UNIVERSIDAD DE EXTREMADURA

FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA
Grupo de Investigacion “Inmunofisiologia: Ejercicio, Estrés,

Envejecimiento y Salud”.

TESIS DOCTORAL

“Actividad fisica para la mejora de la respuesta
inflamatoria y neuroendocrina en mujeres con

fibromialgia”

M? Elena Bote Serrano

2011






UNIVERSIDAD DE EXTREMADURA

EX

El Dr. Eduardo Ortega Rincon Profesor Titular del Departamento de Fisiologia de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Extremadura, y el Dr. Juan José Garcia Garcia

Profesor Contratado Doctor adscrito al mismo Departamento

CERTIFICAN:

Que la Tesis Doctoral presentada a superior juicio del Tribunal, que designe la
Universidad de Extremadura, por Dofia M? Elena Bote Serrano, titulada “Actividad fisica
para la mejora de la respuesta inflamatoria y neuroendocrina en mujeres con fibromialgia’,
ha sido realizada bajo nuestra direccion en el Departamento de Fisiologia de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Extremadura y reune, a nuestro parecer, todos los requisitos

para ser defendida publicamente como tesis con “Mencién Europea”.

Y para que conste, expedimos el presente certificado en Badajoz a 10 de Mayo de 2011.

Fdo. Dr. Eduardo Ortega Rincon. Fdo. Dr. Juan José Garcia Garcia






Esta Tesis Doctoral ha sido financiada con tres proyectos de investigacion,
dos de ellos (llIPRIO6A172, PRIO9A003) concedidos por la Consejeria de
Infraestructuras y Desarrollo Tecnoldgico, de la Junta de Extremadura, cofinanciados
por el Fondo Social Europeo, como la beca FPI (PRE 07045) adscrita al primero, y
un tercero (DEP 2009-10041) concedido por el Ministerio de Ciencia e Innovacion,
al igual que una beca (TME2009-00358) para estancias de movilidad de
estudiantes para la obtencién de la Mencidbn Europea en el Titulo de Doctor.
También mediante las Ayudas a grupos de investigacion de la Junta de

Extremadura (GRUO7055, GRUO8039 GRUO9004, GR10020).

- JUNTA DE EXTREMADURA

Vicepresidencia Segunda y Consejeria de
Economia, Comercio e Innovacion

£l GOBIERMC HMIMISTERIC
DE ESPAMA DE EDUCACION

UNION EUROPEA

Fondo Social Europeo

UNIVERSIDAD DE EXTREMADURA

“Una manera de hacer Europa”


http://www.educacion.es/




Aungue th reablzaciin de ana Tesic Doctoral supone cuatro aitos do trabgfo que en esencia
deberian fo/‘/mﬁ en Cloneia” Y faa/%a/‘ we crecinients mental y cablurad quistera empezar esta
Memoria zyﬁaa’w/é/(a’o ta ay«/a, e/ apoyo y ol interés de todss los gae foan coltborads ex su realizacivn

faa/%?a'/(c/ma el dia a dia de esta babor, Y /am(/f/é’/(c{am, Sobretods, crecer como persona,

br preimer /«/w‘ qutero agradecer t dedioacion del Dr. Lduards 0/4‘%//« Kinedn, por ser 4
Divector do esta Tesis y ni guia ex lodos los andares por ta Cloners. Gracias por tus consejos, por
enseiarme @ desenvolerme en este munds do Z/’(fa?a/)m@ Y hormonas” por hacerme persar en las tardes
de /657 y ea[fe; por estar Sempre aﬁ's;me&&‘a para te alina revision ”y por darme la 0/0#&4/(/2(«( de
OMpeZar WA Carrera GPASIINanTe Y ACOMpaRasMe durante todo of recorrids; por [faa/%a/‘m el acceso a

todo que kace caalro aros parecia tan /fz/a/m, Jracias Lduard, por b laboral 4 Vi /eﬁmm/f

A Dr, Juan José fa/‘o/a fa/‘w& co-Director do l presente Tesis Doctorad por s
bocoimes de laborators, por FevSar pacrentemente y volrer a resisar, por compartic en o/ tmég/o Y

[fawa do &l For ser .s’/é/;r/aﬁe 4 awﬂfﬁ@awﬂfa gue 108 cym‘ta an /«/(ta de cordura, fmw/éz&’ T

A tas Dras, M Dotores Hinchads, ELsther Giralds y Letivia Martic por ser los mejores
COMPANCIS Yy QMIPAS, pOr enSENsIe una Y mit veces en el laboratorss g e la vida, por vuestras horas
do trabgjo y lo labor do psicitogo-amipo” Porque westras similitudes y diferencias hacen de este
grupo de iwestipacivn wn lgar wrminio y me haceis sentie de muevs la pequeia” de otia famitly

//Ma/ézf HInas,

A la Dra. Adeivia del Koy responsable del grupo de limunofisioligia dof Instituto de Fisiotopia
y Patoficioligia do te Universited de Marbary (Abomanz) y od Dr tugo Osear Besedoosty, por
acogerme durante mi estancia prodoctoral en su lboratoris y en su casa, A lods su grapo do
investipaciin por su colaboracivn y su carite. For abrin mis horizontes, por darme o qportunitad de

perfecoionar ml formacisn, realizar mevss estudivs y mejorar m calided humana, gracias a todss.

A la Asociciin do Fibrominlyia y Fatipa Croviea do Badgjor (AFIBA), a la Asciaeiin de
enfernos de Fibromiabyia de Don Bents (AFIBRODON) 4 a todas sus voluntarias, siv los ouatls este
estudiy 10 hublera sido posible, Gracias por westra capacided de saerifieci y vaestia disposicie
absotuta. Dol mismo mods, me gustaria apradecer th cotaboracivn do lodas las votuntarizs que se hax

/thac/a como controles sanvs,



A Dr. Jasé Saavedra ¥ @ Su grapo de investipaciin por ol disero del programa de eferciens

acudtivo, el apoyo Cionivo en los muestess y la vaboracive de ta condlivivn fisrca do bas pacientes,

A Aguarecord Welthess Centre (EFD do nestro grapo de investipaciv) y en egpecia a su
divector Uerinino ﬁwa/&, por s colaboracivn, por faa/%a/‘/wf sus instabueiones Y kacer /M@/Z/e e/

desarrolly del proprana acadtieo,

A Sorvioio Medico de ba Universidad do Lutremadura s /a/‘f/aa%a/‘, a Fernandy Labrador,
uan Fabty 474//4/‘/0 y Artonio Firez, asi' como a bas DUE Mariana Martivez Y Llona Barrers por S

colaboracivn ex bas extracciones de sangree,

A todss los /mfa@w‘a@ g companeros 4 ﬁa/aa/‘fmmlfa, por tener Slempre ana /M%z//‘a anabte,

wn gests de ablents y estar siompre digpuestos a apudar dosinleresadamente, gracias.

A vosotros que siempre estiic aki a Marts, Javi y Chapi por ser an vabor segurs, por
compartie t laborad] th personcd] of trabsjo y tas festas. A Maria por ser confilente fiel 4
alograrme of dia a dia, @ Javi gue. con lu serenilad y carino 1os aportas wn punto de sensatez, a Chap;
por ser of punts de cobor, por tu filelided y entrega, Gracias porque hacéis do cualyuier obllpacin a
pllacer.

A todos mis Yhoos” de f«a/bw?a, porque Lenels ana capaordad /}(C/Z«aa/a//e de a@rw/e la wida a
guin G comparte oon vesolrs, porque suis wna Gpuesta segurd, porque Siends tan distintos hemos

encontrads ef punts coman; por tantos y tan buenos ratss, Jraclas,

For iltins, me gustariz dar tas gracias a toda mi famitia, de forma particalsr a mis tis

Meribel, Enita Y Artonis, por Ser o/ orpen de Codo g creer en mi,

A n abuets, por Ser an %/'e/r(/ﬁ/o a Seguir, por . carns, s desvelos 4 preocapaciones, por

hacer de mis problenas tos tuyos y hacerme sentic T reina de tu casa) gracias.

A Carlhs Y Montse, porque S parte esencial] pOrque estar oon voSolKIS eS estar en cas,
porque hacérs la wida [fa'a// y Wona de aé/ﬁ/& Y, Sobre tods por darnos a Codos o/ mejor de b /@/«a/mf Y

wa nueva busiy, Jracias.

A mis padres, por ser of pitr que nunca cae, porque 6 gue o5 encaentro Sempre en ef

noments y of lagar dirde o5 necesits, por ser injpuatables e indispensables, por aportarme t serenided



Y l aozrf/azrza gue emanan de ruestra fe crega en mis /0@/0’/%%1/@& Y, hacer de mi' U persona que Suy, mis

logros son tos westros, For tods lo pasads, b presente y b futurs, gracias y mt veces gracizs,

A Cartos, porque siends of ibbino en Hogar to has convertido en lo primero para todss
Py s priners p

10808108 4 Wenas mestras vidas de bz Y de a/eym&; porqee eres b mis bonito que 108 fa dado la vida

4 10 tengo /a/a/m& para a//mc{waf cada moments gae paso contips, gracias pequers,






La cienols, a pesar do sus progresos inereibles, no puede 1/ poded nunca explicarts tods, Coda vez ganard
nuevas zonas a 0o que éoy parece /)(&90//0«//@, Foro bas rayas [f/‘o/rb‘e/‘/éa.s’ del saber, por muy /g/a& que se

elovern, Cendin stempre debante an /}(f/}(/ﬁa mando de misterss,

fmyzw‘/ﬂ Maraion


http://www.proverbia.net/citasautor.asp?autor=628




Actividad fisica para la mejora de la respuesta inflamatoria
y neuroendocrina en mujeres con Fibromialgia. ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

= ACSM: Colegio Americano de Medicina Deportiva (“American College of Sports Medicine”)
=  ACR: Colegio Americano de Reumatologia (“American College of Rheumatology”)
=  ACTH: hormona adenocorticotropa

=  ADO: adenosina

=  ANAs: anticuerpos anti-nucleares

=  APC: célula presentadora de antigeno (“Antigen-Presenting Cell”)

= ATP: adenosin-trifosfato

=  AR: Artritis Reumatoide

=  BSA: albimina sérica bovina (“Bovine Serum Albumin”)

=  CGRP: péptido relacionado con el gen de la calcitonina

=  CMH: Complejo Mayor de Histocompatibilidad

= COMT: catecol-o-metiltrasferasa

=  CRH: hormona liberadora de la hormona adenocorticotropa

= EDTA: acido etilendiaminatetracético

=  EGTA: etilenglicol-bisaminoetileter -N,N,N,N-acidotetracético

=  ELISA: ensayo por inmunoadsorcion (“Enzyme Liquid Inmmuno Assay”)
*=  EIA: inmunoensayo enzimatico (“Enzyme immunoassay”)

=  FBS: suero bovino fetal

=  FM: fibromialgia

= fMLP: péptido formil-metionil-leucil-fenilalanina

=  GABA: 4cido y -amino-butirico

=  G-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos

=  GH: hormona del crecimiento

=  HHA: eje hipotalamo-hipofisis-adrenal

=  HRP: enzima “horseradish peroxidase”

= Hsp: proteina de choque térmico (“Heat shock protein”)

= lg: inmunoglobulina

=  IGF-1: factor de crecimiento insulinico tipo 1.
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IL: Interleuquina

= |L-1Ra: Antagonista soluble del receptor de IL-1

= INF-y: Interferon vy

= MCP-1: proteina quimiotactica de monocitos 1 (“monocyte chemotactic protein-1”)

=  M-CSF: factor estimulante de colonias de macréfagos

= MCSF-R: receptor de M-CSF

= MPO: mieloperoxidasa

=  NA: noradrenalina

=  NBT: Nitroazul de tetrazolio

=  NGF-B: Factor de Crecimiento Nervioso B (“Nerve growth Factor )

= NK: “Natural Killer”

* NLRs: receptores tipo NOD (“NOD-Like Receptors”)

=  NMDA: N-metil-D-aspartato

= NOD: dominios de oligomerizacion de unidon a nucledtidos (“Nucleotide-binding
oligomerization Domain”)

=  PCR: Proteina C Reactiva

*  PE: ficoeritrina (“Phycoerythrin”)

=  PMN: polimorfonucleares

= RANTES: “Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted”

= ROS: Especies Reactivas de Oxigeno (“Reactive Oxigen Species”)

=  SFM: Sindrome de Fibromialgia

= SNA: Sistema Nervioso Autdbnomo

=  SNS: Sistema Nervioso Simpatico

=  SP: Sustancia P

=  TIMPs: Inhibidor de Metaloproteinas Tisulares

*  TLR: receptores tipo Toll (“Toll-Like Receptor”)

=  TMB: tetrametilbencidina

. TNF-o.: Factor de Necrosis Tumoral
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1.1. EL SISTEMA INMUNITARIO.

1.1.1. Aspectos generales del Sistema Inmunitario

El sistema inmunitario de los mamiferos tiene la extraordinaria capacidad de
distinguir entre “lo propio” y lo “no propio”, y ha evolucionado para proveer mecanismos
flexibles y dinamicos capaces de enfrentar y eliminar especificamente una gran variedad de
agentes patdgenos. Para llevar a cabo estas acciones, posee un repertorio de células
altamente especializadas que desarrollan distintas funciones con precision y eficacia. Estas
células son finamente reguladas por moléculas secretadas por los componentes propios del
sistema inmunitario, pero también son susceptibles a la regulacion por parte de moléculas
aparentemente lejanas de lo inmunofisiologico. Originalmente se creia que este sistema era
autorregulado en un grado considerable; sin embargo, cada vez estd mas claro que, junto
con el sistema neuroendocrino forman una interconexion directa y bidireccional

(Besedovsky y del Rey, 1996)

El sistema inmunitario se ha dividido clasicamente en dos ramas funcionales:
respuesta inmunitaria inespecifica o innata y respuesta inmunitaria especifica, adquirida o
adaptativa. Aunque no existe como tal esa division, porque ambas facetas funcionales
interacttan y trabajan en conjunto, se mantiene la misma para una mejor compresion de la
funcibn que cada una desempefa, asi como de los tipos celulares que intervienen. La
respuesta inmunitaria innata o inespecifica es aquella que, junto a las barreras anatomicas y
fisiologicas (piel, mucosas, etc.), representa la primera linea de defensa del organismo y no
necesita sensibilidad previa frente a un antigeno concreto. Esta respuesta no reconoce cada
patdgeno en particular, sino un grupo de patrones moleculares altamente conservados y
que son comunes a un grupo o familia entera de patdgenos. Por ello, todos los individuos
de una misma especie nacen con la capacidad innata e inmediata de reconocer y destruir
numerosos microorganismos con los que no hemos entrado en contacto previamente. Es
llevada a cabo por células polimorfonucleares (PMN) neutrofilos (los cuales son la primera

linea de defensa contra las infecciones bacterianas), monocitos y macrofagos (que
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desempenan un importante papel en la fagocitosis, la regulacion y la presentacion
antigénica), células dendriticas (las cuales dirigen la respuesta inmunitaria), células “Natural
Killer” (NK, con capacidad para reconocer a las células del hospedador alteradas, por
ejemplo infectadas por un virus o transformadas en tumorales), asi como por mediadores
solubles como las proteinas del complemento (que median la fagocitosis, controlan la
inflamacion e interactian con los anticuerpos), defensinas (limitan el crecimiento
bacteriano) e incluso neuropéptidos con capacidad microbicida (Walsh y cols., 2011). Tanto
macroéfagos y células dendriticas como neutréfilos actiian mediante la fagocitosis; en cambio
las células NK lo hacen a través de su actividad citotoxica caracteristica. La inmunidad
innata es, por tanto, capaz de combatir la infeccion desde el mismo momento de su inicio y
durante sus primeras fases con gran eficacia (aproximadamente de O-5 dias). Si estos
mecanismos no consiguen eliminar la infeccion, al menos la mantienen bajo control
mientras se desarrolla otro tipo de mecanismos, los adaptativos, que requieren
aproximadamente una semana para desarrollarse. Esta inmunidad especifica o adaptativa
es aquélla que se desarrolla tras un primer contacto con el agente antigénico que provoca

la activacion de los linfocitos, que pueden desarrollar una respuesta clonal.

La respuesta inmunitaria innata no solo tiene una importante funcion protectora del
cuerpo ante las infecciones, sino que también sirve para iniciar y regular la respuesta
inmunitaria especifica, como se ha indicado anteriormente. Por tanto, a pesar de las
diferencias entre ambas respuestas, existe una relacion entre ellas interactuando a lo largo
de la respuesta inmunitaria. Por ejemplo, los macréfagos intervienen tanto en la respuesta
inmunitaria inespecifica, donde actuan fagocitando antigenos de forma innata, como en la
respuesta inmunitaria especifica, donde actian procesandolos y presentandolos a los

linfocitos.

Arbitrariamente también, la respuesta inmunitaria celular se separa de la respuesta
humoral, en la que participan diferentes sustancias quimicas como interleuquinas,
inmunoglobulinas, el sistema del complemento, defensinas, interferon (o, By y), factor de

necrosis tumoral (TNF) y las proteinas de fase aguda (como la proteina C reactiva).
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En resumen, la inmunidad inespecifica o innata se define por su caracter
espontaneo, por la ausencia de memoria, plasticidad y adaptacion frente a los agentes
patdégenos. Por el contrario, la inmunidad especifica o adquirida es inducida por un primer
contacto del individuo con el antigeno, y posee memoria inmunologica (Pefia, 1988;

Delgado, 1999; Abbas y cols., 2002; Regueiro y cols., 2004; Brogden y cols., 2005).

1.1.2. Respuesta inmunitaria innata y/o inflamatoria

Cuando se desencadena la respuesta inflamatoria aguda, por la infeccién o un dafio
tisular, se produce la liberaciébn coordinada de componentes sanguineos (plasma y
leucocitos) a la zona infectada o dafiada (Kumar y cols., 2003; Majno y Joris, 2004 ). Esta
respuesta estd mejor estudiada en el caso de las infecciones microbianas (particularmente
las infecciones bacterianas), la cual estd mediada por los receptores del sistema inmunitario
como los “tipo Toll” (TLRs) y los “tipo NOD” (proteinas con dominios de oligomerizacion de
union a nucleétidos-NLRs) (Pober y Sessa, 2007). Este reconocimiento inicial de la
infeccion es mediado por los macréfagos tisulares y los mastocitos, y desencadena la
produccion de una gran variedad de mediadores inflamatorios, incluyendo quimioquinas,
citoquinas, aminas vasoactivas, eicosanoides y productos de la cascada proteolitica. El
efecto principal y mas inmediato de dichos mediadores es generar localmente un exudado
inflamatorio: las proteinas plasmaticas y los leucocitos (principalmente neutrofilos) que
estan normalmente recluidos en los vasos sanguineos, son liberados, a través de las
vénulas postcapilares, hacia los tejidos extravasculares del lugar de infeccion (o dafio). El
endotelio activado del vaso capilar permite la extravasacion selectiva de neutréfilos y evita
la salida de eritrocitos. Esta selectividad se produce por la unién inducible de las selectinas
de las células endoteliales con los receptores para quimioquinas e integrinas de los
leucocitos en la superficie endotelial y en los espacios extravasculares (donde se depositan
proteinas plasmaticas que forman una matriz provisional para unir las integrinas
leucocitarias) (Pober y Sessa, 2007). Cuando alcanzan el lugar dafado, los neutréfilos se

activan, tanto por contacto directo con los patdgenos, como por la accién de las citoquinas

25



secretadas por las células residentes en el tejido. Los neutréfilos intentan destruir los
agentes invasores liberando el contenido toxico de sus granulos: especies reactivas de
oxigeno (ROS) y especies activas de nitrogeno, proteinasa 3, catepsina G y elastasa
(Nathan, 2006). Estos potentes efectores no discriminan entre dianas microbianas o del
huésped, por lo que es inevitable el dafio colateral del tejido (Nathan, 2002; en Medzhitov,

2008).

Una respuesta inflamatoria satisfactoria da como resultado la eliminacion de los
agentes infecciosos y, a continuacion, una fase de resolucion y reparacion, la cual esta
mediada principalmente por los macrofagos residentes y los reclutados (Serhan y Savill,
2005). La activacion de los mediadores lipidicos, desde prostaglandinas proinflamatorias
hasta lipoxinas, las cuales tienen efectos antiinflamatorios, es crucial para el paso de la
inflamacion a la resolucion. Las lipoxinas inhiben el reclutamiento de neutréfilos o, en su
lugar, promueven el reclutamiento de monocitos que inducen la muerte celular e inician la
remodelacion tisular (Serhan y Savill, 2005). Las resolvinas, protectinas (mediadores
lipidicos), el factor de crecimiento transformante B y los factores de crecimiento producidos
por los macréfagos, también tienen un papel crucial en la resolucion de la inflamacion,
incluyendo la reparacion tisular (Serhan y Sevil, 2005; Serhan 2007; recogido en
Medzhitov, 2008). Estas moléculas son fundamentales para cortar la reaccion inflamatoria
y para que no se produzca una inflamacién exagerada por parte de los componentes de la

respuesta innata celular (Serhan, 2007).

Si la respuesta inflamatoria aguda falla al eliminar el patdgeno, el proceso
inflamatorio persiste y adquiere nuevas caracteristicas. Los neutréfilos infiltrados son
reemplazados por los macréfagos, y en caso de infeccion, también por los linfocitos T. Si el
efecto combinado de estas células es insuficiente, se produce un estado inflamatorio
cronico que incluye la formacion de granulomas vy tejidos linfoides terciarios (Kumar y cols.,
2003; Draiton y cols., 2006). Las caracteristicas de este estado inflamatorio pueden variar
dependiendo del tipo de efectores de células T que estén presentes. Ademas, la inflamacién

cronica puede ser resultado de otras causas como el dafo tisular resultante de una
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respuesta autoinmune (debido a la presencia de auto-antigenos) o cuerpos extrafios
indeseados. Los intentos fallidos de los macréfagos por engullir y destruir patbgenos o
cuerpos extrafos pueden llevar a la formacion de granulomas, en los cuales, los “intrusos”
son “amurallados” por capas de macréfagos, en un intento final de proteger al huésped

(Kumar y cols., 2003; Majno y Joris, 2004; revisado por Medzhitov, 2008).

Como hemos comentado anteriormente, los mecanismos de la inflamacién inducida
por la infeccibn son mucho mas conocidos que los de otros procesos inflamatorios. No se
sabe como aplicar los conceptos conocidos de la inflamacion generada por la infeccion a
otros tipos de inflamacion. De hecho, aunque la inflamacion inducida por la infeccion es
vital, este podria ser un caso especial. En general, los mecanismos de los estados
inflamatorios cronicos sistémicos son escasamente conocidos, pero estd claro que no
parecen seguir los patrones clasicos de transicion desde una inflamacién aguda hasta una

inflamacion cronica (Medzhitov, 2008 ).

En condiciones adversas los tejidos sufren estrés y pueden funcionar mal. Si los
cambios son considerables, la adaptacion a la nueva condicién requiere la ayuda de los
macroéfagos residentes en el tejido y los reclutados, lo cual puede necesitar la liberacion, a
pequefia escala, de leucocitos y proteinas plasmaticas, dependiendo de la extension del
problema. Esta respuesta adaptativa es un estado intermedio entre el estado basal y la
inflamacién, y es conocido como “parainflamacién”. La respuesta parainflamatoria es
graduada: en un extremo esta muy cercana al estado basal, mientras que en el contrario
estd en transicién hacia la inflamacion. La induccién de la parainflamacion no requiere
infeccion o dafio en el tejido, sino que dicho estado es generado por un mal funcionamiento
del tejido y pretende restaurar la funcionalidad tisular y la homeostasia. Si la alteraciéon del
funcionamiento del tejido se alarga en el tiempo, la parainflamacion puede llegar a ser
cronica. Esto ocurre como resultado de mutaciones, factores ambientales o como
consecuencia de algunas enfermedades humanas modernas. De hecho, muchas
enfermedades inflamatorias cronicas que no son causadas por el dafo o la infeccion,

parecen estar asociadas con condiciones que no estaban presentes durante la evolucion
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temprana de los humanos, como son la disponibilidad constante de grandes cantidades de
nutrientes, el bajo nivel de actividad fisica, la exposicion a componentes toxicos o una
mayor longevidad. Todas las enfermedades relacionadas con estas condiciones estan
caracterizadas por la presencia de inflamacion de “bajo grado” (o “parainflamacion”)

(Medzhitov, 2008).

.- Mediacion de las citoquinas en la respuesta inmunitaria

Es importante concebir la inmunidad como un acontecimiento global, y asi, en
recientes estudios, se postulan diferentes moléculas como puentes de union entre ambas
respuestas, como los receptores de “tipo Toll” (TLR) (Pasare y Medzhitov, 2005) o las

quimioquinas (Coelho y cols, 2005).

Las citoquinas son proteinas secretadas por las células de la inmunidad innata y de
la inmunidad adaptativa que median sus funciones. La homeostasia del sistema inmunitario
es muy dependiente de dichas proteinas, las cuales son mensajeros quimicos entre las
células inmunitarias y juegan un papel crucial en la mediacion de las respuestas inflamatoria
e inmunitaria. Se producen en respuesta a diferentes antigenos y microorganismos, y

pueden ser vistas como hormonas del sistema inmunitario (Elekov, 2008).

Basandonos en sus efectos inmunofisiologicos, las citoquinas se pueden clasificar
como pro- o anti-inflamatorias. Las citoquinas pro-inflamatorias incluyen el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), las interleuquinas IL-1B, IL-8, IL-12 o el interferon gamma
(IFN-y), y promueven las respuestas inflamatorias. Por el contrario, las citoquinas anti-
inflamatorias, como la IL-4, IL-10 e IL-13, inhiben las respuestas inflamatorias. Otras, como
el factor estimulante de colonias para granulocitos (G-CSF) o la IL-6, pueden actuar como
pro- o anti-inflamatorias (Abbas y cols, 2004). Las quimioquinas (en inglés
“CHEMOKINES”: CHEMOitactic cytoKINES) fueron originariamente identificadas por sus
efectos quimioatrayentes que controlan la migracion de diferentes tipos de leucocitos en

asociacion con el desarrollo de la inflamacion (Charo y Ransohoff, 2006) activando el
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movimiento de los leucocitos y regulando la migracion desde la sangre a los tejidos,
reclutando células de defensa a los focos de infeccion. Entre ellas tenemos a la IL-8, que
es una quimioquina pro-inflamatoria secretada por monocitos y células endoteliales,
quimioatrayente y activadora de neutréfilos (lizasa y Matsushima, 2001), los cuales una vez
activados sintetizan y liberan citoquinas como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12 (Siddiqui y
cols., 1999). La regulacion de la produccion de las citoquinas pro- y/o anti- inflamatorias
ha atraido mucho interés en los (ltimos anos. El equilibrio entre ambas esta siendo muy
estudiado en enfermedades infecciosas, autoinmunes, inflamatorias y alérgicas (Mosmann y

Sad, 1996, Elenkov y Chrousos, 1999; 2002).

Las citoquinas inflamatorias, como la IL-1, la IL-6 y el factor de necrosis tumoral
(TNF-a), son liberados durante una respuesta inmune e inflamatoria, activando los
componentes centrales del sistema de estrés, alterando la actividad de las vias de
neurotransmisores e induciendo fiebre, somnolencia, fatiga, pérdida de apetito y bajada de
la libido. Ademas, la activacion de las proteinas hepaticas de fase aguda genera cambios

como “enfermedades del comportamiento” y “respuesta de la fase aguda” (Elenkov, 2008 ).

Segln recoge Elenkov (2008), las citoquinas actuan en fase autocrina, paracrina o
endocrina para controlar la proliferacién, diferenciacion y actividad de las células
inmunitarias. Por ejemplo, las células primarias de los linfocitos T helper (Th)1 secretan
INF-y, IL-2 y TNF-B, que promueven la inmunidad celular, mientras las células Th?2
secretan en primer lugar, IL-4, IL-10 e IL-13, las cuales promueven la inmunidad humoral

(Fearon y Locksley, 1996; Mosmann y Sad, 1996; Trinchieri, 2003 ).

Las células CD4+ nativas (sin experiencia antigénica), ThO, son bipotenciales y
sirven como precursoras de células Th1 y Th2. La IL-12 producida tanto por las células
presentadoras de antigenos, como monocitos/macréfagos, y células dendriticas, es la

mayor inductora de la diferenciacion Th1y, por tanto, de la inmunidad celular (Esquema 1).
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Esquema 1- Esquema simplificado de la comunicacion bidireccional entre el cerebro y el sistema inmunitario; el
papel de la citoquinas en la regulacion de la inmunidad celular y humoral; el papel de la respuesta adaptativa

neuroendocrina e inmunitaria en la inflamacion (Elenkov y cols., 2008).
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La IL-12 también actua de forma sinérgica con la IL-18 para inducir la produccion
de IFN-y por las células NK. La IL-12 junto con la IL-18, INF-a e INF-y, promueven la
diferenciacion de las células ThO a células con fenotipo Thil. La IL-1, IL-12, TNF-a e INF-y
también estimulan la actividad funcional de las células T citotoxicas (Tc), células NK y la
actividad de los macrofagos, los cuales son el mayor componente de la inmunidad celular.
Las citoquinas tipo 1, IL-12, TNF—a e INF-y también estimulan la produccion de o6xido
nitico (NO) y otros mediadores inflamatorios que llevan a un retraso cronico en la
respuesta inflamatoria. Debido a su papel sinérgico en la estimulacion de la inflamacion, la
IL-12, el TNF-a y el IFN-y son consideradas las citoquinas proinflamatorias mas
importantes (Fearon y Locksley, 1996; Mosmann y Sad 1996; Trinchieri, 2003; recogido

por Elenkov, 2008).

Las respuestas Th1 y Th2 son mutuamente inhibitorias. Por ello, IL-12 e INF-
v inhiben la respuesta Th2, mientras la IL-4 y la IL-10 promueven la inmunidad humoral por
la estimulacion del crecimiento y la activacion de los mastocitos y los eosinéfilos (Eo), la
diferenciacion de las células B en células B secretoras de anticuerpos y el cambio de las
inmunoglobulinas de las células B a IgE. Es importante sefalar, que estas citoquinas
también inhiben la activacion de los macrofagos, la proliferacion de células T y la
produccion de citoquinas proinflamatorias. Por ello, las citoquinas Th2 (tipo 2), IL-4, IL-10
e IL-13, son las mas potentes citoquinas antiinflamatorias (Fearon y Locksley, 1996;

Mosmann y Sad 1996; Trinchieri, 2003; en Elenkov, 2008).

Algunas citoquinas que median la inmunidad innata también son producidas
principalmente por macrofagos activados, e incluyen el TNF-a, la IL-1 y la IL-12. Las dos
primeras son mediadores de las reacciones inflamatorias agudas frente a los
microorganismos, y la IL-12 estimula la produccion del IFN-y. Sin embargo, la IL-10
(producida por los linfocitos Th2) es un inhibidor de los macréfagos y en general de la

respuesta celular (Abbas y cols., 2002; Elenkov y Chrousos, 2002).
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El TNF-a, ademas de su actividad antitumoral, es el mediador principal de la
respuesta inflamatoria aguda frente a las bacterias Gram negativas y a otros
microorganismos infecciosos. Es también responsable de muchas de las complicaciones
sistémicas de las infecciones graves. Estimula y recluta neutréfilos y monocitos en las
zonas de infeccion y activa a estas células para erradicar a los microorganismos (Abbas y
cols., 2004). Asi, se le ha involucrado también en la induccion del “shock séptico” y en
diferentes enfermedades autoinmunes (Aggarwal y cols., 2001; Elenkov y Chrousos, 2002;

Abbas y cols., 2004 ).

La IL-1 tiene una funcién similar a la del TNF-a, y actian conjuntamente mediando
la respuesta inflamatoria frente a infecciones y otros estimulos inflamatorios. Se asocia con
hiperalgesia, fatiga, fiebre, suefio, etc. (Wallace, 2006). Como ya se indic6 anteriormente,
la mayor fuente de esta citoquina son los fagocitos mononucleares activados. Su actividad
depende de la cantidad secretada: a concentraciones bajas, IL-1 actia como mediador de
la inflamacion local y sobre las células endoteliales aumenta la expresion de las moléculas
de superficie que median la adhesién de leucocitos; cuando se secreta en grandes
cantidades, IL-1 va al torrente circulatorio y tiene efectos endocrinos, compartiendo con el
TNF la capacidad para generar fiebre, inducir sintesis de proteinas de fase aguda y

caquexia (Abbas y cols., 2004 ).

Por su parte, la IL-12 es el principal mediador de la respuesta innata en los
primeros estadios y promueve la inmunidad celular y la respuesta adaptativa frente a los
microorganismos. Es secretada por fagocitos mononucleares activados y las células
dendriticas. La IL-12 estimula la produccion de INF-y por las células NK vy los linfocitos T,
estimulando la diferenciaciéon de los linfocitos T helper en células Th1 y aumentando la
funcion citolitica de las células NK activadas (Gately y cols., 1991; Abbas y cols., 2004;
Elenkov, 2008). Constituye un nexo importante entre las inmunidad innata y adquirida, ya
que se produce en las reacciones innatas precoces a los microorganismos y desencadena

la repuesta adaptativa para proteger al individuo de la infeccion (Abbas y Cols., 2004 ).
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El INF-y es una citoquina producida por células T y macrofagos. El INF actia en
respuesta a infecciones virales en estadios tempranos. Para ello inhibe la replicacion viral y
aumenta la expresion de las moléculas de clase | del complejo mayor de histocompatiblidad
(CMH). En el ambito de la respuesta inmunitaria innata, el INF-y estimula la respuesta
antimicrobiana y antitumoral de macrofagos, células NK y neutrofilos (Gray y cols., 1982;
Billian y Van den Broek, 2001). Se ha comprobado que los polimorfonucleares tienen una
pequeia reserva de INF-y que es rapidamente secretada bajo la estimulacion de péptidos

formilados, y que este INF-y es biolégicamente activo (Ethuin y cols., 2004 ).

Los macrofagos activados producen IL-10, la cual inhibe a los propios macréfagos
activados y a las células dendriticas. Por lo tanto, interviene en el control homeostatico de
las reacciones de la inmunidad innata y de la inmunidad celular, siendo un claro ejemplo de
regulacion por retroalimentacion negativa (Abbas y cols., 2004). La IL-10 inhibe a las
citoquinas pro-inflamatorias IL-12 y TNF-a (Malefyt, 2001; Elenkov y Chrousos, 2002) vy la
activacion de los linfocitos T, terminando asi con las reacciones inmunitarias celulares

(Abbas y cols., 2004 ).

Finalmente, las denominadas quimioquinas son una superfamila de proteinas de 8-
15 KDa que poseen diversas funciones biologicas. Controlan el trafico de leucocitos durante
la homeostasia, asi como durante la inflamacion, son necesarias para la unién de la
inmunidad innata a la adaptativa, e influyen en el balance general Th1/Th2 de la respuesta
inmunitaria (Rossi y cols., 2000; D’Ambrosio y cols., 2003; Rosenkilde y cols., 2004; en
Coehlo y cols., 2005). Las quimioquinas son agrupadas en dos subfamilias funcionales
principales: las quimioquinas inflamatorias y quimioquinas homeostéaticas. Las quimioquinas
inflamatorias controlan el reclutamiento de leucocitos en la inflamacién y en las lesiones
tisulares, mientras que las quimioquinas homeostaticas realizan funciones como la
regulacion del trafico a y en los 6rganos linfoides secundarios, asi como en la médula osea
y en el timo durante la hematopoyesis (Wagner y cols., 2007, revisado en Deshmane y
cols., 2009). Junto con las moléculas de adhesion, como integrinas y selectinas, las

quimioquinas y sus receptores actluan principalmente como parte de un complejo molecular
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que facilita la red de movimiento selectivo de determinados tipos de células desde la sangre
a los tejidos. También reclutan células de defensa a los focos de infeccion (Ono y cols.,
2003; Ley, 2003; revisado por Coehlo y cols., 2005). Entre ellas, la IL-8, una quimioquina
proinflamatoria secretada por monocitos y células endoteliales, es quimioatrayente y
activadora de neutrofilos (lizasa y Matushima, 2001). Todos los tipos celulares producen

activa o potencialmente quimioquinas (Coehlo y cols., 2005).

Los fagocitos, tales como neutréfilos, monocitos y macréfagos, son células
procedentes de un linaje comun, y cuya funcion principal consiste en identificar, ingerir y
destruir microorganismos. Neutrofilos y monocitos centran el presente estudio, razén por la

cual a continuacion detallaremos algunas de sus funciones y caracteristicas

.- Caracteristicas de los neutrofilos

Como ya se ha comentado, cuando un agente
infeccioso atraviesa las primeras lineas de defensa de
un organismo animal, constituida por la piel y las
mucosas, encuentra células fagociticas capaces de
ingerir de manera eficaz una amplia gama de antigenos.

Estas células comprenden los monocitos, los

macréfagos de los tejidos y los  PMNs,
fundamentalmente neutrofilos. El neutréfilo (imagen 1),  Imagen 1. Fotografia de microscopia
como ninguna otra célula, estd implicado en el bptica de un netréflo.
mantenimiento de la homeostasis del organismo. No es simplemente por su abundancia
(mas de 2x10% células circulantes), sino porque estas células son capaces de realizar
numerosas funciones. Producen radicales libres, fagocitan microorganismos, secretan
citoquinas, eliminan células tumorales, neutralizan virus, etc. (Gabrilovich, 1999). Los
factores liberados por los neutréfilos o bien los presentados en su superficie, median

respuestas inflamatorias locales y establecen su vinculo con la respuesta inmunitaria

adaptativa (Nathan, 2002; Mclintyre y cols., 2003; Lindemann y cols., 2004). Asi, los
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neutréfilos responden rapidamente a los estimulos quimiotacticos: fagocitan y destruyen
particulas extranas y son la poblacion celular principal en la respuesta inflamatoria aguda

(Abbas y cols., 2008).

Los neutréfilos constituyen el 65-75% del total de los leucocitos circulantes y
representan mas del 90% de los granulocitos circulantes (polimorfonucleares). Derivan de
la médula 6sea a razbn de unos 10.000 millones al dia y es alli donde se desarrollan,
maduran y salen al torrente sanguineo donde circulan durante 8-20 horas y después pasan
a los tejidos, donde mueren pasados 2-3 dias. Cuando circulan por la sangre tienen la
capacidad de migrar a los focos de inflamacién en respuesta a factores quimioatrayentes o
quimiotacticos (tales como la interleuquina 8, el factor del complemento C5a o el

leucotrieno B,) vy alli llevan a cabo la fagocitosis de particulas extrafias (Lee y cols., 2003).

Morfologicamente poseen un diametro de 10-20 um y se caracterizan por tener un
nucleo multilobulado (3-5 I6bulos normalmente, conectados por finos puentes), visibles al
microscopio 6ptico con tinciébn de Giemsa. Por esta razon también se denominan leucocitos
polimorfonucleares. Ademas, muestran un citoplasma con un reticulo endoplasmatico muy
pequefio, con pocas mitocondrias, inclusiones de glucogeno y gran cantidad de granulos
que ocupan la totalidad del citoplasma, excepto la periferia de la membrana, donde existe
una banda de filamentos de actina, responsable de la capacidad quimiotactica de estas
células. Estos granulos no se tiflen practicamente con técnicas histolégicas comunes
(eosina-hematoxilina) y presentan distintas funciones en la defensa del huésped. Los
distintos granulos que podemos encontrar en los neutrofilos son (Borregaard, 1997;

Faurschou y Borregaard, 2003 ):

- Los granulos primarios o azuréfilos, que contienen una serie de enzimas, tales
como la mieloperoxidasa (MPQO), la muraminidasa (lisozima), la elastasa, proteinas
cationicas e hidrolasas acidas (eficaces a pH 5), todas ellas dirigidas a potenciar la

digestion y la actividad microbicida.
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- Los granulos secundarios (o especificos), que contienen entre otras enzimas,
lisozima, lactoferrina, colagenasa y una proteina trasportadora de la vitamina B,
todas ellas reguladoras de la inflamacion.

- Los granulos terciarios, caracterizados por la presencia de gelatinasa y

emparentados con los lisosomas convencionales.

En su superficie no expresan un marcador de superficie especifico del linaje, pero si
gran cantidad de moléculas, tales como receptores para la IgG (CD64, CD32, CD16),
receptores para la IgA (CD81), moléculas de adhesion (CD11a/ CD18 6 LFA-1, CD11c/
CD18), receptores para el complemento como el CD35 y receptores de manosa, que
actian para unirse a los microorganismos e ingerirlos. Otros receptores de los neutrofilos
los activan pero no participan directamente en la ingestibn de microorganismos, como
diferentes receptores con 7 hélices transmembrana, también denominados receptores

acoplados a proteinas G (Abbas y cols., 2008) y receptores tipo Toll.

La funcion del neutréfilo es altamente destructiva y esencial en la primera linea de
defensa, ya que son los primeros fagocitos en llegar a la zona de infeccién atraidos por
sustancias quimiotacticas liberadas en el foco de infeccibn, para lo cual desarrolla
numerosos procesos citotdxicos. Muchos de estos procesos estan mediados por
interacciones especificas con otras células, como macréfagos y células endoteliales (en los
que intervienen las moléculas de adhesion) y/o por el reconocimiento especifico de
particulas extrafias (en el que intervienen los receptores para la IgG y el complemento, que
unen particulas opsonizadas). Los neutrofilos también pueden liberar granulos y sustancias
citosélicas extracelularmente cuando son activados por los complejos inmunitarios a través
de sus receptores Fc. Esto puede ser un mecanismo patogénico importante en las
enfermedades causadas por la presencia de inmunocomplejos (hipersensibilidad de tipo )

(Male y Roitt, 2007).

