomaron de la vena antecubital con el sistema vacutainer en
tubos que contienen EDTA como anticoagulante. Las muestras de sangre fueron extraidas en
las 3 situaciones mencionadas anteriormente. Una alicuota de sangre se introdujo
cuidadosamente en Ficoll en una proporcion de 1,5:1 y luego se centrifugd a 900 xg, a 4 °C
durante 30 minutos. se obtuvo una fase intermedia que contiene las PBMCs y que fue retirada
cuidadosamente. Después, la suspension PBMCs se lavo dos veces con PBS y se centrifugd
durante 10 min a 1.000 xg, 4 °C. Este proceso se realizd por duplicado, una de las muestras
estaba destinada a la obtencion de ARN para realizar las determinaciones de la expresion
génica. Los lisados celulares se almacenaron a -80 °C hasta los analisis bioquimicos.

Una segunda alicuota de sangre fue centrifugada a 900 xg, a 4 °C durante 20 minutos y
posteriormente, el plasma fue recuperado. Estas muestras de plasma, fueron utilizadas para la
determinacion de los niveles de diferentes IL circulantes mediante el método de ELISA, y
para determinar la cantidad de MDA.

4.3 ELISA (Enzymed-Linked InmunoSorbent Assay)

La técnica ELISA® (ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas) es un tipo de
inmunoensayo en el cual un antigeno fijado es detectado por un anticuerpo, el cual lleva
ligado una enzima que transforma un sustrato en un producto cuantificable, normalmente este
producto cuantificable puede ser medido por colorimetria. Normalmente esta técnica se
realiza en placas de 96 pocillos trasparente para poder detectar posteriormente el producto
cuantificable. Rutinariamente se utilizaba para detectar anticuerpos especificos en sangre
contra un determinado antigeno, pero a dia de hoy sirve tanto para cuantificar antigenos como
anticuerpos. Existen diferentes tipos de ELISA:

* ELISA directo: en este tipo de ELISA se preparan las placas con las muestras en las
que se sospecha que esta presente el antigeno. Una vez preparados los controles
positivos y negativos, se incuba la muestra con un anticuerpo primario marcado con la
enzima y tras esto se le agrega el sustrato. Las muestras en las que se observe producto
cuantificable seran aquellas en las que habia presente el antigeno (ver Fig. 4).

* ELISA indirecto: en este tipo de ELISA las placas son iguales que en el directo. La
diferencia con el ELISA directo es que el anticuerpo primario no estd marcado con la
enzima, sino que tras la incubacién con el anticuerpo primario, ese anticuerpo
primario es detectado mediante un anticuerpo secundario que es el que va marcado
con la enzima. Permitiendo asi amplificar la sefial del producto cuantificable (ver Fig.
4).

* ELISA sandwich: en este tipo de ELISA las placas han sido previamente recubiertas
con un anticuerpo comercial que es capaz de detectar el antigeno de la muestra. Tiene
la ventaja de que tras incubar la muestra en los pocillos estos se pueden lavar y asi
eliminar el exceso de muestra para cuantificar realmente el antigeno presente. Tras
incubar el antigeno y que éste se haya unido al anticuerpo comercial fijado en la placa,
el procedimiento es idéntico al de un ELISA directo o indirecto (ver Fig. 4). Muchos
laboratorios han implementado la sensibilidad del método utilizando anticuerpos
marcados con biotina-estreptavidina/avidina.

14



Navarro Velazquez, Sergio — Resposta de marcadors d'inflamacio associada a l'exercici fisic regular i agut.
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Figura 4. Comparacién de los diferentes tipos de ELISA™.

En este estudio fueron cuantificadas en plasma tres interleucinas mediante esta técnica: IL-6,
IL-10 e IL-1ra. Para todas ellas se utilizaron kits comerciales que facilitan el estudio de las
muestras.

Para la IL-6 se utiliz6 un kit de la casa comercial Diaclone® “Human IL-6 ELISA KIT” (Cat.
No: 950.030.096). Este kit se basa en el principio de un ELISA sandwich directo, utilizando
anticuerpos biotinilados a los cuales se les une posteriormente un complejo de estreptavidina-
HRP que transformaran el sustrato de TMB en un producto de color azulado, tras esto se
afiade un acido para detener la reaccion que transformara el producto azulado en un producto
amarillento cuantificable a una longitud de onda (A) de 450 nm. Se sigui6 el protocolo
establecido por la casa comercial’’ realizando una recta patrén y determinando asi la
concentracion de IL-6 de las diferentes muestras (ver Fig. 5).

Para la IL-10 se utiliz6 otro kit de la casa comercial Diaclone® “Human IL-10 ELISA KIT”
(Cat. No: 950.060.096). Este kit se basa en el mismo principio que el kit usado para la IL-6.
Se siguio el protocolo establecido por la casa comercial®® realizando una recta patrén y
determinando asi la concentracion de IL-10 de las diferentes muestras.

Para la IL-1ra se utilizé un kit de la casa comercial Cusabio® “Human interleukin 1 receptor
antagonist (IL-1ra) ELISA Kit” (Catalog Number: CSB-E10396h). Este kit se basa en el
mismo principio que los otros dos kits utilizados, la unica diferencia es que el complejo
utilizado es de avidina-HRP, a diferencia de los otros que utilizan un complejo de
estreptavidina-HRP. Se sigui6 el protocolo establecido por la casa comercial® realizando una
recta patron y determinando asi la concentracion de IL-1ra de las diferentes muestras.

*
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Figura 5. ELISA sandwich directo biotina-estreptavidina/HRP*.
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4.4 PCR cuantitativa (qPCR)

La PCR cuantitativa (QPCR) o PCR en tiempo real es una variante de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), en la cual a la vez que se amplifica la muestra del 4cido nucleico de
interés, éste se puede cuantificar. Los reactivos utilizados son los mismos que en la PCR
convencional, pero se aflade ademas un fluor6foro, el cual se unird al acido nucleico durante
los diferentes ciclos de la qPCR, amplificando su sefial de forma proporcional a la cantidad de
muestra amplificada. En este estudio se utilizé el fluor6foro SYBR Green, este fluoréforo se
une al acido nucleico que se estd amplificando justo en el momento en que esta presente la
doble hélice, es decir al final de cada ciclo de amplificacion y antes de la desnaturalizacion,
ya que se trata de un agente intercalante, que, excitado mediante luz azul (Amax = 488 nm)
emite luz verde (Amax = 522 nm), cuando se intercala entre las bases de la doble hélice del
ADN (ver Fig. 6).

(a) SYBR green assays

Unbound SYBR
green — no
ol nn g S
ds DNA
Template
denaturation
IIIIIIIII SYBR green
unbound - no

fluorescence

LLLLLLLLL

PCR amplification
(annealing and extension)
PCR

o [TITIIT]  [IIITIT

(ds DNA)

5’- Fluorescent label

Figura 6. PCR cuantitativa utilizando SBYR Green como fluoréforo*'.

En este estudio se cuantificaron los siguientes genes de PBMCs circulantes: NF-kB, COX2,
IL-1B y MnSOD. Previamente estos genes se retrotranscribieron a partir de sus ARNm,
mediante una PCR de retrotranscripcion (RT-PCR), ya que en este estudio se pretende medir
la expresion génica. Se utilizé un kit de la casa comercial Condalab® “SYBR Green Takara”
(Cat. 4RR420, Lot. AE90029N) para preparar la PCR-mix (SYBR Green, agua miliQ y
dNTPs), asi como la utilizacion de los respectivos primers (ver Tabla 2) en funcion del gen
que queremos cuantificar. Tras esto se realizo la qPCR en una placa de 96 pocillos,
incluyendo 7 pL de PCR-mix+primers y 3 pL de muestra, con sus respectivos ciclos y con
una temperatura de annealing en funcion de cada primer (ver Tabla 2). Para la realizacion de
la qPCR se utilizé el termociclador “Light cycler 480 II”” de la casa comercial Roche® junto
con el software “Light cycler 480 software reléase” y el programa “Detection format SYBR
Green/HRM dye. Una vez realizada la qPCR de cada uno de los genes, se calcularon los
puntos de corte o “crossing points” (Ct) de cada una de las muestras, comparandolas con una

16



Navarro Velazquez, Sergio — Resposta de marcadors d'inflamacio associada a l'exercici fisic regular i agut.

muestra control (ARN ribosomico 18S) y se calculd el porcentaje de expresion relativa,
siguiendo la siguiente formula:

(media Ct(control)-media Ct(muestra))gen objetivo
gen objetivo
(media Ct(control)—media Ct(muestra))gen referencia
genreferencia