Por lo tanto, cuando un agente agresor sobrepasa las barreras naturales, se

desencadena la activacion mediada por receptores de los PMNs, que induce cambios
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fenotipicos y estimulan las funciones de adherencia, migracion, fagocitosis, sintesis
biolégica de lipidos, generacion de especies reactivas de oxigeno y desgranulacion de
proteinas y péptidos inflamatorios. La “cascada” funcional de los neutrofilos es
extremadamente compleja. La secuencia de eventos involucrados en esta respuesta para
localizar la infeccion y la lesion podria clasificarse de la siguiente forma (Ortega, 1994;

Smith y Pyne, 1997; Theilgaard-Ménch, 2006):

1. Movilizacion de los neutréfilos.

2. Liberacion de citoquinas para amplificar la respuesta inmunitaria.

3. Adherencia y diapédesis a través de la capa endotelial.

4. Quimioatraccion y migracion a los sitios de lesion.

5. Adherencia a la matriz extracelular de tejidos dafiados.

6. Fagocitosis del material extrafio.

7. Activacion del metabolismo o estallido respiratorio y desgranulacion.

8. Eliminacién de las moléculas diana.

En la actualidad se considera que los neutrofilos no son simplemente unas células
efectoras que destruyen tejidos y patbgenos previamente marcados, sino que pueden actuar
como efectores celulares a través de la liberacidn de citoquinas que reclutan a las células
linfociticas a los sitios de infeccion o inflamacion (Smith y Pyne, 1997). Se ha sugerido que
los neutréfilos serian los transportadores ideales de las moléculas y enzimas de
sefalizacion quimica. De esta manera, los neutréfilos podrian incrementar la remodelacién
del tejido dafnado mediante el traslado directo de moléculas, tales como las proteasas, sin
causar dafios indiscriminados a otros tejidos durante su transito (Smith y Pyne, 1997).
Ademas, los neutr6filos circulantes pueden interactuar con hormonas y entrar en los tejidos,
alterando su estado funcional como parte del proceso de vigilancia. Asi, algunas hormonas
neuroendocrinas poseen capacidad inmunoreguladora, la cual es llevada a cabo a través de
la interaccion especifica con receptores localizados en los neutréfilos (revisado por Ortega

1994, 2003) (esquema 2).
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Esquema 2. Cascada funcional de los neutrdfilos (Tomado de Theilgaard-Monch, 2006)

.- Caracteristicas de los monocitos

El sistema mononuclear fagocitico esta formado por células que tienen un linaje

comun. Dichas células se originan en la médula ésea, circulan en la sangre y maduran y se

activan en diferentes tejidos. El primer tipo celular que entra en la circulacién periférica

después de abandonar la médula 6sea no esta totalmente diferenciado y se denomina

monocito. Los monocitos tienen un didmetro de 10 a 15 pum y estan formados por un nucleo

Imagen 2. Fotografia de microscopia

optica de un monocito.

en forma de alubia y un citoplasma finamente granular
que contiene lisosomas, vacuolas fagociticas vy
filamentos citoesqueléticos (Abbas y Litchman, 2004 )
(imagen 2). Sin embargo, son muy heterogéneos en
tamafio y forma y son dificiles de distinguir de las
células dendriticas, linfocitos activados o células NK
tan solo por la morfologia o por un andlisis de

dispersion de luz (Auffray y cols., 2009).

En los dltimos 25 afios, numerosas pruebas han indicado que las funciones de los

monocitos, tanto en el control de patégenos como en la fisiopatologia de la inflamacion,

pueden atribuirse a subconjuntos funcionales discretos. Por tanto, como la comprensiéon de

la biologia de los monocitos ha mejorado y estas células parecen méas importantes en el

ambito general de la inflamacion, su heterogeneidad parece més relevante para la salud
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humana. Asi, los monocitos humanos pueden dividirse en subgrupos fenotipicos vy

funcionales (Auffray y cols., 2009)

Los monocitos sanguineos en humanos y en ratones pueden ser definidos por la
expresion de los receptores de Csf-1 (MCSF-R, CD115) y el receptor de quimioquinas
CXC3R1. Estos son distintos de PMNs, células NK y linfocitos T y B; y no expresan Nkp-
46, CD3, CD19, CDI15. Los monocitos estan equipados con una amplia gama de receptores
de blsqueda que reconocen los lipidos y diversos microorganismos, y los monocitos
estimulados pueden producir grandes concentraciones de ROS, factores del complemento,
prostaglandinas, 6xido nitrico (NO) (en ratones); asi como numerosas citoquinas como son
la IL-1B, TNF-a, IL-6, CXCL8 (IL-8) e IL-10; factor vascular de crecimiento endotelial y
enzimas proteoliticas; y han sido implicados en la defensa contra patogenos (Strauss-Ayali
y cols., 2007; Geissmann y cols., 2008; Serbina y cols., 2008; revisado por Auffray y

cols., 2009).

La presentacién antigénica se ha descrito como una caracteristica clasica de los
monocitos, pero desde la identificacion de subgrupos discretos de células dendriticas entre
las células monocitarias, se han encontrado en la mayoria de los casos que los monocitos
son mucho menos eficientes que las células dendriticas para la presentacion antigénica

(Banchereau y cols., 1998).

Los monocitos pueden permanecer en circulacion durante periodos prolongados.
Una vez que se establecen en los tejidos, estas células maduran y se convierten en
macroéfagos tisulares. Los macréfagos pueden adoptar formas morfologicas diferentes tras
ser activados por estimulos externos como la exposicion a productos microbianos,
endotoxinas, o a las citoquinas de los linfocitos T, como INF-y. Una vez activos, fagocitan y
destruyen los microorganismos a la vez que producen citoquinas que estimulan la
inflamacion y favorecen el remodelado tisular en las zonas de infeccion. Por otro lado, los
macrofagos también presentan los antigenos a los linfocitos T cooperadores (Abbas y cols.,

2004). Los macrofagos estan presentes en todos los organos y tejidos conjuntivos y
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reciben nombres especiales para designar localizaciones especificas. Asi, residen en el
tejido conjuntivo subepitelial, en el intersticio de los 6rganos parenquimatosos, en el
revestimiento de los sinusoides vasculares del higado y en el bazo y en los senos linfaticos
de los ganglios linfaticos; es decir, se sitlan en zonas estratégicas por donde los
microorganismos puedan penetrar en el huésped (Abbas y cols., 2004; Regueiro y cols.,

2004)

Los macrofagos suelen responder a los microorganismos casi tan rapido como los
neutrofilos, pero persisten mucho mas tiempo en los lugares de inflamacion. Por este
motivo, los macréfagos son las células efectoras que predominan en las fases avanzadas
de la respuesta inmunitaria innata, uno o dos dias después de la infeccion. Los macrofagos,
a diferencia de los neutroéfilos, no se encuentran en un estado de diferenciacion terminal,

sino que pueden dividirse en una zona de inflamacion (Abbas y cols., 2004 ).
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1.2. FIBROMIALGIA

1.2.1. Caracteristicas generales de la enfermedad.

Aunque el término “fibromialgia” (FM) es relativamente nuevo, esta condicion ha
sido citada en la literatura cientifica desde hace mucho tiempo. Asi, Sir William Govers
acund el término “fibrositis” en 1904. Durante la segunda mitad del siglo XX, la fibrositis. fue
considerada por algunos como una causa comun del dolor muscular y por otros como una
manifestacion de “tensidbn” o “reumatismo psicogénico”, y para la comunidad de

reumatologia, en general, no era nada.

El actual concepto de fibromialgia (FM) fue establecido por Smythe y Moldofsky en
1977 (Smythe y Moldofsky, 1977). EI cambio de nombre reflejaba una evidencia creciente
de la ausencia del sufijo —itis (inflamacion) en el tejido conectivo de los individuos con esta
condicion, sino mas bien —algia (dolor). Estos autores caracterizaron la mayoria de los
puntos sensibles comunes (regiones de extrema sensibilidad al dolor en estos pacientes), e
indicaron que los pacientes con FM tenian trastornos tanto por ausencia del suefio

reparador como del profundo (Moldofsky y cols., 1975).

Un importante avance en los estudios sobre FM fue el desarrollo de los criterios del
Colegio Americano de Reumatologia (American Collegue of Rheumatology-ACR), los

cuales fueron publicados en 1990 (Wolfe y cols, 1990).

La FM es un sindrome caracterizado por la presencia de dolor crénico generalizado,
sensibilidad, alodinia a la presion, hiperalgesia, perturbaciones del suefio (despertares
nocturnos, suefio no reparador, intensificacion del dolor tras el descanso), fatiga, rigidez
muscular, dolor de cabeza, perturbaciones psicolégicas como la depresion, hipotension
muscular, asi como una alta frecuencia de desérdenes temporomandibulares, sindrome
premenstrual, frecuencia urinaria, sindrome de colon irritable, estrés psicologico,
fluctuaciones de los sintomas en respuesta al tiempo atmosférico o al estrés, etc. (Torpy y
cols., 2000; Ablin y cols., 2008). A pesar de la naturaleza polisintomatica del sindrome, el

dolor generalizado y la sensibilidad son los sintomas mas caracteristicos. Los pacientes
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sufren de dolor crénico generalizado y migratorio, es decir, la parte del cuerpo que sufre
dolor intenso cambia a lo largo del dia, incluso de horas. En otras ocasiones presentan
dolor superficial localizado. Aunque el dolor suele estar presente constantemente, se
producen exacerbaciones por actividad fisica, agitacion mental, exposicion a frio, estrés
psicologico, pérdida del suefio e infecciones sistémicas (Kosek, 2006). Segun los propios
pacientes sus principales problemas son: el dolor (87 %), la fatiga (73%) y los despertares
nocturnos (73%). Estos limitan su capacidad para realizar las tareas del hogar y desarrollar

su trabajo con normalidad (White y cols., 1999; recogido por Kosek, 2006).

Se cree que la causa de la fatiga puede ser multifactorial: el dolor cronico, el suefio
no reparador, desregulaciones neuroendocrinas y la depresion podrian estar implicados. Los
pacientes con FM se sienten cansados al levantarse (>75%), y se despiertan facilmente
por las perturbaciones externas y pensamientos intrusivos. Son bastante comunes los
despertares nocturnos (2-6 despertares/noche). Un 70% de los pacientes sufre rigidez al
despertar, similar a la que experimentan los pacientes con artritis reumatoide. Asimismo, es
habitual la sensacién de hinchazéon difusa, localizada en manos y pies. Ademas de la
sensibilidad (alodinia a la presion), se manifiestan otras alteraciones sensoriales tales como
la alodinia multimodal, hiperalgesia, disestesia, asi como parestesia y entumecimiento. En
los casos més avanzados, aparecen perturbaciones cognitivas como: perturbacion de la
memoria, dificultad de concentracion, intolerancia al estrés y reduccién de las capacidades

(White y cols., 1999; revisado por Kosek, 2006 ).

Debido a la inexistencia de pruebas clinicas o bioquimicas para el diagnéstico de la
FM, en la actualidad los criterios mas ampliamente aceptados son los establecidos por el
Colegio Americano de Reumatologia (ACR) en 1990, segln los cuales, una persona

padece FM si tiene:

- Primero: un historial de dolor generalizado durante mas de tres meses. El dolor se
considera generalizado cuando todas las caracteristicas siguientes estan presentes: dolor

en el lado izquierdo y derecho del cuerpo, dolor por debajo y por encima de la cintura y
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dolor axial musculoesquelético en la columna cervical y/o el térax anterior y/o0 la columna

toracica y/o la espalda baja.

- Segundo: dolor en 11 o0 mas de los 18 puntos de hipersensibilidad o “puntos
gatillo” (indicados en la esquema 3) como consecuencia de una palpacion digital con una

fuerza no superior a 40 N (Wolfe y cols., 1990).

Esquema 3- Puntos de hipersensibilidad empleados en el
diagnostico de FM segln los criterios establecidos por la ACR
en 1990. Occipital: en la insercion muscular suboccipital;
Cervical bajo: parte posterior del espacio intertransversal en la
C5-C7; Trapecio: en el punto medio del borde superior;
Supraespinal: en el origen superior de la espina escapular,
cerca del borde medial; Segunda costilla: en la segunda union
intercostal, en la union superior; Epicondilo lateral: a 2 cm del

epicondilo; Gluteo: en el pliegue del musculo del cuadrante

superior, exterior de la nalga; Trocanter mayor: posterior a la
prominencia mayor del trocanter; Rodilla: en la linea media de
la almohadilla grasa proximal. Todos los definidos

anteriormente son pares de puntos simétricos (Kosek, 2006).

La invisibilidad de la FM, es decir, la falta de sefiales claras externas de la
enfermedad o incapacidad causan muchos problemas de legitimidad y moral social. Hay
una clara disonancia entre la apariencia del individuo y su capacidad para llevar a cabo
actividades (Henriksson, 1995a; Hallberg y Carlsson, 1998) a causa de la enfermedad vy,
por tanto, la credibilidad de la persona pasa a ser cuestionada por otros (Sdderberg y cols.,
1999; Soderberg y Lundman, 2001; Mengshoel y Heggen, 2004; Thorne y cols., 2004;

Barker, 2005; Cunningham y Jilling, 2006). La FM suele diagnosticarse por exclusion, es
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decir, tras realizar una serie de pruebas con resultado negativo, y este proceso socava la
credibilidad del paciente (Thorne y cols., 2004), por lo que muchos pacientes sienten que
los médicos los estereotipan como individuos sin enfermedad legitima (Sturge-Jacobs,
2002; Cunningham y Jilling, 2006) y son cuestionados en el trabajo por sus compafieros
(Henriksson, 1995b; Barker, 2005) por la ausencia de signos “objetivos” y visibles de la
enfermedad. La ilegitimidad parece estar vinculada a una falta de conocimiento del
sindrome. Algunos pacientes se sienten mas comprendidos por los profesionales que por
amigos o familiares (Kelley y Clifford, 1997), mientras que otros se sienten incomprendidos
tanto por la profesion médica como por la sociedad en general (Soderberg y Ludman,

2001; recogido por Sim, 2008 ).

La dificultad del diagnostico se complica con el hecho de que muy frecuentemente
los enfermos padecen otras enfermedades junto con la FM, como son el sindrome de fatiga
cronica (21-80% de prevalencia en pacientes con FM), el sindrome de colon irritable (32-
80% de prevalencia), desorden temporomandibular (75% de prevalencia), dolores de
cabeza (tension y migrafnas entre 10-80% de prevalencia), depresion mayor (62% de
prevalencia), sensibilidad quimica maltiple (33-55% de prevalencia), cistitis intersticial
(prevalencia del 13-21%) o dolor pélvico cronico (presente en 18% de los casos) (Aaron y
cols., 2003; Arnold y cols., 2006; Ablin y cols., 2008). La FM también puede ocurrir
simultdneamente con hipotiroidismo (Garrison y cols., 2003), asi como con enfermedades
autoinmunes crénicas, incluyendo la artritis reumatoide (un 57% de los enfermos padece
también FM) (Blanco y cols., 2005) y lupus eritematoso sistémico (un 65% de los
pacientes de lupus padecen simultaneamente FM) (Blanco y cols., 2005; Weir y cols.,
2006; revisado por Bradley, 2008). Asimismo, la FM coexiste con desordenes de estrés
postraumatico (56-57%), dafios de rodilla (21% ), hiperprolactemia (71%), hipotiroidismo y

mielopatia cervical (20%) (Blanco y cols., 2005).

En cuanto a la epidemiologia, los datos son constantes y parecidos en paises como
Alemania (2%) (Raspe y Baumgartner, 1993), Suecia (1,3%) (Lindell y cols. 2000),

Espafa (2%) (Carmona y cols., 2001), Estados Unidos (2%) (Wolfe y cols., 1995) y
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Canada (3,3%) (White y cols., 1999). La FM afecta principalmente a mujeres (80-90%) y
aumenta su prevalencia, al menos linealmente, con la edad (Wolfe y cols., 1995). Se
observa una tasa de remision relativamente alta (24%) en los estudios basados en la
comunidad (Granges y cols., 1994), pero en los pacientes diagnosticados por especialistas
que presentan dolor crénico el curso de la enfermedad no remite (Bengtsson y cols., 1994;
Wolfe y cols., 1997). Algunas pruebas indican que el diagndstico es mejor en nifios y

adolescentes que en adultos (en Kosek y cols., 2006).

El sindrome de FM se caracteriza por una fuerte agregacion familiar. La evidencia
reciente sugiere un papel de los polimorfismos de los genes de los sistemas
serotoninérgicos, dopaminérgicos y catecolaminérgicos en la etiopatogenia de la FM. Estos
polimorfismos no son especificos para la FM y estan igualmente asociados a condiciones
adicionales de la enfermedad. No se conoce la forma en la que se hereda la FM, pero lo

mas probable es que se trate de una herencia poligénica (Buskilay cols., 2007 ).

La FM podria formar parte de lo que se conoce como “espectro de desérdenes
afectivos”, que comparten una o mas anomalias fisiolbgicas importantes en su etiologia
(Arnold y cols., 2004; Hudson y cols., 2004; Bradley y cols., 2006; Bradley 2008).
Aunque al igual que en otros sindromes complejos multifactoriales, la aparicion de
agregacion familiar en el caso de la FM, no implica necesariamente una base genética.
Factores ambientales compartidos son igualmente validos como desencadenantes. No
obstante, los factores genéticos se consideran los culpables mas probables de la

enfermedad (Ablin y cols., 2008).

Hay datos que sugieren que existen niveles bajos de serotonina en este sindrome.
Pacientes con FM tenian reducidos los niveles séricos de serotonina y de su precursor, el
L-Triptéfano, ademas de tener niveles reducidos del principal metabolito de la serotonina, el
5-HIAA en el fluido cerebroespinal (Yunus y cols., 1989; Russel y cols., 1992a). En vista
de las pruebas en relacidon a alteraciones del sistema serotoninérgico en la patogénesis de

la FM, las primeras investigaciones genéticas fueron dirigidas hacia genes implicados en la
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modulacion de dicho sistema (Ablin y cols., 2008) y, en particular, hacia el gen del
transportador de serotonina (5-HTT), el cual podria elevar la sensibilidad al dolor que
presentan los enfermos de FM (Wolfe y cols., 1997). Offenbaecher y cols. (1999) fueron
los primeros en encontrar que un polimorfismo (alelo corto/corto: S/S) en la region
reguladora del gen 5-HTT aparecia con mas frecuencia en pacientes de FM que en
individuos sanos. Estos resultados fueron reproducidos tanto por Cohen y colaboradores
(2002), como por Bradley y colaboradores (2006). La importancia de este particular
polimorfismo es que no sblo se encuentra mas frecuentemente en los pacientes de FM, sino
que también es mas frecuente en pacientes con enfermedades relacionadas con la
depresion mayor y en pacientes con sindrome de colon (Yeo y cols., 2004; Park y cols.,
2006). Por tanto, puede considerarse un factor de riesgo genético para la FM, el cual,
puede ser también un factor de riesgo para el desarrollo de depresion mayor y sindrome de

colon irritable (revisado en Bradley, 2008).

La dopamina es un neurotransmisor crucial del SNC que participa en multiples
actividades, entre ellas la transmision del dolor. Las alteraciones en el metabolismo de la
dopamina estan involucradas en muchas enfermedades del SNC, incluyendo la enfermedad
de Parkinson, la esquizofrenia y el desorden hiperactivo de déficit de atencion (Mehler-Wex
y cols., 2006). El pramipexol, un agonista de la dopamina, ha sido probado en el
tratamiento de la FM (Holman y Myers, 2005). Ademas, la FM se ha vinculado con la
reduccion de la dopamina presinaptica (Wood y cols., 2007). A la vista de estos indicios,
los marcadores genéticos vinculados al sistema dopaminérgico han sido otra 4rea de interés
en la investigacion de la FM. Se demostrado que existe un aumento de la sensibilidad o la

densidad de los receptores de dopamina D2 en los pacientes de FM (Malt y cols., 2003).

Por otra parte, se considera que la noradrenalina (NA) desempefia un papel
importante en la inhibicién de la transmision del dolor en la columna vertebral. El 3-metoxi-
4-hidroxifeniletilen-glicol (MPHG), que es el metabolito principal de la NA, se encontrd
disminuido en el liquido cefalorraquideo de pacientes con FM (Russell y cols., 1992a). Este

hallazgo puede implicar una reduccién en este aspecto crucial de la modulacion del dolor en

46



FM. Por todo esto, se han estudiado marcadores genéticos implicados en el metabolismo
de las catecolaminas, como la enzima catecol-o-metil transferasa (COMT). En un estudio
de tres polimorfismos del gen COMT (LL, LH y HH) en los pacientes de FM y controles
sanos (Gursoy y cols., 2003), la combinaciéon del genotipo HH fue menos frecuente entre
los pacientes en comparacion con los controles. Este hallazgo puede tener relevancia tanto
para la patogénesis de la FM, como para la respuesta farmacogenética de los pacientes al
tratamiento con medicamentos que act(an a través de las vias adrenérgicas (Ablin y cols.,

2008).

Como hemos indicado anteriormente, los desencadenantes ambientales también
pueden estar implicados en la patofisiologia de la FM, especialmente en combinacién con
otros factores de riesgo. Esos desencadenantes incluyen traumas fisicos o mecanicos,
lesiones y estrés psicosocial (Demitrack y Crofford, 1998; Cruz y cols., 2006 ), asi como las
infecciones o la vacunacion (Buskila y cols., 2008). Los efectos del estrés psicosocial
pueden ser especialmente generalizados, porque esos agentes estresantes estan asociados
con la aparicion de dolor cronico generalizado (que es el primer criterio de clasificacion para
FM) y con una elevada respuesta al dolor (Bradley, 2008). Est4 ampliamente reconocido
que los pacientes con FM aseguran frecuentemente que su dolor se intensifica con la
exposicion a factores de estrés psicologico (Davis y cols., 2001). Segun Buskila y
colaboradores (2004) hay una prevalencia del 19% de enfermos de FM entre los maridos
de las enfermas del sindrome, lo cual es claramente indicativo de posibles

desencadenantes medioambientales (Bradley, 2008).

Finalmente, la FM es comun en las enfermedades autoinmunitarias. Aunque no
puede considerarse una enfermedad autoinmune, es importante que los médicos que tratan
estas enfermedades la conozcan, ya que en ocasiones se confunden por sus sintomas.
Curiosamente, como en las enfermedades autoinmunes, agentes infecciosos, (virus, en
particular) y la vacunacion frente a ciertos patdgenos se han sugerido como posibles

factores desencadenantes de la FM (Buskila y cols., 2008).
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1.2.2. Patofisiologia de la Fibromialgia

Aunque la etiologia del sindrome de Fibromialgia (SFM) no esta esclarecida, se han
implicado en su patogenia tanto alteraciones neuroendocrinas, como anomalias en la
funcion del sistema nervioso auténomo. La exposicion de un individuo, genéticamente
predispuesto, a una serie de factores de estrés medioambientales se presume que
conducen al desarrollo del SFM. Pero estos factores son dificiles de definir, ya que la FM

se solapa con varios sindromes relacionados (Buskila y cols., 2007 ).

Entre los desencadenantes de la enfermedad parecen estar implicados procesos
genéticos (Stromorken y Brosstad, 1992), traumaticos (Weinberger, 1977), afectivos
(Hudson y Pope, 1989) e infecciosos (Goldenberg, 1988). Algunas hipétesis sobre la

etiologia han sido revisadas por van West y Maes (2001):

e Es un desorden inflamatorio acompafiado por cambios en el sistema
neuroendocrino.

e Esta relacionada con una disfuncion del sistema serotoninérgico.

e Es un desorden psiquiatrico relacionado con la depresion mayor.

e [Esta relacionada con anormalidades en la musculatura o con el agotamiento de la
energia en la musculatura.

e Es resultado de anormalidades mecanicas en la columna cervical o lumbar.

¢ Resulta de un mecanismo del dolor central aberrante con modulacién periférica.

Teniendo en cuenta la variedad de aspectos biofisiologicos que subyacen en la
etiologia de la FM, Midiller y cols. (2007) proponen que la FM no puede ser considerada
como una entidad clinica simple, sino mas bien como un sindrome con multiples causas v,
por tanto, el término SFM debe ser usado siempre. Miller y cols. han establecido
subgrupos dentro de SFM: en primer lugar, la FM se divide en FM primaria y FM
secundaria. Mientras que los estudios de FM primaria no revelan ningun otro factor organico

desencadenante del sindrome, en la FM secundaria es frecuente la coexistencia de
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enfermedades subyacentes, como procesos inflamatorios reumaticos. A su vez, la FM

primaria se divide en cuatro grupos (Miiller y cols., 2007 ):

1. FM con sensibilidad extrema al dolor pero no asociada a problemas psiquiatricos
(Mdller y cols., 2007): la FM puede ser causada por enfermedades inflamatorias, ya que
se han encontrado concentraciones elevadas de citoquinas en el suero (Mullington y cols.,
2001; Miiller y cols., 2007) y en sobrenadantes de monocitos sanguineos de pacientes con

FM (Wallace, 2001).

2. FM y depresion relacionada con el dolor: la FM y la depresion coexisten. El alivio
del dolor con los antidepresivos es un indicio de que la depresion constituye un factor

desencadenante del segundo y tercer grupo.

3. Depresion con FM concomitante.

4. FM debida a una somatizacion: los pacientes tienen un historial de tension
psicologica y posiblemente, una modulacién afectiva de la enfermedad alterada, lo que les

lleva a desarrollar los sintomas de dolor (Montoya y cols., 2005).

Existen otras clasificaciones de los pacientes con FM, pero todas son similares a la
anterior, y en todas ellas la inflamacién cronica es una de las causas del dolor en la FM,
incluso en ausencia de otras enfermedades inflamatorias. La sensacién de dolor tiene un
papel importante en la inflamacién, ya que alerta al organismo de alteraciones o dafios del
tejido. Basadndose en la hipétesis de que el origen de todo dolor es la inflamacion y la
respuesta inflamatoria (Omoigui, 2007a) en la actualidad se esta prestando mayor atencion

a la teoria inflamatoria de la FM (Omoigui, 2007b).

Como se ha indicado, las causas patofisiologicas de la enfermedad no estan aln
claras, pero se cree que la explicacion mas razonable es una compleja interaccién entre
mecanismos centrales y periféricos. La desaparicion total del dolor en la parte del cuerpo
anestesiada tras la aplicacion de una inyeccion epidural en pacientes con FM (Bengtsson y

cols., 1989), excluye la posibilidad de que los mecanismos supraespinales sean la Unica
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causa del dolor en la FM. La patofisiologia involucra a multiples sistemas, ademas de incluir
factores familiares y genéticos, desencadenantes ambientales, fundamentalmente el sistema
nervioso autdbnomo, el neuroendocrino y el inmunitario. La desregulacion de estos sistemas,

a menudo, esta involucrada en el dolor persistente o recurrente y la angustia afectiva.

La mayoria de los pacientes (75%) han padecido dolor afios antes de desarrollar el
dolor generalizado de la FM (Henriksson y cols. 1994 ). La presencia de dolor en una region
durante un largo periodo de tiempo (>6 afios) se ha definido como un factor de riesgo para
el desarrollo de FM (Forseth y cols., 1999). Los mayores factores de riesgo para el
desarrollo del sindrome, son tanto el dolor crénico generalizado como el dolor persistente en

una zona del cuerpo (Bergman y cols., 2002).

En la FM se ha demostrado una falta de control sobre la supresion del cortisol, una
anomalia que también se ha encontrado en pacientes con desordenes psiquiatricos. McCain
y Tilbe (1989) junto con Crofford y cols. (1994) realizaron estudios en los que concluyen
que los niveles generales de cortisol, asi como los picos de liberacién en individuos con FM
son mayores que en individuos sanos y en individuos con artritis reumatoide (AR) vy, por
tanto se produce un funcionamiento alterado del eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal (HHA).
Aungue McCain y Tilbe (1989) han observado que las anormalidades en el suefio (suefio
no reparador) se asocian con variaciones diurnas del cortisol sérico observadas, los
patrones de prolactina y hormona estimuladora del tiroides en suero son normales (Bradley,

2008).

Los pacientes con FM presentan menor vasoconstriccion microcirculatoria (Varegy y
cols., 1998), gran hipotension (Bou-Holaigah y cols., 1997; Martinez-Lavin y cols., 1998),
variaciones en la frecuencia cardiaca (Martinez-Lavin y cols., 1998) y perturbaciones del
suefio (Harding, 1998; Roizenblatt y cols., 2001) lo cual es indicativo de un mal
funcionamiento del Sistema Nervioso Autonomo (SNA) (Cohen y cols., 2000). Estas
anomalias pueden contribuir a exacerbar el dolor y otros problemas clinicos asociados a la

FM mediante la alteraciéon de respuestas fisiologicas necesarias para responder al estrés
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(por ejemplo, la elevacion de la presion sanguinea) y la inhibicion del dolor (con reacciones
como la disponibilidad de neurotransmisores como la noradrenalina o la dopamina)
(Bradley, 2008). En la misma linea, Varegy y cols., (1998) comprobaron que los pacientes
con FM presentan una elevada respuesta vasoconstrictora frente a una estimulacion con
agua fria. También muestran una microcirculacion disminuida en respuesta a estimulacion
auditiva con respecto a los controles. Estos datos sugieren que la funcion alterada de la
rama simpatica del sistema nervioso autbnomo que puede contribuir a respuestas

fisiologicas andmalas en respuesta a estimulos estresantes en pacientes con FM.

Como se menciono6 con anterioridad, la FM se asocia con perturbaciones del suefio,
tales como suefio no reparador, insomnio, despertar muy temprano por la mahana, y poca
calidad de suefio (Harding, 1998; Roizenblatt y cols., 2001). Roizenblatt y cols. (2001)
encontraron que el suefio de calidad era significativamente menor en los pacientes con FM,
y que la falta de descanso empeoraba los sintomas de la enfermedad. Asi, estas
perturbaciones del suefio pueden contribuir a la fatiga y la falta de energia en los pacientes,
asi como a la exacerbacion del dolor. Ademas, frecuentes intrusiones de la onda alfa
durante la onda delta del suefio, una alteracion frecuente en FM, se asocian con
reducciones en la produccion de hormona del crecimiento (GH) y el factor de crecimiento
tipo insulinico (IGF-1). Dado que ambos son necesarios para reparar microtraumas, las
alteraciones del suefio pueden aumentar el riesgo de una mala curacion de los dafios del
tejido muscular y prolongar la transmisidn sensorial del dolor del tejido muscular a la médula

y al cerebro (Harding, 1998 en Bradley, 2008).

Hay numerosas pruebas de que los pacientes de FM se caracterizan por un
aumento en la aferencia sensorial, que estd mediada por el sistema nervioso central con
eventos similares a los que se producen en la sensibilizacién central. La idea tradicional del
dolor agudo es que un estimulo es aplicado en un tejido (por ejemplo la piel o un muasculo)
y la sensacion aferente es transmitida desde los receptores nerviosos de los tejidos a lo
largo de aferencias primarias (A-6 y fibras nerviosas C) hasta el asta dorsal de la médula

espinal (Watkins y cols., 2001). El impulso aferente es transmitido después a través de una
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fibra secundaria, desde las neuronas espinales hasta el cerebro, sin embargo, este impulso
puede ser alterado por procesos fisiologicos que suceden en el asta dorsal. Es en esta
zona donde se produce la sensibilizacién central. Las fibras nerviosas A-6y C transmiten
los potenciales de accién a las terminales pre-sinapticas en el asta dorsal de la médula
espinal. La sustancia P (SP) y los aminoacidos excitatorios son liberados y se unen a los
receptores post-sinapticos activados (por ejemplo, neurokinina [NK]-1, acido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico [AMPA]) localizado en las neuronas de transmision
del dolor de segundo grado que ascienden al cerebro llevando impulsos sensitivos aferentes

que pueden producir percepcion de dolor.

Hasta 1990, la activacion de las células de la glia (por ejemplo, astrocitos y
microglia) no se consideraba relevante para el funcionamiento de las neuronas del asta
dorsal y las sefiales de dolor. Sin embargo, las células de la glia son activadas por la
liberacion de NO, prostaglandinas, fractalquina, SP, adenosin trifosfato (ATP) y los
aminoacidos excitatorios liberados por las fibras aferentes primarias y los nervios tibiales
posteriores. Esas células de la glia, a su vez, liberan citoquinas pro-inflamatorias, NO,
prostaglandinas, especies reactivas de oxigeno y ATP, asi como aminoacidos excitatorios,
como el glutamato, SP y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP). Estas
sustancias, ademas, incrementan la liberacidbn de aminoacidos excitatorios y SP desde las
fibras A-0y C de la sinapsis en el asta dorsal, asi como elevan o prolongan la hiper-
excitabilidad de las neuronas de segundo orden del asta dorsal que conducen el dolor. La
elevada o prolongada excitabilidad de esas neuronas se considera muy responsable del
bajo umbral del dolor y es indicativo del gran dolor padecido por las personas con
sindromes de dolor neuropatico. Este modelo de sensibilizacion central también es posible
que subyazcan en el aumento de la sensibilidad a los estimulos de baja intensidad que

exhiben los pacientes con FM (Bradley, 2008).
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.- El sistema inmunitario en la FM: inflamacion de bajo grado.

Generalmente se considera a la FM como un desorden relacionado con el estrés,
caracterizado por un funcionamiento anémalo del eje hipotalamo-hipédfisis-adrenal (HHA).
Como hemos indicado anteriormente, la homeostasia del sistema inmunitario es muy
dependiente de las citoquinas, mensajeros quimicos entre las células inmunes que juegan
un papel crucial en la mediacion de respuestas inflamatorias e inmunitarias. Las citoquinas
pro-inflamatorias, como la interleuquina (IL) 1, IL-6 o el TNF-q, son liberadas durante una
respuesta inflamatoria e inmunitaria, y activan a los componentes del sistema de estrés,
alteran la actividad de las redes de neurotransmisores e inducen fiebre, somnolencia, fatiga,
pérdida de apetito y bajada de la libido, caracteristicas presentes en la FM. Ademas,

activan la sintesis hepatica de proteinas de fase aguda, como la proteina C reactiva (PCR).

Existe una compleja interaccion entre las citoquinas, la inflamacion y la respuesta
adaptativa en el mantenimiento de la homeostasia, la salud y el estado de bienestar. La
reaccion inflamatoria, asi como las respuestas al estrés son cruciales para la supervivencia
de los individuos y de las especies. Por lo tanto, como la respuesta al estrés, la inflamacion
debe ser adaptada al estimulo y limitada en el tiempo. Una reaccion completa de la

inflamacién sistémica resulta en la estimulaciéon de los cuatro “programas”

1. La reaccion de fase aguda
2. El sindrome de enfermedad
3. El programa de dolor

4. El programa de estrés

Todo ello esta mediado por el eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA) y el locus-
cereleus/sistema nervioso simpatico (SNS). Las principales sustancias efectoras de la
respuesta inflamatoria sistémica son las citoquinas; los reactantes de fase aguda,
principalmente los de origen hepatico, como la proteina C reactiva (PCR); los efectores del
sistema sensorial aferente, como la sustancia P (SP); el sistema de estrés, principalmente

la CRH hipotalamica y la vasopresina, cortisol, catecolaminas (adrenalina y noradrenalina)
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y CRH periférico neuronal (Chrousos, 1995; Clauw y Chrousos, 1997; Chrousos, 1998;

recogido por Elenkov, 2008).

Si se produce un foco inflamatorio con efectos colaterales en las moléculas
efectoras de la inflamacion en la circulacion sisttmica o de una reaccion inflamatoria
sistémica, realmente generalizada, los programas que se activan durante la inflamacion
tienen acciones antagonicas y sinérgicas. Por ejemplo, las citoquinas inflamatorias y, en
particular, la IL-6 estimulan la sintesis hepatica de proteinas de fase aguda, como la PCR, y
ese efecto es potenciado por glucocorticoides y catecolaminas que, sin embargo, también
inhiben la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias, con lo que la inflamacion llega a su fin.
El sindrome de la enfermedad consiste en fiebre, anorexia/nauseas, fatiga, somnolencia o
trastornos del suefo, disminucion fisica, social y de la actividad sexual, hiperalgesia y un
aumento de la tasa metabdlica. Casi todas las manifestaciones son reprimidas por los
glucocorticoides. Sin embargo, las neuronas periféricas de CRH activadas por estrés o por
una reaccion inflamatoria, y la SP activada por la reacciéon inflamatoria pueden potenciar a
su vez la inflamaciéon. De hecho, a través del mecanismo de estrés se puede desencadenar
y/0 exacerbar una condicion inflamatoria, como el asma o artritis reumatoide (Chrousos,

1995; Papanicolaou y cols., 1998; Elenkov y Chrousos, 1999; en Elenkov, 2008).

Aunque actualmente la FM no se considera estrictamente un proceso inflamatorio,
son muchos los estudios que desde 1988 (Wallace y cols., 1989) han demostrado que las
citoquinas tienen un papel principal en la enfermedad (Wang y cols., 2008). Como hemos
indicado con anterioridad, esta ampliamente aceptado que el sintoma principal de la FM es
el dolor y teorias recientes a este respecto proponen una ley unificadora del dolor, que
establece que el origen de todo dolor es la inflamacion y la respuesta inflamatoria (Omoigui,
2007a). Esta ley unifica todo los sindromes de dolor, partiendo de la base de que
comparten un origen comun, la inflamacion y la respuesta inflamatoria. En esta teoria, tanto
el dolor nociceptivo como el dolor neuropatico, el dolor agudo y el cronico, el dolor periférico
y el central, incluyendo dolor por “wind-up”, la neuroplasticidad y sensibilizacién central son

consecuencia de la inflamacion y la respuesta inflamatoria (Omoigui 2007a).
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En todos los organismos, la respuesta celular a lesiones, a la infeccion y al proceso
de envejecimiento es la inflamacion y la respuesta inflamatoria. La lesion tisular puede
surgir de un trauma fisico, quimico, biol6gico, o de una irritacidn. La degeneracion de los
tejidos a consecuencia del envejecimiento o un dano previo también puede conducir a la
inflamacion. Los tejidos lesionados pueden ser: musculo, ligamento, cartilago, articulaciones
o nervios. Una variedad de mediadores (citoquinas, neuropéptidos, neurotransmisores y
factores de crecimiento) son generados por la lesion tisular y la inflamacion. Estos incluyen
las sustancias producidas por los tejidos dafados, sustancias de origen vascular, asi como
las sustancias liberadas por las fibras nerviosas por si mismas, las fibras simpaticas y

diversas células inmunes (Dray, 1995).

Existen signos de una respuesta inflamatoria activada en la FM y hay correlaciones
positivas entre los marcadores de activacion del sistema de respuesta inflamatoria y la
severidad de los sintomas en la FM, como la hiperalgesia, la anergia, los desérdenes del

suefio y los sintomas depresivos. Todo ello es previsible debido a que:

e La FM puede ser un desorden inflamatorio.

e Las citoquinas pro-inflamatorias pueden inducir los sintomas tipicos de la FM.

e La depresion, la cual muestra una alta prevalencia junto con la FM, esta
caracterizada por una activacion del sistema de respuesta inflamatoria (van West y

Maes, 2001).

Por las causas anteriormente descritas, son numerosos los estudios que pretenden
comprobar la existencia de anomalias en la funcién inmunitaria de los pacientes con FM.
Van West y Maes afirman que no existen pruebas de que la FM esté acompanada de una
activacion de respuesta inflamatoria, una activacion inmunitaria o un proceso inflamatorio
(van West y Maes, 2001), sino que apoyan la existencia de una inmunosupresion. Por otro
lado, Caro sugiere que un subgrupo de los pacientes con FM presentan un proceso
inflamatorio de bajo grado (Caro, 1989) o “parainflamacion”. Maes y cols. (1999) proponen

un comportamiento diferente para enfermos que padecen depresidon concomitante con la FM
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y los que no, pero la teoria mayoritaria, es la que afirma que existe una base inflamatoria
en la enfermedad. Ya en 1987, Littlejohn y cols. propusieron la existencia de una exagerada
respuesta de inflamacion neurogénica en la base fisiopatologica de la enfermedad
(Littlejohn y cols., 1987) y en la actualidad son muy numerosos los investigadores que,
basandose en sus resultados y en datos bibliograficos, justifican la existencia de una

respuesta inflamatoria anémala y mantenida en el tiempo en los enfermos de FM.

Por tanto, un balance correcto entre citoquinas pro- y anti-inflamatorias es necesario
para el correcto funcionamiento fisioldgico del cuerpo, pero son numerosos los estudios
recientes que encuentran perfiles alterados de factores neuroquimicos, marcadores
inflamatorios y citoquinas inflamatorias tanto en suero (Maes y cols., 1999; Pay y cols.
2000; Wallace y cols., 2001; Gir y cols., 2002a, 2002b; Hein y cols., 2002; Pache y
cols., 2003; Bagis y cols., 2005) como en biopsias (Kalyan-Raman y cols., 1984; Yunus y
cols., 1989; Drewes y cols., 1993; Gronemann y cols., 2003; Salemi y cols., 2003) de
pacientes con FM (Blanco y cols., 2005). Asi, por ejemplo, biopsias de la piel de mujeres
con FM tienen valores significativamente mayores de inmunoglobulina (Ilg) G depositados
en la dermis y las paredes de sus vasos sanguineos y muestran mayor reactividad al
colageno I, sugiriendo inflamacion (Burda, 1984; Caro, 1989; recogido en Macedo y cols.,
2007). Desde 1988 también se sabe que existen valores elevados de SP en el fluido
espinal de los pacientes con FM (Vareoy y cols., 1988; Russell, 1998; Millan, 1999), y que
los niveles de los productos de la serotonina eran bajos en dicha poblacién (Russell y cols.,

1992b; Torpy y cols., 2000; en Wang y cols., 2008).