%ER = -100

Tabla 2. Primers y condiciones de qPCR para el estudio de los genes

Primers Desnaturalizacién  Cuantificacién Melting Refrigeracion

NF-xB Fw: 5°- 50 ciclos
AAACACTGTGAGGA 95°C 10s
TGGGATCTG-3’ 60°C 10s
Rv: 5°- 72°C15s
CGAAGCCGACCACC
ATGT-3’

COX2 Fw: 5°- 50 ciclos
TTGCCTGGCAGGGTT 95°C10s
GCTGGTGGTA-3’ 63°C10s
Rv: 5°- 72°C 15 1 ciclo
CATCTGCCTGCTCTG 95°C5s
GTCAATGGAA-3’ 1 ciclo 65 °C 1 min 40°C 10s

IL-1p Fw: 5°- 95 °C 5 min 50 ciclos 97°C
GGACAGGATATGGA 95°C 10s
GCAACA-3’ 58°C10s
Rv: 5°- 72°C15s
GGCAGACTCAAATT
CCAGCT-3’

MnSOD | Fw: 5’- 50 ciclos
CGTGCTCCCACACAT 95°C10s
CAATC-3’ 60°C 10s
Rv: 5’- 72°C 15s
TGAACGTCACCG
AGGAGAAG-3’

4.5 Cuantificacion de malondialdehido mediante colorimetria

La peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion hace referencia a la degradacion oxidativa de los
lipidos. Es el proceso a través del cual los radicales libres capturan electrones de los lipidos en
las membranas celulares. Este proceso es iniciado por un mecanismo de reaccion en cadena de
un radical libre*. Uno de los productos formados durante este proceso es el MDA, en el
procedimiento de su determinacion primeramente se derivatiza el MDA de la muestra con 1-
Metilo-2-fenilindol (TBA) y el producto es extraido, precipitando las proteinas en medio
clorhidrico. E1 MDA reacciona con el TBA dando un producto que es cuantificable por
espectrofotometria a una longitud de onda de 586 nm.
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Figura 7. Reaccion entre el MDA y el TBA, y su compuesto resultante que absorbe a 586 nm.

En este estudio diferentes muestras sanguineas fueron tratadas segun el protocolo establecido
y tras ello el MDA resultante fue cuantificado mediante la reaccion indicada mas arriba (ver
Fig.7) a una longitud de onda de 586 nm, utilizando una placa de 96 pocillos y cuantificando
paralelamente la absorbancia de un patron establecido.

5. Resultados

Todos los datos se expresan como la mediaterror estdndar (3 cifras significativas). La
distribucion normal de los valores se evalu6 mediante el test de Kolmogorov—Smirnov. La
existencia de diferencias estadisticamente significativas se llevo a cabo mediante un ANOVA
de un factor usando el programa SPSS statistics. Las diferencias se consideran significativas
siel p-valor <0,05.

5.1 Niveles circulantes de IL-6, IL-10 e IL-1ra

Al cuantificar los niveles circulantes de IL-6, como se puede observar en la figura, hay una
bajada en la concentracion en plasma en la situacion “Basal 8 semanas” (2,17+0,41 pg/mL)
con respecto a la situacion “Basal inicio” (2,59+0,19 pg/mL), aunque a pesar de ello, esta
bajada no es significativa. Por otro lado, dichos niveles vuelven a aumentar, esta vez si de
forma significativa, tras la realizacion del ejercicio en la situacion “8 semanas post-ejercicio”
(3,62+£0,29 pg/mL), en comparaciéon tanto con la situaciéon “Basal inicio” como con la
situacion “Basal 8 semanas” (ver Fig. 8).

Por otro lado, los niveles de IL-10 se pudo observar que practicamente no fluctuaban entre las
diferentes situaciones. Se observa una pequefia disminucion en la situacion “Basal 8 semanas”
(27,4£3,6 pg/mL) y tras esto un leve aumento en la situacion “8 semanas post-ejercicio”
(32,4+2,7 pg/mL), respecto a la situacion “Basal inicio” (28,4+1,2 pg/mL), pero ninguna de
estas fluctuaciones se puede considerar que sean significativas (ver Fig. 8).

Por ultimo, los niveles circulantes de IL-1ra practicamente no varian entre la situacion “Basal
inicio” (83,7£12,4 pg/mL) y la situacion “Basal 8 semanas” (80,5+6,8 pg/mL), pero en la
situacion “8 semanas post-ejercicio” (11612 pg/mL) se observa una subida significativa
respecto a las otras dos situaciones (ver Fig. 8).
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Figura 8. Niveles séricos de: A) IL-6 (pg/mL); B) IL-10 (pg/mL); C) IL-1ra (pg/mL), antes de la pre-temporada (Basal
inicio), tras 8 semanas de pre-temporada antes de entrenar ese dia (Basal 8 semanas) y tras 8 semanas de pre-
temporada tras entrenar ese dia (8 semanas post-ejercicio. * indica diferencias significativas (p-valor < 0.05) con

respecto a la situacion “Basal inicio”; # indica diferencias significativas (p-valor < 0.05) con respecto a la situacion
“Basal 8 semanas”.

5.2 Niveles relativos de expresion génica: NF-kB, COX2, IL-1B y MnSOD

Respecto a los niveles de expresion relativa, estos fueron cuantificados en porcentajes
relativos, partiendo de la situacion “Basal inicio” como el 100 % en los PBMCs circulantes.

La expresion de NF-kB se puede observar como va aumentando progresivamente en la
situaciéon “Basal 8 semanas” (13010 %) y en la situacién “8 semanas post-ejercicio”
(151+7 %) respecto a la situacion “Basal inicio” (100£14 %), a pesar de ello tan solo es
significativa la diferencia entre las dos situaciones mas extremas (ver Fig. 9).

Sin embargo, la expresion de COX2 también aumenta progresivamente en la situacién “Basal
8 semanas” (10613 %) y en la situacion “8 semanas post-ejercicio” (131£24 %) respecto a la
situacion “Basal inicio” (100+21 %), a pesar de ello ninguna de las diferencias es significativa
debido seguramente a la alta variabilidad dentro de cada una de las situaciones (ver Fig.9).

La misma situacion se puede aplicar a la expresion de la IL-1f, ésta aumenta progresivamente
en la situacion “Basal 8 semanas” (115+14 %) y en la situacion “8 semanas post-ejercicio”
(12615 %) respecto a la situacion “Basal inicio” (100£16 %), pero al igual que sucedia con
la expresion de COX2 ninguna de las diferencias es significativa (ver Fig. 9).

Sin embargo la expresion de MnSOD aumenta significativamente tanto en la situacion “Basal
8 semanas” (148+9 %) como en la situacion “8 semanas post-ejercicio” (161£8 %) respecto a
la situacion “Basal inicio” (100+24 %) (Ver Fig. 9).
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Figura 9. Porcentaje de expresion génica relativa de: A) NF-kB (%ER); B) COX2 (%ER); C) IL-1p
(%ER); D) MnSOD (%ER), antes de la pre-temporada (Basal inicio), tras 8 semanas de pre-temporada
antes de entrenar ese dia (Basal 8 semanas) y tras 8 semanas de pre-temporada tras entrenar ese dia (8
semanas post-ejercicio). * indica diferencias significativas (p-valor < 0.05) con respecto a la situacion

“Basal inicio”.

5.3 Niveles circulantes de MDA

Como se ha mencionado antes el MDA es un marcador de peroxidacion lipidica celular
producido por los radicales libres que producen reacciones en cadena y acaban oxidando los
lipidos de las membranas celulares. En este caso podemos observar como los niveles de MDA
circulantes en sangre aumentan progresivamente a medida que realizamos ejercicio, tanto en
la situacion “Basal 8 semanas” (5,58+1,35 nmol/mL) como en la situacién “8 semanas post-
ejercicio” (7,11£1,62 nmol/mL), respecto a la situacion “Basal inicio” (3,1040,33 nmol/mL).
A pesar de ello igual que sucede con otros pardmetros comentados anteriormente estas

diferencias no son significativas (ver Fig. 10).
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Figura 10. Niveles circulantes de MDA en muestras sanguineas (nmol/mL); antes de la pre-temporada (Basal inicio),
tras 8 semanas de pre-temporada antes de entrenar ese dia (Basal 8 semanas) y tras 8 semanas de pre-temporada tras
entrenar ese dia (8 semanas post-ejercicio).