Puesto que la produccién de citoquinas y el balance de citoquinas pro-/anti-
inflamatorias esta controlado tanto por el sistema inmunitario (Watkins y cols., 1995) como
por el sistema nervioso central (Meggs y cols., 1995; Sternberg y cols., 1997) siguiendo
estimulos internos o externos, se ha hipotetizado que en la FM podria subyacer una pérdida
de dicho equilibrio (Wang y cols., 2008). Por otro lado, citoquinas como el TNF-a,, IL-1, IL-
6 o IL-8 se han implicado en la regulacion del eje HHA vy el sistema nervioso simpatico (Di

Franco y cols., 2010). Ademas, muchos de los sintomas y signos asociados a la FM
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pueden ser modulados por las citoquinas (esquema 4). Por ejemplo, la hiperalgesia, la
fatiga, el suefio, la fiebre, el dolor, la alodinia, la liberacion de adrenalina, la respuesta al
estrés, la ansiedad, las mialgias, la disfuncién cognitiva y la analgesia, son modulados por

las citoquinas (Wallace y cols., 2001, 2006 ).

Esquema 4- Citoquinas y sus asociaciones potenciales con la FM (modificacion de

Wallace, 2006.)

Estrés, regula la expresion de SP, alodinia, suefio con movimiento
rapido del ojo, incrementa los aminoacidos excitatorios, liberacion
estimulada por Adrenalina (A) y Noradrenalina (NA).

Hiperalgesia, fatiga, fiebre, suefo, mialgias, antinocicepcion de SP
[elevacion de GABA y disminucion de NMDA (—N-metil-D-aspartato-
)], liberacion estimulada por A y NA, liberacién de prolactina, GH y

ACTH e inhibicion de tirotropina

Induce el dolor simpatico

Desde una vision general, el perfil de citoquinas pro- y anti-inflamatorias ha recibido
una especial atencién en los pacientes de FM, y ha sido revisado recientemente en nuestro
grupo de investigacion (Ortega y cols., 2009a). En el esquema 5 se resumen los
resultados encontrados en la literatura sobre los niveles de las principales citoquinas en
pacientes con FM. Numerosos estudios se han centrado en la citoquinas pro-inflamatorias
circulantes como posibles “marcadores inflamatorios” en pacientes con FM. Con alguna

excepcion, en estos estudios se han encontrado concentraciones circulantes normales de
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INF-y (Wallace y cols., 2001), TNF-a. (Wallace y cols., 2001; Amel Kashipaz y cols.,
2003), IL-1B (Gir y cols., 2002a; Wallace y cols., 2001), IL-2 (Wallace y cols., 2001) e
IL-6 (Maes y cols., 1999; Gir y cols., 2002a; Giir y Oktayoglu, 2008; Wang y cols., 2008;
Togo y cols., 2009;). Por otro lado, los resultados de IL-10, una citoquina anti-inflamatoria
antagonista del TNF-a y la IL-1B3, parecen ser controvertidos, ya que en el suero de los
pacientes con FM se han encontrado tanto niveles elevados (Bazzichi y cols., 2007 ) como

sin cambios (Wallace y cols., 2001; Togo y cols., 2009) comparado con controles sanos.

En pacientes con FM, se ha encontrado una produccién normal de IL-1B, TNF-a e
IL-10 por células mononucleares de sangre periférica (PBMC), pero se ha encontrado un
incremento en la produccién de IL-6 en sobrenadantes de cultivos de PBMC de pacientes
de FM (Wallace y cols., 2001). Ademas, se han encontrado mayores niveles de IL-1ra
(Wallace y cols., 2001) y del receptor de IL-6 (IL-6R) en pacientes de FM que en
controles sanos, pero la elevacion de IL-6R sblo se encontr6 en pacientes con FM que
tenian asociada una depresion (Maes y cols., 1999). Teniendo en cuenta que la produccion
y la concentracion de IL-6, IL-8 y IL-1ra se incrementan con la duracién de los sintomas, y
que como hemos indicado con anterioridad la IL-8 promueve el dolor simpatico y la IL-6
induce hiperalgesia, fatiga y depresion, los investigadores sugieren que esas citoquinas
juegan un papel modulador en el sindrome de FM (Van West y Maes., 2001; Wallace,
2006; revisado por Ortega y cols., 2009a). Son escasos los estudios sobre la produccion
de citoquinas por monocitos cultivados. Amel Kashipaz y cols. (2003) estudiaron la
produccion de citoquinas (IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-10) por células mononucleares cultivadas
de pacientes con FM y SFC, determinando que no existian diferencias con respecto a

controles sanos.
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Esquema 5- Resumen de la literatura cientifica desde 1999 con referencias especificas de

valores de citoquinas en pacientes con FM.

Produccién y niveles en

suero elevados

Niveles bajos en suero

Niveles normales en suero f

Niveles elevados en suero c,d,g,h

Niveles normales en suero y
sobrenadantes de células c,e
mononucleares h

Niveles elevados en suero

(Actualizacion de la version de Wang y cols., 2008). a (Sperber y cols., 1999); b (Maes y cols., 1999); ¢
(Wallace y cols., 2001); d (Giir y cols., 2002a); e (Amel Kashipaz y cols., 2003 -valoracioén en sobrenadantes
de células mononucleares de pacientes con FM y SFC); f (Ucelyer y cols., 2006); g (Bazzichi y cols., 2007); h

(Wang y cols., 2008).

Con anterioridad se ha descrito que los efectos hipernociceptivos de las citoquinas
(TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-8, IL-12 e IL-18) son indirectos (mediante la liberacion de otras
citoquinas y/o mediadores inflamatorios finales que, a su vez, sensibilizan a los

nociceptores aferentes primarios), pero se ha comprobado que las neuronas sensoriales
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expresan receptores de TNF-a e IL-1[, lo que sugiere que estas citoquinas podrian también
sensibilizar a los nociceptores directamente durante la inflamacion (Copray y cols., 2001;
Parada y cols., 2003). Para reforzar esta hipotesis, se demostré que el TNF-a evoca
potenciales de accion en las neuronas nociceptivas cuando se aplica topicamente a axones
periféricos in vivo, y aumenta la sensibilidad a estimulos mecanicos y quimicos (Junger y
Sorkin, 2000). Ademas, la IL-1B actia sobre las neuronas sensoriales aumentando su

susceptibilidad a estimulos nocivos (Obreja y cols., 2002; revisado por Verri y cols., 2006).

Frecuentemente, la FM y la depresion presentan similitudes sintomaticas. Sila FM y la
depresion coexisten, la pregunta es si la depresion debe ser vista como una afeccion
asociada o como la causa real de los desordenes del dolor (Miiller y cols., 2007 ). Muchas
pruebas indican que la depresion mayor esta acompafiada por la activacion de la respuesta
inflamatoria (Maes y cols., 1999, Van West y Maes, 2001) con signos de activacion de las
células T (elevada expresion de marcadores de actividad) y de la respuesta de fase aguda,
fenébmenos que pueden relacionarse con una elevada produccion de citoquinas pro-
inflamatorias, como la IL-1 (Weinberger, 1977) y la IL-6 (Weinberger, 1977; Corcos y cols.,

2002; Wichers y Maes, 2002).

De hecho, muchos pacientes con FM son tratados con agentes antidepresivos, los
cuales pueden suprimir la produccion de citoquinas proinflamatorias, como el INF-y, y
estimulan la produccién de la citoquina antiinflamatoria IL-10 (Maes y cols., 1999; Kubera y
cols., 2001). Sin embargo, se sabe que la FM y la depresion no siempre coexisten
(pacientes clasificados como grupo | por Miller y col., 2007). Los pacientes incluso
presentan diferentes perfiles de citoquinas pro- y anti-inflamatorias en funcién de si
padecen o no depresion concomitante. Por ejemplo, Mller y cols. (2007) encontraron
mayores niveles circulantes de citoquinas pro- (IL-1B y TNF-a) y anti-inflamatorias (IL-10)
en pacientes sin signos de depresion. Sin embargo, Bazzichi y cols. (2007) encuentran
niveles elevados de IL-10 e IL-1 en pacientes con depresion, pero no encuentran
diferencias en los niveles circulantes de IL-8 entre los pacientes de FM con o sin depresion,

pero ambos grupos de pacientes presentaban niveles muy elevados al compararlos con
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controles sanos. Estos resultados sugieren claramente que la IL-8 puede ser un “marcador
inflamatorio” para el sindrome de FM independientemente de su asociacibn o no a la

depresion (Ortega y cols., 2009a).

Como se muestra en el esquema 6, las citoquinas atraerian a los leucocitos
circulantes de la respuesta inflamatoria, y también activarian a los fibroblastos del tejido
conectivo y macrofagos. Estas células activas, a su vez, podrian generar una serie de
citoquinas proinflamatorias, proteasas y mediadores inflamatorios, que normalmente son
controlados por las sustancias anti-inflamatorias anteriormente mencionadas. Si la carga de
mediadores inflamatorios supera la defensa biologica anti-inflamatoria (ya sea por una
produccion excesiva de productos o por una disminucion del aporte de proteinas anti-
inflamatorias), esto podria generar un desequilibrio anormal, lo que podria causar un ligero

y persistente proceso inflamatorio.

PATOGENESIS DE LA FIBROMIALGIA: hipétesis inflamatoria
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Esquema 6- Posibles explicaciones del proceso inflamatorio cronico generalizado (“parainflamacion”) que podria

afectar los tejidos blandos de los pacientes con FM (tomado y traducido de Blanco y cols., 2005).
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Este hipotético proceso inflamatorio estimularia a los nociceptores subcutaneos.
Dichos receptores activados podrian enviar continuos estimulos al cortex sensitivo del
cerebro, el cual, tras la estimulacion, podria generar sensacion de dolor generalizada. Por
otro lado, la inflamacion neurogénica podria causar espasmos musculoesqueléticos
periféricos generalizados y vasoconstriccion por medio de numerosas vias de reflejo
neurogénico. La consecuencia final podria ser tanto fatiga como hiperalgesia. Ademas,
citoquinas pro-inflamatorias como la IL-1 y la IL-6, puede inducir hiperalgesia por la
activacion del tejido que rodea el I6bulo frontal, el lateral y el tercer ventriculo que puede
directamente influenciar la respuesta de las neuronas nociceptoras. El resto de los sintomas
adicionales de la FM podrian derivar de estos acontecimientos patolégicos principales

(Blanco y cols., 2005).

Macedo y cols. (2007) estudiaron las moléculas de adhesion y la expresion de
citoquinas en las células inmunitarias de pacientes con FM, con el fin de identificar su
posible papel en la fisiopatologia del sindrome. Entre los muchos parametros estudiados, se
observaron diferencias principalmente en las células del sistema inmunitario innato de los
pacientes de FM. A pesar de que estas alteraciones fueron pequefias, pueden ser un indicio
de una mayor adhesiéon y reclutamiento de leucocitos a los sitios de inflamacion. Ademas,
una menor respuesta del eje HHA en situaciones de tensién o alteraciones de la respuesta
al estrés podria hacer a estos pacientes mas vulnerables a las citoquinas y a la inflamacion
y, por tanto, contribuir a los sintomas de FM. Del mismo modo, Faggioli y cols. (2004)
estudiaron la expresién de los receptores de benzodiacepinas periféricos en monocitos,
granulocitos y linfocitos de pacientes con FM, encontrando una expresion elevada en todas
las células, pero el aumento s6lo fue significativo en el caso de los monocitos. Este hecho
puede tener relevancia en la FM, ya que dichos receptores estan relacionados con la
percepcion del dolor, la modulacién del sistema inmunitario y la inflamacion y en la

proteccion de las células frente a un posible dafo por radicales libres.

Se han estudiado otros componentes de la respuesta inmunitaria para esclarecer la

controversia sobre su posible papel en la fisiopatologia de la FM. Wallace y cols. (1989)
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analizaron las subpoblaciones de linfocitos y revelaron que el cociente CD4+/CD8+ estaba
elevado en los pacientes con FM en comparacidon con los controles sanos, debido
fundamentalmente a un elevado porcentaje de linfocitos CD4+ (linfocitos T helper) (Peter y
Wallace, 1988; Wallace y cols., 1989). Russell y cols. (1989) encontraron niveles elevados
de linfocitos T-helper (Leu-3a), asi como de células supresoras T (Leu-2a). Los mismos
autores informaron de una actividad anormalmente reducida de las células Natural Killer
(NK) en pacientes con FM (Russell y cols., 1989). La funcion deprimida de las células NK
se restaurd /n vitro por la administracion de citoquinas como la IL-2 (Denicoff y cols., 1987;
Rosenberg y cols., 1987; Russell y cols., 1988; en van West y Maes, 2001). Sin embargo,
Russell y cols. (1999) encontraron que los pacientes con FM tenian menor nimero de
linfocitos totales, menor niumero de linfocitos T helper colaboradores, menor actividad NK,
un considerable mayor nimero de linfocitos B y una mayor proporcion de subpoblacion de
linfocitos T helper colaboradores activados. Por el contrario, Hernanz y cols., (1994) no
encontraron diferencias significativas en el niumero de linfocitos B (CD19+), linfocitos T
(CD3+), células NK (CD16+), células T CD8+ y CD4+ y el cociente CD4+/CD8+.
Ademas, encuentran que el numero de linfocitos que expresan el receptor para IL-2
(CD25+) estaba disminuido en pacientes con FM, asi como el nimero de células que
expresan el marcador molecular de activacion celular (CD 69) que esta implicado en los

eventos tempranos de activacion de las células T y B.

Por otro lado, no se han encontrado diferencias estadisticas en los niveles de
anticuerpos anti-nucleares (ANAs) comparando pacientes con FM y controles sanos
(Hench y cols., 1986; Yunus y cols., 1993; Bridges, 1993; Smart y cols., 1997). Otros
estudios encontraron niveles altos de anticuerpos contra serotonina (5-hidroxi-triptamina),

gangliésidos y fosfolipidos (Klein y cols., 1992).

Teniendo en cuenta todas las consideraciones anteriores es fundada la sospecha de
que al menos un subconjunto de pacientes con FM (hasta un 30%) pueda sufrir de un
proceso de inflamacion sutil, mediado por las citoquinas, proteasas y mediadores de la

inflamacion, probablemente situado en tejidos blandos. Este proceso inflamatorio puede
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resultar de un desequilibrio entre moléculas pro-inflamatorias (es decir las citoquinas,
proteasas y mediadores de la inflamacion) y las sustancias biologicas anti-inflamatorias
(a—1-antitripsina, a—2-macroglobulina, y el inhibidor de metaloproteinas tisular-TIMPs). La
inflamacion cronica puede ser el resultado de un desencadenante como un agente
infeccioso (por ejemplo, la hepatitis C, enterovirus, Mycoplasma sp., etc.) o un auto-
trastorno inflamatorio (por ejemplo, el lupus eritematoso, la artritis reumatoide, etc.), que
promoveria una expresion anormal de citoquinas proinflamatorias. Asi mismo, otros factores
genéticos, ambientales, hormonales y, posiblemente, factores desconocidos estén

implicados en la expresion clinica de FM (Blanco y cols., 2005).

.- Desregulacion neuroendocrina en la FM

Las citoquinas proinflamatorias pueden alterar también la actividad del sistema
nervioso simpatico (SNS) y del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA) durante condiciones
de inflamacion y/o estrés, quizas con especial importancia en el sindrome de FM (Torpy y
cols., 2000; Van West y Maes, 2001), el cual se ha propuesto para ser incluido en el
grupo de “enfermedades relacionadas con el estrés” (Crofford, 1998). Se ha mostrado en
diversos estudios que la FM es parte de un grupo de condiciones que incluyen un desorden
inflamatorio acompafiado por cambios en el sistema neuroinmunoendocrino (Van West y
Maes, 2001; Amel Kashipaz y cols., 2003, Miller y cols., 2007). Las alteraciones
neuroendocrinas de la FM incluyen una actividad anémala del eje HHA con una baja
secrecion integrada de cortisol, alteraciones en el ciclo circadiano de liberacién de cortisol y
una liberacion exagerada de hormona adenocorticotrofica (ACTH) en respuesta a la
hormona liberadora de corticotropina (CRH), asi como una paradojica caida del cortisol
después del ejercicio fisico (Vaeroy y cols., 1988; Griep y cols., 1993; Crofford y cols.,
1994; Crofford, 1998; Torpy y cols., 2000). También se han observado niveles basales
elevados de NA en mujeres con FM comparado con mujeres controles sanas de la misma
edad (Torpy y cols., 2000). Teniendo en cuenta que la NA y los glucocorticoides modulan
la produccion de citoquinas inflamatorias por las células inmunes y a su vez, las citoquinas

inflamatorias modulan la liberacién de cortisol y NA, el disefio de estrategias terapéuticas
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(como programas de ejercicio fisico habitual, junto con otras) disefiadas para lograr una
mejora en la regulacion neuroinmunoendocrina en el SFM y enfermedades asociadas a la
actividad del eje HHA, asi como al balance de citoquinas pro/anti-inflamatorias, podrian ser

muy utiles en pacientes con FM (Ortega y cols., 2009a).

1.2.3. Terapias y tratamientos en fibromialgia.

Actualmente, el tratamiento del SFM incluye terapias tanto farmacolégicas como no
farmacologicas. La Administracion Norteamericana de Alimentos y Medicamentos reconoce
como tratamientos autorizados el uso de Duloxetina y Milnacipran, inhibidores selectivos de
la recaptacion de serotonina y noradrenalina, asi como el uso de la Pregabalina
(comercializada como Lyrica) la cual es un analogo del acido y-amminobutirico (GABA).
Sin embargo, la Agencia Europea de Medicamentos todavia no reconoce ninguna
medicacion que pueda tratar el dolor en la FM o el sindrome como un todo. La mayor parte
de los tratamientos mejoran uno o dos sintomas particulares, pero no existe ningin

tratamiento global (Di Franco y cols., 2010).

Las terapias farmacoldgicas no reconocidas se basan en el uso de antidepresivos
(inhibidores de la recaptacion selectiva de serotonina, inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina-noradrenalina), analgésicos (antiinflamatorios no esteroideos,
opioides, etc.), relajantes musculares y antiepilépticos (analogos del GABA), hormona del

crecimiento, corticoesteroides o sedantes hipnéticos.

Las terapias no farmacol6gicas incluyen el ejercicio en numerosas modalidades,
masajes, terapia comportamental cognitiva, etc. (Mease y cols., 2007). Se ha demostrado
que un entrenamiento con ejercicio aerébico mejora la funcion fisica, el estrés psicologico y
otros parametros de la calidad de vida en pacientes con FM. Sin embargo, las terapias no

farmacolbgicas no pueden todavia reemplazar a las farmacologicas.
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.- Ejercicio fisico y Fibromialgia

Con respecto a personas sanas, los pacientes de FM presentan fatiga y malestar,
asi como una capacidad reducida para realizar actividad fisica. Tienen dificultades para
llevar a cabo las actividades del dia a dia como andar, trabajar con los brazos y mantenerse
de forma prolongada tanto sentado como de pie. Los tratamientos no farmacoldgicos en
pacientes con FM se han dirigido hacia la mejora de la salud, la capacidad para realizar las
tareas diarias y la independencia (Mannerkorpi e Iversen, 2003; Mannerkorpi y Henriksson,
2007). Las intervenciones mediante programas entrenamiento fisico en dichos pacientes
intentan mejorar su estado fisico (reduciendo con ello su fatiga) y aumentar la fuerza
muscular (permitiéndole asi, manejar mas facilmente su vida diaria). La actividad fisica
también provoca la sensacion de que el umbral del dolor se puede aumentar, lo cual lleva
también a un cambio en la percepcion del dolor (Pedersen y Saltin, 2006; revisado por

Ortega y cols., 2009a).

Los primeros estudios que examinaron la efectividad del ejercicio en el tratamiento
de los sintomas de la FM datan de los afos 80, y sugieren que los programas de ejercicio
pueden reducir el dolor (McCain y cols., 1988). En los (ltimos afios, se han publicado un
gran numero de programas de ejercicios “en tierra” para este grupo de pacientes, cuyos
efectos han sido recientemente revisados por nuestro grupo de investigacion (Ortega y
cols., 2009a). Jones y colaboradores (2006) indicaron que la duracién media para estos
programas era de 12 semanas, si bien el rango va desde 4 a 24 semanas. El numero de
sesiones es de 1 a 5 por semana, siendo lo mas comun 2-3, con una duracién de 15-180
minutos por sesion (con una media de 60 minutos). La mayor parte de dichos programas
estaban organizados en base a los tres grupos mas comunes de entrenamiento: ejercicios
aerbbicos, entrenamientos de fuerza y ejercicios de flexibilidad, tanto de forma

independiente como combinados (Jones y cols., 2006).

El entrenamiento aerdbico incluye andar, calistenia, montar en bicicleta, baile o

taichi. Se ha mostrado que una actividad de intensidad baja o moderada (Norregaard y
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cols., 1997; Van Santen y cols., 2002; Taggart y cols., 2003; Alentorn-Geli y cols., 2008)
es mas efectiva para mejorar los sintomas de la FM que las actividades de alta intensidad
(Jones y cols., 2006). Por lo tanto, el ejercicio aerdbico de intensidad baja o moderada
incrementa en general el bienestar (7 puntos en una escala de O a 10), el umbral de dolor
en los puntos gatillo (con un incremento de 0,23 kg/cm?) y reduce la tasa de dolor (1,3 en
una escala de O a 10). Por el contrario, sus efectos en la fatiga, la depresion y el malestar

son inciertos (Busch y cols., 2008).

Por otro lado, los programas de entrenamiento muscular incluyen ejercicios estaticos
y dinamicos. Se ha comprobado que los programas de fortalecimiento aumentan el
bienestar general (41 puntos en una escala de O a 100), reducen el dolor (49 puntos de O
a 100) y mejoran el estado de los “puntos gatillo” (Busch y cols., 2008). Parece que
ambos tipos de programas, tanto aerobicos como de fortalecimiento, mejoran los sintomas
de la FM pero, por el contrario, los beneficios de los programas de entrenamiento de la
flexibilidad, los cuales incluyen estiramientos estaticos de los principales grupos musculares,
no estan todavia claros (Busch y cols., 2008). Sin embargo, un estudio sugiere que el
entrenamiento con ejercicios de flexibilidad combinados con ejercicio aerébico pueden

mejorar la severidad de los sintomas en pacientes con FM (Rooks y cols., 2007).

.- Ejercicio acuatico como terapia en Fibromialgia

Aparte de los programas de ejercicio “en tierra”, los ejercicios acuaticos se han
presentado en la ultima década como una opcion terapéutica efectiva para los pacientes
con FM. De hecho, el ejercicio acuatico es otra modalidad de terapia para los pacientes
sedentarios que sufren dolores. La temperatura (normalmente entre 30 y 34 °C), la
viscosidad y la flotabilidad del agua parecen reducir el malestar y el dolor, generando una
resistencia en los ejercicios aerdbicos y de estiramiento, y facilitando la ejecucion de los
movimientos (Mannerkorpi e Iversen, 2003; Mannerkorpi y Henrisson, 2007). Los
programas acuaticos normalmente consisten en ejercicios aerbbicos, de fuerza y de

flexibilidad (Gowans y cols., 2001; Jentoft y cols., 2001; Munguia-lzquierdo y Legaz-
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Arrese, 2007; Evcik y cols., 2008). Algunos estudios han incluido ejercicios propioceptivos
(Gusi y cols., 2006), carrera en aguas profundas (De Assis y cols., 2006) y balneoterapia
(Zijlstra y cols., 2005). La duracién de dichos programas va desde 6-24 semanas, con 1-3

sesiones semanales de una duracion de 30-60 minutos.

Parece que no solo la utilidad tradicionalmente conocida del agua caliente es
suficiente para mejorar los sintomas de la FM. Un estudio reciente compar6 los efectos del
ejercicio acuatico con la balneoterapia, y ambos grupos mejoraban los indices de dolor,
fatiga y malestar, pero solo el grupo de ejercicio mejor6 el estrés; ademas en el grupo de
ejercicio acuatico los efectos en la mejora de los sintomas eran mas duraderos (Altan y
cols., 2004). En este sentido, Mannerkorpi y cols. (2000) mostraron mejoras en la funcion
fisica, la severidad del dolor, la funcion social, el estrés psicolégico y la calidad de vida en
un grupo de pacientes que recibian un tratamiento combinado de ejercicio acuatico y terapia
educacional durante 6 meses, comparado con un grupo control sin tratamiento. Ademas,
Jentoft y cols. (2001) compararon los efectos del ejercicio en tierra con el ejercicio
acuatico, concluyendo que el ejercicio acuatico es también efectivo en el incremento la
capacidad fisica y puede tener algunas mejoras adicionales en los sintomas. Ademas, el
ejercicio acuatico parece mejorar la capacidad fisica (medida mediante el “test de los 6
minutos de marcha”), la fuerza, la severidad de los sintomas y el estrés en los pacientes
con FM. Dichas mejoras estdn presentes 6 meses después de finalizar el programa. Los
ejercicios acuaticos también pueden disminuir la posibilidad de lesiones, ya que los
movimientos se realizan con mayor facilidad y los ejercicios se pueden ajustar a las

limitaciones de cada paciente (Mannerkorpi y Henriksson, 2007; Ortega y cols., 2009a).

En resumen, existen numerosas pruebas que apoyan los efectos positivos de un
programa de ejercicio habitual sobre los sintomas de la FM, asi como sobre la forma fisica y
la calidad de vida. Ademas, la mayor parte de los trabajos que estudian los efectos
beneficiosos de los programas de entrenamiento en el sindrome de FM encuentran que
esos beneficios (mejoras en la funcion fisica, menos dolor y fatiga, mayor eficacia para

controlar los sintomas y el bienestar en general) estan todavia presentes meses después de
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finalizar el programa (Pedersen y Saltin, 2006). Es importante resaltar que Pedersen y
Saltin (2006) afirman que no existen contraindicaciones para ninguna forma de

entrenamiento fisico en los pacientes de FM.

Sin embargo, los mecanismos a través de los cuales el ejercicio provoca dichos
efectos permanecen sin esclarecer. Se sabe que el ejercicio modula la respuesta
inflamatoria a través de mecanismos neuroendocrinos. Teniendo en cuenta que la FM
parece estar asociada a una desregulacion de la respuesta inflamatoria y a una pérdida del
balance del eje HHA y la actividad de SNS, puede ser plausible la idea de que las terapias

de ejercicio pueden actuar a este nivel en los pacientes de FM (Ortega y cols., 2009a).
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1.3. INFLUENCIA DEL EJERCICIO SOBRE LA RESPUESTA INNATA E INFLAMATORIA

Tradicionalmente se ha considerado que el ejercicio fisico mejora la salud. No
obstante, hasta hace relativamente poco tiempo los estudios se habian centrado
fundamentalmente en el sistema cardiovascular y misculo-esquelético. En los (ltimos afios,
muchos estudios han propuesto que el ejercicio fisico también provoca cambios en el
sistema inmunitario. Existe la creencia generalizada que aquéllos que llevan a cabo una
actividad fisica regular son menos susceptibles a las infecciones en comparacion a las
personas sedentarias y que la practica de ejercicio regular protege frente a una muerte
prematura (Sui y cols., 2007; Khaw y cols., 2008; revisado por Mathur y Pedersen, 2009).
Sin embargo, esto no es siempre cierto y depende fundamentalmente de la intensidad y
duracion del ejercicio fisico, pero también del momento en el que se realice (Ortega,
2003). Del mismo modo, hay que tener en cuenta que las recomendaciones generales
sobre ejercicio se refieren a personas sanas, pero no pueden aplicarse directamente a
personas con patologias, en cuyo caso, la respuesta a dicho ejercicio puede ser diferente,
fundamentalmente si estas patologias son de caracter inflamatorio y, especialmente, en

mujeres (Ortega y cols., 2009a; Giraldo y cols., 2009; Ortega y cols., 2010b).

Puesto que sistema inmunitario es el responsable de la defensa del organismo
contra los antigenos, adquiere gran importancia el estudio de la influencia del ejercicio sobre
este sistema cuando se quiere evaluar los efectos del mismo sobre la salud y en mayor
medida en personas cuya respuesta inmunitaria podria estar alterada constitutivamente.
Dado que el sistema inmunitario es una compleja red compuesta de una amplia gama de
elementos que funcionan juntos para reconocer, englobar y/o destruir microorganismos
invasores y células tumorales, cada uno de los elementos que lo constituye puede verse
afectado tras la realizacion de una actividad fisica, incluso de diferente forma. La aparicion
en los dltimos afos de importantes trabajos en este campo de investigacion han hecho
posible la creacién de una nueva area de investigacion: “Ejercicio e Inmunologia”, la cual se
ha ampliado a “Ejercicio, Estrés e Inmunologia”, ya que en los ultimos estudios se considera

que los mecanismos de respuesta del sistema inmunitario al ejercicio no son muy diferentes

70



a los de respuesta al estrés (Ortega, 1994; Hoffman-Goetz y Pedersen, 1994; Fleschner y

cols., 2003; Ortega, 2003).

Aunque los monocitos estan claramente implicados en la inmunologia del ejercicio,
existen pocas investigaciones sobre el efecto del ejercicio sobre monocitos o macroéfagos
humanos, probablemente debido a las dificultades técnicas de su aislamiento (Ortega,
2003). A este respecto, Woods y Davis (1994) concluyeron que la actividad fisica esta
asociada a menores tasas de prevalencia y mortalidad en varios canceres localizados, en
estudio “in vitro”. Segln los autores, este efecto estda mediado por la inmunidad innata, en
particular por el linaje monocito/macréfago, el cual tiene fuertes efectos en la inhibicion del
crecimiento tumoral y la destruccion de células tumorales. Estos efectos se producen debido
a que el ejercicio puede alterar el flujo de dichas células a los tejidos en respuesta a un
cambio inflamatorio, y a que promueve la liberacion de citoquinas con propiedades
antitumorales. Estos cambios son dependientes de la intensidad y del estado funcional de
las células inmunitarias en el momento del ejercicio. Ortega y cols. (2005a) determinaron
que, en individuos sedentarios, un ejercicio de intensidad moderada (60 min. al 55% VO,
max) aumenta el nimero de monocitos, siendo maximo al final del mismo, y que la
concentracion de NA se correlaciona con el nUmero de células fagociticas, especialmente
con monocitos. De estos resultados concluyeron que los fagocitos contrarrestan los
periodos de “ventana abierta” que se producen tras la realizacion de un ejercicio debido a la

disminuciéon en el nimero de linfocitos.

Cuando se ha analizado los efectos de un programa de ejercicio tanto de forma
transversal como longitudinal, se ha observado que las personas fisicamente inactivas
muestran una menor respuesta inflamatoria de monocitos frente a un estimulo antigénico
(LPS), menor expresion de TLR4 y menor porcentaje de monocitos CD14+/CD16+ (Flyn 'y
cols., 2003; Mc Farling y cols., 2004; Stewart y cols., 2005;Mc Farling y cols., 2006;
Sloan y cols. 2007; Timmerman y cols., 2008; revisado por Walsh y cols. 2011). La
posible contribucion del pequefio “pull” de monocitos en sangre sobre el efecto anti-

inflamatorio del entrenamiento es incierta. Los estudios en animales podrian arrojar luz

71



sobre el origen del efecto anti-inflamatorio del ejercicio regular, especialmente en la
poblacibn que padece inflamacién. En recientes estudios se ha demostrado que el
entrenamiento, con o sin dieta, reduce la grasa visceral (por ejemplo, la infiltracion de
macréfagos y la expresion de los genes de citoquinas pro-inflamatorias) y la inflamacién
sistétmica en ratones alimentados con dietas ricas en grasas (Vieira y cols., 2009a,
2009b). El ejercicio regular puede reducir también la infiltracion de macrofagos en los
lugares de inflamacion crénica, incluyendo los tumores en crecimiento (Zielinski y cols.,

2004 ) (revisado por Walsh y cols., 2011)

Gleeson y cols. (2005) también revisaron la expresion de receptores TLR en
respuesta al ejercicio. Tras un ejercicio aerdbico disminuyo la expresion de receptores TLR
y dicho efecto era independiente de la temperatura (Lancaster y cols., 2004 ). Del mismo
modo, en ciclistas, el ejercicio disminuye la expresion de todos los TLR, siendo mas
pronunciado en el caso de los TLRI1. El ejercicio agudo también reduce la expresion de
TLR1, 2 y 4 (Rivier y cols., 1994; Starkie y cols., 2000; revisado por Walsh y cols., 2011).
En conjunto estos resultados sugieren que el ejercicio puntual disminuye la expresion de los

receptores tipo Toll.

Como hemos comentado ya, los neutréfilos realizan su funcion de defensa no
especifica a través de la fagocitosis, que consta de varias etapas desde el momento que el
neutr6filo abandona el vaso sanguineo hasta que el antigeno es destruido. En este sentido,
la influencia del ejercicio podria ser diferente dependiendo de la etapa del proceso fagocitico

considerada.

Previamente a la etapa de la quimiotaxis, el neutréfilo debe adherirse al vaso
sanguineo. En relacidbn a la adherencia se han realizado diferentes estudios, tanto en
individuos sedentarios (Rodriguez y cols., 1991; Ortega y cols., 1993a) como en deportistas
(Lewicki y cols., 1987; Benoni y cols., 1995), concluyéndose que en general no se
producen variaciones que puedan considerarse fisiologicamente significativas si se analiza

esta capacidad a lo largo de una temporada de entrenamiento (revisado en Ortega, 1994,
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2003). Recientemente, sin embargo, se ha demostrado que ejercicios intensos pueden
dafar la capacidad de adherencia y la polarizacion de los neutréfilos 24 horas después de
la realizacion del ejercicio, aunque, sin embargo, no se encuentran cambios en la

disponibilidad de los receptores quimiotacticos (Gavrieli y cols., 2008).

En cuanto a la siguiente etapa, la quimiotaxis, se ha observado que después de un
ejercicio moderado la actividad quimiotactica de los neutrofilos de individuos de vida
sedentaria mostraba un aumento significativo (Ortega y cols., 1993a; Ortega y cols.,
2009b). No obstante, nuestro grupo de investigacion ha observado también un aumento en
esta capacidad al comparar la quimiotaxis de neutréfilos de mujeres deportistas respecto a
la de los neutréfilos de mujeres de vida sedentaria (Ortega y cols., 1993b; revisado en
Ortega, 1994); y mas recientemente, también hemos encontrado que tanto sesiones
puntuales de ejercicio moderado como intenso realizadas por mujeres de vida sedentaria
estimulan la capacidad quimiotactica de sus neutréfilos (Giraldo y cols., 2009; Ortega y

cols., 2009b)

El neutréfilo previamente a fagocitar al agente extrafio, debe unirse a él. Tanto el
ejercicio intenso como el moderado inducen un aumento en la capacidad de union de
neutréfilos humanos (Rodriguez y cols., 1991; Ortega y cols., 1993a, revisado en Ortega,

1994).

Algunos estudios han mostrado una mayor capacidad fagocitica de los neutréfilos
hasta 24 horas después de un episodio de ejercicio simple intenso en individuos no
entrenados (Lewicki y cols., 1987; Rodriguez y cols., 1991; Saxton y cols. 2003; revisado
en Ortega, 2003) asi como tras ejercicios moderados llevados a cabo tanto por individuos
de vida sedentaria (Ortega y cols., 1993a; Blannin y cols., 1996; Marchena y cols., 2002;
revisado en Ortega, 2003; Ortega y cols., 2005b). Por otro lado, mujeres jugadoras de
baloncesto tienen una mayor capacidad fagocitica que los neutréfilos de mujeres de vida
sedentaria (Ortega y cols., 1993b). Parece ser que en condiciones fisiologicas no extremas,

tanto el ejercicio moderado como el intenso, realizado tanto por personas sedentarias como
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por personas entrenadas, estimulan a los neutrofilos para fagocitar a los patdgenos (Ortega,

2003).

Una vez que el agente invasor ha sido fagocitado, el siguiente paso en el proceso
fagocitico es la destruccion del mismo. La actividad microbicida es la etapa mas decisiva de
la fagocitosis y los resultados presentan gran controversia (Ortega, 2003 ). Durante la fase
microbicida se produce una gran estimulacion del metabolismo celular, de la liberacion y
actividad de enzimas digestivas y de la produccion de radicales de oxigeno. Mediante el uso
de técnicas directas como la fagocitosis de C. albicans, algunas investigaciones han
mostrado que un ejercicio intenso y agudo realizado por individuos sedentarios provoca un
aumento de la capacidad microbicida de los neutrofilos (Rodriguez y cols., 1991) y que un
ejercicio moderado puede aumentarla o no tener efecto (Ortega y cols., 1993a; Ortega
1994; Marchena y cols., 2002). Por otro lado, los neutrofilos de jugadoras de baloncesto
muestran una mayor capacidad microbicida que los de mujeres sedentarias (Ortega, y cols.,

1993b).

La respuesta de los neutroéfilos frente a un episodio agudo de ejercicio depende, en
general, de la intensidad y de la duracion del mismo. Aunque el ejercicio de baja y
moderada intensidad incrementa muchos aspectos de la funcion de los neutrofilos (Ortega
y cols., 1993a; Ortega, 1994; 2003; Ortega y cols., 2005a), algunos investigadores han
apuntado que ejercicios maximos son generalmente supresores (Nieman, 1997; Raidal y
cols., 2000). Con respecto a estas tendencias, la liberacion de elastasa (un marcador de la
degranulacion de los neutréfilos) en la circulacion, lo cual ocurre tanto durante un ejercicio
moderado como intenso, indica que el ejercicio afecta a los neutrofilos (Robson y cols.,
1999). En relacion a aspectos cuantitativos, es necesario diferenciar, de forma general,
entre el ejercicio llevado a cabo por individuos sedentarios y el realizado por individuos
entrenados. En el primer grupo, parece ser que la mayoria de los autores se muestran de
acuerdo en sostener que tanto los ejercicios moderados como los considerados estresantes
(McCarthy y Dale, 1988; Barriga y cols., 1992; Ortega y cols., 2005b), inducen una

marcada granulocitosis.
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Tras un golpe de ejercicio agudo, en un primer momento se produce una rapida y
profunda neutrofilia (incremento en el nimero de neutrofilos en sangre) seguido por otro
incremento, retardado unas horas, del nUmero de neutrofilos en sangre, la magnitud de la
cual, es dependiente tanto de la intensidad como de la duracién del ejercicio (Robson y
cols., 1999; Peake y cols., 2002). El incremento inicial es probablemente debido a una
demarginacion causada por las catecolaminas, mientras que el incremento posterior podria
ser debido a la liberacidbn de neutrofilos desde la médula inducida por el cortisol. La
degranulacion de los neutrofilos no estimulados, la fagocitosis y el estallido oxidativo
incrementan tras una sesion de ejercicio pero se produce una reduccion de la degranulacion
y del estallido oxidativo en respuesta a estimulacion bacteriana que puede durar horas. Esto
indica que aunque el ejercicio puede movilizar de forma pronunciada neutréfilos funcionales
a la sangre, durante la recuperacion la capacidad para responder a un estimulo exdégeno
podria disminuir (revisado por Walsh y cols., 2011). Este fenbmeno también se conoce
como periodo de “ventana abierta” (Nieman y Pedersen, 1999). De hecho, estudios
realizados por nuestro grupo de investigacion han demostrado que la liberacion de NA
durante una sesion puntual de ejercicio moderado realizado por personas no entrenadas
puede mediar no so6lo el aumento de la concentracion de células de la respuesta innata,

previniendo los periodos de “ventana abierta” (Ortega y cols., 2005a), sino que también
median la estimulacion de la capacidad fagocitica de los neutrofilos (Ortega y cols.,

2005b).

El ejercicio regular no parece alterar apreciablemente el recuento de leucocitos
sanguineos (Gleeson y Bishop, 2005). Sin embargo, algunos estudios han concluido que el
entrenamiento reduce el recuento de neutréfilos sanguineos en personas con condiciones
inflamatorias cronicas o en lugares especificos de infeccion cronica (Michisita y cols., 2010)
barajando la posibilidad de que el ejercicio esté ejerciendo un efecto anti-inflamatorio en

dichas situaciones.
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1.3.1. El ejercicio fisico como medida de control de la inflamacién de bajo grado:

hipotesis anti-inflamatoria del ejercicio

Como ya se ha comentado, las citoquinas son una familia muy diversa de moléculas
de suma importancia en la respuesta inflamatoria e inmunitaria en general. Asi, la respuesta
local a una infeccion implica la produccion de citoquinas, que son liberadas en el sitio de la
inflamacion. Un golpe agudo de ejercicio va acompafado por una respuesta que en muchos
aspectos es similar a la inducida por la infeccibn o la sepsis, aunque existen algunas
diferencias entre ambas, la mas sorprendente de ellas es que algunas citoquinas
proinflamatorias clasicas, como el TNF-a y la IL-13, en general no se elevan de forma muy
relevante con el ejercicio (Mathur y Pedersen, 2009). Estas citoquinas facilitan el flujo de
linfocitos, neutréfilos, monocitos y otras células que participan en la defensa del organismo
(Pedersen y Hoffman-Goetz, 2000). Existe alguna evidencia de cambios en el balance
entre las citoquinas pro- y anti-inflamatorias con el ejercicio muy intenso y de larga
duracion, asi como con ejercicios que causan dafio muscular (Hirose y cols., 2004). En
cualquier caso, estudios recientes llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion
demuestran que el balance de liberacion de citoquinas pro- y anti-inflamatorias, en mujeres
sanas no activas, es mejor tras sesiones puntuales de ejercicio moderado que tras sesiones
de ejercicio intenso, y en este mejor balance tras los ejercicios moderados participan de

forma relevante los factores de estrés (Giraldo y cols., 2009).

Estd ampliamente reconocido que un buen balance entre las citoquinas pro- y anti-
inflamatorias tiene una gran importancia en el mantenimiento de la salud y en el desarrollo
de enfermedades de base inmunitaria, incluyendo infecciones, enfermedades alérgicas y
autoinmunitarias/inflamatorias (Elenkov y Chrousos, 1999; Elenkov y Chrousos, 2002). Ya
en 1986 dos estudios indicaron que los niveles de IL-1 aumentaban en respuesta al
ejercicio (Cannon y cols., 1986; Evans y cols., 1986). Estudios mas recientes también
demuestran que muchas citoquinas pueden detectarse en plasma durante y después de un
ejercicio extenuante (Ostrowski y cols., 1998a, 1998b). Northoff y Berg (1991) fueron los

primeros en sugerir que la IL-6 podria estar implicada en la generacion de la fase aguda en
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respuesta al “post-ejercicio”, ya que encontraron incrementos de la IL-6 inmediatamente
después de una carrera de maratdn. Durante una respuesta inflamatoria, las primeras
citoquinas de la cascada en liberarse son el TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-1Ra, sTNF-R e IL-10.
Esta respuesta estd acompahada por una respuesta sistémica conocida como respuesta de
fase aguda, la cual incluye la produccion de un gran niumero de proteinas de fase aguda
derivadas de los hepatocitos, como la PCR (Petersen y Pedersen, 2005). Desde 1983
(Cannon y Kluger, 1983), estudios en personas sanas (principalmente en deportistas o
atletas) llevd a muchos investigadores a apoyar la idea de que la misma cascada de
liberacién de citoquinas que comienza por el TNF-a y la IL-1 durante la sepsis y podria ser
aplicado también a los cambios inducidos por el ejercicio, sobre todo intenso, sugiriéndose
que ambas situaciones eran analogas. Diferentes estudios han demostrado que citoquinas
antiinflamatorias como la IL-1ra y la IL-10 son secretadas a la circulacion después del
ejercicio (Suzuki y cols., 2002). Asi, el ejercicio extenuante iria acompafiado por un
incremento en la concentracion de las citoquinas circulantes relacionadas con la respuesta
inflamatoria [TNF-a, IL-1, IL-6, IL-1Ra, TNF-a, IL-10, IL-8 y proteina 1 inflamatoria de
macrofagos (MIP-1)] siendo en cierta medida similar a la respuesta a la sepsis y al trauma
(Pedersen y cols., 1998; Pedersen, 2000). Sin embargo, hoy dia parece aceptarse que la
respuesta de las citoquinas al ejercicio difiere de la que desencadena la sepsis, basandose
en numerosos estudios (principalmente de deportistas o atletas) que muestran
concentraciones circulantes de TNF-a e IL-1B que no cambian tras el ejercicio o exhiben un
incremento relativamente pequefio (Suzuki y cols., 2002). Petersen y Pedersen (2005)
proponen que la IL-6 es la primera y mas marcada citoquina presente en la circulacion
durante el ejercicio, seguida de un incremento en la IL-1ra y la IL-10. Esto supone que la
IL-6 podria actuar como citoquina anti-inflamatoria, ya que la IL-6 manifiesta efectos
inhibitorios sobre la produccion de TNF-o e IL-1 (por ejemplo por monocitos estimulados
con LPS). Ademas, la IL-6 también estimula la produccion de IL-1ra e IL-10, y es uno de
los primeros inductores de la PCR, la cual podria ser el resultado de una “accion final”, y
todo esto apoya el efecto antiinflamatorio del ejercicio (Petersen y Pedersen, 2005). Sin

embargo, el hecho de que la PCR sea un mediador y “marcador” inflamatorio ampliamente
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aceptado mantiene serias dudas sobre los mecanismos fisiologicos de esta hipotesis. Las
variaciones en el balance de citoquinas pro- y anti- inflamatorias en respuesta al ejercicio
dependen de la intensidad y duracion del mismo: aumentos en los niveles de citoquinas se
describen normalmente tras ejercicios intensos y agudos (Pedersen y Hoffman-Goetz,
2000). También la concentracion de quimioquinas como IL-8, proteina inflamatoria de
macrofagos (MIP)-1a y MIP-1B, se elevan después de un ejercicio intenso (Ostrowski y

cols., 2001).

Se habia documentado que el ejercicio extremo induce pirogénesis y promueve la
movilizacion y funcionalidad de neutréfilos y monocitos, a la vez que suprime la inmunidad
celular, por lo que incrementa la susceptibilidad a la infeccion. Suzuki y cols. (2002)
revisaron la influencia de las citoquinas en dicha respuesta al ejercicio. Aunque el TNF-a se
ha considerado clasicamente la principal citoquina inductora de la reaccion de fase aguda,
parece que sus niveles no se incrementan con el ejercicio, 0 aumentan ligeramente y con
retraso. El INF-a y —y plasmaticos no parecen cambiar tras el ejercicio, mientras que la IL-
2 disminuye tras un ejercicio extremo. Esta escasa respuesta puede deberse al hecho de
que tras un ejercicio de resistencia aumentan significativamente las citoquinas
antiinflamatorias como el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra), IL-6, IL-10 e inhibidores
de citoquinas (cortisol, prostaglandina E2 y los receptores solubles de TNF e IL-2).
Ademas, el ejercicio de resistencia aumenta el G-CSF, el M-CSF (factor estimulante de
colonias de macrofagos), la IL-8 y la MCP-1 (proteina quimiotactica de monocitos-1).
Durante un ejercicio maximo el TNF-o. no fue detectable en sangre pero si en orina 2 horas
después de realizar el ejercicio. La IL-1ra se incrementa més rdpidamente y de forma mas
acusada que la IL-1B, por lo que la bioactividad de esta Gltima puede ser blogueada, al
menos en la circulacién. La IL-6 aument6 ligeramente tras el ejercicio y alcanzd el pico
maximo una hora después de finalizar el ejercicio, indicando que la IL-6 fue liberada
sistémicamente, pero eliminada de forma rapida. Por el contrario, los maximos niveles de
IL-4 se alcanzaron tras 2h de haber finalizado el ejercicio. Segun lo anteriormente

expuesto, es posible que las citoquinas antiinflamatorias sean liberadas al torrente
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circulatorio como una red que permita adaptarse a la situacion de estrés sistémico. Las
concentraciones plasmaticas de G-CSF, GM-CSF, M-CSF, IL-8 y MCP-1 se incrementan
inmediatamente después de un ejercicio de corta duracion. Por lo tanto, se considera que
las citoquinas tienen una bioactividad sistémica tras el ejercicio, no sélo las citoquinas
antiinflamatorias, sino también los factores de estimulacidon de colonias y la quimioquinas,
las cuales son secretadas en las primeras fases del ejercicio. Aunque las amplias
implicaciones fisiologicas y patoldégicas no estan adn claras, esas cinética de liberacion
puede explicar parcialmente la supresion de la inmunidad celular y el incremento de
reacciones alérgicas derivadas de la baja proporcion entre citoquinas tipo1/tipo 2, junto con
el aumento de la funcionalidad y movilidad de monocitos y neutréfilos (Suzuki y cols.,

2002)

La estimulacién inducida por diferentes tipos de estrés, incluido el ejercicio fisico, de
la inmunidad innata y su respuesta en la inflamacion local podria ser beneficiosa en
individuos sanos, ya que la actividad fisica regular protege frente a una amplia variedad de
enfermedades asociadas con la inflamacién crénica de bajo grado. Por ello, la actividad
fisica parece también recomendable en individuos con patologias como enfermedades
inflamatorias y/o autoinmunes, ya que, aunque la estimulacion de la respuesta innata y la
liberacion de citoquinas pudiera exacerbar la enfermedad (Elenkov y Chrousos, 2002;
Elenkov, 2004) este efecto podria contrarrestarse con la elevacion de las citoquinas
sistémicas antiinflamatorias que se produce tras la actividad fisica (Pedersen y cols., 2003;
Petersen y Pedersen, 2005). De igual modo, en estudios longitudinales se ha demostrado
que el entrenamiento regular induce una reduccion en los niveles de PCR (un marcador
inflamatorio sistémico) sugiriendo que la actividad fisica puede reducir la inflamacion de
bajo grado (Mattusch y cols., 2000; Stewart y cols., 2007; revisado por Mathur y
Pedersen, 2009). Es esencial, por tanto, un buen balance entre citoquinas pro- y anti-
inflamatorias para el desarrollo de una respuesta inmunitaria adecuada, que sea capaz de

desarrollar una respuesta inflamatoria que elimine los agentes patogenos pero que a su
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vez, posteriormente, restaure la homeostasis del organismo evitando los efectos adversos

de la inflamacion.

Los datos anteriormente citados hacen referencia al comportamiento de las
citoquinas en personas sanas, pero el objeto de este estudio se centra en personas
enfermas de FM y, por lo tanto, el comportamiento tras el ejercicio puede no seguir un
patron general, por lo que a continuaciobn comentamos las potenciales interacciones en las

pacientes con FM.

1.3.2. Ejercicio e inflamacion de bajo grado en la Fibromialgia.

La respuesta inmunitaria innata celular (llevada a cabo principalmente por
macréfagos y neutréfilos) junto con las citoquinas (tanto pro- como anti-inflamatorias) y
otros mediadores inflamatorios (péptidos y aminas vasoactivas, mediadores lipidicos,
enzimas proteoliticas) son cruciales en los mecanismos inflamatorios. Es ampliamente
conocido que tanto el ejercicio intenso como el moderado activan la respuesta innata y/o
inflamatoria en hombres y mujeres sanos sedentarios, asi como en deportistas, a través de
la funcion fagocitica (Ortega y cols., 1993a, 1993b; Forner y cols., 1995; Ortega y cols.,
1997; Ortega y cols., 2001) y otros “marcadores inflamatorios” como la liberacion de
citoquinas inflamatorias (Northoff y cols., 1994; Peake y cols., 2005; Suzuki y cols., 2002;
Meksawan y cols., 2004; Giraldo y cols., 2009) como ya hemos comentado. Sin embargo,
la relevancia de esta activacion podria ser diferente cuando lo realizan personas con
enfermedades inflamatorias, particularmente en mujeres. Se sabe que mientras una
respuesta inflamatoria controlada es beneficiosa para generar una proteccion del cuerpo
contra la infeccion, una inflamacion desregulada (desencadenada por ejemplo por un estrés
tisular y/o un mal funcionamiento de la respuesta inflamatoria) pueden ser muy
perjudiciales, causando, por ejemplo, enfermedades inflamatorias (Medzhitov, 2008). En
este sentido, todavia no se conoce realmente cual es el nivel 6ptimo de ejercicio que
mejora, pero no dafia o sobreestimula, una funcién inmunitaria sana (Ortega y cols.,

2009a, 2009b; Giraldo y cols., 2010; Ortega y cols., 2010b). Una estimulacién bien
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regulada puede ayudar a prevenir infecciones, pero una sobreestimulacion de la respuesta
innata/inflamatoria por el ejercicio puede ser muy perjudicial para una persona que padece
una enfermedad inflamatoria y/o autoinmunitaria (Elenkov y Chrousos, 2002; Ortega y

cols., 2009b; Ortega y cols., 2010b).

Esta situacion afecta especialmente a las mujeres, ya que son mas susceptibles a
padecer este tipo de patologias inflamatorias (Wilder y Elenkov, 2001; Elenkov y Chrousos,
2002; Giraldo y cols., 2008). Ademas, la mayor parte de los cambios inducidos por el
ejercicio en la respuesta innata/inflamatoria estan mediados por las “hormonas de estrés”,
principalmente glucocorticoides, catecolaminas y proteinas de choque térmico de 72 KDa
(Hsp72), de forma también clara en mujeres (Ortega, 2003, 2007; Giraldo y cols., 2009;
Ortega y cols., 2009b; Giraldo y cols., 2010). Estos factores de estrés pueden también
contribuir al mayor estado inflamatorio en las mujeres (Giraldo y cols., 2008). Por lo tanto,
es muy importante ser cuidadoso cuando se recomienda ejercicio y estudiar al detalle sus
caracteristicas (intensidad, regularidad y duracion), particularmente en el caso de mujeres
que padecen una enfermedad relacionada con el estrés y la inflamacion, como puede ser el

caso en la FM (Giraldo y cols., 2008; Ortega y cols., 2009a).

En una revision sistematica basada en la busqueda de literatura sobre el efecto del
ejercicio sobre los niveles circulantes de PCR y otros marcadores inflamatorios, como las
citoquinas, Kasapis y Thompson (2005) concluyeron que el ejercicio produce una
respuesta inflamatoria a corto plazo, mientras que tanto las comparaciones transversales
como las longitudinales de los estudios de entrenamiento fisico (o ejercicio habitual),
demuestran un efecto antiinflamatorio a largo plazo, sugiriendo también que la respuesta
antiinflamatoria puede contribuir a los efectos beneficiosos de la actividad fisica habitual.
Los autores enfatizan que esta respuesta antiinflamatoria del ejercicio regular se pone
principalmente de manifiesto por los cambios en la concentracién de PCR, apoyando la idea
de que el programa de entrenamiento habitual reduce los niveles de PCR, mejorando

procesos inflamatorios (Kasapis y Thompson, 2005).
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Aunque esta generalmente aceptado que algunos de los efectos beneficiosos del
ejercicio implican la estimulacion de la respuesta innata y/o inflamatoria previniendo al
organismo contra la infeccion, hoy en dia algunos investigadores apoyan el concepto de que
los efectos beneficiosos del ejercicio estan principalmente mediados por sus propiedades
antiinflamatorias. Aunque la mayoria de los estudios han sido realizados en atletas después
de un entrenamiento de alta resistencia e intensidad, la principal pregunta ahora es si estas
respuestas al ejercicio seran similares en personas sedentarias que comienzan a realizar un
ejercicio regular y, sobre todo, en pacientes que sufren enfermedades inflamatorias (como
pacientes con FM), los cuales realizan entrenamientos mas o menos intensos de resistencia
como ayuda terapéutica. Este hecho va tomando importancia al emplear el ejercicio como

“ayuda terapéutica” en personas con enfermedades inflamatorias (Ortega y cols., 2009a)

Desde 1989, se ha sugerido que un subgrupo de pacientes de FM podrian tener
una ‘respuesta inflamatoria de bajo grado” (Crofford, 1998). La inflamacion sistémica
cronica de bajo grado ha sido introducida como un término para condiciones en las cuales
se duplican o triplican las concentraciones sistémicas normales de TNF-a, IL-13, IL-6, IL-
1Ra, sTNF-R y PCR (Petersen y Pedersen, 2005). En personas diagnosticadas de FM se
han encontrado concentraciones circulantes elevadas de IL-8, IL-1ra, IL-10 y PCR (asi
como de IL-6 producida por monocitos), apoyando la hipotesis de que en el sindrome de
FM subyace una inflamacién sistémica crénica. Diversos trabajos también apoyan la
hip6tesis de que el ejercicio regular ofrece proteccidbn contra las enfermedades cronicas
asociadas a una inflamacion sistémica crénica de bajo grado. Teniendo esto presente, y
teniendo ademas en cuenta que el ejercicio mejora las condiciones fisicas y la calidad de
vida en pacientes con FM, contribuyendo a reducir el dolor en los pacientes con FM, es
plausible pensar que los efectos beneficiosos de los programas de entrenamiento con
ejercicio habitual en pacientes con FM pueden estar mediados por sus efectos
antiinflamatorios (Ortega y cols., 2009a). Sin embargo, es extrafio que no existan estudios

en este sentido.
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2.1. OBJETIVOS

El presente trabajo se enmarca dentro de una linea de investigacion desarrollada
por el grupo de “Inmunofisiologia: Ejercicio, Estrés, Envejecimiento y Salud” encaminada a
conocer los mecanismos subyacentes a los efectos beneficiosos del ejercicio fisico habitual

en patologias inflamatorias, en este caso de forma concreta sobre la Fibromialgia (FM).

La FM es una forma de reumatismo no articular caracterizada por mas de tres
meses de dolor musculoesquelético, rigidez e hiperalgesia a la presion en mas de 11 de los
18 puntos especificos denominados “puntos gatillo” situados en ambas partes del cuerpo.
Esta patologia afecta fundamentalmente a mujeres. Aunque la etiologia de esta enfermedad
(considerada como un sindrome) permanece sin esclarecer, cada vez son mas frecuentes
las investigaciones que apoyan la existencia, entre otras causas, de un desorden
inflamatorio acompafiado de una desregulacién de la respuesta neuroinmunoendocrina, lo
que se denomina hipoétesis inflamatoria de la FM, y por la que es encuadrada también
dentro del grupo de “enfermedades relativas al estrés”. Ademas, diversos investigadores
han demostrado que el ejercicio fisico (sobre todo el acuético) mejora los sintomas de esta
enfermedad, fundamentalmente el dolor y la capacidad fisica, lo que permite una mejor
calidad de vida de estos pacientes. Puesto que el ejercicio fisico habitual puede, a través de
la modulacién del sistema inmunitario, inducir un efecto antiinflamatorio, éste podria ser uno
de los mecanismos subyacentes a los efectos beneficiosos inducidos por el ejercicio sobre
este sindrome. De hecho, los resultados obtenidos en investigaciones previas de nuestro
grupo de investigacion confirmaron la existencia de una desregulacion inflamatoria y
neuroendocrina, que se refleja en diferentes marcadores sistémicos, en pacientes con FM,
que mejoro tras realizar un programa de ejercicio acuatico habitual de 4 meses de duracion
y se acompai6 de una mejoria en la condicion fisica y la calidad de vida de dichas

pacientes (Ortega y cols., 2009a).

Teniendo en cuenta que diversas citoquinas inflamatorias pueden inducir muchos de

los sintomas relacionados con la FM y a su vez pueden modular la “respuesta de estrés” (y
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viceversa) , en la presente Tesis Doctoral hemos pretendido profundizar en el estudio de la
desregulacion inflamatoria y neuroendocrina subyacente en este sindrome, asi como, en la
evaluacion de la duracion y frecuencia adecuadas de los programas de ejercicios para la
mejora de la calidad de vida de estas pacientes, en relacion a sus efectos antiinflamatorios
y de mejora de la respuesta de estrés como mecanismos implicados. Para ello nos hemos

propuesto los siguientes objetivos concretos:

A- Evaluar la posible existencia de una desregulacion neuroinmunoendocrina en la FM que

se refleje de forma sistémica. De forma mas concreta:

- Conocer en primer lugar el “estado inflamatorio y neuroendocrino” de mujeres
diagnosticadas de FM en relacién a un grupo control de mujeres sanas del mismo
rango de edad, evaluando el perfil sistémico de “biomarcadores inflamatorios” (IL-8,
PCR, INF-y, TNF-a, IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IL-18, MCP-
1, NGF-B y RANTES) y de “biomarcadores neuroendocrinos” fundamentalmente de

respuesta al estrés (CRH, ACTH, cortisol, NA, IGF-1, serotonina y Hsp-72).

- Analizar la capacidad funcional de las células inflamatorias circulantes, valorando:

.- La capacidad funcional de los monocitos a través de la liberacion de las
citoquinas inflamatorias IL-1f, IL-6, TNF-qo, IL-10, IL-8, IL-12, IL-18, MCP-

1, NGF- y RANTES.

.- La capacidad funcional de los neutréfilos, valorando sus capacidades
quimiotactica, fagocitica y fungicida (frente a C. albicans), asi como su

capacidad de fagocitar particulas inertes y producir anion superdxido.

Una vez conocida la desregulacion inflamatoria y “neuroendocrina de respuesta al

estrés” subyacente a esta patologia, nos propusimos conocer:

B- El efecto del ejercicio acuéatico habitual (con dos sesiones semanales de 60 minutos y 8

meses de duracién —de Octubre a Junio- con una valoracién intermedia a los 4 meses)
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sobre los biomarcadores inflamatorios y neuroendocrinos evaluados, asi como sobre la

capacidad funcional de los monocitos y los neutréfilos. En particular:

- Valorar el efecto del programa de ejercicio acuatico habitual sobre todos los

marcadores, parametros y procesos analizados en el objetivo A.

- Asimismo, comprobar si el efecto de dicho programa se ve reflejado en la
sintomatologia de la enfermedad (fundamentalmente del dolor) y, por tanto, en la
calidad de vida y la condicion fisica de las pacientes diagnosticadas con esta

patologia.

C- Finalmente, conocer el efecto de una sesion puntual de ejercicio moderado (45 min. al
55% VO, max.) sobre la respuesta inflamatoria y de estrés de las pacientes con FM, en

relacion al efecto que produce en un grupo control de mujeres sanas.

El desarrollo del primer objetivo (A) nos permitiria establecer diferencias en cuanto
a parametros sistémicos, tanto inflamatorios como neuroendocrinos, entre mujeres con FM y
mujeres sanas, que permitan profundizar en uno de los aspectos de la etiologia del
sindrome o, al menos, de las alteraciones derivadas del mismo. A su vez, podria ayudar a
establecer pruebas diagnosticas objetivas y terapias que mejoren la calidad de vida en las

pacientes.

El desarrollo del segundo objetivo (B) nos permitiria conocer si los efectos
beneficiosos del ejercicio acuatico habitual, utilizado como ayuda terapéutica en los
pacientes con FM, se deben, al menos en parte, a sus efectos antiinflamatorios y de
“estabilizacion neuroendocrina”; lo que puede permitir a su vez establecer nuevas

estrategias terapéuticas en pacientes con imposibilidad de llevarlos a cabo.

Por ultimo, el desarrollo del tercer objetivo (C), nos permitiria conocer diferencias en
las respuestas de estrés e inflamatoria entre mujeres con FM y mujeres sanas,

profundizando en los mecanismos inmunofisiol6gicos subyacentes a esta patologia.
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2.2. OBJECTIVES.

This work forms part of an ongoing line of research of the "Immunophysiology:
Exercise, Stress, Aging, and Health" Research Group aimed at understanding the
mechanisms underlying the beneficial effects of regular exercise in inflammatory diseases —

in this specific case in fibromyalgia (FM).

Fibromyalgia is a form of non-articular rheumatism characterized by more than three
months of musculoskeletal pain, stiffness, and pressure hyperalgesia at more than 11 of 18
specific "tender points” located on the two sides of the body. The disease mainly affects
women. Considered as a syndrome, its aetiology remains elusive, although there is growing
evidence in the literature for the existence, among other causes, of an inflammatory disorder
accompanied by dysregulation of the neuroimmunoendocrine response. This is known as the
inflammatory hypothesis of FM which places the syndrome within the framework of "stress-
related diseases". Also, various workers have shown that exercise (above all, aquatic based
exercise) improves the symptoms, especially pain and physical capacities, providing these
patients with a better quality of life. Since, by modulating the immune system, regular
exercise can induce an anti-inflammatory effect, this could be one of the mechanisms
underlying the beneficial effects of exercise in this syndrome. Indeed, our research group's
previous results have confirmed the existence of inflammatory and neuroendocrine
dysregulation as reflected in various systemic markers in patients with FM, which improved
after implementing a 4-month program of regular aquatic exercise. The improvement in
these markers was accompanied by improved physical fitness and quality of life (Ortega et

al.,, 2009a).

Given that various inflammatory cytokines can induce many of the symptoms
associated with FM as well as modulating the "stress response” (and vice versa), the
present Thesis has sought to go deeper into the study of the inflammatory and
neuroendocrine dysregulation underlying this syndrome, and to assess the appropriate

duration and frequency of exercise programs to improve the quality of life of FM patients,
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studying the programs' anti-inflammatory effects and capacity to improve stress responses
as the underlying mechanisms involved in the syndrome. To this end, the following

objectives were set:

A. To check for the possible systemic evidence of neuroimmunoendocrine dysregulation in

FM. In particular:

— To determine the "inflammatory and neuroendocrine status" of women diagnosed
with FM relative to a control group of sedentary healthy women of the same age
range, evaluating the systemic profile of "inflammatory biomarkers” (IL-8, CRP,
IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IL-18, MCP-1,
NGF-B, and RANTES) and "neuroendocrine biomarkers" (fundamentally, those of

stress responses — CRH, ACTH, cortisol, NA, IGF-1, serotonin, and Hsp-72).

— To analyze the functional capacity of circulating inflammatory cells, evaluating:

.- The functional capacity of monocytes through the release of the
inflammatory cytokines IL-1B8, IL-6, TNF-a, IL-10, IL-8, IL-12, IL-18, MCP-1,

NGF-B, and RANTES.

.- The functional capacity of neutrophils through their chemotactic,
phagocytic, and fungicidal (against C. albicans) capacities and their ability to

phagocytose inert particles and produce superoxide anion.

Once the inflammatory and "neuroendocrine stress response” dysregulation had been

determined, the second objective was:

B- To study the effect of regular aquatic exercise (twice-weekly 60-minute sessions over 8
months, from October to June, with an intermediate evaluation at 4 months) on the
aforementioned inflammatory and neuroendocrine biomarkers, and on the monocyte and

neutrophil functional capacities. In particular:
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- To evaluate the effect of the regular aquatic exercise program on all the markers,

parameters, and processes studied in Objective A.

- To check whether the exercise program has an effect on the symptoms of the
disease (primarily on the pain), and therefore on the quality of life and physical

condition of the patients diagnosed with FM.

C- Finally, to determine the effect of a single acute session of moderate exercise (45 min.
at 55% VO, max.) on the inflammatory and stress responses of FM patients relative to a

control group of healthy women.

Achieving the first objective (A) would allow the establishment of any differences in
systemic parameters, both inflammatory and neuroendocrine, between women with FM and
healthy women, and hence provide insight into one of the aspects of the astiology of the
syndrome, or at least into the alterations that arise there from. It could also help establish

objective diagnostic tests and therapies to improve the patients' quality of life.

Achieving the second objective (B) would determine whether the beneficial effects of
regular aquatic exercise used as a therapeutic aid for FM patients are at least in part due to
their anti-inflammatory and "neuroendocrine stabilization” effects. This could also allow new
therapeutic strategies to be designed for patients for whom this type of exercise program is

impossible.

Finally, achieving the third objective (C) would reveal the differences in stress and
inflammatory responses between women with FM and healthy women, and hence provide

insight into the immunophysiological mechanisms underlying this pathology.
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3. MATERIALES Y
METODOS







3.1. MATERIALES

3.1.1. Material bioldgico.

La presente investigacion fue llevada a cabo en un grupo mujeres diagnosticadas de
fibromialgia por reumatologos, de edades comprendidas entre los 30 y los 60 afios, y un
grupo de mujeres sanas, de edades comprendidas entre los 28 y los 55 afos, que
sirvieron como valores de referencia controles. Todas las voluntarias eran fisicamente no
activas y no habian realizado ningun programa de ejercicio fisico durante los 12 meses

previos al estudio.

3.1.2. Material de laboratorio.

- Asa de siembra.

- Cajas para congelacion de viales (tubos Eppendorf).

- Diverso material de vidrio, plastico y/o polipropileno (botes, cubreobjetos,
pipetas, probetas, puntas, tubos, etc.).

- Gradillas.

- Jeringuillas estériles de un solo uso.

- Kit para extraccion de sangre (palomillas, algodon, compresor, tubos de
extraccion, etc).

- Micropipetas semiautomaticas de 1000, 200 y 10 ul (HT, mod. LABMATE).

- Micropipeta multicanal de 200 ul (HT, mod. LABMATE).

- Pipetas Pasteur.

- Placas de cultivo de 48 pocillos, de fondo plano, con tapa de baja evaporacion
(Falcon, BECTON DICKINSON).

- Placas Petri.

- Tubos Eppendorf de 1,5 ml.

Todo el material se utilizé limpio y, cuando el ensayo lo requirid, esterilizado.
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3.1.3. Reactivos

- Acido cloridrico (0,5 N) (PANREAC).

- Agua ultrapurificada (milliQ).

- Alcohol etilico (PANREAC).

- Alcohol metilico (PANREAC).

- Azul de metileno.

- Bolas de latex (SIGMA)

- BSA: albimina de suero bovino (SIGMA).

- Cloruro calcico (PANREAC).

- Cloruro magnésico (PANREAC).

- Cloruro potasico (PANREAC).

- Cloruro sddico (PANREAC).

- Dioxan.

- EDTA: acido etilendiaminotetracético (SIGMA).
- EGTA: etilenglicol-bis-aminoetileter-N,N,N,N-acidotetraacético (SIGMA).
- FBS: suero bovino fetal (GIBCO).

- fMLP: péptido formil-metionil-leucil-fenilalanina (SIGMA).
- Fosfato magnésico (PANREAC).

- Fosfato disodico (PANREAC).

- Fosfato potasico (PANREAC).

- Fosfato sddico (PANREAC).

- Glucosa (PANREAC).

- Glutation (SIGMA).

- Hematoxilina (PANREAC).

- Hidroxido sodico (PANREAC).

- Histopaque 1.077 (SIGMA).

- Histopaque 1.119 (SIGMA).

- L-Glutamina (GIBCO).

- Nitroazul de tetrazolio (NBT) (SIGMA).
- Penicilina-Estreptomicina (GIBCO).
- Rojo fenol (PANREAC).
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3.1.4. Medios de cultivo y otras soluciones

El pH de los medios de cultivo y de las soluciones utilizadas estuvo siempre
comprendido entre 7,2 y 7,4, rango que no afecta a la viabilidad celular ni altera las

funciones de los tipos celulares utilizados en este estudio.

.- Solucion salina tamponada con fosfato (PBS), suplementada con albumina de suero

bovino (BSA) al 0,5% y acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 2 mM.

La composicion del PBS por litro de agua destilada fue la siguiente:

- Cloruro so6dico 7,20 g.
- Fosfato potasico 0,44 g.
- Fosfato sédico 1,54 g.

El PBS se suplemento, por litro de disolucion con:

- Albumina de suero bovino 0,58 g.

- Acido etilendiaminotetraacético 5,00 g.

Una vez disuelto en agua destilada estéril, cada litro de disolucion se distribuy6 y
envaso en botes de 100 ml, previamente esterilizados en autoclave, que se conservaron a

42 C hasta el momento de su utilizacion.

.- Medio ISCOVE suplementado con penicilina-estreptomicina al 1%, L-Glutamina al 1%
y suero fetal bovino (FBS) al 10%.

Se presenta en botes de medio litro de ISCOVE (GIBCO) que contiene “Medio
Dulbecco Modification Iscove” (IMDM) 1X y 25mM de HEPES (4cido N-2-

hidroxietilpireracina-N"-2-etanosulfonico). Este medio se complementd con:

- 1% Peniniclina-Estreptomicina.
- 1% L-Glutamina.

- 10% Suero Bovino Fetal (FBS).
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La disolucion estéril se conservd a 4°C distribuyéndose en botes de 100 ml,

previamente esterilizados, hasta su utilizacion como medio de cultivo celular.

.- Medio Hank's.

Se preparo disolviendo en un litro de agua:

- Glucosa 1,00 g.
- Cloruro calcico 0,14 g.
- Cloruro magnésico 0,10 g.
- Cloruro potasico 0,40 g.
- Cloruro sédico 8,00 g.
- Fosfato diso6dico 0,35 g.
- Fosfato magnésico 0,10 g.
- Fosfato monopotasico 0,06 g.
- Rojo fenol 0,02 g.

Una vez disueltas las sales en el agua destilada estéril, cada litro de disolucion se
distribuyd y envasd en botes de 100 ml, previamente esterilizados en autoclave, que se

conservaron a 4°C hasta el momento de su utilizacion.

.- Lipopolisacarido bacteriano (LPS) de Escherichia coli0111:B4 (SIGMA).

Se presenta como un compuesto liofilizado en viales de 1 mg. Para su utilizacién se
reconstituyd en una solucion madre (750 ug/ml) con PBS, que posteriormente alcanzara

una concentracion final en los ensayos de 50 ug/ml.

.- Péptido N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) (SIGMA).

Se presenta como un compuesto liofilizado en viales de 5 mg, purificado al 98% y
con un peso molecular de 437,6. Se reconstituyd con PBS y se realizaron alicuotas de 1 ml

que se mantuvieron a -20 °C hasta el momento de su utilizacion, en el que se llevo a cabo
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una descongelacion gradual hasta alcanzar temperatura ambiente. El péptido fMLP se

utilizé en todos los ensayos a la concentracion final de 108 M.

.-Glucosa Sabourand, Agar (PANREAC).
Se utiliz6 como medio de cultivo de Candida albicans. Se disolvieron 65g. del medio
de cultivo en un litro de agua miliQ y se esterilizd en autoclave. Posteriormente, se

distribuy6 en placas Petri que se conservaron a 42C hasta el momento de la siembra.
.- Bolas de latex (SIGMA).

Las particulas de 1,09 + 0,008 um de diametro se presentan en viales al 10%,
cuyo contenido se diluy6é al 1% en PBS. La solucion resultante se conservo a 4°C hasta el

momento de su utilizacion.

.- Esterilizaciones.

Para esterilizar el material de vidrio y el agua destilada para la preparaciéon de
medios se emple6 el autoclave. El proceso se efectudé a 1202 C y 1,5 atmosferas de presion
durante 30 minutos. El material de plastico, polipropileno, etc. que no fuese desechable fue

esterilizado por exposicion a luz ultravioleta durante 3 horas.

3.1.5. Juego de reactivos del “Kit Il de aislamiento monocitario” (MACS Miltenyi Biotec

GmbH, Alemania).

Para el aislamiento de monocitos humanos no marcados se utilizé el “Kit Il de
aislamiento monocitario”, un sistema de marcaje magnético indirecto. Las células
mononucleares no monocitarias, es decir, linfocitos T, células NK, linfocitos B, células
dendriticas y baséfilos son marcadas magnéticamente de forma indirecta usando un céctel
de anticuerpos conjugados con biotina contra CD3, CD7, CD16, CD19, CD56, CD123 y
Glicoforina A, junto con anticuerpos anti-biotina conjugados con microbolitas magnéticas. El
aislamiento de una poblacién altamente purificada de monocitos no marcados se lleva a

cabo por deplecion de las células marcadas magnéticamente.
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Este kit estd compuesto por:

- Reactivo bloqueante de FcR (1 ml): inmunoglobulina humana frente a FcR.

- Coctel de anticuerpos conjugados con biotina (1 ml): formado por anticuerpos
monoclonales conjugados con biotina frente a CD3, CD7, CD16, CD19, CD56,
CD123 vy glicoforina A. Este coctel es suministrado en una solucion que contiene

0,1% de gelatina y 0,05% de hidroxido sédico.

- Microbolitas anti-biotina (2 ml): anticuerpos monoclonales anti-biotina (clone: Bio
3-18E7.2; Ig G1 de ratén) conjugados con microbolitas magnéticas y suministradas

en una solucion que contiene 0,05% de hidroxido sodico.

- Todos los reactivos deben mantenerse a 42C hasta el momento de su utilizacion.

3.1.6. Juegos de reactivos para el analisis mediante ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) de la concentracion de PCR, INF-y, TNF-qa, IL-1B, IL-1ra IL-2, IL-

4,1L-6, IL-8, IL-10, CRH, ACTH, NA, Serotonina, IGF-1 y Hsp72.

.- Juego de reactivos para la el analisis mediante ELISA de la concentracion sérica de

de INF-y, TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8 e IL-10 (DIACLONE).

En todos los casos citados los juegos de reactivos eran iguales, siendo las placas,
los estandares, los anticuerpos anti-citoquina y los conjugados de biotina especificos para

cada citoquina.

- Placa de 96 pocillos con anticuerpo frente a la citoquina en cuestion.
- Cubiertas para placa de 96 pocillos.

- [Estandar de la citoquina en cuestion.

- Tampo6n diluyente de estandares.

- Solucién control.

- Anticuerpo biotilinado especifico para la citoquina a determinar.

- Solucién para la dilucion del Conjugado de biotina.

- Estreptavidina-Peroxidasa (HRP).

- Diluyente para HRP.

- Tampon de lavado.
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- Sustrato tetrametilbencidina (TMB).

- Solucion “stop” (H,S0,).

.- Juego de reactivos para el analisis mediante ELISA de la concentracion sérica de PCR

(Cyclex Co. Ltd).

- Placa de 96 pocillos con anticuerpo frente a PCR.

- Cubiertas para placa de 96 pocillos.

- Estandar de PCR.

- Conjugado concentrado (anticuerpo anti-PCR y conjugado de
peroxidasa).

- Tampon de lavado.

- Sustrato TMB.

- Solucion “stop” (H,S0O,).

.- Juego de reactivos para el analisis mediante ELISA de la concentracion plasmatica de

IL-1ra (RayBio).

- Placa de 96 pocillos preincubada con anti-IL-1ra.
- Tampo6n de lavado.

- Estandares de IL-1ra.

- Diluyentes de ensayo.

- Anticuerpo de deteccidn para IL-1ra.

- Concentrado Estreptavidina-HRP.

- Sustrato TMB.

- Solucion “stop” (H,S0O,).

.- Juego de reactivos para el analisis mediante ELISA de la concentracion sérica de

CRH (CUSABIO).

- Placa de 96 pocillos con anticuerpo anti-CRH.
- Estandares de CRH.

- Solucion conjugada con HRP.
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- Anticuerpo anti-CRH.
- Tampon de lavado.
- Soluciones sustrato.

- Solucion “stop” (H,S0,).

.- Juego de reactivos para el analisis mediante ELISA de la concentracion plasmatica de

ACTH (DRG).

- Placa de 96 pocillos preincubada con Estreptavidina.
- Anticuerpo anti-ACTH biotilinado.

- Anticuerpo anti-ACTH marcado con peroxidasa.

- Tampon de lavado.

- Sustrato TMB.

- Estandares de ACTH.

- Controles.

- Solucion “stop” (H,S0O,).

.- Juego de reactivos para el analisis mediante ELISA de la concentracion sérica de NA

(LDN).

- Solucién de acilacion.

- Solucién de ensayo.

- Coenzima.

- Enzima.

- Solucién de extraccion.

- Placa de extraccion.

- Acido hidrocloridrico.

- Soluciéon de ajuste.

- Diluyente de acilacién.

- Estandares.

- Concentrado de acilacién.
- Controles (2 soluciones con diferente concentracion).

- Solucién de lavado.
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- Conjugado enzimatico (anticuerpo anti-NA con peroxidasa conjugada).
- Sustrato TMB.

- Solucion “stop” (H,S0,).

- Placa de 96 pocillos preconjugada con anticuerpos anti-NA.

- Antisuero para NA.

.- Juego de reactivos para el analisis mediante ELISA de la concentracion sérica de

Serotonina (DRG).

- Solucion de acilacion.

- Reactivo de acilacion.

- Placa de 96 pocillos preconjugada con anticuerpos anti-serotonina.
- Tampon de lavado concentrado.

- Anticuerpo anti-ratén conjugado con peroxidasa.

- Sustrato TMB.

- Estandares de serotonina.

- Antisuero de serotonina.

- Soluciones controles.

- Solucion “stop” (H,SO,).

.- Juego de reactivos para el analisis mediante ELISA de la concentracion sérica de IGF-

1 (DRG).

- HCI (1 M).

- NaOH (1 M).

- Placa de 96 pocillos preincubada con anticuerpo monoclonal anti-IGF-1.
- Estandares de IGF-1.

- Conjugado enzimatico biotilinado.

- Complejo enzimatico (Estreptavidina-HRP).

- Tampon de lavado.

- Solucion “stop” (H,SO,).
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.- Juego de reactivos para el analisis mediante EIA (enzyme immunoassay) de la

concentracion plasmatica de Hsp72 (Stressgen).

- Placas de 96 pocillos con anticuerpo Hsp72.

- Tiras adhesivas coberteras de placas.

- Estandar de Hsp70 recombinante humana.

- Diluyente del Estandar.

- Anticuerpo Hsp70 policlonal de conejo.

- Anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa.
- Tampon de lavado.

- Sustrato TMB.

- Solucion Stop (acido hidrocloridrico).

3.1.7 Juego de reactivos para el analisis mediante BioPlex system (LUMINEX) de la

concentracién de IL-12, IL-17, IL-18, NGF-3, MCP-1 y RANTES.

- Bolas magnéticas pareadas (tantas como citoquinas a determinar).
- Anticuerpos de deteccion.

- Estandares (tantos como citoquinas a determinar).

- Diluyente universal para estandares.

- Diluyente universal para muestras.

- Tampon de ensayo.

- Tampobn de lavado.

- Diluyente del anticuerpo de deteccion.

- Solucion de Estreptavidina-Ficoeritrina (PE).

- Placas de 96 pocillos.

3.1.8. Aparatos

- Agitador de placas orbital (BOECO mod. PSU-2T plus).

- Agitador de tubos BasicMagMix (OVAN).

- Analizador automético para inmunoquimica (Roche Elecsys).
- Aparato de Bioimpedancia (BODY STAT-1500).

- Autoclave (P-SELECTA AUTOESTER mod. 451).
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Balanza de precision (METTLER TOLEDO).

Bafio con agitacion (P-SELECTA UNITRONIC OR).
Bascula-tallimetro (PESPERSON).

Cajon de flexibilidad de tronco (Sit & reach-Psymtec.La1285).
Camara de fotos digital para microscopio (ZEISS mod. AxioCam MRc5).
Campana de flujo (STERIL mod. GEMINI).

Centrifuga refrigerada (DIGICEN 20-R).

Centrifuga refrigerada (KUBOTA mod. 5800).

Cicloergobmetro (Ergometrix mod. Ergo-800S).

Cintas métricas.

Citometro de flujo (BioRad mod. Bioplex 200 system).
Colchonetas.

Columnas de separacion magnética LS (Miltenyi Biotec).
Cromatografo liquido de alta resolucion (HPLC) con detector electroquimico
(Waters 600, Coulochem, E.S.A.).

Dinamoémetro manula (Takei-5001).