6. Discusion

Como se ha comentado anteriormente, desde hace varias anos, muchos estudios han
demostrado que el ejercicio agudo, sobre todo si es intenso y/o extenuante, genera un aumento
del proceso inflamatorio, asi como de los mediadores moleculares asociados a éste. Mientras
que estudios recientes estudios han demostrado que el ejercicio regular, o a largo plazo,
disminuye la intensidad del proceso inflamatorio, favoreciendo la secrecion de mediadores
moleculares que lo contrarrestan y en definitiva, favorecen el proceso de recuperacion.

6.1 Niveles circulantes de IL-6, IL-10 e IL-1ra

Como se puede observar en este estudio los niveles de todas las interleucinas disminuyen,
aunque no de forma significativa tras 8 semanas de ejercicio regular, mientras que cuando se
realiza el ejercicio en ese mismo dia, de forma aguda, sus niveles se disparan de forma
significativa, tanto respecto a la situacion inicial como antes del entreno (excepto para la IL-
10). Es loégico pensar que los niveles de IL-6, IL-10 e IL-1ra sigan un mismo patréon de
secrecion, ya que como bien se ha mencionado anteriormente, la IL-6 promueve la secrecion
de IL-10 ¢ IL-1ra®. Un estudio demostré que la infusion de un analogo humano de la IL-6 por
via intravenosa generaba la secrecion de IL-1ra y de IL-10, generando exactamente el mismo
patron, por lo que quedaria demostrado la teoria de que la IL-6 promueve la secrecion de
citoquinas anti-inflamatorias.

Estudios en personas con diferentes patologias inflamatorias cronicas, asociadas a la edad™,
han demostrado que la IL-6 disminuye cuando se realiza ejercicio regular y a largo plazo,
mientras que estudios realizados en deportistas tras realizar un ejercicio a corto plazo
extenuante’®, han demostrado que los niveles de IL-6 aumentan notablemente (ver Fig. 11).
Puede pensarse que esto sea relativamente extraiio, pero esto es debido a que la IL-6 es un
arma de doble filo, ya que tiene un papel proinflamatorio si esta es generada por las PBMCs
de forma cronica, mientras que si es generada de forma aguda por los miocitos tras un
ejercicio fisico posee un papel anti-inflamatorio. Por lo tanto seria logico pensar que quizés la
IL-6 estd disminuida tras varios meses de entrenamiento regular debido a que se intenta
atenuar su papel pro-inflamatorio, o que como el ejercicio regular promueve un perfil de
citoquinas anti-inflamatorio, sus niveles se ven disminuidos porque el cuerpo se va adaptando
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al entrenamiento y no necesita generar niveles mas elevados en situacion basal. Por otro lado,
la produccion de IL-6 estd aumentada tras un ejercicio agudo y extenuante ya que el musculo
estd activo y genera una gran cantidad de mioquinas, por lo tanto se potenciaria su papel anti-
inflamatorio, evitando asi que el musculo se inflame, induciendo a su vez la produccién y
liberacion de altos niveles de IL-10 e IL-1ra. También se ha demostrado que la IL-6 es capaz
de disminuir los altos niveles de citoquinas pro-inflamatorias como puede ser el TNF-a.
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Figura 11. La IL-6 promueve la secrecion de citoquinas anti-inflamatorias, como la IL-10 e IL-1ra, e inhibe la
secrecion de citoquinas proinflamatorias como el TNF-a durante el ejercicio agudo. Mientras que durante el ejercicio
prolongado los niveles de IL-6 disminuyen progresivamente30‘3 .

En conclusion, el ejercicio regular protege contra la inflamacion sistémica cronica de grado
bajo asociada al ejercicio. Este efecto a largo plazo del ejercicio puede ser atribuido a la
respuesta antiinflamatoria provocada por el ejercicio agudo, que estd parcialmente mediado
por las citoquinas derivadas del mtsculo como la IL-6. Concentraciones fisiologicas de IL-6
estimulan la aparicion en la circulacion de las citoquinas antiinflamatorias IL-1ra y la IL-10; e
inhiben la produccion de la citoquina pro-inflamatoria TNF-a. Por otra parte, la IL-6 estimula
la lipdlisis, asi como la oxidaciéon de grasas. Los efectos anti-inflamatorios del ejercicio
pueden ofrecer proteccion contra la resistencia a la insulina inducida por TNF-o. Aqui se
sugiere que las mioquinas pueden estar implicadas en la mediacion de los efectos beneficiosos
para la salud del ejercicio y juegan un papel importante en la adecuacion fisica al ejercicio
regular.
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6.2 Niveles relativos de expresion génica: NF-kB, COX2, IL-1B y MnSOD

Frente a un estimulo estresante como es el ejercicio, es logico que se secreten citoquinas por
parte de los miocitos como puede ser la IL-6. Ademads se sabe que la IL-6 es capaz de activar
la via de NF-xB en los PBMCs que han sido reclutados frente al estimulo estresante. Cuando
la via de NF-kB se activa, produce el aumento de la expresion de genes tanto pro como anti-
inflamatorios, para combatir al estimulo estresante. Entre los genes activados por esta via
estan los genes que codifican para la IL-1p, para la COX2 y para la MnSOD (ver Fig. 12).
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Figura 12. Via de transduccion de sefiales de la IL-6".

Por lo tanto, es logico que ante un aumento de IL-6 todos los genes de los cuales hemos
cuantificado su expresion aumenten. Como podemos observar los uUnicos incrementos
significativos que se observan en este estudio son en el gen del propio NF-kB y en la
MnSOD. Estos resultados nos podrian llevar a pensar que realmente la IL-6 tiene un papel
anti-inflamatorio por dos motivos principalmente: en primer lugar, tanto la IL-1B como la
COX2 codifican para proteinas que tienen un papel proinflamatorio. La IL-1B es un miembro
de la familia de la IL-1. Esta citoquina es producida por macréfagos activados como una pro-
proteina, que se procesa proteoliticamente en su forma activa por la caspasa 1 (CASP1). Esta
citoquina es un mediador importante de la respuesta inflamatoria, y esta implicado en una
variedad de actividades celulares, incluyendo proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis.
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Mientras que la COX-2 es una enzima que metaboliza el AA dando lugar a numerosos
compuestos pro-inflamatorios como las prostaglandinas. Se ha observado que ambas
aumentan de forma progresiva durante el ejercicio tanto prolongado como agudo, pero
ninguna de ellas aumenta de forma significativa. Por lo tanto podemos afirmar que ninguno
de los genes pro-inflamatorios aumentan hasta tal punto de generar una posible inflamacion,
por lo que la inflamacion no ha aumentado de forma significativa.

En segundo lugar, la MnSOD, como miembro de la familia superdxido dismutasa de
manganeso, transforma el radical superoxido tdxico, un subproducto de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial, en peréxido de hidrégeno y oxigeno diatomico™. Esta
funcion permite a la MnSOD eliminar y, como resultado, conferir proteccion contra la muerte
celular™. Como resultado de ello, esta proteina juega un papel antiapoptdtico y protege contra
el estrés oxidativo, la radiacion ionizante, y las citoquinas inflamatorias. Se ha observado que
la expresion de este gen si que aumenta de forma significativa. Por lo tanto podriamos decir
que la expresion de genes anti-inflamatorios aumenta de forma significativa en el ejercicio
agudo, pero no en el prolongado (aunque aumente pero no de forma significativa).

De forma general, tras el andlisis de la expresion génica, podemos decir que el patron de
expresion génica es comun en todos los genes debido a los altos niveles de IL-6 y a su
mediacion a través de la via de NF-kB, que activa a la par la expresion de los genes que
codifican para la IL-1p, COX-2 y MnSOD. Pero aunque el aumento sea progresivo en la
expresion de todos los genes tnicamente dos aumentan de forma significativa: el propio NF-
kB ya que es el que media toda la via de sefalizacion y la MnSOD que tiene un papel anti-
inflamatorio. Mientras que los genes que codifican para proteinas con un papel pro-
inflamatorio se ve aumentado pero no de forma significativa. En conclusion: los genes pro-
inflamatorios no se ven aumentados significativamente tras el ejercicio agudo ni prolongado,
mientras que los genes anti-inflamatorios no se ven aumentados de forma significativa tras el
ejercicio prolongado, pero si tras el agudo; todo ello favorece un perfil anti-inflamatorio
durante la realizacion del ejercicio agudo.

6.3 Niveles circulantes de MDA

Como bien se ha descrito anteriormente, los :
niveles de MDA aumentan tras el ejercicio 1 A

- [
regular y sobretodo tras el ejercicio agudo. Esto b 3 *
es debido a que durante el ejercicio la produccion

de ROS aumenta notablemente, generando asi

"
10 4 ”‘j
peroxidacion lipidica en los diferentes lipidos 91 ’_H
circulantes. Lo que es realmente interesante es 8 ]
que el aumento de estos niveles no sea 71 ['

significativo para ninguna de las dos situaciones, .
pese a observarse claramente en los resultados Day 1 Day2 Day3  SM
como este aumenta entre situaciones.