Incubador de CO, (REVCO mod. RCO3000T-5-VBC).
Lavador automatico de placas (TECAN mod. HYDROFLEX).
Lector de absorbancia, auto-analizador de enzimas de inmunoensayos, lector de
ELISA (TECAN mod. Sunrise-Basic).

Microscopio de contraste de fase (ZEISS mod.47 60 12-9901).
Microscopio 6ptico (OLYMPUS CH20).

pH-metro Basic 20 (CRISON).

Placas MIF.

Pulsdometro (POLAR).

Purificador de agua Milli-Q (MILLIPORE mod. ELIX-3).
Refrigerador con congelador (LG mod.GR-3025Q).
Reloj-cronometro (CASIO, TMR-71).

Separador magnético MidiSTAND MACS.

Soporte MultiSTAND MACS.

Ultracongelador -802 C (REVCO mod.ULT13856-5-V40).
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3.2. METODOS

3.2.1. Diseio experimental

Como hemos indicado en los objetivos, la presente investigacion forma parte de un
proyecto de investigacion mas amplio, que comienza con un “estudio piloto” en el que
valoramos en un grupo de 14 pacientes diagnosticadas de FM (10 de ellas pertenecientes
al grupo | de FM primaria y 4 de ellas encuadradas como pacientes con FM secundaria,
segin la clasificacion de Mdller y cols., 2007) los niveles séricos de las principales
citoquinas inflamatorias y marcadores de estrés en comparaciéon con un grupo control de
mujeres sanas de la misma edad. Asimismo, evaluamos el efecto de un programa de
ejercicio acuatico habitual de 4 meses de duracion (3 sesiones por semana) sobre los
diferentes biomarcadores inflamatorios y de estrés evaluados, asi como el efecto sobre
distintos parametros de calidad de vida y condicion fisica. Los resultados de este estudio,
publicados ya (Ortega y cols., 2009a), aparecen de forma resumida en los esquemas A y
B al comienzo del bloque de resultados. Dado lo sorprendente de algunos resultados de
este estudio, que confirmaban claramente la “hipotesis inflamatoria” de la FM, asi como el
poder encuadrar a esta patologia como una “enfermedad relativa al estrés”, en la presente
investigacion hemos ampliado el estudio en cuanto a numero de pacientes, marcadores
inflamatorios y marcadores neuroendocrinos evaluados, asi como al estudio de la capacidad
funcional de las principales células inflamatorias (monocitos y neutréfilos); todo ello en
comparacion con un grupo control de mujeres sanas sedentarias. Asimismo, hemos querido
profundizar nuestros conocimientos en relacion al ejercicio acuético habitual ampliando la
duracion del mismo a los 8 meses en dos sesiones semanales, asi como conocer los
efectos de una sesion puntual de ejercicio fisico en las pacientes con FM en relacion a los

efectos inducidos por éste en mujeres sanas sedentarias.

La presente investigacion se ha llevado a cabo en un grupo de 25 mujeres
diagnosticadas de FM por reumatologos (las cuales cumplian los criterios de la ACR para el

diagnostico de la enfermedad) con edades comprendidas entre los 30 y 60 afios. Las
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voluntarias pertenecian a la Asociacién de FM de Badajoz (AFIBA) y la Asociacion de FM

de Don Benito (AFIBRODON).

Antes de comenzar con el estudio completaron un cuestionario sobre su estilo de
vida (habitos, dieta, etc.), medicacion y otras enfermedades previas o actuales. Todos los
procedimientos se llevaron a cabo bajo consentimiento escrito de las voluntarias. Las
pacientes habian probado todas las formas de tratamiento biomédico tradicional. Los
criterios de exclusion fueron enfermedades tumorales diagnosticadas (mediante el historial),
infecciones, enfermedades cardiopulmonares, vasculares u otras enfermedades internas, asi
como el uso oral o local de corticoesteroides o terapia anticitoquinas, la cual puede influir
en los niveles de citoquinas. Las pacientes de FM fueron clasificadas de acuerdo a los
criterios de Miller y cols. (2007), y se seleccionaron las clasificadas como pacientes con
FM primaria (sin ningan factor organico que desencadene el sindrome), del grupo | de la
clasificacion (FM con sensibilidad al dolor pero no diagnosticadas de depresion u otro

desorden psiquiatrico relevante).

Como controles se utilizo un grupo de 20 mujeres sanas (las cuales, légicamente,
no tenian enfermedades asociadas al dolor o inflamatorias en el momento del muestreo) de
edades comprendidas entre los 28 y 55 afios; eran sedentarias o fisicamente inactivas y no
habian participado en ningun programa de ejercicio en los 12 meses previos al estudio. Al
grupo control de mujeres sanas sedentarias (SS) se le aplicaron los mismos criterios de

exclusién que a las voluntarias con FM.

Ademas, las pacientes con FM completaron un cuestionario de aptitud para la
actividad fisica (C-AAF) (Thomas y cols, 1992; Rodriguez, 1996) para identificar a los
individuos con sintomas de enfermedad o factores de riesgo que debieran someterse a una
valoracion médica mas completa antes de empezar un programa de ejercicio sin supervision
médica o realizar las pruebas de ejercicio. Ello nos permitié la seleccion de un grupo de 10
voluntarias con FM que participaron en el programa de ejercicio fisico habitual, y un

segundo grupo compuesto por otras 8 pacientes con FM y 8 mujeres sanas sedentarias que

107



participaron en una sesion de ejercicio puntual. Todas las voluntarias fueron advertidas de

que no debian realizar ninguna otra actividad fisica fuera del programa de ejercicio.

Con el fin de cubrir los objetivos propuestos en esta investigacion, el disefio

experimental se dividié en tres bloques definidos:

A- Para establecer las posibles diferencias neuroinmunoendocrinas subyacentes en la FM,
la primera parte de este estudio consisti6 en una comparativa general de los parametros
inflamatorios y neuroendocrinos evaluados entre el grupo de mujeres con FM y el grupo
control de mujeres sanas. Para ello se utilizaron muestras de todas las voluntarias
participantes en el estudio, evaluandose comparativamente entre fibromialgicas y mujeres

sanas:

- La concentracion sistémica de IL-8, PCR, INF-y, TNF-a, IL-1(3, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, IL-12, IL-17, IL-18, MCP-1, NGF-B, RANTES, como biomarcadores inflamatorios, y
CRH, ACTH, cortisol, NA, IGF-1, Serotonina y eHsp-72, como biomarcadores

neuroendocrinos.

- La capacidad funcional de las células de la respuesta innata y/o inflamatoria mediante:

.- La produccién de citoquinas liberadas por monocitos aislados de sangre
periférica, concretamente la produccion de IL-1f3, IL-6, TNF-a, IL-10, IL-8, IL-12,

IL-18, MCP-1, NGF-$ y RANTES.

.- El “proceso fagocitico” de neutrofilos aislados de sangre periférica: la quimiotaxis,
la capacidad fagocitica y fungicida (frente a C. albicans), la capacidad de fagocitar

particulas inertes (bolas de latex) y los niveles intracelulares de anion superoxido.

B- Para conocer el efecto del ejercicio habitual sobre los biomarcadores inflamatorios,
biomarcadores neuroendocrinos y la capacidad funcional de monocitos y neutréfilos, las 10
pacientes seleccionadas se sometieron a un programa de ejercicio acuético habitual de 8
meses de duracion (de Octubre a Junio), con dos sesiones semanales de 60 minutos de

duracion. Una semana antes de comenzar el programa de ejercicio acuatico, a la mitad del
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mismo (4 meses) y tras su finalizacion (8 meses) se realizaron las mismas
determinaciones detalladas en el estudio anterior (A); incluyendo, ademas, la bateria de
pruebas AFISAL-INEFC (que valora la condicion fisica) y la cumplimentacion de los

cuestionarios SF-36 y FIQ (que valoran la calidad de vida).

C- Finalmente, un grupo de 8 pacientes con FM y 8 voluntarias sanas realizaron un golpe
de ejercicio puntual que consisti6 en una sesion de ejercicio en cicloergbmetro durante 45
minutos al 55% VO, max. Ello nos permitiria comparar las posibles diferencias entre la
poblacién sana y las mujeres con FM ante una situacion de estrés por ejercicio fisico en

relacion a la respuesta inflamatoria y de estrés, y a su regulacion.

La presente investigacion fue aprobada por el Comité Etico de la Universidad de
Extremadura, de acuerdo con las directrices del Consejo de la Comunidad Europea vy la
Declaracion de Helsinki [“Efecto del ejercicio fisico habitual sobre el sistema inmunitario en
la fibromialgia. Mecanismos implicados” (PRIO6A172) y “Respuesta inflamatoria celular en
la fibromialgia. Modulacién por mediadores de estrés y mejora a través de un programa de

ejercicio acuatico habitual (PRIO9A003)].

3.2.2. Protocolo del programa de ejercicio acuatico habitual.

El grupo de mujeres con FM seleccionadas participé en el programa de ejercicio que
tuvo una duracion de ocho meses (Octubre-Junio).
El programa consistia en dos sesiones semanales (Martes y Jueves) de 60 minutos. Todas
completaron el programa de ejercicio con una asistencia superior al 90% de las sesiones.
Las caracteristicas del programa son las mas frecuentes en estudios de este tipo (Jones y
cols., 2006). Las sesiones de ejercicio se llevaron a cabo en una piscina climatizada
(profundidad de 1.1 m); con una temperatura media del agua 32+1°C (Imagen3). La

estructura tipo de una sesidn consistié en:
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Calentamiento fuera del agua (5 minutos).

Calentamiento dentro del agua. Caminar lentamente y realizar movimientos
sencillos en diferentes direcciones (5 minutos).

Estiramientos y movilidad articular: codos, tronco, extensores y flexores de la
rodilla (5 minutos).

Coreografia acudtica aerdbica: Caminar rapidamente y realizacion de
movimientos mas dificiles (25 minutos).

Ejercicios de estiramiento implicando los principales grupos musculares por
encima de la cintura (con y sin sobrepeso): musculos anterior y posterior del
pecho, extensores y flexores del codo, musculos pronadores y supinadores de
antebrazo (5-10 minutos).

Vuelta a la calma: ejercicios de respiracion y estiramientos pasivos (5-10

minutos).

Imagen 3- Mujeres realizando el programa de ejercicio acuatico

El programa fue disefiado segun las recomendaciones del “American College of

Sports Medicine” (ACSM) (1998). Las partes A, B, C y F se realizaron a baja intensidad

(40-50% de la frecuencia cardiaca maxima). La parte D se realiz6 a una intensidad de baja
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a moderada (50-60% de la frecuencia cardiaca maxima) al principio del programa, y fue

incrementando a medida que avanzaba el programa (65-75% frecuencia cardiaca maxima
al final del programa). Esta intensidad es la recomendada para este tipo de estudios

(Maquet y cols., 2007). La frecuencia cardiaca maxima (FCM) se calculé mediante la

formula de Karvonen:

FCM= 220- edad del individuo

2.2.3. Protocolo de una sesion puntual de ejercicio moderado

Para estudiar el efecto de un golpe de

ejercicio moderado puntual sobre la respuesta

inflamatoria y la respuesta de estrés de las
pacientes con FM, parte del grupo de voluntarias
que permanecieron sedentarias (no participaron en
el programa de ejercicio acuatico habitual)

realizaron una sesion de ejercicio puntual en un

OFFFTTESG i RERTETvrerFEREES

cicloergbmetro. La carga de trabajo necesaria para
que las participantes alcanzasen el 55% de VO, Esquema 7- Nomograma de Astrand
max fue establecida a través del “Nomograma de  y Ryhming.

Astrand y Ryhming” (1954) (Esquema 7) y oscilo

en torno a 120-130 W. La validez de este nomograma para nuestros estudios se ha

comprobado previamente en nuestro laboratorio mediante tests de espirometria

convencionales.
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Las participantes consumieron una media de oxigeno de 1,875 = 0.115 | min™,
manteniéndose la frecuencia cardiaca estable, oscilando en las diferentes participantes

entre 115 y 130 latidos/min durante toda la prueba.

Para conocer el efecto que una sesion de ejercicio moderado produce sobre la
respuesta inmunitaria innata e inflamatoria en las mujeres con FM se realiz6 una extraccion
de sangre en las condiciones especificadas en la toma de muestras, tanto en condicién
basal (antes de la prueba) como inmediatamente después de terminar el ejercicio. El
mismo protocolo se aplicé al grupo control de mujeres sanas, cuyos valores nos servirian de

referencia.

3.2.4. Toma de muestra y valoraciones.

Todas las valoraciones fisicas y las extracciones de muestras de sangre se llevaron
a cabo a primera hora de la mafiana (8-9h) en ayunas y fueron realizadas por personal
especializado. Durante la semana previa al comienzo del programa de ejercicio fisico
habitual, se obtuvieron las muestras de todas las voluntarias con FM en situacion basal, asi
como de las mujeres controles sanas. Transcurridos 4 meses de la realizacién del programa
de ejercicio se repitieron las extracciones y las diferentes valoraciones de las voluntarias
con FM que se sometieron al mismo y, por Gltimo, la semana posterior a su finalizacion (8
meses). En todas las tomas de muestras durante el programa de ejercicio, ademas, se
valor6 la condicion fisica y la calidad de vida de las pacientes con FM. Por ultimo, la toma
de muestras para evaluar el efecto del golpe de ejercicio se realizd tanto inmediatamente

antes como después de la realizacidn del golpe de ejercicio agudo.

3.2.4.1. Obtencion de suero y plasma

La sangre se obtuvo por puncion estéril de la vena antecubital. En cada muestra de
sangre destinada a la obtencion del plasma para la determinacién de catecolaminas se

afadieron 20 pl/ml de sangre de una solucién estabilizadora compuesta por 900 mg EGTA
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y 700 mg de glutation en 100 ml de NaOH 0,1 M. Para el resto de las determinaciones se
obtuvo el plasma utilizando el citrato como anticoagulante. En ambos casos, rapidamente
tras su extraccion, la sangre se centrifugd a 1500 g durante 10 minutos y se aislo el

plasma, que se conservo a -80° C hasta el momento de su utilizacion.

Para la obtencion del suero se depositd la sangre en tubos, sin anticoagulante, con
un gel que favorece la separacion del suero y facilita su aislamiento. La sangre se dejo
coagular durante unos 30 minutos y la separacion del suero se llevd a cabo tras
centrifugacion de la sangre a 1500 g durante 10 minutos, a temperatura ambiente.

Posteriormente se conservo a -802 C hasta su utilizacion.

3.2.4.2 Aislamiento de neutrofilos y monocitos.

Los neutréfilos y monocitos se obtuvieron de sangre venosa periférica anticoagulada
con citrato. Tras la extraccion de la sangre, se separaron las células por centrifugacion en
gradiente de densidad. Para ello se depositaron 3 ml de Histopaque 1,119 (SIGMA), 3 ml
de Histopaque 1,077 (SIGMA) y 6 ml de sangre (en este orden) en un tubo de cristal.
Posteriormente, se centrifugo a 700 g durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Finalizada la centrifugacion, se obtuvieron dos halos celulares: el halo superior correspondia
a leucocitos mononucleares y plaquetas, mientras que el halo inferior estaba compuesto por

granulocitos, principalmente neutrofilos (esquema 8).
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Esquema 8. Separacion de células sanguineas mediante centrifugacion en gradiente de

densidad

Ambos halos se extrajeron con pipetas Pasteur y se depositaron en tubos de
polipropileno independientes. Una vez extraido el halo de neutrofilos se procedié a dos
lavados (450 g durante 10 min.). Tras el recuento en hemocitometro de Neubauer, se
ajusto la suspension, finalmente, a 1 x 10° neutrofilos/ml. La viabilidad de las células se

comprob6 mediante el método de “azul tripano”, siendo en todos los casos superior al 95%.

La suspension de células mononucleares precisd un procesamiento mas largo para
obtener la poblacidén de monocitos purificados. La suspension resultante del halo superior
fue lavada dos veces con 13 ml de PBS suplementado con 10% de BSAy 2 mM de EDTA
(utilizado durante toda la purificacion a 4°C) mediante centrifugacion a 200 g durante 10
minutos. Finalizado el dltimo lavado, se elimind el tampén y el precipitado celular fue
resuspendido en 4 ml de PBS suplementado fresco, procediéndose al recuento del nimero
total de células en un hemocitémetro de Neubauer con un microscopio de contraste de
fases (x40), asegurando de este modo que no se sobrepasase el limite de saturacion de la
columna de separacion LS (Miltenyi Biotec, Alemania). Una vez establecido el nimero total
de células, se centrifugd la suspensidn celular una vez mas a 300 g durante 10 minutos,

eliminandose el sobrenadante.
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Llegados a este punto comenzoé la purificacion de monocitos sanguineos, mediante
un sistema de marcaje magnético indirecto. En este proceso las células no monocitarias son
marcadas magnéticamente con un coctel de anticuerpos monoclonales conjugados con
biotina (como reactivo de marcaje primario) y anticuerpos monoclonales anti-biotina
conjugado con microbolas magnéticas (como reactivo de marcaje secundario). Las células
no monocitarias etiquetadas magnéticamente son retenidas en la columna magnética MACS
mediante la aplicaciobn de un campo magnético por el separador MidiMACS, obteniéndose

un eluyente constituido por una poblacion altamente purificada de monocitos no marcados.

Los volumenes de reactivos utilizados a continuacion, estan indicados para trabajar
con 1x10” de células totales (o con un nimero menor). Cuando el resultado era superior a
este valor, el volumen utilizado de cada reactivo fue proporcional al nimero total de células
a separar (por ejemplo, cuando obtuvimos 2 x 10’ de células totales, el volumen de los
reactivos fue 2 veces los indicados para 1x10” de células totales). Todos los reactivos se

utilizaron a 4°C durante su utilizacion.

El boton celular se resuspendi6 en 30 pul de
PBS (suplementado con 10% de BSA y 2mM de
EDTA), afadiendo a continuacion 10 pul de reactivo
bloqueante de FcR y 10 ul del coctel de anticuerpos
conjugados con biotina (por este orden). Se mezclo
bien y las células fueron incubadas durante 10 minutos

a 49-82C. Posteriormente, se afadié de nuevo 30 pl de

PBS (suplementado con 10% de BSA y 2mM de ’
Imagen 4. Sistema de separacion

EDTA) y 20 pl de anticuerpos anti-biotina conjugados L o
magnética MidiMACS
con microbolitas magnéticas. Nuevamente, se mezclo
bien y las células se incubaron durante 15 minutos a 4°-8°C. Trascurrido el tiempo de

incubacion, las células se lavaron por adicion de 2 ml de PBS (suplementado con 10% de

BSA y 2mM de EDTA) y centrifugando las células 300 g durante 10 minutos.
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Posteriormente, se eliminé el sobrenadante y las células se resuspendieron en 500 pl de

PBS (suplementado con 10% de BSA 'y 2mM de EDTA) por cada 1x108 células.

A continuacion, la columna LS de separacion se colocé en el campo magnético
generado por el separador MidiMACS (Imagen4). El lavado de la columna magnética LS se
realizdé con 3 ml de tampoén, los cuales se depositaron en la parte superior de la columna,
eliminandose el eluyente resultante de dicho lavado. Una vez acondicionada la columna LS,
se aplicaron los 500 pl de suspension celular en el interior de la misma, y la muestra
comenzd a eluir a través de ésta. A medida que la suspension celular pasaba por la
columna magnética, las células marcadas magnéticamente eran retenidas por el campo
magnético mientras que las células no marcadas magnéticamente salian por la parte inferior
de la columna. Una vez que habian salido los 500 pl de muestra, se lavo la columna
nuevamente con 3 ml de tampdn, proceso que se repiti6 3 veces, para favorecer la
recuperacion total de las células no marcadas. Finalmente, el eluyente obtenido era la
fraccion de células no marcadas magnéticamente que representa la poblacion de

monocitos, no marcados, altamente purificados (esquema 9).

— e e e e e—— e e— e—e——e— — — —

Marcaje magnético indirecto de

células no monocitarias mediante un

coctel de anticuerpos biotilinados y
O microbolitas anti-biotina.

Las células no monocitarias son
retenidas en la columna situada en el
separador.

& columna y son recogidos como una
fraccion celular purificada y sin
marcaje.

O Monocitos

o Q Células no monocitarias
marcadas magnéticamente

(9]
P

Los monocitos pasan a través de la I

I Esquema 9. Representacion esquematica de la separacion de monocitos mediante I

marcaje magnético. I
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3.2.4.3 Cultivo de monocitos para el estudio de la produccion de citoquinas, tanto

espontaneamente como en presencia de antigeno bacteriano (LPS).

Los monocitos fueron resuspendidos en medio de cultivo (Iscove [GIBCO])
suplementado con 10% suero bovino fetal [GIBCO], 1% penicilina-estreptomicina [GIBCO]
y 1% de L-glutamina [GIBCO]). Las células fueron ajustadas mediante un hemocitometro
de Neubauer, a 1x10° monocitos/ml en medio de cultivo y depositadas en placas de
cultivos de 48 pocillos de fondo plano (Falcon, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
NJ, USA). La suspension célular (280 pl/pocillo) fue incubada durante 24h. a 37°C, 5%
CO, y atmoésfera saturada de humedad, tanto en ausencia (20 ul de ISCOVE
suplementado) como en presencia de 20 ul (50 ug/ml, concentracion final en el pocillo)
del lipopolisacarido bacteriano (LPS). Los sobrenadantes fueron depositados en tubos
Eppendorf, centrifugados a 300 g durante 10 min. y los sobrenadantes resultantes se

almacenaron a -80°C hasta el momento de su valoracion.

3.2.5. Determinacion por ELISA de la concentracion sistémica de PCR, INF-y, TNF-q, IL-
1B, IL-1ra, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, CRH, ACTH, NA, Serotonina e IGF-1; y de la produccion

de IL-13, TNF-q, IL-6 e IL-10 en los sobrenadantes de monocitos cultivados.

.- Procesamientos previos de las muestras.

En algunos casos, antes de comenzar con la determinacion mediante ELISA
(Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay), fue preciso un procesamiento previo de la
muestra, como fue el caso de la NA plasmética, la cual requiri6 en primer lugar una
extraccion de la muestra en un gel de afinidad cis-diol especifico, seguido de una acilacion
y por ultimo una derivatizacion enzimética. Del mismo modo, para la determinacién sérica
de serotonina es necesario realizar una acilacion de la muestra. Finalmente, las muestras
destinadas a la determinacion de IGF-1 se sometieron a una acidificacion y una
neutralizacién. Tras los citados pasos previos, la determinacion mediante ELISA sigui6 el

mismo protocolo en todos los casos.
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.- Protocolo genérico de ELISA

La determinacion de los marcadores inflamatorios se llevd a cabo mediante ELISA a
través de un enzimoinmunoensayo “tipo sandwich” especifico para PCR (Cyclex Co. Ltd),
INF-y, TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8 e IL-10 (DIACLONE), IL-1ra (Ray Bio), CRH
(CUSABIO), NA (LDN), ACTH, Serotonina e IGF-1 (DRG). Para realizar el ELISA se
utilizaron placas de 96 pocillos en las cuales se unié un anticuerpo monoclonal de humano
contra las moléculas que se pretendia determinar. La molécula en cuestion presente tanto
en las muestras problema como en las muestras de concentracion conocida (estandares),
utilizadas para la elaboracién de la recta patron, se une al anticuerpo quedando capturada
en el pocillo. La muestra no unida fue eliminada mediante lavado. Después se anadi6 un
segundo anticuerpo biotilinado especifico para la molécula en cuestion que se une al
complejo anticuerpo-citoquina presente en las paredes de los pocillos. EI exceso de
anticuerpo biotilinado fue eliminado mediante lavado. Seguidamente, se afadid un
conjugado de HRP, el cual se une a la parte biotinilada del “sandwich” quedando los cuatro
compuestos unidos. Tras la eliminacién por lavado del conjugado HRP no unido, la solucién
con el cromégeno TMB fue anadida a los pocillos. Asi, se formé un producto coloreado en
proporcion a la cantidad existente del marcador sistémico, tanto en las muestras problemas
como en los estandares. Por ultimo, la reaccion se pard con una “solucién stop” y la
absorbancia fue medida a una longitud de onda de 450 nm en el lector de placas. La
concentracion del correspondiente marcador inflamatorio o neuroendocrino pudo ser
determinada gracias a la interpolacion en la curva patrén realizada con la concentracion de
las muestras estandares de concentracion conocida. Los resultados obtenidos se comparan

entre los diferentes grupos experimentales.

3.2.6. Determinacion de las concentraciones plasmaticas de Hsp72

La determinacion de la concentracion plasmatica de Hsp72 se llevé a cabo por EIA
(Enzyme immunoassay) a través de un “kit de alta sensibilidad” para Hsp70 (Stressgen).

Para realizar el ensayo se incubaron los estandares (con los que se obtiene la recta patron)
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y las muestras de plasma en la placa de 96 pocillos, los cuales estan revestidos con un
anticuerpo monoclonal especifico para la proteina a determinar que se une la proteina
presente en la muestra, eliminando el material no unido mediante lavado. A continuacion se
afnadio6 al pocillo un conjugado de peroxidasa con el anticuerpo especifico. Después de una
incubacion y de retirar el exceso del conjugado mediante lavado, se afadidé a los pocillos
una solucion de sustrato cromoégeno TMB que reacciona con el conjugado de HRP,
formando un producto coloreado en proporcion a la cantidad existente de proteina, tanto en
las muestras problemas como en los estandares. Finalmente, se afiadié una “solucién stop”
que paraliza la reaccion enzimatica, midiéndose la absorbancia a una longitud de onda de
450 nm en el lector de placas. La sefal de absorbancia es directamente proporcional a la
cantidad de proteina presente en la muestra. De igual forma que en el ELISA, la
concentracion de la proteina puede ser determinada gracias a la interpolacion en la curva
patron realizada con los valores de las muestras estandares de concentracion conocida. Los

resultados obtenidos se comparan entre los diferentes grupos experimentales.

3.2.7. Determinacion de las concentraciones séricas de cortisol.

La concentracion de cortisol fue determinada en el suero de las voluntarias
mediante inmunoensayo de electroquimioluminiscencia usando un analizador automatico

para inmunoquimica (Roche Elecsys).

3.2.8. Determinacion mediante BioPlex system (LUMINEX) de las concentraciones de IL-
12, IL-17, IL-18, MCP-1, NGF-3 y RANTES en plasma y de IL-1f3, TNF-q, IL-6, IL-8, IL-10,

IL-12, IL-18, MCP-1, NGF-3 y RANTES en los sobrenadante de monocitos cultivados.

El sistema BioPlex utiliza tres tecnologias que permiten la determinacion simultadnea
de hasta 100 moléculas diferentes en una placa de 96 pocillos y empleando para ello un
pequefo volumen de muestra (12,5-50 pl). La primera tecnologia usa hasta 100 tipos
bolas marcadas con una fluorescencia Unica (tecnologia xMAP). La segunda es un

citbmetro de flujo con dos laseres y Opticos asociados que miden las diferentes moléculas
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unidas a la superficie de las bolas. La Gltima es un procesador de la sefial digital de alta

velocidad que maneja con eficiencia los datos de fluorescencia.

El principio de la técnica es muy similar al de los inmunoensayos tipo “sandwich”.
Un anticuerpo directo contra la citoquina, quimioquina o factor de crecimiento deseado se
unié covalentemente a bolas marcadas internamente. Las bolas unidas al anticuerpo se
pusieron en contacto con la muestra. Tras una serie de lavados para eliminar la proteina no
unida se afadid un anticuerpo de deteccion biotilinado especifico frente a un epitopo
diferente que el del anticuerpo de captura. Este proceso resultdé en la formacion de un
“sandwich” de anticuerpos alrededor de la citoquina, quimioquina o factor de crecimiento en
cuestion. Por ultimo, se afadi6 un complejo estreptavidina-ficoeritrina que se uni6 al

anticuerpo de deteccion en la superficie de las bolas.

Los datos de la reaccion resultante fueron recogidos usando el sistema Bio-Plex (
LUMINEX), un laser dual y un sistema de lectura de placa basado en el flujo. Los laseres y
los Opticos asociados detectaron la fluorecencia interna de las bolas marcadas
individualmente asi como la sefial de fluorescencia reportada en la superficie de las bolas.
Esta técnica identifica cada ensayo y genera el nivel de proteina diana en cada muestra. La
intensidad de fluorescencia detectada en las bolas indica la cantidad relativa de molécula
diana en las muestras examinadas. Un procesador de alta eficiencia procesé los datos
resultantes y, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los estandares reporta, una
intensidad de fluorescencia y una concentracidon de la molécula de interés en el “software”

“BioPlex Manager”.

3.2.9. Estudio del proceso fagocitico de los neutréfilos

-. Capacidad quimiotactica de neutréfilos aislados.

La funcién quimiotactica de los neutréfilos fue evaluada usando una modificacion de

la técnica original (Ortega y cols., 1997) descrita por Boyden (1962). Para ello, se
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utilizaron camaras de Boyden (Imagen 5), consistentes en dos compartimentos separados

por un filtro poroso.

Imagen 5. Cadmara de Boyden.

El compartimento superior tiene forma anular, con diametro interno de 9 mm,
externo de 13 mm y altura de 5 mm. EI compartimento inferior presenta el mismo diametro,
con altura externa de 5 mm e interna de 4 mm y cuya base es cerrada, contando con un
orificio de 1 mm de didmetro en su pared lateral. La capacidad de los compartimentos es de

300 pul y 400 pl, para el superior e inferior, respectivamente.

Entre ambos compartimentos se introdujo un filtro de policarbonato (MILLIPORE) de
13 mm de diametro, 150 um de espesor y un tamafio de poro de 3 um de diametro
(“isopore”), de superficie lisa, color blanco y traslicido. Posteriormente, las camaras fueron
selladas con plastilina, dejando libre el orificio del compartimento inferior para el llenado del

mismo.

Una vez montadas las cdmaras, en su compartimento inferior se introdujo la
solucion de péptido formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) a una concentracion de 10 M
(SIGMA), a través de su orificio lateral, sellandolo posteriormente. Seguidamente se
afiadieron al compartimento superior alicuotas de 300 pl de la suspension de neutréfilos
ajustada a 1x10° neutrofilos/ml. Las células fueron incubadas durante 90 minutos, a 37
°C, 5% de CO, y en una atmosfera saturada de humedad, tiempo suficiente para que los

neutrofilos atraviesen el filtro hacia su cara inferior atraidos por el gradiente quimiotactico de
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fMLP. Trascurrido este tiempo, las camaras fueron desmontadas y los filtros extraidos,
fijados y teflidos como se describe a continuacién, indicando el orden y el tiempo de

permanencia en cada uno de los reactivos utilizados.

1. Alcohol metilico 50%  ....coeviiieiiiiiiiieenns 5 minutos.
2. Alcohol etilico 75%  wnoeeeiiiieeeeeeeee 5 minutos.
3. Agua destilada ..o 2 minutos.
4. Hematoxilina .....cooeiviiiiiiiiieeeeeeee, 15 minutos.
5. Agua destilada ..o 2 minutos.

Los resultados se expresan como indice de quimiotaxis, el cual representa el
numero total de neutrofilos que se observan al microscopio (100x) en 16 campos elegidos

al azar de la cara inferior de los filtros (Ortega y cols., 1997).

.- Cultivo de Candida albicans.

Los inoculos de C. albicans (ATCC 10231) se cultivaron en placas Petri con medio
Glucosa Sabourand Agar, sembrandose mediante asa de siembra en zigzag e incubandose
a temperatura ambiente durante 24-48 horas. Comprobada la capacidad de filamentar que
presenta C. albicans en cultivos de mas de 72 horas, se utilizaron siempre cultivos frescos
para evitar alteraciones que pudiesen interferir en el estudio. La concentracion deseada se
consiguié resuspendiendo indculos de C. albicans en medio Hank's, ajustandose a 1x10°
candidas/ml de medio en un Hemocitometro de Neubauer, con microscopio de contraste de

fase (x40), antes de cada determinacion.

.- Capacidad de ingestion de C. albicans por los neutrofilos.

Para el estudio de la capacidad de ingestion de C. albicans por los neutrofilos se
utilizo la técnica descrita por Ortega y colaboradores (1993b). Para ello, se incubaron (en
bafio con agitacion constante y suave, a 372 C y durante 60 minutos), en tubos de ensayo
de polipropileno, 500 ul de la suspension ajustada de neutrdfilos (1x10° neutrofilos/ml)

junto con 500 pl de la suspension ajustada de C. albicans (1x10° candidas/ml) y 50 pl de
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suero, de la propia voluntaria, como fuente de opsoninas. Tras el periodo de incubacion, las
muestras se centrifugaron a 300 g durante 10 minutos a temperatura ambiente, retirandose
2/3 del sobrenadante. El resto de la muestra se agit6 y homogenizd para efectuar el
recuento de las candidas fagocitadas por los neutréfilos en un hemocitdmetro de Neubauer

con el microscopio de contraste de fase (x40).

Los resultados se expresan como el numero total de candidas ingeridas por 100

neutréfilos (indice de fagocitosis ).

.- Capacidad microbicida.

El estudio de la capacidad microbicida sigue basicamente la misma metodologia que
la indicada para la capacidad de ingestion de C. albicans, si bien a los 50 minutos de
incubacion se le afiade a la muestra 2 ml de azul de metileno al 0,01% durante 10 minutos.
El azul de metileno es un colorante vital que tifie de azul solo las células muertas. De este
modo, las candidas fagocitadas muertas quedan tefiidas de azul, pudiéndose distinguir de
las células fagocitadas vivas translucidas y refringentes (Imagen 6). Tras el recuento en
hemocitometro de  Neubauer con el
microscopio de contraste de fase (x40), los
resultados se expresan como el numero total

de candidas fagocitadas y muertas por 100

neutrofilos  (indice  candidicida). Los
resultados obtenidos en la capacidad
fagocitica y microbicida se compararon entre

Imagen 6. Fagocitosis de C. albicans. 1: C.

los diferentes grupos experimentales. albicans viva; 2.: C. albicans muerta

.- Capacidad de ingestion de particulas inertes (bolas de latex).

Para el estudio de la capacidad de ingestiobn de particulas inertes se utilizaron

placas MIF en el centro de las cuales se depositaron 200 pl de suspension de neutréfilos
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ajustados (1x10° neutréfilos/ml). La placa con la suspension celular se incub6 durante 30
minutos en estufa (37°C, al 5%de CO, y en atmodsfera saturada de humedad) para que los
neutréfilos se adhirieran al fondo. Tras la incubacion, se lavo la placa con PBS. A
continuacion, se afiadieron 200 ul de medio Hank’s y 20 pl de latex (1,09 mm, diluido al
1%) repartido homogéneamente. Tras otra incubacién de 30 minutos en las mismas
condiciones, se realiz6 un Ultimo lavado para eliminar el latex no fagocitado. Las células se

fijaron y se tifleron como se indica a continuacion:

1. Metanol ..o 5 minutos.
2. E0SIiNG e 5 minutos.
3. Hematoxilina ....ccovvveiiiiiiiieiieieeennsn 2 minutos.

Los restos de tinciéon se eliminaron con agua destilada y se realiz6 el recuento. Los
resultados se presentan como indice de fagocitosis, el cual representa el nimero de bolas
de latex ingeridas por 100 neutréfilos, y fueron comparados entre los diferentes grupos

experimentales.

.-Capacidad microbicida oxigeno-dependiente. Test de reduccion del nitroazul de

tetrazolio (NBT)

El estudio de la capacidad de destruccién del antigeno fagocitado por mecanismos
oxigeno-dependientes se llevé a cabo utilizando el test de reduccion del NBT, siguiendo la
técnica de De la Fuente (1985), modificada por De la Fuente y colaboradores en 1990, la
cual permite medir la produccion de anion superoxido (O,”) por la célula, a través de la
reaccion de reduccion del NBT por el O, en el cual se obtiene como producto el formazan

(que se valorara mediante la medida de la absorbancia a 525 nm) y O,.

0, + NBT »  Formazan +0,
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En tubos de vidrio se preincubaron durante 15 minutos 250 pl de la suspension de
neutréfilos ajustados (1 x 10° cel/ml) junto con 250 ul de NBT y 20 pl de PBS (muestras
no estimuladas) o de latex (1,09 um al 1% en muestras estimuladas). Como blanco se
utilizé una soluciéon que incluia los mismos reactivos sustituyendo la suspension celular por

medio Hank’s, y que se someti6é a los mismos procesos que el resto de las muestras.

Las muestras se incubaron durante 30 minutos (37° C y con agitacion), para
posteriormente afadir 2,5 ml de HCI (0,5 N) para para la reaccion de reduccion de NBT.
Se centrifugd a 3000 rpm y 4° C durante 30 minutos, tras los cuales se elimind el
sobrenadante y al precipitado celular se le afiadi6 1 ml de Dioxan puro y se agitd en vortex
para producir la rotura celular y asi permitir la liberacion del formazan. Se realiz6 una nueva
centrifugacion en las mismas condiciones y en el sobrenadante se midi6 la absorbancia a

525 nm.

Los resultados se presentan en valor absoluto tanto en las muestras no estimuladas
como en las estimuladas por la presencia de bolas de latex; asi como el porcentaje de
estimulacion inducido por la fagocitosis de bolas de latex presentes en las muestras
estimuladas. Nuevamente los resultados se compararon entre los diferentes grupos

experimentales.

3.2.10. Valoracion de la condicion fisica y de la calidad de vida.

Tras ser informadas de protocolo de la investigacion (verbalmente y por escrito) y
dar su consentimiento a participar en el estudio, previa a la evaluacién de la condicion
fisica, las participantes respondieron el “Cuestionario de aptitud para la actividad fisica (C-
AAF)” (Thomas y cols. 1992; Rodriguez, 1996) para identificar a los individuos con
sintomas de enfermedad o factores de riesgo que debian someterse a una valoracion
médica mas completa antes de empezar un programa de ejercicio sin supervisibn médica o
realizar las pruebas del programa (Anexo 1). Posteriormente, realizaron la bateria de

pruebas AFISAL-INEFC (C-AAF citado con anterioridad, valoracion de la composicion

125



corporal, fuerza maxima de presion, equilibrio estatico monopodal sin vision, fuerza-
resistencia abdominal, flexibilidad del tronco, fuerza explosiva del tren inferior, prueba
submaxima del consumo de oxigeno) (Rodriguez y cols. 1995a, 1995b) y se completaron
los datos con las medidas de peso, talla, pliegues tripcipital y suprailiaco, musculo anterior,
perimetro de cadera y cintura, indice de masa corporal (Keys y Brozek, 1953), indice de
cintura-cadera y la estimacion del porcentaje del peso graso (Siri, 1961; Jackson y cols.,
1980). Los habitos de vida fueron valorados mediante un cuestionario de veinte preguntas,
realizado expresamente para este tipo de investigaciones (Saavedra y cols., 2004) (Anexo

2).

Por Gltimo, la calidad de vida relacionada con la salud fue valorada mediante la
autoadministracion en presencia de un investigador del cuestionario de salud SF-36 (Ware
y Sherboume, 1992, McHorney y cols., 1994). Este Gltimo, ha sido traducido al espafiol
(Alonso y cols., 1995) y validado por Ayuso-Mateo y cols. (1999) (Anexo 3). El SF-36
mide ocho dominios de la calidad de vida relacionada con la salud (CVRS): funcion fisica,
rol-fisico, dolor corporal, salud general, vitalidad, funcidn social, rol-emocional y salud
mental. Dichos dominios son cuantificados de O a 100, correspondiendo el O una salud
“‘muy mala” y el 100 una salud “muy buena”. Por otro lado, las participantes respondieron el
S-FIQ (Rivera y Gonzalez, 2004), la version en espaiiol de un cuestionario destinado a
determinar la severidad de los sintomas relacionados con la Fibromialgia (Anexo 4). El S-
FIQ mide la funcion fisica, el trabajo y el bienestar, y tiene escalas visuales analogas (EVA)
para el dolor, el suefio, la fatiga, el malestar, la ansiedad y la depresion. Tras la
normalizacion de los resultados se obtiene una puntuacion global que oscila entre 0-80 (sin
las preguntas sobre el trabajo), donde una puntuacion mayor indica un impacto negativo. La
version espainola del FIQ es un cuestionario fiable, esta validado y responde a los cambios

midiendo el estado de salud fisico y la funcion fisica en mujeres con FM.
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3.2.11. Estudio estadistico.

Los resultados se expresan mediante la media aritmética + el error estandar (ESM)
del numero de determinaciones en cada experimento. La normalidad de los resultados de la
distribucion de las variables se analiz6 mediante el “test de normalidad”. La comparacion
multiple entre los resultados se realizd mediante “ANOVA F-Scheffe”. También se utilizd
“Student #-test” para comparaciones entre dos grupos. p<0.05 fue el minimo nivel de
significacion exigido. Ademas de este valor, también se estudiaron niveles de significacion

mayores (p<0.01y p<0.001).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Actualmente los criterios diagnosticos de la FM (American College of Rheumatology,
1990) define la enfermedad como la presencia de dolor crénico generalizado y alodinia a la
presion (en ambas partes del cuerpo, y tanto por encima como por debajo del ombligo) en
mas de 11 de 18 localizaciones especificas o puntos gatillos (“tender points”). Generalmente
se asocia con otros sintomas como: fuerza muscular reducida, fatiga, desé6rdenes en el
suefio y desordenes psicologicos (depresion). No obstante esta definicion, basada en
sintomas y falta de criterios objetivos, ha llevado muchas veces a dudas sobre la existencia
o el diagnostico de esta patologia, una situacion que causa problemas adicionales a las
pacientes tanto antes como después de ser diagnosticadas. El hecho es que, hasta el
momento, la biofisiologia de la FM permanece sin esclarecer y los tratamientos son

generalmente empiricos.

Entre las recientes hipotesis sobre la etiologia de la FM (van West y Maes, 2001)
se incluye con claridad que puede subyacer un desorden inflamatorio acompafiado por
cambios en el sistema inmunoneuroendocrino, asi como la relacibn con un sistema de
respuesta inflamatoria mediado por citoquinas deteriorado. Sin embargo, dada la variedad
de los aspectos biofisioldgicos subyacentes a la etologia de la FM, Miiller y colaboradores
(2007) han propuesto que la FM no puede ser considerada como una entidad clinica
simple sino méas bien como un sindrome con mudltiples causas, pudiéndose distinguir entre
diferentes categorias o subgrupos dentro de este sindrome, fundamentalmente FM primaria
y FM secundaria. Mientras la categoria de FM primaria no revela ningun factor organico
definitivo que provoque el sindrome, en la FM secundaria, enfermedades subyacentes, tales

como procesos inflamatorios reumaticos, son frecuentemente diagnosticados.

Segun se ha reflejado en el disefio experimental, la presente investigacion empezd
con un “estudio piloto” en el que se valoraron en un grupo de pacientes diagnosticadas de
FM (todas ellas pertenecientes a la Asociacion de Fibromialgia de Don Benito —
AFIBRODON-) los niveles sistémicos de las principales citoquinas inflamatorias y

marcadores de estrés en comparacion con un grupo control de mujeres sanas de la misma

131



edad. De igual forma, se valoro6 el efecto de un programa de ejercicio acuatico habitual de 4
meses de duracion, tres sesiones por semana (Ortega y cols., 2009a). Tanto las
caracteristicas de las pacientes, los criterios de exclusion, las caracteristicas del ejercicio
acuatico y las caracteristicas del grupo control fueron similares a las indicadas ya en disefio
experimental del presente estudio. Por ello, comenzaremos este apartado de la memoria
mostrando y discutiendo los aspectos mas relevantes de este estudio, que dio pie a la
ampliacion en la presente investigacidon en cuanto al numero de pacientes, marcadores
inflamatorios y marcadores neuroendocrinos evaluados, asi como el estudio de la capacidad
funcional de las principales células inflamatorias (monocitos y neutréfilos), que seran

expuestos y discutidos a continuacion.

Todas las voluntarias del estudio piloto (n=14) habian sido diagnosticadas de FM
por un reumatoélogo y fueron divididas en dos grupos de acuerdo con la clasificacion
propuesta por Miiller y cols. (2007): FM primaria (n=10) y FM secundaria (n=4). El grupo
control consistido en 13 mujeres sanas sedentarias o fisicamente no activas del mismo rango
de edad. Las caracteristicas del ejercicio acuatico en agua templada habian sido
presentadas como una de las intervenciones que podian inducir mas beneficios en las

pacientes con FM.

La duracion de este programa (idéntico al indicado en la metodologia y aplicado en
al resto de estudios de esta Tesis Doctoral) habia sido indicado para mejorar la forma fisica

y la calidad de vida (Jones y cols., 2006, Mannerkorpi y cols., 2003, 2007).

Las concentraciones circulantes de los “marcadores inflamatorios” encontradas en
las pacientes con FM en estado basal (esquema A) sugirié la presencia de una inflamacion
potencial en las pacientes con FM. Concentraciones séricas significativamente mas altas de
IL-8 y de PCR fueron claramente determinadas en el grupo total de FM (también en los
grupos de FM primaria y secundaria por separado) cuando se compararon con el grupo
control de mujeres sanas. Ademds, aunque la concentracion sérica de IL-8 fue

significativamente menor en el grupo de FM secundaria que en el grupo de FM primaria,
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dicha concentracion fue igualmente mayor que la determinada en las mujeres sanas. Este
hecho confirma que la IL-8 podria ser un marcador plausible para el diagnostico del SFM,

independientemente de las diferencias en la etiologia de la enfermedad.

De igual forma la mayor concentracion de PCR en las pacientes con FM fue
independiente de la etiologia primaria o secundaria de la enfermedad. Ademas la media de
los valores de la concentracion sérica de INF-y fue mas alta considerando el grupo total y
particularmente el grupo de FM primaria, lo que parecia corroborar un “estado inflamatorio”
subyacente a esta patologia. Dado que las citoquinas inflamatorias pueden afectar tanto al
SNS como al eje HHA con una potencial importancia en el SFM, valoramos también los
niveles de cortisol y NA (esquema B), observando niveles elevados de cortisol en las
pacientes con FM primaria y de NA en ambos grupos, lo que claramente sugeria una

regulacion neuroinmunoendocrinas anormal de las regulaciones en esta patologia.
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Estrategias, tales como el ejercicio, dirigidas a regular la actividad de eje HHA y
SNS asi como el estado inflamatorio en las pacientes con FM podrian, por tanto, mejorar su
calidad de vida. La cuestién ahora es, si los “efectos antiinflamatorios” del ejercicio podrian
ser uno de los mecanismos involucrados en los beneficios inducidos por éste en las
pacientes con FM. Sorprendentemente, los tres “marcadores inflamatorios” elevados en
nuestras pacientes (IL-8, PCR e INF-y) por encima del rango del grupo de controles sanas
disminuyeron significativamente tras los 4 meses del programa de ejercicio acuatico. Este
efecto antiinflamatorio del programa de ejercicio acuatico fue paralelo a una disminucion
significativa de la concentraciéon de cortisol y a un aumento significativo en la concentracion
de NA (principalmente en el grupo con FM primaria) tras el programa de ejercicio. Estos
resultados fueron publicados junto a una revisiobn del tema por nuestro grupo de
investigacion (Ortega y cols., 2009a) formando parte de mi “memoria de doctorado”

presentada tras la finalizacion de los cursos de Doctorado.

Estas conclusiones, a nuestro entender potencialmente muy interesantes, nos
hicieron profundizar en el estudio sobre el “estado inflamatorio” y de “desregulacion
neuroendocrina” subyacente al SFM, aumentando el nimero de pacientes, de marcadores
inflamatorios y de estrés, y de la capacidad funcional de las principales células inflamatorias
circulantes (monocitos y neutrofilos). Estos resultados se exponen y se discuten a

continuacion comenzando por los niveles sistémicos de los marcadores evaluados.
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4.1. Valoracion de la desregulacion inflamatoria y neuroendocrina subyacente en las

pacientes con FM.
4.1.1. Niveles de “marcadores sistémicos”.

Como cabia esperar, de nuevo obtuvimos un aumento drastico en los niveles
circulantes de IL-8 en las pacientes con FM respecto al grupo control de mujeres sanas
(p<0,001; figura 1). Estos resultados estan de acuerdo con trabajos previos que también
habian encontrado niveles séricos de IL-8 elevados en estas pacientes (Wallace y cols.,
2001; Bazzichi y cols., 2007; Gir y Oktayoglu 2008; Wang y cols., 2008), lo que indica
que la IL-8 podria ser considerado un buen marcador inflamatorio para el diagnoéstico del

SFM.
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Figura 1- Concentracion sérica de IL-8 (pg/ml) en mujeres sanas sedentarias (SS, n=13) y
mujeres con FM (FM, n=25). Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de las

* %

determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,001 respecto a los

valores de SS (Student ttest). EI 100% de las voluntarias con FM presentaron valores
superiores a los esperados en personas sanas (valores inferiores a 29 pg/ml), frente al 0%

de nuestras voluntarias sanas. Determinacién mediante ELISA.

Por otro lado, estudios previos habian encontrado que pacientes con FM primaria
presentaban una concentracion sérica de PCR elevada respecto al rango normal esperado
en personas sanas (Bazzichi y cols., 2007; Miiller y cols., 2007). No obstante, nuestra
investigacion es el primer estudio que ha comparado los niveles circulantes de PCR entre

pacientes con FM y un grupo control de mujeres sanas del mismo rango de edad,
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confirmando que las pacientes con FM primaria presentan unos niveles mucho mayores

(alrededor de 30 veces) en relacion a los observados en el grupo control (figura 2).

r * %k %k

PCR (ug/ml)
O L N WS UuUuloo NN

SS FM

Figura 2- Concentracion sérica de PCR (ug/ml) en mujeres sanas sedentarias (SS, n=13) y
mujeres con FM (FM, n=25). Los resultados se presentan como el valor medio £ ESM de las

* ¥

determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,001 respecto a los

valores de SS (Student ttest). EI 100% de las voluntarias con FM presentaron valores
superiores a los esperados en personas sanas (valores inferiores a 0,5 pug/ml) frente al 0%

de nuestras voluntarias sanas. Determinacién mediante ELISA.

Estos resultados sugieren claramente que los niveles circulantes de PCR pueden
ser una ayuda en el diagnéstico de la FM sobre todo teniendo en cuenta que, al igual que

la IL-8, estaba elevada en todas las pacientes involucradas en el estudio.

La media de los valores séricos de INF-y determinados en las pacientes con FM fue

también significativamente mayor (p<0,05; figura 3) que la determinada en el grupo SS.
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Figura 3- Concentracion sérica de INF-y (pg/ml) en mujeres sanas sedentarias (SS, n=13) y

mujeres con FM (FM, n=25). Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de las
determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05 respecto a los

valores de SS (Student ttest). El 50% de las voluntarias con FM presentaron valores
superiores a los esperados en personas sanas (<5 pg/ml) frente al 0% de nuestras

voluntarias sansa. Determinacion mediante ELISA.

No obstante, y a diferencia de la IL-8 y la PCR, no todas las pacientes presentaron
niveles elevados de esta citoquina inflamatoria por lo que, en nuestra opinién, no puede

considerarse un buen marcador diagnostico.

Ademas, no se encontraron diferencias significativas en los niveles sistémicos de las
citoquinas proinflamatorias IL-13, TNF-a, IL-12, IL-17, IL-18, MCP-1 y RANTES ni en los
de las citoquinas antiinflamatorias IL-4, IL-10 e IL-1Ra. Tampoco se encontraron diferencias
significativas en la concentracion sistémica de IL-6, una citoquina reguladora de la
inflamacion (fundamentalmente considerada antiinflamatoria), ni en el factor crecimiento
NGF-B (Tabla 1 y Figuras 4, 5 y 6). Sin embargo, la liberacion por monocitos de las
citoquinas inflamatorias IL-13, TNF-a, IL-18 y MCP-1, junto a la IL-6 y la antiinflamatoria
IL-10, fue mayor en las pacientes con FM (junto a una menor liberacion de RANTES) como

se discutira mas adelante.

El NGF-p liberado tras infecciones o traumas ejerce diferentes efectos moduladores
sobre el sistema inmunitario y sobre la respuesta inflamatoria, habiéndosele relacionado

también a través de una activacion simpética en el dolor neuropético, la alodinia y la
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parestesia (Martinez-Lavin y Solano, 2009; Seidel y cols., 2010). Aunque investigaciones
recientes han encontrado un aumento de la concentracion del NGF-f en el liquido
cereborespinal de pacientes con FM, relacionandolo con el dolor y la alodinia en las mismas
(Giovengo y cols., 1999; Sarchielli y cols., 2007, Seidel y cols., 2009); los resultados de la
presente investigacion indican que esta mayor produccion de NGF-3 no se reflejan en la

sangre.
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Figura 4- Concentracion plasmatica de IL-18 (pg/ml) en mujeres sanas sedentarias (SS,
n=13) y mujeres con FM (FM, n=25). Los resultados se presentan como el valor medio *
ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizados por duplicado. Determinacion

mediante Bio-Plex system (LUMINEX).
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Figura 5- Concentracion plasmatica de MCP-1 (pg/ml) en mujeres sanas sedentarias (SS,
n=13) y mujeres con FM (FM, n=25). Los resultados se presentan como el valor medio *
ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. Determinacion

mediante Bio-Plex system (LUMINEX).
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Tabla 1- Concentraciones circulantes de marcadores inflamatorios
Citoquina SS FM
TNF-o (<8 pg/ml) <8

IL-1B (<7 pg/ml)

IL-1ra (ng/ml)
IL-2 (<7 pg/ml)
IL-4 (<O,7pg/ml)
IL-6 (<2 pg/ml)
IL-10 (<8 pg/ml)
IL-12 (pg/ml)
IL-17 (ng/ml)
NGF-B (pg/ml)

Concentracion circulante demarcadores inflamatorios en mujeres sanas sedentarias (SS,
n=13) y mujeres con FM (FM, n=25). Entre paréntesis se muestra los rangos de
concentracion esperados en la poblacion sana para algunas de las citoquina segun indican
sus kits comerciales. Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de las
determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. Todas las citoquinas se
valoraron mediante la técnica de ELISA, con excepcion de la IL-12, la IL-17 y el NGF-§,

cuyas concentraciones se determinaron por Bio-Plex system (LUMINEX).

RANTES (pg/ml)

SS FM

Figura 6- Concentracion plasmatica de RANTES (pg/ml) en mujeres sanas sedentarias (SS,
n=13) y mujeres con FM (FM, n=25). Los resultados se presentan como el valor medio *
ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizados por duplicado. Determinacion

mediante Bio-Plex system (LUMINEX).
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Las citoquinas proinflamatorias, como la IL-8, pueden promover el dolor y también

alterar el funcionamiento del SNS y del HHA, con una potencial importancia en la FM
(Torpy y cols., 2000; Van West y Maes, 2001; Bazzichi y cols., 2007). Las figuras 7, 8 y

9 muestran los resultados correspondientes a las hormonas liberadas en el eje HHA: CRH

(figura 7), ACTH (figura 8) y cortisol (figura 9).

CRH (ng/ml)

SS FM

Figura 7- Concentracion sérica de CRH (ng/ml) en mujeres sanas sedentarias (SS, n=9) y

mujeres con FM (FM, n=21). Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de las
determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05 respecto a los valores

de SS (Student ttest). Determinacion mediante ELISA.
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Figura 8- Concentracion plasmatica de ACTH (pg/ml) en mujeres sanas sedentarias (SS, n=9)

y mujeres con FM (FM, n=21). Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de las
determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05 respecto a los valores

de SS (Student ttest). Determinacién mediante ELISA.
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Figura 9- Concentracion sérica de cortisol (ug/dl) en mujeres sanas sedentarias (SS, n=13)

y mujeres con FM (FM, n=25). Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de
las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05 respecto a los

valores de SS (Student ttest). Determinacion mediante Electroquimioluminiscencia.

Los resultados obtenidos muestran una mayor (p<0,05) concentracion circulante de
cortisol en las pacientes con FM (Figura 9), que puede a su vez explicar la menor

concentracion (p<0,05) tanto de CRH (Figura 7) como de ACTH (Figura 8).

Estos mayores niveles de cortisol, junto con los niveles sistémicos elevados
(p<0,01) de NA (Figura 10) reflejan claramente una mayor respuesta de estrés en las
pacientes con FM, probablemente debida a una desregulacion de las interacciones entre las
respuesta inflamatoria y la respuesta de estrés mediada por el eje HHA y el SNS en esta

patologia.

No obstante, es dificil saber si una alteracion en el eje HHA y del SNS son la causa
o la consecuencia del estado inflamatorio en el SFM. Seria posible pensar que los altos
niveles de cortisol y NA en las mujeres con FM puedan ser una adaptacién fisioldégica en
estas pacientes para restaurar la homeostasia alterada por su mayor estado inflamatorio
(Ortega y cols., 2009a). La activacion del sistema de estrés estimula un mecanismo de
retroalimentacion negativo que protege al organismo de una sobreproducciéon de citoquinas
proinflamatorias que pudiera causar un dafio tisular. En cambio, los niveles elevados de
cortisol y NA podrian también ser interpretados como la causa de los niveles elevados de

citoquinas inflamatorias (Ortega y cols., 2009a), puesto que también se ha indicado que
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bajo ciertas condiciones y en ciertas respuestas locales las hormonas de estrés pueden
estimular una respuesta inmunitaria local a través de la induccibn de citoquinas

proinflamatorias tal como la IL-8 (Elenkov y Chrousos, 2002).
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Figura 10- Concentracién plasmatica de NA (pg/ml) en mujeres sanas sedentarias (SS,

n=7) y mujeres con FM (FM, n=17). Los resultados se presentan como el valor medio + ESM

*

de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. o p<0,001 respecto a

los valores de SS (Student ttest). Determinaciéon mediante ELISA.

Las proteinas de choque térmico o proteinas de estrés (Hsp) fueron originalmente
descritas como “chaperonas moleculares” con un importante papel en el transporte celular,
el ensamblaje/degradacion y en la supervivencia celular. La familia de las Hsp70 es la mas
conservada y mas estudiada de estas proteinas. Esta familia incluye la Hsp70
constitutivamente expresada (Hsc70; 73 kDa) y la Hsp70 inducible por estrés (Hsp72;
72kDa). La sintesis de Hsp72 intracelular aumenta marcadamente tras estimulos de estrés
(respuesta de estrés) y juega también un papel en la citoproteccion como una chaperona
molecular intracelular (Lindquist 1986; Fleshner y cols., 2004; Asea 2005; tomado de
Ortega y cols., 2008). Mas recientemente, se ha demostrado que la adiccion exdgena de
Hsp7?2 posee una potente actividad tanto como “chaperona” como citoquina, acuiandose el
término de capacidad “chaperoquina” de la Hsp72 (Asea y cols., 2000; Asea 2005). El
estrés, incluido el inducido por ejercicio fisico, también provoca la liberaciébn de Hsp72 al

torrente sanguineo (Walsh y cols., 2001; Fleshner y cols., 2004, Ortega y cols., 2008). La
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Hsp72 extracelular (eHsp72) estimula la liberacion de citoquinas proinflamatorias por
monocitos (Asea y cols., 2000), la fagocitosis, el procesamiento y presentacion antigénica
por macrofagos (Wang y cols., 2006), y la quimiotaxis, la fagocitosis y la capacidad
microbicida de los neutrofilos (Ortega y cols., 2006, 2008; Giraldo y cols., 2010; Ortega y
cols., 2010). Ello la implica claramente en la iniciacién de las respuestas inmunitarias y en
la estimulacion de la respuesta innata y /o inflamatoria; hechos que la han postulado como
un buen marcador inflamatorio y de estrés. De hecho, el grupo de pacientes con FM
utiizado en esta investigacion presentd unos niveles circulantes de eHsp72
significativamente (p<0,01) mayores a los determinados en el grupo control de mujeres
sanas (figura 11). Incluso, y como se discutird mas adelante, estos mayores niveles de
eHsp72 también son paralelos a los mayores niveles de produccion de citoquinas
proinflamatorias por los monocitos y la mayor activacion de los neutréfilos observados en

las pacientes con este sindrome.

Hsp72(ng/ml)

SS FM

Figura 11 - Concentracion plasmatica de Hsp72 en mujeres sanas sedentarias (SS, n=7) y

mujeres con FM (FM, n=20). Los resultados se presentan como el valor medio £ ESM de las

*

determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. ** p<0,01 respecto a los

valores de SS (Student ttest). Determinacidon mediante EIA.

Ya desde 1975, Moldofsky y colaboradores (Moldofsky y cols., 1975; Moldofsky y
Warsh, 1978) relacionaron el “Sindrome de Fibrositis”, considerado también como un

“sindrome de suefio no reparador”, con desordenes en el metabolismo de la serotonina y la

145



reactividad al dolor. De hecho, uno de los tratamientos farmacologicos actuales utilizados en
la FM son los inhibidores de la recaptacion de serotonina (Di Franco y cols., 2010). De
acuerdo con la mayoria de los trabajos publicados hasta el momento (Bourgoing y cols.,
1994; Pillemer y cols., 1997; Gebhart y Jorgeson 2004; revisado por Di Franco y cols.,
2010) los niveles de serotonina circulantes en nuestro grupo de mujeres con FM fueron
significativamente (p<0,01) menores en relacion a los valores determinados en el grupo
control (figura 12). La serotonina esta implicada en la inhibicion de los neurotransmisores
relacionados en el procesamiento del dolor como la SP o los aminoacidos excitatorios, y
junto con la NA son neurotransmisores claves en las vias inhibitorias descendientes del
dolor y tienen un efecto modulador importante en el procesamiento del dolor periférico y
central (Di Franco y cols., 2010). Ademas, los niveles séricos de serotonina muestran una
correlacion negativa con el dolor (Ernberg y cols., 2003), lo que parece implicarla

claramente en la FM, cuya caracteristica fundamental es el dolor crénico generalizado.
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Figura 12- Concentracion sérica de Serotonina (ng/ml) en mujeres sanas sedentarias (SS,

n=8) y mujeres con FM (FM, n=22). Los resultados se presentan como el valor medio + ESM
de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. ** p<0,01 respecto a

los valores de SS (Student ttest). Determinacién mediante ELISA.

Ademas, aunque no todas las pacientes con FM estan diagnosticadas de depresion
(como el caso de nuestras voluntarias), la serotonina tiene un papel importante en la

regulacion del estado de animo; y la desregulacidon del sistema serotoninérgico se ha
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asociado con la depresion y la ansiedad (Wolfe y cols., 1997), pudiendo estar involucrada
en la regulacion del suefio y la percepcion del dolor. Ambas situaciones parecen estar

alteradas en los pacientes con FM (Ressler y Nemeroff, 2000).

El tratamiento de las deficiencias de GH en adultos se ha indicado que puede
mejorar su calidad de vida y nivel energético, reducir el dolor, mejorar la depresion,
mejorara los niveles de colesterol y LDL, mejorar las respuestas cognitivas y mejorar la
capacidad para realizar ejercicio y la fuerza muscular (Bennett, 1998). Uno de los
principales sintomas de las pacientes con FM es un patrén de suefio alterado que involucra
los estadios 3 y 4 del suefio no-REM (Moldofsky y cols., 1975). Dado que la GH se
secreta predominantemente durante estas fases del suefio no-REM, se hipotetizé6 que las
pacientes con FM pudieran tener deteriorada la secrecion de GH (Bennett 1989). EI
principal mediador de los principales efectos anabolicos de la GH es la somatomedina C,
también denominada “Insulin Related Growth Factor-1” (IGF-1). La IGF-1 presenta una vida
media de aproximadamente 21 horas y no presenta demasiadas variaciones diurnas,
considerandose sus niveles plasmaticos como un reflejo de los pulsos integrados de la
secrecion de GH durante las 48 horas previas. Por estas razones los estudios en pacientes

con FM han valorado fundamentalmente IGF-1.

Aunque algunos estudios han indicado que no existen variaciones significativas en
los niveles sistémicos de IGF-1 (McCall-Hosenfeld y cols., 2003; Denko y Malemud, 2005;
Tander y cols., 2007) y que estas variaciones podrian ser dependientes de la edad, la
obesidad y el estado pre- o post-menopausico de las pacientes (McCall-Hosenfeld y cols.,
2003), la mayoria de las publicaciones indican evidencias de una deficiencia funcional de la
GH en las pacientes con FM expresada a través de los niveles séricos de IGF-1, lo que
puede reflejar un fendmeno secundario debido a una disfuncion del eje hipotadlamo-
hipofisis-GH (Bennett y cols., 1997; Cuatrecasas y cols, 2007 ). Nuestros resultados estan
de acuerdo con estas Ultimas, dado que hemos encontrado una concentracion
significativamente (p<0,05) menor en las mujeres con FM con respecto al grupo de

mujeres sanas (figura 13), lo que parece confirmar a la IGF-1 en la mediacion de al menos
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algunos trastornos asociados a este sindrome. Sin embargo, puesto que la deficiencia en
GH no se encuentra siempre asociada a la FM, se ha sugerido que ésta no juega un papel
primario en la patologia, sino que es un epifenébmeno secundario, aunque con relevancia
clinica y tratable. Parece ser que la naturaleza de este epifenébmeno es debida a los efectos
del cortisol sobre la GH, lo que parece tener especial relevancia en la FM. Se ha postulado
que las pacientes con FM con defecto en GH presentan un ritmo circadiano de cortisol
desregulado, caracterizado por un pico anormalmente alto de la secrecion de cortisol
(Crofford y cols., 1994 ), hecho este que también se ve apoyado por los valores mayores de

cortisol determinados en las pacientes con FM en la presente investigacion.
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Figura 13- Concentracion sérica de IGF-1 (ng/ml) en mujeres sanas sedentarias (SS, n=8) y

mujeres con FM (FM, n=23). Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de las

determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05 respecto a los

valores de SS (Student ttest). Determinacidon mediante ELISA.

Nuestros resultados, al menos parcialmente, también estarian de acuerdo con una
disfuncion del eje hipotalamo-hipofisis (como acabamos de indicar). De hecho, Ferraccioli y
cols. (1994) observaron también una menor concentracion de |GF-1 (asociada a
hipoglucemia) junto con un aumento de cortisol y NA en las pacientes con FM, quizas con
una mayor relevancia en la elevacién de los niveles de cortisol. Estos hallazgos estan

permitiendo aumentar las expectativas del tratamiento con GH en este sindrome, el cual
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parece mejorar los sintomas de la FM, tales como el dolor y asi, l6gicamente, la calidad de

vida (Cuatrecasas y cols., 2007).
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4.1.2. Capacidad funcional de mocitos y neutrofilos.
.- Monaocitos: liberacion de citoquinas inflamatorias.

Como ya hemos comentado, junto con la generacion de dolor e hiperalgesia en
condiciones inflamatorias, las citoquinas proinflamatorias, tales como IL-13, TNF-a, IL-8, o
citoquinas asociadas a la inflamacion como la IL-6, pueden también inducir otros sintomas
caracteristicos de la FM tales como el estrés, la fatiga, desérdenes del suefio y sintomas de
depresion. Por su parte, la citoquina antiinflamatoria IL-10 puede bloquear el dolor (van
West y Maes 2001, Wallace y cols., 2001, Wallace, 2006, Omoigui 2007b; revisado en
Ortega y cols, 2009b). Durante una respuesta inflamatoria local, el TNF-qa, la IL-1B y la IL-
6 son las principales citoquinas liberadas por los monocitos junto con la citoquina
antiinflamatoria IL-10, que se libera a continuacion. El balance entre citoquinas pro- y anti-
inflamatorias es muy importante para el mantenimiento de la salud y para evitar el
desarrollo de enfermedades inmunitarias, incluyendo las inflamatorias (Elenkov y Chrousos,
2002), como parece ser el caso de la FM. La produccion de citoquinas inflamatorias por
monocitos también puede verse afectada en las pacientes con FM. Una produccion normal
de TNF-q, IL-1B e IL-10 por células mononucleares de sangre periférica (“PBMC”) habia
sido determinada en pacientes con FM (Wallace y cols., 2001; Amel Kashipaz y cols.,
2003) y Wallace y colaboradores (2006) habian encontrado niveles elevados de IL-6 en el
sobrenadante de PBMC de estos pacientes (Wallace y cols., 2006). Sin embargo, no habia
informacion sobre la produccion de citoquinas por monocitos aislados de mujeres con FM.
Las figuras 14, 15, 16 y 17 muestran la liberacion por monocitos aislados de IL-13, TNF-a,

IL-6 e IL-10, respectivamente, valoradas por la técnica ELISA.
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Figura 14- Liberacion de IL-1B por monocitos no activados (Espontanea) y activados por LPS
(“LPS”) de mujeres sanas sedentarias (SS, n=9) y mujeres con FM (FM, n=9). Los

resultados se presentan como la media * ESM de las determinaciones (una por voluntaria)

respecto a sus correspondientes valores de SS

(Student ttest); +++ p<0,001 respecto a su correspondiente liberacion espontanea (Student
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Figura 15- Liberacion de TNF-a. por monocitos no activados (Espontanea) y activados por
LPS (“LPS”) de mujeres sanas sedentarias (SS, n=9) y mujeres con FM (FM, n=9). Los
resultados se presentan como la media * ESM de las determinaciones (una por voluntaria)
realizadas por duplicado. * p<0,05 respecto a sus correspondientes valores de SS (Student

ttest); + p<0,05, +++ p<0,001 respecto a su correspondiente liberacion espontanea

(Student ttest). Determinacién mediante ELISA.
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Figura 16- Liberacion de IL-6 por monocitos no activados (Espontanea) y activados por LPS

(“LPS”) de mujeres sanas sedentarias (SS, n=9) y mujeres con FM (FM, n=9). Los

resultados se presentan como la media + ESM de las determinaciones (una por voluntaria)

realizadas por duplicado. * p<0,05,

p<0,001 respecto a sus correspondientes valores de

SS (Student ttest); + p<0,05, +++ p<0,001 respecto a su correspondiente liberacion

espontanea (Student ttest). Determinacion mediante ELISA.
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Figura 17- Liberacion de IL-10 por monocitos no activados (Espontanea) y activados por LPS
(“LPS”) de mujeres sanas sedentarias (SS, n=9) y mujeres con FM (FM, n=9). Los

resultados se presentan como la media * ESM de las determinaciones (una por voluntaria)

* % ¥

realizadas por duplicado. * p<0,05, p<0,001 respecto a sus correspondientes valores de

SS (Student ttest); + p<0,05 respecto a su correspondiente liberacion espontanea (Student

ttest). Determinacion mediante ELISA.

Tanto la liberacion espontanea (en ausencia de estimulo antigénico) como la
liberacién inducida por LPS de todas las citoquinas fue mayor por los monocitos de mujeres
con FM que por los monocitos del grupo control de mujeres sanas. Este hecho confirma

claramente la hipétesis de una respuesta inflamatoria desregulada en el SFM.

De igual forma, se observo en las pacientes con FM una mayor liberacion de IL-18
y MCP-1 (figura 18 y 19), junto a una menor liberacion de RANTES (figura 20), medidas
éstas a través de la técnica Bio-Plex system (LUMINEX), y tanto de forma espontanea como
tras estimulacion antigénica por LPS. Al igual que lo observado con la IL-6, el TNF-a y la

IL-10 (en las que tampoco se observaron variaciones significativas en las concentraciones
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séricas, pero si en las liberadas por monocitos) las citoquinas proinflamatorias IL-18 y
MCP-1 parecen estar también involucradas en el mayor “estado inflamatorio” en el SFM. La
IL-18, inicialmente descrita como el factor inductor de INF-y, se encuentra entre las
citoquinas proinflamatorias que contribuyen a la inflamacion sistémica y local y a la defensa
del organismo. Asi, la IL-18 puede considerarse una de las citoquinas proinflamatorias
principales implicada en las enfermedades inflamatorias (Dinarello y cols., 1998; Kohno y
Kurimoto, 1998). Incluso, se podria especular que la mayor liberacion de IL-18 por
monocitos podria estar contribuyendo también a la mayor concentracion circulante parcial

del INF-y que habiamos observado en las pacientes con FM.

La MCP-1 es una citoquina secretada por células presentadoras de antigenos, que
participa en el reclutamiento de neutréfilos (y monocitos) y se requiere para su acumulacion
temprana en los sitios de inflamacion (Ferreira y cols., 2005), lo que contribuiria a explicar
la mayor capacidad quimiotactica de los neutréfilos que hemos encontrado en este trabajo y
gue comentaremos mas adelante. A su vez, el incremento en la liberacion de MCP-1 podria
explicar, al menos en parte, la menor liberacion local de RANTES por los monocitos de
mujeres con FM, ya que ha sido indicado que el tratamiento de macréfagos con rm-MCP-1

suprime selectivamente la expresion de RANTES (Ferreira y cols., 2005).

Finalmente, no se encontraron diferencias significativas entre las mujeres con FM y
las mujeres sanas (mediante BioPlex-LUMINEX) en la produccion por monocitos de IL-8,
IL-12 y NGF-B (Tabla2). Los resultados relativos a IL-8 parecen indicar que,
sorprendentemente, no sean los monocitos la principal fuente de la mayor concentracion de
IL-8 en las mujeres con FM, pudiéndose especular, por tanto, que sean las células

endoteliales.
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Tabla 2- Liberacién de citoquinas por monocitos

SS FM
Citoquina ESPONTANEA LPS ESPONTANEA LPS

IL-8 (pg/ml)

IL-12 (pg/ml) 1,1+£0,18 1,9+ 0,7 1,1+0,13

NGF — (pg/ml)

Liberacién de citoquinas por monocitos no activados (CONTROL) y activados por LPS
(“LPS”) de mujeres sanas sedentarias (SS, n=8) y mujeres con FM (FM, n=17). Los
resultados se presentan como la media + ESM de las determinaciones (una por voluntaria)

realizadas por duplicado. Determinacion mediante Bio-Plex system (LUMINEX).
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Figura 18- Liberacion de IL-18 por monocitos no activados (Espontanea) y activados por LPS
(“LPS”) de mujeres sanas sedentarias (SS, n=8) y mujeres con FM (FM, n=17). Los

resultados se presentan como la media * ESM de las determinaciones (una por voluntaria)
realizadas por duplicado. * p<0,05, ** p<0,01 respecto a sus correspondientes valores de SS

(Student ttest); * p<0,05 respecto a su correspondiente liberacion espontanea (Student

ttest). Determinacion mediante Bio-Plex system (LUMINEX).
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Figura 19- Liberacion de MCP-1 por monocitos no activados (Espontanea) y activados por

LPS (“LPS”) de mujeres sedentarias sanas (SS, n=8) y mujeres con FM (FM, n=17). Los

resultados se presentan como la media * ESM de las determinaciones (una por voluntaria)

realizadas por duplicado. * p<0,05, *** p<0,001 respecto a sus correspondientes valores de

SS (Student ttest); * p<0,05 respecto a su correspondiente liberacion espontanea (Student

ttest). Determinacion mediante Bio-Plex system (LUMINEX).

157



RANTES (pg/ml)

RANTES (pg/ml)

1500

1000

500

1500

1000

500

Espontanea

SS

SS

FM

LPS

FM

Figura 20- Liberacion de RANTES por monocitos no activados (Espontanea) y activados por

LPS (“LPS”) de mujeres sanas sedentarias (SS, n=8) y mujeres con FM (FM, n=17). Los

resultados se presentan como la media * ESM de las determinaciones (una por voluntaria)

realizadas por duplicado. * p<0,05 respecto a sus correspondientes valores de SS (Student

ttest); * p<0,05 respecto a su correspondiente liberacion espontanea (Student ttest).

Determinacion mediante Bio-Plex system (LUMINEX).
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.- Neutrofilos: proceso fagocitico.

Una vez estudiado el balance de concentraciones de citoquinas pro- y anti-
inflamatorias, asi como la capacidad funcional de los monocitos (a través de la liberacion de
citoquinas), evaluamos la capacidad funcional de los neutrofilos. Para ello, valoramos todas
las etapas del proceso fagocitico: la quimiotaxis o acercamiento hacia el foco de infeccion

(figura 21), la fagocitosis (figuras 22 y 24) y la capacidad microbicida (figuras 22 y 25).

400 *rx
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Indice de Quimiotaxis

2
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Figura 21- Capacidad quimiotactica de neutrofilos de mujeres sanas sedentarias (SS, N=7) y

mujeres con FM (FM, n=17). Los resultados se presentan como la media del indice de

* *

quimiotaxis * ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizados por duplicado. *

p<0,001 respecto a los valores de SS (Student ttest).

Los neutréfilos de las pacientes con FM mostraron una mayor capacidad
quimiotactica que los de mujeres controles sanas. Los niveles circulantes elevados de IL-8
y la alta produccion de MCP-1 por los monocitos, como ya hemos visto, en nuestras
pacientes con FM podrian contribuir a este fenbmeno. Sin embargo, otros factores con
capacidad quimioatrayente y de activacion de los neutréfilos, como el NGF-3, no parecen

estar mediando este efecto.

Tanto la capacidad fagocitica como la microbicida fueron estudiadas tanto frente a
células vivas (Candida albicans) (figuras 22 y 23) como frente a particulas inertes (bolas

de latex) (figura 24 y 25).
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Figura 22- Fagocitosis de C. albicans por neutrofilos de mujeres sanas sedentarias (SS, n=7)

y en mujeres con FM (FM, n=19) Los resultados se presentan como la media + ESM de las
determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05 respecto a los

valores de SS (Student ttest).
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Figura 23- Capacidad microbicida de neutréfilos de mujeres sanas sedentarias (SS, n=7) y

en mujeres con FM (FM, n=19). Los resultados se presentan como la media £ ESM de las
determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05 respecto a los

valores de SS (Student ttest).

Existen evidencias de que las pacientes con FM son mas propensas a las
infecciones por C. albicans que las mujeres sanas (Garrison y Breding, 2003), lo que
parece congruente tanto con la mayor capacidad fagocitica como microbicida encontrada en
los neutréfilos de nuestras pacientes. Esta mayor capacidad fagocitica y microbicida frente a

C. albicans (junto a la mayor capacidad de quimiotaxis) podria estar mediada por la mayor
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concentracion circulante de NA y eHsp72, puesto que varios estudios recientes llevados a
cabo en nuestro laboratorio han demostrado que aumentos en los niveles sistémicos de NA
y Hsp72 median la estimulacion de las capacidades quimiotactica, fagocitica y microbicida
de estas células (Ortega y cols., 2010b). De hecho, un estudio muy reciente ha
demostrado que los neutréfilos de las mujeres con FM expresan y liberan mas eHsp72 que
las mujeres sanas (Hinchado y cols., 2011. Datos no publicados y presentados en el 8°
Congreso Internacional de Neuroinmunomodulacién). Alternativamente, también podriamos
especular que infecciones por C. albicans en las mujeres con FM pudieran contribuir como
causa a una activacion de los neutrofilos que, a su vez, indujera indirectamente un mayor

estado inflamatorio en las pacientes.

Sin embargo, la capacidad fagocitica frente a particulas inertes (una capacidad
menos especifica pues no estd mediada por la opsonizacion previa a través de anticuerpos)
fue menor en el grupo FM que en el grupo control, lo que en principio puede inducir a
especular un cierto grado de inmunodepresién de la respuesta inmunitaria innata menos

especifica llevada a cabo por los neutrofilos (figura 24).
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Figura 24- Fagocitosis de particulas inertes (bolas de latex) en mujeres sanas sedentarias

(SS, n=7) y mujeres con FM (FM, n=19). Los resultados se presentan como el valor medio +

* %

ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. *** p<0,001

respecto a los valores de SS (Student £test).
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Figura 25- Niveles intracelulares de anién O, en neutréfilos no estimulados (sin latex) o
estimulados (con bolas de latex), asi como el porcentaje de estimulacion inducido por la
presencia del latex de mujeres sanas sedentarias (SS, n=8) y mujeres con FM (FM,
n=18).Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de las determinaciones (una
por voluntaria) realizadas por duplicado. # p<0,05, " p<0,01 respecto a los valores no

estimulados (Student ttest).

No se observaron diferencias significativas en la produccién de anién superoxido
(O,) tanto en ausencia como en presencia de estimulacion antigénica (bolas de latex)
como medida de la capacidad microbicida dependiente de oxigeno (figura 25). La liberacion
de anion superbéxido en ausencia de fagocitosis puede considerarse indirectamente una
medida del estado metabdlico y oxidativo basal de la célula, por lo que no parece que las
pacientes con FM presenten estos aspectos alterados. No obstante, podria también
especularse que durante la fagocitosis la activacion oxidante de los neutrofilos sea mayor
en las pacientes con FM, debido a que se observa una mayor produccion intracelular de O,

con un menor numero de particulas de latex fagocitadas.
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4.2. Efectos del programa de ejercicio acuatico habitual sobre los parametros
inflamatorios y neuroendocrinos, y su influencia en la funcion fisica y la calidad de vida

de mujeres con FM.

4.2.1. Efectos del programa de ejercicio acuatico habitual sobre los “marcadores

sistémicos”.

Comparadas con las personas sanas las pacientes con FM presentan fatiga y
rigidez, asi como una reducida capacidad fisica, presentando grandes dificultades para
realizar las actividades diarias como andar, trabajar con los brazos o permanecer por
periodos prolongados sentados o de pie. Los tratamientos no farmacolégicos en las
pacientes con FM, tales como el ejercicio, se han focalizado para mejorar la salud y la
independencia de estas pacientes (Mannerkorpi y cols., 2003, 2007). Las intervenciones a
través del ejercicio habitual o el entrenamiento tienen el objetivo de mejorar la forma fisica
(por tanto reduciendo la fatiga) y aumentar la fuerza muscular (mejorando en los pacientes
su manejo de la actividad de la vida diaria). También experimentan un aumento en el
umbral del dolor que lleva a los cambios en la percepcion del mismo (Pedersen y Saltin,
2006). Entre las modalidades de intervenciones a través del ejercicio fisico, la actividad
fisica acuatica ha sido presentada en los ultimos afios como la opcion terapéutica mas
efectiva en las pacientes con FM y, en general, en pacientes que sufren dolor. La
temperatura, generalmente entre 30-34° C, la viscosidad y la flotabilidad del agua reducen
la rigidez y el dolor y proporciona resistencia en ejercicios aerbbicos y de fuerza, facilitando
la realizacion de los movimientos (Mannerkorpi y cols., 2003, 2007). Los programas de
ejercicio acuatico generalmente consisten en ejercicio aerdbicos de fuerza vy flexibilidad, con
una duracién entre 6-24 semanas y 1-3 sesiones por semana de entre 30-60 minutos por
sesion. El programa de ejercicio acuatico habitual fue disefiado para nuestro estudio por un
especialista en Ciencias del Deporte y se encuentra dentro de las -caracteristicas

anteriormente citadas.
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Segln los resultados presentados y discutidos anteriormente, parece claro que un
estado neuroinmunoendocrino desregulado esta estrechamente asociado con el SFM. Las
estrategias, tales como el ejercicio, dirigidas a regular la actividad del eje HHA y del SNS,
asi como el estado inflamatorio en las pacientes de FM, podrian mejorar su calidad de vida.
Segun las revisiones de Woods y colaboradores (2006) y Pedersen y Saltin (2006), la
mayoria de los estudios longitudinales han demostrado que el ejercicio habitual o el
entrenamiento tienen un efecto antiinflamatorio en personas que sufren enfermedades
cronicas, tales como enfermedades cardiacas, sindrome metabdlico o artritis reumatoide. No
obstante, la cuestion abierta ahora es conocer si los efectos antiinflamatorios pueden ser
uno de los mecanismos involucrados en los beneficios inducidos por el ejercicio en las
pacientes con FM (Ortega y cols., 2009a). A este respecto, especial atencion debe
ponerse en la regularidad del ejercicio, puesto que como discutiremos a continuacion esta
parece afectar claramente, al menos, al estado inflamatorio sistémico de las pacientes con
FM. Al igual que habiamos observado con un programa de iguales caracteristicas pero
realizado durante tres sesiones semanales (Ortega y cols., 2009a) (esquema A),
realizando Unicamente dos sesiones también hemos observado un descenso significativo en
la concentracion circulante de IL-8 que se mantiene proximo a los valores de mujeres

sanas tras la finalizacion del programa (8 meses) (figura 26).
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Figura 26- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la concentracion sérica de IL-8 de
mujeres con FM (n=10). Los resultados se presentan como la media + ESM de las

determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado, tanto en valor absoluto (A)

como en porcentajes (B) dando el valor 100 a los valores basales. * p<0,05 respecto a los

valores de SS ( ) (Student ttest);  p<0,05 respecto a los valores basales (ANOVA

Scheffe F.test). Determinacion mediante ELISA.