MDA (umol/gHb)

[] pre-exercise [l post-exercise
Algunos estudios™® han demostrado que los
niveles de MDA aumentan significativamente Figura 13. Los niveles de MDA aumentan
tras el ejercicio agudo, pero tras varios dias de significativamente los primeros dias de ejercicio,
ejercicio regular estos niveles van disminuyendo | Pero ne tras varios dias de realizarlo de forma

prolongada (estudio realizado con ratas de
pero nunca llegan a ser los valores basales laboratorio)’.

iniciales antes de haber realizado el ejercicio.
Hay que pensar que los individuos de este estudio entrenan varios dias por semana, por lo que
los niveles de MDA estaran aumentados, aunque no de forma significativa, tras el ejercicio
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regular (ver Fig. 13). Sin embargo los altos niveles tras el ejercicio agudo si que deberian ser
significativamente mas elevados respecto al punto inicial. Una de las posibles causas de que
el aumento tras el ejercicio agudo no haya sido significativo es que los estudios anteriormente
mencionados son estudios realizados en ratas de laboratorio, en las cuales las condiciones son
mucho mas féciles de controlar y la variabilidad entre individuos es mucho menor. Mientras
que en el presente estudio los individuos son seres humanos cuya variabilidad tanto genética
como ambiental afecta mucho a los valores del estudio, dando lugar a esa alta variabilidad que
se observa en los resultados.

Sin embargo, un estudio realizado en seres humanos; cuyo objetivo fue determinar si la
resistencia aguda asociada ejercicio aumenta los niveles séricos de MDA después del
ejercicio. Creo dos grupos de doce hombres no entrenados (UT) y doce hombres entrenados
(RT). Todos los sujetos completaron un protocolo de ejercicio de resistencia y las muestras de
sangre se obtuvieron antes del ejercicio, a los 5 minutos después del ejercicio, y a las 6, 24 y
48 horas después del ejercicio. En pre-ejercicio, se hallaron niveles de MDA (con un
promedio de 3,41+£0.25 (RT) y 3,20+0,25 (UT) y no difirieron (p > 0,05) ni entre los grupos o
con el tiempo. Este estudio indicod que el ejercicio de resistencia de intensidad moderada no
tuvo ningun efecto sobre la concentracion sérica de MDA en sujetos RT y UT, ni con la
duracion del tiempo®’.

7. Conclusion

Como conclusiones finales de este trabajo de fin de grado, se han podido abstraer los
siguientes conceptos que resultan mas relevantes:

* Durante la realizacion de ejercicio agudo la propia contraccion muscular junto con el
aumento del consumo de oxigeno incrementa la produccion de especies reactivas 'y
favorece la produccion de citoquinas pro-inflamatorias, que podria estar relacionado
con una situacion temporal de estrés oxidativo.

* La practica regular de ejercicio fisico promueve un patrén de secrecion de citoquinas
anti-inflamatorias concreto, y ademas, favorece la aparicion un perfil anti-inflamatorio
que se activa de manera mads eficaz durante el ejercicio agudo, favoreciendo el proceso
de recuperacion tras el mismo.

* El ¢jercicio regular promueve la expresion de genes que codifican para proteinas,
como citoquinas y enzimas, que promueven una accion anti-inflamatoria y
antioxidante. A su vez no promueve el aumento significativo de genes que codifican
para proteinas con un papel proinflamatorio.

* El ejercicio agudo induce el aumento de marcadores de estrés oxidativo como el
MDA, este aumento puede ser significativo tras la realizacion de un ejercicio agudo y
extenuante, sin embargo la practica regular de ejercicio fisico reduce de forma notable
estos incrementos.

En resumen, el ejercicio agudo promueve un perfil proinflamatorio, mientras que el ejercicio
prolongado promueve un perfil anti-inflamatorio; ya sea promoviendo la secrecion de
citoquinas anti-inflamatorias durante el ejercicio agudo para paliar el efecto pro-inflamatorio
de otros mediadores moleculares o activando la expresion génica de enzimas que poseen un
papel protector.
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