Igualmente, se observd un descenso en los niveles de PCR circulante tras la

finalizacion del programa de ejercicio (figura 27).
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Figura 27- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la concentracion sérica de PCR de
mujeres con FM (n=10). Los resultados se presentan como la media £+ ESM de las

determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado, tanto en valor absoluto (A)
como en porcentajes (B) dando el valor 100 a los valores basales. * p<0,05, ** p<0,01

respecto a los valores de SS ( —_ ) (Student ttest);  p<0,05 respecto a los valores

basales (ANOVA Scheffe F.test. Determinacion mediante ELISA.
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Incluso, la realizacion de (nicamente dos sesiones semanales del programa de
ejercicio acuatico evaluado, aumentd de forma significativa la concentracion circulante de
las citoquinas inflamatorias IL-18 (p<0,05), MCP-1 (p<0,05) y RANTES (p<0,001), como
se muestra a continuacion en las figuras 28, 29 y 30; aunque ninguna de ellas alcanzando
valores significativamente mayores (pero si mas elevadas) que los obtenidos en el grupo
control de mujeres sanas. Ademas, tras la finalizacion del programa de ejercicio (8 meses)
los valores de estas citoquinas disminuyeron significativamente en relacion a los obtenidos
a los 4 meses, alcanzando valores similares a los obtenidos en las mujeres sanas en

situacion basal.
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Figura 28- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la concentracion plasmatica de IL-18
de mujeres con FM (n=10). Los resultados se presentan como la media + ESM de las

determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. a p<0,05 respecto a los

valores basales, b p<0,05 respecto a los valores tras 4 meses PE (ANOVA Scheffe F_test).

Valores en personas sanas ( — ). Determinacion mediante Bio-Plex system (LUMINEX).
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Figura 29- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la concentracion plasmatica de MCP-
1 de mujeres con FM (n=10). Los resultados se presentan como la media * ESM de las
determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. ? p<0,05 respecto a los

valores basales (ANOVA Scheffe F_test). Valores esperados en personas sanas ( — ).

Deteminacion mediante Bio-Plex system (LUMINEX).
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Figura 30- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la concentracion plasmatica de

RANTES de mujeres con FM (n=10). Los resultados se presentan como la media * ESM de
las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05 respecto a los
valores de mujeres sanas ( — ) (Student ttest). * p<0,01, 2 p<0,001 respecto a los

valores basales; bb p<0,01 respecto a los valores tras 4 meses PE (ANOVA Scheffe F_test).

Determinacion mediante Bio-Plex system (LUMINEX).

No obstante, el aumento en las concentraciones de IL-18, y sobre todo de MCP-1y
RANTES, a los 4 meses del programa de ejercicio podrian estar mediando la activacion en

la capacidad quimiotactica en los neutréfilos, que también desaparece (cuando los valores
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son expresados porcentualmente) a los 8 meses del programa de ejercicio (figura 45)

(@]

omo comentaremos mas adelante. Alternativamente, podria interpretarse como una mejora
de la respuesta inmunitaria innata, como generalmente induce el ejercicio fisico habitual

también en personas sanas.

Finalmente, indicar que no se determinaron variaciones estadisticamente

significativas inducidas por el ejercicio en el resto de citoquinas evaluadas (tabla3).

Citoquina

INF-y (pg/ml)
TNF-a (pg/ml)

IL-1B (pg/ml)

IL-1ra (ng/ml)
IL-2 (pg/ml)
IL-4 (pg/ml)
IL-6 (pg/ml)
IL-10 (pg/ml)

IL-12 (pg/ml) <0,003

<0,003

<0,003 <0,003

IL-17 (pg/ml)

NGF-B (pg/ml) <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017

SS: mujeres sanas sedentarias; FM mujeres con FM Los resultados se presentan como la
media + ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. Todas las
citoquinas fueron valoradas mediante la técnica de ELISA, a excepcion de la IL-12, la IL-17 y

el NGF-B, las cuales se determinaron mediante Bio-Plex system (LUMINEX).

Estas diferencias en la respuesta inflamatoria observadas entre la realizacién de dos
sesiones semanales o tres (Ortega y cols., 2009a) podrian ser debidas, al menos
parcialmente, a las respuestas de estrés mediadas a través de la liberaciéon del cortisol. En

este sentido, en el estudio piloto previo realizado con tres sesiones semanales durante
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cuatro meses, observamos un paradéjico descenso en la concentracion circulante del
cortisol inducido por el ejercicio, que ya habia sido descrito previamente en las pacientes
con FM (Torpy y cols., 2000). Sin embargo, los resultados obtenidos con Gnicamente dos
sesiones muestran un ligero aumento en los niveles de cortisol (que se hace significativo
cuando los valores se expresan porcentualmente), y que de nuevo desciende a valores

basales tras 8 meses de la realizacion del ejercicio (figura 33).
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Figura 31- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la concentracion sérica de CRH en
mujeres con FM (n=10). Los resultados se presentan como la media * ESM de las
determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado, tanto en valor absoluto (A)
como en porcentajes (B) dando el valor 100 a los valores basales. Valores de mujeres sanas

( — ). Determinacion mediante ELISA.
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Figura 32- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la concentracion plasmatica de en
mujeres con FM (n=10). Los resultados se presentan como la media *+ ESM de las

determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado, tanto en valor absoluto (A)

como en porcentajes (B) dando el valor 100 a los valores basales. * p<0,05 respecto a los

valores de mujeres sanas ( — ) (Student ttest). Determinacion mediante ELISA.
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Figura 33- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la concentracion sérica de Cortisol en
mujeres con FM (n=10). Los resultados se presentan como la media *+ ESM de las

determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado, tanto en valor absoluto (A)

como en porcentajes (B) dando el valor 100 al valor basal. * p<0,05; ** p<0,01 respecto a

los valores de mujeres sanas ( ) (Student ttest); ® p<0,05 respecto a los valores

basales (ANOVA Scheffe F_test). Determinacién mediante Electroquimioluminiscencia.
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Esta ligera activacion en el eje HHA podria estar parcialmente mediada por las
citoquinas inflamatorias, si bien no se han observado diferencias significativas inducidas por
el programa de ejercicio en la CRH (figura 31) y la ACTH (figura 32), lo que podria sugerir
también un defecto en la respuesta de la CRH hipotalamica como ya se ha sugerido
previamente en relacion a los efectos de la IL-6 (Torpy y cols., 2000); lo que permite
especular a su vez en defectos analogos en la respuesta a otras citoquinas inflamatorias

activadoras del eje HHA.

A diferencia también del programa de ejercicio realizado con tres sesiones
semanales (Ortega y cols., 2009a), cuando éste se llevd a cabo (nicamente con dos
sesiones semanales tampoco se observd un aumento a los cuatro meses en los niveles
circulantes de NA, los cuales descienden (aunque todavia siguen manteniéndose mas altos

que los niveles de mujeres controles sanas) a los 8 meses de duracion (figura 34).
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Figura 34- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la concentracion plasmatica de NA en
mujeres con FM (n=10). Los resultados se presentan como la media * ESM de las

determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado, tanto en valor absoluto (A)

como en porcentajes (B) dando el valor 100 al valor basal. * p<0,05, “** p<0,001 respecto a

los valores de mujeres sanas ( — ) (Student ttest); ® p<0,05 respecto a los valores

basales (ANOVA Scheffe F_test). Determinacion mediante ELISA.
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La figura 35 muestra las variaciones a lo largo del programa de ejercicio en los

niveles circulantes de Hsp72.
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Figura 35 - Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la concentracion plasmaética de
Hsp72 en mujeres con FM (n= 10). Los resultados se presentan como la media £ ESM de las

determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado, tanto en valor absoluto (A)

como en porcentajes (B) dando el valor 100 al valor basal. * p<0,05 respecto a los valores

de mujeres sanas ( —_ ) (Student ttest); ¥ p<0,05 respecto a los valores basales; b

p<0,05 respecto a los valores tras 4 meses PE (ANOVA Scheffe F-test). Determinacion

mediante EIA.

Como puede observarse, los niveles circulantes de esta proteina de estrés y
facilitadora de las respuestas inflamatorias (que ya eran significativamente mayores a los
niveles determinados en las mujeres controles sanas) aumentan (p<0,05) en las mujeres
diagnosticadas de FM tras cuatro meses del comienzo del programa de ejercicio fisico,
retornando a los niveles basales tras la finalizacibn del programa, alcanzando incluso
valores estadisticamente similares a los obtenidos en mujeres sanas. Ello corrobora la idea
de que una desregulacion neuroendocrina inducida por una condicion de estrés puede
también verse alterada durante la realizacion de ejercicio fisico, poniendo de nuevo de
manifiesto la importancia en la frecuencia o regularidad del mismo. De hecho, la eHsp72 se
ha involucrado en la liberacion de citoquinas inflamatorias lo que podria explicar, en parte,

el ligero aumento en el estado inflamatorio, ya comentado, a los cuatro meses del programa
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de ejercicio, asi como el descenso en dicho estado tras ocho meses con dos sesiones
semanales. Ademas, el comportamiento a lo largo de la totalidad del programa sigue un
papel cercano al obtenido en los niveles de cortisol y de los “marcadores inflamatorios”
PCR, IL-18, MCP-1 y RANTES; lo que confirma que una buena regulacion de las
respuestas inflamatorias junto a las respuestas de estrés (sin conocer con exactitud cual es
la causa o la consecuencia) esta implicada también en los efectos que produce la actividad
fisica. A este respecto también es inmunofisioldgicamente relevante sehalar que la
liberacién de citoquinas inflamatorias inducida por la eHsp72 se ejerce fundamentalmente a
través de los monocitos (Asea y cols., 2000), por lo que las variaciones obtenidas en los
niveles circulantes de eHsp72 podrian estar mediando los efectos inducidos por el ejercicio
sobre la liberacion de citoquinas inflamatorias por estas células (que también se ajustan al

mismo patron a lo largo de los 8 meses), como comentaremos mas adelante.

Por su parte, ya hemos comentado que los niveles circulantes tanto de serotonina
como de IGF-1 se encuentran disminuidos en las mujeres con FM en relacion a un grupo
control de mujeres sanas, lo que también da idea de la regulacién neuroendocrina en este
sindrome. Las figuras 36 y 37 muestran los efectos del programa de ejercicio acuatico
habitual realizado por el grupo de mujeres con FM en los niveles de serotonina e IGF-1

respectivamente.
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Figura 36- Efecto del programa de ejercicio (PE) en la concentracion sérica de Serotonina en
mujeres con FM (n= 10). Los resultados se presentan como la media + ESM de las

determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado, tanto en valor absoluto (A)

como en porcentajes (B) dando el valor 100 a los valores basales. ** p<0,01; *** p<0,001

respecto a los valores de mujeres sanas ( — ) (Student ttest). Determinacion mediante
ELISA.
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Figura 37- Efecto del programa de ejercicio (PE) en la concentracion sérica de IGF-1 en
mujeres con FM (n= 10). Los resultados se presentan como la media + ESM de las

determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado, tanto en valor absoluto (A)
como en porcentajes (B) dando el valor 100 a los valores basales. *p<0,05 respecto a los

valores de mujeres sanas ( — ) (Student ttest). Determinacion mediante ELISA.

Como puede observarse, ni los niveles circulantes de serotonina ni los de IGF-1 se

modificaron a lo largo de los 8 meses del programa de ejercicio, por lo que no se puede
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concluir que los beneficios atribuidos a éste sean dependientes de ninguna de ellas, dado
que en ambos casos permanecieron inferiores a los valores determinados en el grupo
control de mujeres no activas (p=0,08 y p=0,07con respecto a sanas para la IGF-1 en las
determinacion a los 4 y 8 meses, respectivamente). Estos resultados se encuentran en la
linea de los obtenidos por Alentorn-Geli y colaboradores (2009), que tampoco encontraron
cambios significativos en la IGF-1 tras seis semanas de intervencion con un ejercicio en
plataforma vibratoria en mujeres con FM. Aunque algunos estudios han mostrado que los
niveles séricos de serotonina aumentan con el ejercicio habitual o entrenamiento en
personas sanas (Soares y cols., 1994; Dessein y cols., 1997), en la bibliografia consultada
en este trabajo no hemos encontrado ninguno que haga referencia al efecto del ejercicio

sobre los niveles sistémicos de serotonina en pacientes con FM.
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4.2.2. Efecto del programa de ejercicio acuatico habitual sobre la funcionalidad de

las células inflamatorias.

.-Monocitos: liberacion de citoquinas inflamatorias

Una vez analizados los efectos del programa de ejercicio acuatico sobre los
niveles de los marcadores sistémicos inflamatorios y neuroendocrinos evaluados,
presentamos a continuacion los resultados correspondientes a sus efectos sobre Ia
capacidad funcional de las células inflamatorias, comenzado por la liberacion de
citoquinas inflamatorias por monocitos aislados de sangre periférica. Las figuras 38 (IL-
1B) 39 (TNF-a), 40 (IL-6) y 41 (IL-10) muestran los resultados de la determinacion
(por ELISA) de las citoquinas resefiadas en los sobrenadantes de monocitos aislados y
cultivados durante 24 horas en ausencia (liberacion espontanea) o presencia de un

estimulo antigénico (LPS).
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Figura 38- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la liberacion de IL-1 por monocitos
no activados (A y B) y activados por LPS (C y D) de mujeres con FM (n=9). Los resultados
se presentan como la media + ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por

duplicado, tanto en valor absoluto (A y C), como en porcentajes (B y D) dando el valor 100

* %k

su respectivo valor basal. p<0,001 respecto a los valores de mujeres sanas ( — )

(Student ttest); a p<0,05, aaa p<0,001 respecto a los valores basales; bbb p<0,001 respecto

a los valores tras 4 meses PE (ANOVA Scheffe F.test). Determinacion mediante ELISA.

177



TNF-o. (pg/ml)

TNF-o (pg/ml)

14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

[ A

i % %k k

- * a

L aaa

i b
BASAL 4 meses 8 meses

PE PE

8 meses
PE PE

BASAL 4 meses

Valores porcentuados

Valores porcentuados

(TNF-at)

(TNF-a)

120
100
80
60
40
20

120
100
80
60
40
20

B
= '|' a
b
Ii]
BASAL 4 8
meses meses
PE PE
D
LPS
- - b
T

BASAL 4 meses 8 meses
PE PE

Figura 39- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la liberacion de TNF-o. por monocitos

no activados (A y B) y activados por LPS (C y D) de mujeres con FM (n=9). Los resultados

se presentan como la media + ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por

duplicado, tanto en valor absoluto (A y C), como en porcentajes (B y D) dando el valor 100

su respectivo valor basal. * p<0,05

* % %

p<0,001 respecto a los valores de mujeres sanas (

__ ) (Student ttest); ¥ p<0,05, ®* p<0,001 respecto a los valores basales; b p<0,05

respecto a los valores tras 4 meses de PE (ANOVA Scheffe F_test). Determinacion mediante

ELISA.
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Figura 40- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la liberacion de IL-6 por monocitos no
activados (A y B) y activados por LPS (C y D) de mujeres con FM (n=9). Los resultados se
presentan como la media * ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por

duplicado, tanto en valor absoluto (A y C), como en porcentajes (B y D) dando el valor 100 su

*

respectivo valor basal. * p<0,05, ** p<0,01, ™" p<0,001 respecto a los valores de mujeres

sanas ( —_ ) (Student ttest); @ p<0,05, ® p<0,01, *® p<0,001 respecto a los valores

bbb

basales; p<0,001 respecto a los valores tras 4 meses PE (ANOVA Scheffe F_test).

Determinacion mediante ELISA.
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Figura 41- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la liberacion de IL-10 por monocitos
no activados (A y B) y activados por LPS (C y D) de mujeres con FM (n=9). Los resultados
se presentan como la media + ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por

duplicado, tanto en valor absoluto (A y C), como en porcentajes (B y D) dando el valor 100

* % ¥

su respectivo valor basal. * p<0,05, p<0,001 respecto a los valores de mujeres sanas (

___ ) (Student ttest); @ p<0,05, 2 p<0,001 respecto a los valores basales; © p<0,05,

p<0,01 respecto a los valores tras 4 meses PE (ANOVA Scheffe F_test). Determinacion

mediante ELISA.

En general, tras cuatro meses del comienzo del programa de ejercicio acuatico en
agua templada se produjo una mejora en el balance de liberacion de citoquinas pro- vy
antiinflamatorias por los monocitos de las pacientes con FM, lo que se manifestd
fundamentalmente por una disminucion significativa (p<0,05) en la liberacion espontanea
de TNF-a (figura 39 A) junto a un aumento significativo (p<0,001) en la liberacion
espontanea de IL-6 (figura 40 A). La alta liberacion espontanea de TNF-o. por los
monocitos de las pacientes con FM en relacién al grupo control de mujeres sanas podria

explicar la también elevada liberacién de IL-6, dado que el TNF-a estimula a las células
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mononucleares a producir IL-6 (Petersen y Pedersen, 2005). Alternativamente, el aumento
a los cuatro meses de ejercicio en la liberacion de IL-6 explicaria el descenso en la
liberacion de TNF-a, dado que durante el ejercicio fisico la IL-6 puede actuar como una
citoquina antiinflamatoria con efectos inhibidores sobre la produccion de TNF-o. (Petersen y
Pedersen, 2005). Si bien un balance desregulado en la liberacion espontanea de
citoquinas pro-/anti-inflamatorias puede ser perjudicial, un buen balance en la produccion
de citoquinas inflamatorias tras una activacion antigénica puede ser necesario para que la
respuesta inmunitaria sea 6ptima. Aunque las diferencias entre la liberacion espontanea y
tras activacion antigénica fue inesperadamente baja (sobre todo en la IL-6 y la IL-10) los
monocitos de pacientes con FM activados con LPS también liberaron mas IL-1B3 (figura 38),
TNF-a (figura 39), IL-6 (figura 40) e IL-10 (figura 41) que los aislados de mujeres sanas;
liberando aun mas tras cuatro meses del programa de ejercicio (excepto para el TNF-o. que
se mantiene igual). Estos resultados sugieren que cuatro meses de nuestro programa de
ejercicio acuatico no inmunocompromete a las pacientes frente a un ataque antigénico,
pudiéndose también especular que este comportamiento pueda estar mediado, al menos

parcialmente, por las variaciones sistémicas en los niveles de eHsp72 y cortisol.

También es importante hacer notar que la liberacion espontanea de IL-10 fue mayor
que la inducida por LPS en las pacientes con FM, sugiriendo también una desregulacion de
la respuesta inflamatoria de los monocitos en esta patologia (figura 41). La regulacion de la
sintesis de IL-10 en monocitos es especialmente compleja, puesto que también esta
regulada por la produccion de IL-1B y TNF-a (Foey y cols., 1998), ambas
“patoldégicamente” elevadas en el grupo de mujeres con FM. De hecho, la disminucion en la
liberacion espontanea de IL-10 (en paralelo con IL-1B y, especialmente, TNF-a durante el
programa de ejercicio), parece permitir una mejor regulacion (espontaneamente vs inducida
por LPS) en la funciéon de los monocitos de las pacientes con FM, lo que también

confirmaria los beneficios del programa de ejercicio acuatico.

Al finalizar el programa de ejercicio acuatico (8 meses), los resultados fueron

sorprendentemente positivos, puesto que la produccion de IL-6 (figura 40) y de las
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citoquinas proinflamatorias IL-1B (figura 38) y TNF-o (figura 39) por monocitos de las
pacientes con FM disminuyé con respecto a su estado basal (tanto espontaneamente como
en respuesta a LPS), con niveles similares (e incluso mas bajos en el caso de la liberacion
espontanea de TNF-a) a los obtenidos en el grupo control de mujeres sanas sedentarias.
Esto refleja una clara mejora inducida por nuestro programa de ejercicio en la regulacion de
la respuesta inflamatoria mediada por monocitos en el SFM. La menor liberacion
espontanea de la citoquina proinflamatoria TNF-a, junto a la mayor produccion de la
citoquina antiinflamatoria IL-10 por los monocitos de las pacientes con FM tras la
finalizacién del programa de ejercicio con respecto a las mujeres sanas no activas, confirma
los efectos antiinflamatorios de la actividad fisica en esta patologia. Sin embargo, no
podemos descartar estrictamente una posible contribucién, junto al ejercicio, de la influencia
estacional en los resultados observados tras 8 meses, dado que la produccion de IL-6 vy
TNF-o puede disminuir al final de la primavera. Estudios a este respecto estan siendo

llevados a cabo en la actualidad en nuestro laboratorio.

Como ya habiamos comentado, los efectos antiinflamatorios del programa de
ejercicio en las pacientes con FM también pueden ser corroborados por la disminucion en la
concentracion de los valores de PCR al finalizar el programa de ejercicio (figura 27).
Estudios previos han indicado que el ejercicio regular o entrenamiento disminuye las
concentraciones circulantes de PCR en deportistas sanos (Mattusch y cols., 2000; Fallon y
cols., 2001), y estudios transversales en personas sanas también han demostrado una
relacion inversa entre la actividad fisica y los niveles séricos de PCR tanto en deportistas
sanos como en personas sedentarias (Kasapis y Thompson, 2005), lo que refleja los
efectos antiinflamatorios beneficiosos del ejercicio habitual. La produccién hepatica de PCR
se encuentra estimulada por IL-6 y, en menor medida, por IL-13 y TNF-a (Petersen y
Pedersen, 2005; Mathur y Pedersen, 2008). Esto podria explicar los niveles elevados de
PCR (junto con la mayor produccion por los monocitos de IL-6, IL-13 y TNF-a) en las
pacientes sedentarias con FM (en situacion basal) con respecto a las mujeres sanas

sedentarias. De hecho, el significativo descenso en la PCR en las mujeres con FM tras la
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finalizacion del programa de ejercicio (concomitante con una disminuciéon en la produccion
de las citoquinas inflamatorias por los monocitos) refleja una mejora inducida por nuestro

programa de ejercicio en el estado inflamatorio del las mujeres con FM.

Ademas de las determinaciones por el método ELISA de las citoquinas
anteriormente resefiadas, la puesta a punto de la técnica BioPlex system (LUMINEX) en
nuestra Universidad nos permiti6 determinar otras citoquinas y factores inflamatorios, a
nuestro entender relevantes, utilizando pequefias cantidades de sobrenadantes procedentes
de los monocitos cultivados. Asi determinamos la liberacion IL-8, IL-12, IL-18, MCP-1,
RANTES y NGF- por monocitos de mujeres con FM tras cuatro meses del programa de
ejercicio acuatico, comparandolos con los resultados obtenidos en situacion basal

anteriormente resenados.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones
de IL-8, IL-12 y NGF-P ni en la liberacion espontanea ni en la inducida por LPS (tabla 4).
En relacién a la IL-8 los resultados obtenidos siguen indicando que los monocitos no
constituyen la fuente responsable de las variaciones en estas citoquinas en el SFM ni en los
efectos del ejercicio fisico, permitiéndonos especular que otras fuentes, probablemente las

células endoteliales, sean las responsables de su alta concentracion sistémica.

Tabla 4- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la liberacion de citoquinas por monocitos de

mujeres con FM

BASALES 4 meses PE

IL-8 (pg/ml)
IL-12 (pg/ml)
0,94 * 0,05 0,8 + 0,049 1,4 £ 0,19 54+238
NGF-B (pg/ml)

CONTROL LPS

Los resultados se presentan como la media + ESM de las determinaciones (una por voluntaria, n=6)

realizadas por duplicado. Determinacion mediante BioPlex system (LUMINEX).
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Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas, tras cuatro
meses del programa de ejercicio acuatico, ni en la liberacion de MCP-1 (figura 43) ni de
RANTES (figura 44), manteniéndose los niveles por encima o por debajo de los

determinados en las mujeres controles sanas en MCP-1y RANTES respectivamente.

Sin embargo, si se observd una menor liberacion espontanea junto a una mayor
liberacion inducida por LPS de la citoquina inflamatoria IL-18 (figura 42), lo que sugiere un
efecto beneficioso de la actividad fisica acuatica sobre el estado inflamatorio local mediado
por estas citoquinas en las pacientes con FM. De este modo, la disminucién en la liberacion
espontanea (aunque todavia con valores por encima de las mujeres sanas) indicaria una
mejora en la respuesta inflamatoria no deseada, mientras que la estimulacion por LPS
podria ser considerada como una buena respuesta inflamatoria frente a un antigeno. No
obstante, considerando en conjunto los resultados de IL-18 y MCP-1 (muy por encima de
los valores de sanas) también podemos concluir que cuatro meses del programa de
ejercicio acuatico habitual (dos sesiones por semana) no son suficientes para tener

respuestas antiinflamatorias 6ptimas.
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Figura 42- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la liberacion de IL-18 por monocitos

no activados (A y B) y activados por LPS (C y D) de mujeres con FM (n=6). Los resultados

se presentan como la media + ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por

duplicado, tanto en valor absoluto (A y C) como en porcentajes (B y D) dando el valor 100

su respectivo valor basal. * p<0,05 respecto a los valores de mujeres sanas ( — )

(Student ttest); © p<0,05 respecto a los valores basales (Student ttest). Determinacion

mediante Bio-Plex system (LUMINEX).
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Figura 43- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la liberacion de MCP-1 por monocitos
no activados (A y B) y activados por LPS (C y D) de mujeres con FM (n=6). Los resultados

se presentan como la media + ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por

duplicado, tanto en valor absoluto (A y C) como en porcentajes (B y D) dando el valor 100

su respectivo valor basal. * p<0,05, ** p<0,01 respecto a los valores de mujeres sanas (

— ) (Student ttest). Determinacion mediante Bio-Plex system (LUMINEX).
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Figura 44- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la liberacion de RANTES por
monocitos no activados (A y B) y activados por LPS (C y D) de mujeres con FM (n=6). Los

resultados se presentan como la media + ESM de las determinaciones (una por voluntaria)

realizadas por duplicado, tanto en valor absoluto (A y C) como en porcentajes (B y D) dando
el valor 100 su respectivo valor basal.” p<0,05 respecto a los valores de mujeres sanas (

____ ) (Student ttest); © p<0,05 respecto a los valores basales (Student ttest).

Determinacion mediante Bio-Plex system (LUMINEX).
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.- Neutrofilos: proceso fagocitico.

Este trabajo constituye la primera investigacion en relacién a la influencia de la
actividad fisica habitual (y, l6gicamente, la actividad acuatica en particular) sobre el proceso
fagocitico de los neutrofilos de mujeres con FM. Como ya hemos comentado, las mujeres
con FM presentan un estado basal de activacion de los neutrofilos para desarrollar la
quimiotaxis, la capacidad de fagocitosis de C. albicansy la capacidad fungicida (figuras 45,
46 y 47 respectivamente) mayor que el grupo control de mujeres sanas, lo que apoya
también la idea de un estado inflamatorio mayor en esta patologia y, quizas, podriamos
especular que este hecho esté inducido por posibles infecciones cronicas por C. albicans a

las que estas mujeres son mas propensas.
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Figura 45- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la quimiotaxis de neutrofilos de
mujeres con FM (n=7). Los resultados se presentan como la media + ESM de las

determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado, tanto en valor absoluto (A y

*

C) como en porcentajes (B y D) dando el valor 100 su respectivo valor basal. *** p<0,001

respecto a los valores de mujeres sanas ( — ) (Student rtest); a p<0,05 respecto a los

valores basales (ANOVA Scheffe Ftest).
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Figura 47- Efecto de un programa de ejercicio (PE) sobre el proceso fagocitico de C. albicans

de neutrofilos de mujeres con FM (n=7). Los resultados se presentan como la media + ESM

de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado, tanto en valor absoluto

(A'y C) como en porcentajes (B y D) dando el valor 100 su respectivo valor basal. * p<0,05,

*

** p<0,001 respecto a los valores de mujeres sanas ( ) (Student ttest).
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Figura 48- Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la capacidad microbicida de

neutréfilos de mujeres con FM (n=7). Los resultados se presentan como la media + ESM de

las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado, tanto en valor absoluto (A
y C) como en porcentajes (B y D) dando el valor 100 su respectivo valor basal.” p<0,05

respecto a los valores de mujeres sanas ( — ) (Student ttest).

El programa de ejercicio acuatico habitual no provoc6é cambios significativos en

ninguna de estas tres etapas del proceso fagocitico a los cuatro meses tras su comienzo;
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disminuyendo significativamente la capacidad de quimiotaxis y ligeramente (incluso con
valores similares a los observados a mujeres sanas) la fagocitosis a la finalizacion del
programa (8 meses). Tampoco se observaron diferencias inducidas por el ejercicio habitual
en la capacidad microbicida tras la finalizacion del programa. El descenso significativo de la
capacidad de quimiotaxis (etapa que refleja en mayor medida la activacion inflamatoria)
puede considerarse un hecho positivo inducido por el ejercicio, sobre todo junto a una
ausencia de modificaciones en la capacidad fungicida, lo que sigue permitiendo una
respuesta optima frente a este patégeno. Ademas, el comportamiento de la quimiotaxis a lo
largo del programa de ejercicio (sobre todo cuando los resultados se expresan
porcentualmente) se corresponde claramente al ya comentado en los marcadores
inflamatorios sistémicos PCR (figura 27), IL-18 (figura 28), MCP-1 (figura 29) y RANTES
(figura 30), asi como a la actividad del eje HHA en lo referente a los niveles de ACTH
(figura 32) y cortisol (figura 33), ademas del comportamiento de los niveles circulantes de
Hsp72 (figura35). Los menores niveles tras 8 meses del programa de ejercicio encontrados
en las concentraciones de IL-8 (figura 26) y NA (figura 34) también son paralelos a la
menor capacidad quimiotactica y fagocitica observada en las pacientes con FM. Esta
correlacion aparente entre los diferentes marcadores de inflamacion y neuroendocrinos
evaluados (con una gran relacion bidireccional entre ellos) no parece ser casual, puesto
que el aumento en la concentracion de IL-18, MCP-1 y RANTES (junto con el ligero
aumento de ACTH y el aumento de cortisol y eHsp72) estarian mediando la capacidad
quimiotactica de los neutrofilos, puesto que también disminuyen (junto a la quimiotaxis) tras
la finalizacion del programa a los 8 meses). De hecho, la IL-8 (Walz y cols., 1991; Sachse
y cols, 2005), la MCP-1 y el RANTES (Gu y cols., 2000; Ferreira y cols., 2005;
Deshmane y cols 2009) son citoquinas activadoras de procesos quimiotacticos, la IL-18 es
una citoquina proinflamatoria que contribuye a la inflamacion sistémica y local (Dinarello y
cols., 1998), la PCR un marcador sistémico clasico de inflamacion y la eHsp72 una
proteina de estrés con marcados efectos en la estimulacion de los neutréfilos, incluyendo su
capacidad quimiotactica (Ortega y cols., 2009). Dado, a su vez, que estudios previos en

nuestro laboratorio han demostrado que tanto la NA como la eHsp72 pueden mediar la
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estimulacién por el ejercicio fisico de la quimiotaxis y de la fagocitosis en los neutréfilos
(Ortega y cols, 2006; Ortega y cols., 2007; Ortega y cols., 2010b), parece mas que
probable que el descenso en estos marcadores de estrés sean parcialmente responsables
del descenso en la capacidad quimiotactica y fagocitica (frente a C. albicans) observada
tras 8 meses del programa de ejercicio. En cualquier caso, si se pone claramente de
manifiesto que dicho programa realizado durante dos sesiones semanales genera un efecto
antiinflamatorio en pacientes con FM, el cual no parece inmunocomprometer a éstas en la

“lucha” contra el patégeno C. albicans.

De hecho, el programa de ejercicio acuatico evaluado tampoco perjudica la
capacidad fagocitica de particulas inertes (bolas de latex), ni la capacidad microbicida

dependiente de oxigeno (valorada a través de la liberacion de anion O,’) (figuras 48 y 49).
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Figura 48 - Efecto del programa de ejercicio (PE) sobre la fagocitosis de particulas inertes

(bolas de latex) de neutrofilos de mujeres con FM (n=7). Los resultados se presentan como
la media + ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado, tanto en
valor absoluto (A y C) como en porcentajes (B y D) dando el valor 100 su respectivo valor

basal. ** p<0,01; *** p<0,001 respecto a los valores de mujeres sanas ( ) (Student

ttest).
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Figura 49- Efecto del programa de ejercicio (PE) llevado a cabo por mujeres con FM (n=9)
sobre los niveles intracelulares de aniébn O2- en neutrofilos no estimulados (sin latex) o
estimulados (con bolas de latex), tanto en valor absoluto como porcentual (tomando como
100 el valor BASAL); asi como el porcentaje de estimulacion inducido tras la fagocitosis de
bolas de latex. Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de las
determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05 respecto a los
valores de mujeres sanas ( — ) (Student ttest).# p<0,05, respecto a los valores no
estimulados (Student t-test); a p<0,05 respecto a los valores basales; b p<0,05 respecto a

los valores tras 4 meses PE (Student t-test).

192



Aunque el ejercicio habitual no generé diferencias significativas en la capacidad de
fagocitosis de particulas de latex, si se observd un ligero aumento en ésta hasta alcanzar
niveles estadisticamente similares a los determinados en mujeres sanas (figura 48).
Ademas, un menor metabolismo basal de los neutrofilos, que se deduce de la produccion
de anion O,  en ausencia de estimulo antigénico (p<0,05), hasta alcanzar niveles similares
a los de mujeres sanas a los 8 meses, de nuevo muestra la necesidad de completar el
programa cuando este se realiza Unicamente con dos sesiones semanales. De hecho,
cuando se analizan los resultados correspondientes a la capacidad microbicida dependiente
de oxigeno (determinada ahora por la produccion intracelular de O, tras la fagocitosis de
particulas de latex) de nuevo el comportamiento se asemeja al encontrado al estudiar la
respuesta inflamatoria, esto es, una marcada estimulacién en relacién a la situacion basal
tras cuatro meses, para volver a una situacion estadisticamente similar a la observada en

mujeres sanas tras completar los 8 meses de actividad acuatica habitual.
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4.2.3. Efecto del programa de ejercicio acuatico habitual sobre la funcion fisica y la

calidad de vida de mujeres con FM.

Los primeros estudios que valoraron la efectividad del ejercicio en la mejora de los
sintomas de la FM datan de la década de los ochenta, estudios que sugieren que los
programas de ejercicio pueden mejorar el dolor y por tanto la calidad de vida de las
pacientes (McCain y cols, 1998). De acuerdo con ello, el grupo de Mannerkorpi
(Mannerkorpi y cols., 2000) ha mostrado que los ejercicios acuaticos mejoran la funcion
fisica, la severidad del dolor, la funcién social, el estrés psicosocial y la calidad de vida
cuando se combinan con un programa educacional de seis meses de duracion. Ademas,
Jentoft y colaboradores (2001) compararon los efectos de programas de ejercicio acuaticos
y en tierra, concluyendo que los ejercicios acuaticos son mas efectivos para mejorar la
capacidad fisica y presentan mejores efectos sobre la sintomatologia de este sindrome.
Cuando analizamos los resultados obtenidos relativos a los efectos del programa de
ejercicio en la calidad de vida relacionada tanto con la funcion fisica (tabla 5) como con la
salud (tabla 6), los resultados muestran que, en general, el programa de ejercicio analizado

induce ciertas mejoras ya desde los cuatro meses desde su comienzo.
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Los resultados se presentan como la media + ESM de las determinaciones (una por voluntaria)

realizadas por duplicado. ® p<0,05 respecto a los valores basales (ANOVA Scheffe F-test).

Funcioén fisica 47 £ 5 43 £ 5 48 = 4

Rol fisico

Dolor corporal 255 28 7 27 * 6

Salud general

Vitalidad 27 =5 24 + 11 236

Funcién social

Rol emocional 17 +£9 31+£13 33+10a

Salud mental

FlQ 63 %3 60+ 4 a 57t 4a

Los resultados se presentan como la media + ESM de las determinaciones (una por voluntaria)

realizadas por duplicado. a p<0,05 respecto a los valores basales (ANOVA Scheffe F-test).
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En relacion a los parametros analizados referentes a la funcion fisica se observd
una disminucion del peso corporal (Unicamente significativa tras 8 meses), del indice de
masa corporal, del indice cintura/cadera, del porcentaje graso, la fuerza de presion y la
prueba de 6 minutos de marcha. Dado que nuestras pacientes diagnosticadas de FM
presentan un indice de masa corporal proximo a la obesidad, y que en estas circunstancias
el tejido adiposo constituye una de las fuentes de mediadores inflamatorios (Wellen y
Hotamisligil, 2005; Pedersen y Saltin, 2006), podemos pensar que la disminucion en la
grasa corporal inducida por la actividad fisica regular también esté contribuyendo a los

efectos antiinflamatorios inducidos por el ejercicio.

También se observa ya desde los 4 meses una mejora en la calidad de vida
relacionada con la salud, como reflejan las puntuaciones obtenidas en el FIQ, un
cuestionario especifico que evalla el estado de salud de las pacientes con FM (mejoria:
mayor proximidad a cero) (tabla 6). Aunque cuando se evalu6 la calidad de vida
relacionada con la salud a través del cuestionario SF-36 (mejoria: mayor proximidad a
100), no especifico para FM, la mayoria de las puntuaciones relativas a los diversos
parametros analizados mejoraron desde los 4 meses (rol fisico, dolor corporal, salud
general, funcion social, rol emocional y salud mental), sélo se observaron diferencias
estadisticamente significativas tras la finalizacion del programa en el rol emocional. Ello es
probablemente debido a las limitaciones técnicas de un cuestionario, en el que la
percepcion subjetiva del paciente (que espera una mayor mejora) no vea cumplida sus

expectativas al esperar una mayor progresion en la mejora inicialmente experimentada.

No obstante, dadas algunas discrepancias temporales entre la mejora inducida por
el ejercicio en la respuesta inflamatoria y la mejora en la calidad de vida y la forma fisica de
las pacientes con FM, es aparente pensar que otros procesos también estan involucrados
en los beneficios inducidos por el ejercicio en las mujeres que sufren este sindrome. Podria
ser incluso plausible pensar que cuatro meses de un programa de ejercicio en agua
templada podria ser suficientes para las mejoras inducidas por el ejercicio en diferentes

aspectos de la calidad de vida relativa a la salud tales como el dolor, como ya habiamos
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observado previamente en nuestro estudio piloto con tres sesiones semanales (Ortega y
cols., 2009a). Ademas, los cambios estacionales en el sistema inmunitario han sido
también implicados en la patogénesis de los deso6rdenes afectivos estacionales en
patologias inflamatorias, tales como la artritis reumatoide, en las cuales la melatonina podria

estar involucrada (Sirinivasan y cols., 2008; Ortega y cols., 2010a).

Teniendo en cuenta que diversas investigaciones han indicado cambios
estacionales en la produccion de citoquinas por leucocitos, seria posible especular que
cambios estacionales tanto en los niveles sistémicos como en las citoquinas liberadas por
monocitos podrian contribuir a sus variaciones durante el tiempo en el que se desarrolla el
programa de ejercicio. Sin embargo, aunque se han encontrado niveles disminuidos de
TNF-o. e IL-6 en otofio comparado con otras estaciones del afio (Myrianthefs y cols.,
2003), resultados obtenidos en nuestro laboratorio no indican que existan cambios
significativos en los niveles circulantes de citoquinas entre otofio e invierno, tanto en
personas sanas como en pacientes con FM (Ortega y cols., 2009a). La diferencia en el
comportamiento entre el TNF-o (cuya produccion disminuye) y la IL-6 (que incrementa su
producciéon) tras cuatro meses de programa de ejercicio acuatico (desde otofio hasta
invierno) sugiere que el efecto antiinflamatorio observado se debe principalmente al
programa de ejercicio. No obstante, estudios a este respecto se estan desarrollando en la

actualidad en nuestro laboratorio.
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4.3. Efecto de una sesion puntual de ejercicio moderado sobre la desregulacion inflamatoria
y heuroendocrina subyacente en la FM.

Hoy esta claramente aceptado que los efectos del ejercicio (sobre todo en sesiones
puntuales) y el estrés inherente al mismo son indistinguibles, y que las principales
hormonas y factores liberados en situaciones de estrés son los responsables de los
cambios inducidos por el ejercicio en el sistema inmunitario en personas sanas,
particularmente en la respuesta innata y/o inflamatoria (Ortega, 1994; Ortega, 2003).
Incluso, el ejercicio moderado (por debajo del 60% del VO, max) se considera una
situacibn de estrés, puesto que también se eleva la concentracion circulante de
neurohormonas y proteinas de estrés, tales como la noradrenalina y la eHsp72, que son
mediadores de los efectos activadores de esta intensidad de ejercicio sobre las respuestas
innatas y/o inflamatorias (Ortega y cols., 2007, Ortegas y cols., 2010b). Teniendo en
cuenta estas consideraciones, a continuacion se presentan y discuten los resultados
relativos al tercer y Ultimo objetivo de este trabajo, encaminado a conocer posibles
diferencias, en relaciébn a las respuestas obtenidas en individuos sanos, en la respuesta
innata y/o inflamatoria en una patologia cuyos individuos presentan estas respuestas
elevadas o desreguladas en su situacion basal. Ademas de conocer los efectos de sesiones
puntuales de ejercicio (lo cual suele ser un hecho mas comun tanto en la poblacion sana
como en la no sana), los resultados obtenidos también nos permitiran conocer los efectos
agudos que provoca una situacidbn de estrés inducida por ejercicio en el SFM,
profundizando asi en el conocimiento de las alteraciones de la respuesta inflamatoria y de

estrés en esta patologia.

Antes de comenzar queremos resaltar que la respuesta inmunitaria innata y/o
inflamatoria es un evento estrictamente necesario para preservar la homeostasia frente al
ataque de patégenos o agentes “no propios”. No obstante, cuando esta respuesta no es
adecuada ni bien regulada, o se produce “sin necesidad” de forma patolégica, puede
ocasionar dafios, en ocasiones irreversibles, en los tejidos del organismo, produciendo o

exacerbando patologias de caracter inflamatorio. En este sentido, cabria hacer especial
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énfasis en que desde un punto de vista inmunofisiologico los efectos antiinflamatorios que
recientemente se han atribuido al ejercicio fisico serian 6ptimos, o al menos fisiolbgicamente
interesantes, en individuos con un estado inflamatorio patolégicamente alto; pero no tanto
asi en individuos sanos. De hecho, numerosas investigaciones previas llevadas a cabo en
nuestro laboratorio, han determinado que en individuos sanos sesiones puntuales de
ejercicio fisico, tanto de forma moderada como intensa, inducen una estimulacion de la
repuesta inmunitaria innata y/o inflamatoria que previene al organismo del ataque por
patdgenos previniendo asi su mayor susceptibilidad a la infeccion, especialmente durante
ejercicios intensos en los que la respuesta inmunitaria adaptativa se encuentra deprimida.
Ademas, estos cambios estan mediados por hormonas y factores de estrés (Ortega, 1994;
Forner y cols., 1995; Ortega y cols., 1997; Ortega, 2003; Ortega y cols., 2007; Giraldo y

cols., 2009; Ortega y cols., 2010b).
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4.3.1. Efecto de una sesion puntual de ejercicio moderado sobre los marcadores sistémicos.
Las figuras 50, 52, 53 y 54, asi como la tabla 7, muestran los efectos de la sesion

puntual de ejercicio moderado sobre los niveles sistémicos de citoquinas inflamatorias, de

forma comparada entre el grupo control de mujeres sanas y las mujeres con FM. La figura

51 muestra, a su vez, los niveles sistémicos del marcador inflamatorio PCR.
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Figura 50- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la concentracion sérica de IL-8 en mujeres
sanas sedentarias (SS, n=6) y mujeres con FM sedentarias (FS, n=6). Los resultados se

presentan como el valor medio * ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas
por duplicado. * p<0,05, i p<0,01 respecto a sus respectivos valores basales (Student +

test). Determinacion mediante ELISA.
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Figura 51- Efecto del golpe de ejercicio (+E) en la concentracidn sistémica de PCR (ug/ml), en
valor absoluto (A) y en valores porcentuados (B), en mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y

mujeres con FM sedentarias (FS, n=5). Los resultados se presentan como el valor medio *
ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05 respecto

a sus respectivos valores basales (Student #test). Determinacion mediante ELISA.
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Tabla 7- Efecto del golpe de ejercicio sobre la concentracion sisttmica de marcadores

inflamatorios
Citoquina
INF-y (<5 pg/ml)
TNF-o(<8 pg/ml)
IL-1B (<7 pg/ml)
IL-1ra (ng/ml)
IL-2 (<7 pg/ml)
L-4 (<0,7 pg/ml)
IL-6 (<2 pg/ml)
IL-10 (<8 pg/ml)
IL-12 (pg/ml)
IL-17 (pg/ml)
NGF-B (pg/ml)

SS SS+E FS FS+E
<5 <5 <5 <5
<7 <7 7171 19 £19
<7 <7 <7 <7

<2 <2 <2 <2

ND ND ND ND

ND ND ND ND

Efecto del golpe de ejercicio (+E) en la concentracion sistémica de marcadores

inflamatorios en mujeres sanas sedentarias (SS) y mujeres con FM sedentarias (FS).

Entre paréntesis se muestran los rangos esperados en la poblacion sana para algunas

citoquinas segun indican sus kits comerciales. Los resultados se presentan como el

valor medio *

ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por

duplicado. ND= no detectable. Todas las citoquinas fueron determinadas mediante

ELISA, excepto la IL-12, IL-17 y NGF-p, las cuales fueron determinadas mediante Bio-

Plex system (LUMINEX).

IL-18 (pg/ml)
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Figura 52- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la concentracién plasmatica de IL-18 en

mujeres sanas sedentarias (SS, n=7) y mujeres con FM sedentarias (FS, n=8).Los

resultados se presentan como el valor medio * ESM de las determinaciones (una por

voluntaria) realizadas por duplicado. Determinacion mediante Bio-Plex system (LUMINEX).
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Figura 53- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la concentracion plasmatica de MCP-1 en
mujeres sanas sedentarias (SS, n=7) y mujeres con FM sedentarias (FS, n=8). Los
resultados se presentan como el valor medio + ESM de las determinaciones (una por

voluntaria) realizadas por duplicado. Determinacion mediante Bio-Plex system (LUMINEX).
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Figura 54- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la concentracion plasmatica de RANTES en
mujeres sanas sedentarias (SS, n=7) y mujeres con FM sedentarias (FS, n=8). Los
resultados se presentan como el valor medio + ESM de las determinaciones (una por

voluntaria) realizadas por duplicado. Determinacion mediante Bio-Plex system (LUMINEX).

Como puede observarse, Unicamente encontramos variaciones significativas en
respuesta a la sesion de ejercicio (tanto en mujeres sanas como en pacientes con FM) en
los niveles circulantes de IL-8 y PCR, lo que de nuevo vuelve a involucrar a estas dos

proteinas como los principales marcadores (con un potencial uso para el diagndstico) en
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este sindrome. Lo mas relevante de los resultados obtenidos es que, mientras que la sesion
puntual de ejercicio moderado indujo un incremento (p<0,01) en los niveles circulantes de
IL-8 en mujeres sanas, por el contrario indujo un descenso muy significativo en las
pacientes con FM, alcanzando niveles similares a los determinados en mujeres sanas en
situacion basal. Este diferente comportamiento sugiere claramente que los efectos
antiinflamatorios de una sesion puntual de ejercicio moderado so6lo se producen cuando se

parte de un estado inflamatorio patologicamente elevado.

Aungue no de forma tan clara, el comportamiento de los niveles circulantes de PCR,
la cual se eleva significativamente (p<0,05) tras el ejercicio tanto en mujeres sanas como
con FM, también apoya parcialmente la idea anteriormente apuntada puesto que el
incremento porcentual fue clarisimamente mayor en las mujeres sanas que en mujeres con

FM (figura 51).

Las figuras 55(CRH), 56 (ACTH) y 57 (cortisol) muestran el efecto de una sesion

puntual de ejercicio moderado sobre eje HHA de mujeres sanas y mujeres con FM.
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Figura 55- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la concentracion sérica de CRH, en valor
absoluto (A) y en valores porcentuados (B), en mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y

mujeres con FM sedentarias (FS, n=5). Los resultados se presentan como el valor medio *
ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05 respecto

a su respectivo valor basal (Student #test). Determinacion mediante ELISA.
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Figura 56- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la concentracion plasmatica de ACTH, en valor

absoluto (A) y en valores porcentuados (B), en mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y

mujeres con FM sedentarias (FS, n=5). Los resultados se presentan como el valor medio +

ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado.
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Figura 57- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la concentracion sérica de cortisol, en valor

absoluto (A) y en valores porcentuados (B), en mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y

mujeres con FM sedentarias (FS, n=5). Los resultados se presentan como el valor medio *

ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05, i

p<0,01 respecto a su respectivo valor basal (Student #test). Determinacion mediante

Electroquimioluminiscencia.
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Asi, puede observarse que tras la realizacidbn de 45 min. de ejercicio moderado, las
mujeres sanas presentan un aumento en los niveles circulantes de cortisol (p<0,05). La
liberaciéon del cortisol en respuesta al ejercicio podria estar mediando, a través de un efecto
de retroalimentacion negativa, la disminucién observada en los niveles circulantes de CRH y
ACTH (esta ultima de forma significativa, p<0,01). Al analizar los resultados relativos a las
pacientes con FM, de nuevo se hace patente una alteracion en el funcionamiento del eje
HHA, reflejado principalmente por la paradojica caida del cortisol tras el ejercicio (la cual ha
sido referida anteriormente en la bibliografia, Crofford y cols., 1994) y por una alteracion de
la respuesta de la ACTH (que disminuye aunque sin diferencias significativas) a la CRH

(que aumenta tras el ejercicio, p<0,05).

Las figuras 58 y 59 muestran los efectos del ejercicio agudo moderado sobre los

niveles circulantes de NA y eHsp72 respectivamente.
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Figura 58- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la concentracion plasmatica de NA, en
valor absoluto (A) y porcentuado (B), en mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y mujeres con

FM sedentarias (FS, n=5). Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de las

+

determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. p<0,05 respecto a su

respectivo valor basal (Student ttest). Determinacion mediante ELISA.
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Figura 59- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la concentracion plasmatica de Hsp72, en valor
absoluto (A) y porcentuado (B), en mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y mujeres con FM
sedentarias (FS, n=5). Los resultados se presentan como la media + ESM de las determinaciones

(una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05 respecto a su respectivo valor basal

(Student ttest). Determinacién mediante EIA.

De nuevo, los resultados obtenidos también reflejan una respuesta diferente al
estrés (en este caso inducido por una sesion de ejercicio fisico) en las mujeres con FM que
en las mujeres sanas. Asi, al igual que lo observado en los niveles de cortisol, mientras en
las mujeres sanas se observd, como cabia esperar, unos mayores niveles (p<0,05) tanto
de NA como de eHsp72 (Ortega y cols., 2007, 2010b), en las mujeres con FM se produjo
una disminucion en ambas, que solo fue significativa (p<0,05) en los niveles de eHsp72.
La disminucién, aunque no de forma significativa, en los niveles de NA podria estar
mediando, al menos parcialmente, la disminucién en los niveles de eHsp72, dado que la
NA es uno de los factores de estrés que actuando como sefal de peligro primaria para el
organismo puede inducir la liberacion de eHps72 (Fleshner y Johnson, 2005; Johnson y
cols., 2005; Johnson y Fleshner, 2006; Giraldo y cols., 2010), con especial relevancia
durante sesion puntuales de ejercicio moderado (Ortega y cols., 2010b). En este caso,
mientras que la estimulacion de la respuesta al estrés puede considerarse “positiva” en las
mujeres sanas, participando en la estimulacion de la respuesta innata y/o inflamatoria

(disminuyendo la susceptibilidad al ataque por patogenos), la disminuciéon en la respuesta
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de estrés observada en las pacientes con FM podria interpretarse también como “positiva”

mediando los efectos antiinflamatorios del ejercicio en esta patologia.

Las figuras 60 y 61 muestran los niveles circulantes de serotonina e IGF-1

respectivamente.
A B
300 +
_ . 140
T 250 S 120 - T
~ + <
o 200 2w 100 [ T
- 5 £ 80 |
2 150 | ° 5
S 85 07
§ 100 §é’_ 40
& 50 t S 20 +
>
0 0
SS SS+E FS FS+E

SS  SS+E FS  FS+E

Figura 60- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la concentracion sérica de Serotonina, en
valor absoluto (A) y porcentuado (B), en mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y mujeres con

FM sedentarias (FS, n=5). Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de las
determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05 respecto a su

respectivo valor basal (Student t#test). Determinacion mediante ELISA.
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Figura 61- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la concentracion sistémica de IGF-1, en
valor absoluto (A) y en valores porcentuados (B), en mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y

mujeres con FM sedentarias (FS, n=7).Los resultados se presentan como el valor medio *
ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05, i

p<0,01 respecto a su respectivo valor basal (Student test). Determinacion mediante ELISA.
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Como ya hemos indicado, la serotonina estd implicada en la inhibicion de los
neurotransmisores implicados en el procesamiento del dolor (Di Franco y cols., 2010); vy,
ademas, los niveles séricos de serotonina muestran una correlacion negativa con el dolor
(Ernberg y cols., 2003). Ello la ha implicado en los desordenes asociados a la FM.
Nuestros resultados de nuevo muestran un comportamiento diferente entre mujeres sanas y
con FM en cuanto a las variaciones circulantes de serotonina en respuesta a una sesion
puntual de ejercicio. Asi, mientras que no se observaron diferencias significativas en
mujeres sanas (aunque si un ligero descenso), el ejercicio indujo un aumento significativo
(p<0,05) en los niveles de serotonina en las mujeres con FM (figura 60). Este hecho
claramente sugiere que sesiones de ejercicio moderado, a través de un aumento en los

niveles de serotonina, podrian mejorar la percepcion del dolor en los pacientes con FM.

Unos menores niveles séricos de IGF-1 también se han relacionado con diversos
aspectos sintomatologicos asociados a SFM (Bennett, 1997; Cuatrecasas y cols., 2007).
Debido a que nuestros resultados muestran un descenso en dichos niveles inducido por el
ejercicio tanto en personas sanas como en paciente con FM, no podemos concluir que los
posibles beneficios asociados al ejercicio estén mediados a través de este efecto. En este
sentido, otras modalidades de ejercicio (plataforma vibratoria) tampoco han encontrado una
mejora en los niveles circulantes de IGF-1 en pacientes con FM (Alentorn-Geli y cols.,

2009).
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4.3.2. Efecto de una sesion puntual de ejercicio moderado sobre la funcionalidad de las

células inflamatorias.

.- Monocitos: liberacion de citoquinas inflamatorias.

Las figuras 62 (IL-1B), 63 (TNF-a), 64 (IL-6), 65 (IL-10), 66 (IL-18), 67 (MCP-
1), 68 (RANTES), junto a la tabla 8 (IL-8, IL-12 y NGF-B), muestran los resultados
obtenidos en relacion a los efectos del ejercicio agudo moderado sobre la liberacion de

citoquinas inflamatorias por monocitos aislados de sangre periférica.
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Figura 62- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la liberacion de IL-18 por monocitos, tanto
de forma espontanea como estimulada por LPS, en valor absoluto (A y B) y en valores
porcentuados (C y D), de mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y mujeres con FM

sedentarias (FS, n=7). Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de las
determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05, ** p<0,01 respecto

a su respectivo valor basal (Student #test). Determinacion mediante BioPlex system

(LUMINEX).
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Figura 63- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la liberacion de TNF-o por monocitos,
tanto de forma espontanea como estimulada por LPS, en valor absoluto (A y B) y en valores
porcentuados (C y D), de mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y mujeres con FM

sedentarias (FS, n=7). Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de las
determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05, i p<0,01 respecto

a su respectivo valor basal (Student #test). Determinacion mediante BioPlex system

(LUMINEX).
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Figura 64- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la liberacion de IL-6 por monocitos, tanto
de forma espontanea como estimulada por LPS, en valor absoluto (A y B) y en valores
porcentuados (C y D), de mujeres sanas sedentarias (SS, N=5) y mujeres con FM

sedentarias (FS, n=7). Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de las

determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05, r p<0,01, e

p<0,001 respecto a su respectivo valor basal (Student #test). Determinacion mediante

BioPlex system (LUMINEX).
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Figura 65- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la liberacion de IL-10 por monocitos, tanto
de forma espontanea como estimulada por LPS, en valor absoluto (A y B) y en valores
porcentuados (C y D), de mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y mujeres con FM

sedentarias (FS, n=7). Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de las
determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05, i p<0,01 respecto

a su respectivo valor basal (Student #test). Determinacién mediante BioPlex system

(LUMINEX).
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Figura 66- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la liberacion de IL-18 por monocitos, tanto
de forma espontanea como estimulada por LPS, en valor absoluto (A y B) y en valores
porcentuados (C y D), de mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y mujeres con FM
sedentarias (FS, n=7). Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de las
determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,05 respecto a su

respectivo valor basal (Student ttest). Determinacion mediante BioPlex system (LUMINEX).
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Figura 67- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la liberacion de MCP-1 por monocitos,
tanto de forma espontanea como estimulada por LPS, en valor absoluto (A y B) y en valores
porcentuados (C y D), de mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y mujeres con FM

sedentarias (FS, n=7). Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de las

++

determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. * p<0,01 respecto a su

respectivo valor basal (Student ttest). Determinacion mediante BioPlex system (LUMINEX).
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Figura 68- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la liberacion de RANTES por monocitos,
tanto de forma espontanea como estimulada por LPS, en valor absoluto (A y B) y en valores
porcentuados (C y D), de mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y mujeres con FM
sedentarias (FS, n=7). Los resultados se presentan como el valor medio + ESM de las
determinaciones (una por voluntaria) realizadas por duplicado. Determinacion mediante

BioPlex system (LUMINEX).

En conjunto, los resultados obtenidos en cuanto a la liberacibn de citoquinas
inflamatorias por los monocitos, de nuevo muestran claramente que mientras el ejercicio
agudo moderado induce un efecto “proinflamatorio” en las mujeres sanas, en las pacientes
con FM el efecto es “antiinflamatorio”. Este efecto se observa en los niveles de IL-13, TNF-
a, IL-6, IL-10, IL-18 y, en menor medida, MCP-1; y en general, a excepcion del TNF-a, se
observa en la liberacién espontanea y sobre todo en la inducida por LPS. De nuevo los
efectos beneficiosos de sesiones de ejercicio moderado parecen producirse “en caminos
contrarios” dependiendo de si el individuo estd sano o presenta una patologia inflamatoria,
en este Ultimo caso con valores de liberacion y balance de citoquinas pro-/anti-

inflamatorias tras el ejercicio muy proximos e incluso similares a los observados en las
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mujeres controles sanas en situacion basal. El comportamiento estadistico de las
variaciones de cada una de las citoquinas puede observarse en cada una de las figuras

correspondientes.

Este comportamiento en la respuesta inflamatoria (mediada a través de la liberacion
de citoquinas por monocitos) es similar, basicamente, al observado en la respuesta de
estrés, mediada a través del cortisol (figura 57), la eHsp72 (figura 59) y, en menor
medida, la NA (figura 58). Aunque el cortisol y la NA generablemente inhiben la liberacion
sistémica de citoquinas proinflamatorias, también es cierto que bajo determinadas
circunstancias, por ejemplo el estrés por ejercicio fisico o en condiciones inflamatorias,
pueden estimular la liberacion de las mismas en sitios locales de inflamacion (Elenkov y
Chrousos, 2002). De este modo, el descenso observado en ambas podria explicar que el
efecto antiinflamatorio del ejercicio sb6lo se produzca en las pacientes con FM. A su vez,
dado que la eHsp72 induce la liberacion de citoquinas inflamatorias (tales como IL-1j,
TNF-a e IL-6) en monocitos/macrofagos (Asea y cols., 2000) la disminucion en la
concentracion circulante de esta proteina puede explicar la menor liberacion de las

citoquinas inflamatorias tras la sesion puntual de ejercicio.
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.- Neutrofilos: proceso fagocitico.

Finalmente, las figuras 69 (quimiotaxis), 70 (fagocitosis de C. albicans), 71
(capacidad candidicida), 72 (fagocitosis de latex) y 73 (produccion intracelular de O,
como medida de la capacidad microbicida dependiente de oxigeno) muestran los resultados
correspondientes al efecto del ejercicio moderado sobre bicicleta ergométrica en el proceso

fagocitico de neutréfilos de mujeres sanas y mujeres con FM.
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Figura 69 - Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la quimiotaxis de neutréfilos de mujeres
sanas sedentarias (SS, n=5) y mujeres con FM sedentarias (FS, n=5). Los resultados se

presentan como la media * ESM de las determinaciones (una por voluntaria) realizadas por

+++

duplicado. ++p<O,O1, p<0,001 respecto a su respectivo valor basal (Student #test).
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Figura 70- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la Fagocitosis de C. albicans de
neutrofilos de mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y mujeres con FM sedentarias (FS, n=6).
Los resultados se presentan como la media * ESM de las determinaciones (una por
voluntaria) realizadas por duplicado. © p<0,05, ** p<0,01 respecto a su respectivo valor

basal (Student #test).
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Figura 71- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la capacidad microbicida de neutrofilos de
mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y mujeres con FM sedentarias (FS, n=6). Los

resultados se presentan como la media £+ ESM de las determinaciones (una por voluntaria)
realizadas por duplicado. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 respecto a su respectivo valor

basal (Student #test).
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Figura 72- Efecto del golpe de ejercicio (+E) sobre la fagocitosis de latex de neutrofilos de
mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y mujeres con FM sedentarias (FS, n=6). Los

resultados se presentan como la media * ESM de las determinaciones (una por voluntaria)
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realizadas por duplicado. © p<0,05, p<0,001 respecto a su respectivo valor basal

(Student ttest).
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Figura 73- Efecto de una sesion de ejercicio puntual (+E) sobre los niveles intracelulares de
anién O,  en neutrofilos no estimulados (sin latex) o estimulados (con bolas de latex), tanto
en valor absoluto como en valores porcentuados (tomando como 100 el valor en reposo); asi
como sobre el porcentaje de estimulacion inducido tras la fagocitosis de bolas de latex en
mujeres sanas sedentarias (SS, n=5) y en mujeres con FM sedentarias (FS, n=6). Los
resultados se presentan como el valor medio + ESM de las determinaciones (una por
voluntaria) realizadas por duplicado. # p<0,05 respecto a los correspondientes valores no
estimulados (Student #test);” p<0,05 respecto sus respectivos valores basales (Student #

test).
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Al analizar los resultados de la quimiotaxis (figura 69) de nuevo se observa como el
efecto antiinflamatorio del ejercicio, disminucién de la quimiotaxis, sélo se observa en las
pacientes con FM. Dado que en nuestro laboratorio hemos observado previamente que
tanto la eHsp72 (Ortega y cols., 2009b) como la NA (Ortega y cols., 2007) median la
estimulacion de la quimiotaxis tras sesiones puntuales de ejercicio, incluido el de intensidad
moderada (de similares caracteristicas al estudiado en este trabajo) (Ortega y cols.,
2010b), los resultados correspondientes a ambas contribuirian a explicar los efectos

observados en la quimiotaxis.

Sin embargo, no se observd un descenso significativo inducido por el ejercicio
agudo en la capacidad fagocitica y, a su vez, se observd una estimulacién en la capacidad
microbicida en las pacientes con FM, lo que indica que esta modalidad de ejercicio no
perjudica la capacidad de defensa frente a este patbgeno en estas pacientes, las cuales
son mas propensas al mismo (figura 70 y 71). El ejercicio agudo moderado también
estimuld la capacidad de fagocitosis de particulas inertes, tanto en mujeres sansas
(p<0,01) como en las mujeres con FM (p<0,05) (figura 72). Sin embargo, la produccion
intracelular de anion superoxido (figura 73) (que aunque es indicativa de forma indirecta de
la capacidad microbicida dependiente de oxigeno, también es indicativa del estrés oxidativo
de la célula), también present6 un comportamiento similar al observado en la respuesta
inflamatoria y de estrés, esto es, un aumento (p<0,05) en las mujeres sanas, y una

disminucion (p<0,05) en las mujeres con FM.

Analizando globalmente este Gltimo bloque de resultados, éstos muestran
claramente como una sesidn de ejercicio moderado llevada a cabo sobre bicicleta
ergométrica al 55% de VO, max durante 45 min. Unicamente produjo un efecto
antiinflamatorio (o no proinflamatorio) en las pacientes con FM, que como ya hemos
comentado parten de un estado inflamatorio basal elevado. Este efecto se manifiesta
fundamentalmente en los niveles sistémicos de IL-8 (figura 50), en la liberacion por
monocitos de IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10, IL-18 y, en menor medida, de MCP-1, asi como en

la respuesta quimiotactica de los neutrofilos. Una diferente respuesta al estrés por ejercicio
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fisico puntual en las mujeres con FM también se manifiesta en la regulacion del eje HHA
(figuras 45, 46 y 47), en la que se produce un paraddjico descenso en los niveles
circulantes de cortisol, incluso en respuesta a niveles elevados de CRH, y, por tanto, no
observandose un circuito de retroalimentacion negativa inducida por el glucocorticoide sobre

la CRH y la ACTH como se observa en las mujeres sanas.

La IL-8 (una quimioquina con gran capacidad de activacion de los neutréfilos), la
eHsp72 y, en menor medida, la NA podrian estar mediando los efectos observados en la
capacidad quimiotactica de los neutréfilos, dado que investigaciones previas llevadas a cabo
en nuestro laboratorio han demostrado que tanto la NA como la eHsp72 son mediadores de
la estimulacién inducida por sesiones puntuales de ejercicio fisico moderado de la

capacidad de quimiotaxis (Ortega y cols., 2007, 2009, 2010b).

A su vez, el descenso tras el ejercicio agudo en la liberacion de citoquinas
inflamatorias por monocitos de mujeres con FM podria estar mediado, al menos
parcialmente, por el descenso en la liberacibn de eHsp72, dado que esta proteina es
estimuladora de la liberacion de citoquinas inflamatorias por estas células (Asea y cols.,
2000) vy, probablemente también, por el descenso en los niveles de cortisol, puesto que en
ciertas patologias inflamatorias se ha descrito un comportamiento opuesto de esta hormona
(generalmente inhibidora de la liberacion de citoquinas proinflamatorias) en sitios locales de

inflamacion.

Finalmente resefiar que, como cabria esperar, el comportamiento de las mujeres
sanas en respuesta a una sesion de ejercicio moderado es una estimulacion de las
respuestas innatas y/o inflamatorias, tanto sistémicas como mediadas por monocitos y
neutrofilos, modulada por la liberacion de factores de estrés (como la NA, el cortisol, y la
eHsp72), que permite al organismo estar en situacion de alerta para prevenir procesos
infecciosos como ya habia sido indicado en diversos estudios previos llevados a cabo en

nuestro laboratorio (Ortega 2003, Ortega y cols., 2007; Ortega y cols., 2010b).
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4.4. RESUMEN Y PERSPECTIVAS

Es bien conocido que las personas fisicamente activas presentan un menor riesgo
de enfermedad, y numerosas evidencias acumuladas en los Ultimos afios muestran que el
ejercicio habitual es una medida efectiva para la prevencion o el retraso del desarrollo de
enfermedades cronicas en las personas sanas. Asi, hoy en dia el ejercicio se recomienda
para el tratamiento y la prevencién de un gran numero de enfermedades. No obstante,
aunque los efectos preventivos de la actividad fisica estan ampliamente demostrados, en
nuestra opinidbn se debe ser mas prudente a lo hora de recomendar ejercicio fisico como

tratamiento de patologias ya existentes.

Dados sus efectos pleiotropicos, la actividad fisica regular o entrenamiento ha sido
propuesta como una “polipildora” capaz de reemplazar o al menos reducir el consumo de
farmacos. En nuestra opinién, si consideraramos esta sugerente propuesta, seria necesario,
no obstante, enfatizar que, como se acepta claramente para cualquier tratamiento
farmacolbgico, debe ser muy importante individualizar la dosis y las pautas del tratamiento
con ejercicio para cada paciente y/o patologia, con el fin de evitar los efectos secundarios

que el ejercicio también puede tener.

Basandonos en la hipotesis de los efectos antiinflamatorios del ejercicio, su practica
de forma habitual ha sido especialmente considerada como una buena ayuda terapéutica
para patologias inflamatorias. Aunque la etiologia de la FM permanece sin esclarecer, las
hip6tesis actuales han sugerido que un desorden inflamatorio acompafado por cambios en
la respuesta neuroendocrina, subyacen a este sindrome. Como una consecuencia del dolor
musculoesquelético generalizado, el dolor y la fatiga, las personas (fundamentalmente
mujeres) que sufren FM presentan una capacidad fisica reducida y tienen mas dificultades
para llevar a cabo las actividades del dia a dia, en relacibn a las personas sanas. Los
programas de ejercicio habitual (principalmente los ejercicio acuéaticos) son las principales
intervenciones no farmacolégicas para estas pacientes, considerandose como una

herramienta eficiente para reducir el dolor, la rigidez y la fatiga, y mejorar asi su calidad de
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vida y su independencia. Sin embargo, los mecanismos subyacentes a los beneficios del

ejercicio en el SFM permanecen sin esclarecer.

En primer lugar, los resultados de la presente investigacion han corroborado en un
numero de pacientes, en nuestra opinion aceptable, y a través de diversas técnicas, que al
menos una de las causas etiologicas de esta patologia es un estado inflamatorio crénico
acompafiado de una desregulacion neuroendocrina (ya observado en un estudio piloto
previo; Ortega y cols., 2009a), que se manifiesta fundamentalmente por una elevacion de
los niveles de IL-8 y PCR, una desregulacion del eje HHA con niveles circulantes elevados
de cortisol, y una elevacion de los niveles sistémicos de NA y eHsp72; todo ello junto a una
elevada liberacion de citoquinas proinflamatorias por los monocitos, y una mayor activacion
de la capacidad funcional de los neutréfilos. Nuevos estudios son necesarios, y son objeto
de nuevas investigaciones en nuestro laboratorio, sobre las causas y las consecuencias de
esta desregulacion en el “feedback inflamacion/estrés”; esto es, si una desregulacion de la

respuesta de estrés es la causa de la desregulacion inflamatoria o viceversa.

Aunque cada vez mas se acepta que el ejercicio regular produce efectos
antiinflamatorios, se necesitan todavia mas investigaciones para afirmar o rechazar la
hipétesis antiinflamatoria del ejercicio, que permita unas aplicaciones o6ptimas de la
actividad fisica como terapia en el tratamiento de enfermedades asociadas a la inflamacién.
La mayor parte de los estudios sobre los efectos antiinflamatorios del ejercicio, han sido
llevados a cabo en deportistas sanos. No estd probado formalmente si un efecto
antiinflamatorio inducido por el ejercicio en personas sanas (con una o6ptima regulacion
neuroendocrina e inflamatoria) es bueno o no para una Optima regulacion de la
homeostasis. Es al menos plausible pensar que los efectos antiinflamatorios del ejercicio
sean fundamentalmente o Unicamente positivos para personas que presenten un estado
inflamatorio “patolégicamente” elevado, tales como individuos que padezcan enfermedades
asociadas con una inflamacion cronica. Los resultados obtenidos y presentados en la Gltima
parte de esta Tesis Doctoral han mostrado claramente (lo cual constituye una parte muy

novedosa de este trabajo) que sesiones puntuales (45 minutos) de ejercicio moderado
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(realizado por debajo del 60% de VO, max) provocan un efecto antiinflamatorio Unicamente
en las personas con un estado inflamatorio elevado, como nuestras pacientes
diagnosticadas de FM, y no asi en el grupo control de mujeres sanas del mismo rango de
edad. Este hecho pone en primer lugar de manifiesto que la respuesta del organismo frente
a una sesion de ejercicio fisico puede ser diferente segin el punto de partida basal del
individuo que lo lleve a cabo, pudiéndose incluso considerar como positiva, aunque con
respuestas contrapuestas, en ambos casos. Asi, dado que la activacion de las respuestas
inmunitarias innatas y/o inflamatorias son indispensables para prevenir o combatir el
ataque por patégenos, la relevancia fisiologica de la estimulacion de dichas respuestas en
las mujeres sanas puede interpretarse como un “estado de alerta” del organismo para
prevenir a éste del ataque por patdbgenos en una situaciéon en la que el organismo es mas
vulnerable. Este hecho estd ademas mediado por factores y hormonas de estrés que
pueden actuar como sefiales de peligro activando las respuestas innatas y/o inflamatorias,
incluso en ausencia de estimulo antigénico, tales como la NA o la eHsp72. Por su parte, los
efectos antiinflamatorios inducidos por las sesiones de ejercicio moderado en un patologia
inflamatoria (como es el caso de la FM), y aunque contrapuestos a los observados en las
mujeres sanas, también puede ser considerados como efectos positivos del ejercicio para el
reajuste de la homeostasia, efectos que paraddjicamente parecen estar mediados por los
factores y hormonas de estrés y, en definitiva, por una regulacion diferente de las

interacciones entre la respuesta inflamatoria y la respuesta de estrés.

Dado que desgraciadamente en la mayoria de las ocasiones tanto la poblacién sana
como la “no sana” realizan ejercicio de forma puntual, con escaso cuidado en la valoracion
de su intensidad y con ausencia de la regularidad adecuada a lo largo del afo, el principal
objetivo de la presente Tesis Doctoral fue conocer si los efectos beneficiosos del ejercicio
habitual en las pacientes con FM a més largo plazo podrian estar también mediados a
través de sus efectos antiinflamatorios y de una mejor regulacion de las respuestas de
estrés. En un estudio piloto previo (Ortega y cols., 2009a), en el ambito de esta linea de

investigacion, habiamos ya comprobado que las pacientes con FM primaria (que no
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presentaban ningln otra enfermedad inflamatoria diagnosticada que indujera el sindrome)
presentaban una desregulaciéon neuroinmunoendocrina (reflejada por niveles circulante
elevados de los marcadores proinflamatorios IL-8, PCR e INF-y, asi como niveles
circulantes elevados de cortisol y NA), que mejor6 claramente tras tres sesiones semanales
durante cuatro meses del mismo programa de ejercicio acuatico en agua templada utilizado
en esta Tesis. El programa de ejercicio también mejor6 el dolor y la calidad de vida relativa
a la salud en estas pacientes. Estos resultados sugirieron claramente que los efectos
beneficiosos del ejercicio acuatico regular en la FM estan mediados, al menos en parte, por
sus efectos antiinflamatorios. Un comportamiento similar fue observado en un grupo de
pacientes diagnosticadas con FM secundaria (las cuales habian sido también
diagnosticadas con otras patologias subyacentes) con respecto a los marcadores
inflamatorios y de estrés, aunque este grupo no mejoré en general el dolor y la calidad de
vida relativa a la salud. Este hecho pone de manifiesto la importancia de tener en cuenta la
biofisiologia en cada paciente con FM cuando el ejercicio se aplique como una ayuda

terapéutica en este sindrome.

A su vez, la importancia en la eleccion de la regularidad y duracién de un mismo
programa de ejercicio habitual en este sindrome se pone de manifiesto en los resultados
presentados en esta Tesis Doctoral, puesto que cuando la regularidad del mismo es
Unicamente de dos sesiones por semana, cuatro meses de duracibn no parecen ser
suficientes para la obtencion de efectos antiinflamatorios claros (por ejemplo el descenso de
IL-8 y PCR), que si se observan tras ocho meses de su practica. Incluso, se ha observado
que a los cuatro meses se produce un incremento en el estado inflamatorio (elevacion de
los niveles sistémicos de IL-18, MCP-1, RANTES y aumento en la liberacion de citoquinas
inflamatorias por monocitos) y de respuesta al estrés (aumento en los niveles circulantes de
cortisol y eHsp72) que pudieran exacerbar el estado inflamatorio de las pacientes, muchos
de ellos descendiendo a niveles proximos a los de mujeres sanas tras la finalizacion del
programa de ocho meses. De nuevo, la gran relacion entre la respuesta inflamatoria y de

estrés se pone de manifiesto en las respuestas y adaptaciones del organismo al ejercicio
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regular, siendo necesario profundizar en cual es la causa y cual la consecuencia que puede

subyacer en la etiologia del sindrome.

Ademas, cabe destacar también que esta modalidad de ejercicio acuatico habitual
no perjudica la capacidad de respuesta de los neutrtfilos frente a C. albicans, un patégeno

al que las pacientes con FM son mas susceptibles que la poblacion sana.

Aunque no han sido encontradas contraindicaciones para la realizacion de ejercicio
en las pacientes con FM, parece claro que es necesario definir bien la duracion e
intensidades de los programas de ejercicio para obtener respuestas antiinflamatorias que
restauren un 6ptimo “feedback” citoquinas inflamatorias-eje HHA y respuesta simpatica, y
evitar respuestas proinflamatorias no deseadas, dado que la alteracion en estos circuitos de
“feedback” podrian en si mismos provocar o exacerbar esta patologia. Los cambios
estacionales en el sistema inmunitario se han relacionado también en la patogénesis de los
desordenes afectivos en algunas patologias inflamatorias, en las que pudiera estar
involucrada la serotonina y la melatonina. Ademas, teniendo en cuenta que la produccién de
citoquinas por leucocitos podria estar sometida a variaciones circanuales, otro aspecto
relevante a tener en cuenta cuando se estudian programas de ejercicio de larga duracion es
la posibilidad de dichas variaciones. Estos estudios estan siendo llevados a cabo por

nuestro grupo de investigacion.

Por otro lado, la consideracion del peso, el IMC, el tejido adiposo abdominal y el
perfil lipidico en sangre son aspectos también muy relevantes a tener en cuenta en los
estudios de los efectos del ejercicio sobre la FM, maxime cuando, al igual que hemos
observado en esta Tesis Doctoral, estos pardmetros mejoran con la actividad fisica regular y
el tejido adiposo abdominal asociado a obesidad puede constituir una de las fuentes
principales de mediadores inflamatorios. Estudios en este sentido se siguen realizando en la

actualidad en nuestro laboratorio.

La eleccién de los pacientes, como ya hemos comentado, también nos parece de

especial relevancia, y es necesario unificar los criterios de agrupamiento de las pacientes
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con FM de acuerdo a las clasificaciones ya publicadas (fundamentalmente pacientes con
FM primaria o secundaria), puesto que las pacientes en las que subyacen otras patologias
que contribuyen a “disparar” el sindrome podrian encubrir o llevar a una mala interpretacion
de los resultados de diversas investigaciones cuando estas pacientes se consideran como
un todo. También, las pacientes con depresion deberian ser consideradas en un grupo
separado. A su vez, y teniendo en cuenta que la mayoria de los pacientes con FM son
muijeres, y que su respuesta inflamatoria al ejercicio puede ser distinta en los diferentes
estadios del ciclo menstrual, podria ser también importante considerar su estado pre- o

post-menopausico, asi como la fase del ciclo menstrual en la que se encuentran.

Hasta el momento, no conocemos todavia si Unicamente el ejercicio (sin
intervenciones farmacologicas) puede mejorar el dolor y la calidad de vida de las pacientes
con FM. Asi, nuevas investigaciones que profundicen sobre los efectos antiinflamatorios y
adaptativos frente a la respuesta de estrés del ejercicio en el SFM deberian realizarse para
desarrollar programas de entrenamiento que puedan llegar a ser una intervencion
terapéutica en ausencia de tratamientos farmacol6gicos. A su vez, conocer los mecanismos
inmunofisiolégicos implicados en los efectos del ejercicio fisico sobre este sindrome (a lo
que creemos contribuye esta Tesis Doctoral) puede ayudar al desarrollo de nuevas
estrategias farmacol6gicas aplicables a estos enfermos que por sus caracteristicas propias
no estén capacitados para el desarrollo de actividad fisica. Finalmente, creemos que otra
aportacion interesante de este trabajo es la potencial utilizacién, o al menos contribucion, de
la IL-8 junto a la PCR como prueba diagnéstica de la FM primaria, aunque més estudios
estamos llevando a cabo en nuestro laboratorio para conocer su especificidad en esta

patologia.
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5.1. CONCLUSIONES

A- En referencia al primer objetivo: evaluar la posible existencia de una

desregulacion neuroimunoendocrina en la FM que se refleje de forma sistémica.

1- Comparado con un grupo control de mujeres sanas sedentarias (SS), las
pacientes con FM primaria (en las que no existe ninguna otra enfermedad
inflamatoria que desencadene el sindrome) presentan una desregulacion
neuroinmunoendocrina reflejada en la alta concentracion circulante de los
“marcadores inflamatorios” IL-8, PCR e INF-y; y los altos niveles de cortisol (junto a
menores niveles tanto de CRH como de ACTH), NA y eHsp72; asi como menores

niveles de serotonina e IGF-1.

2- Los monocitos de las pacientes con FM liberan (tanto espontaneamente como
tras estimulacion con LPS) mas IL-1B, TNF-a, IL-18, MCP-1 (citoquinas
proinflamatorias), IL-6 (una citoquina reguladora de la inflamacion) e IL-10 (una
citoquina antiinflamatoria) que los monocitos de SS, reflejando una alteracion en la

respuesta inflamatoria mediada por monocitos en el sindrome de FM (SFM).

3- Los neutréfilos de las pacientes con FM tienen mayor actividad quimiotactica,
fagocitica y fungicida (frente a C. albicans) que los neutrofilos de mujeres sanas, lo

que también refleja una “activacion inflamatoria”.

Estos resultados confirman la hipotesis inflamatoria de la FM (que afecta tanto a los
mediadores inflamatorios sistémicos, como a la funcién de las células inflamatorias) y que
la FM se encuadra también dentro del grupo de “enfermedades relativas al estrés” (lo que
se refleja en la elevada concentracion circulante de marcadores de estrés). Estos
resultados también reflejan la existencia de una alteracion en las respuestas bidireccionales

de estrés e inflamacion.

Los niveles sistémicos de IL-8 (que se detectan elevados en el 100% de las

pacientes con FM frente al 0% en mujeres sanas) y de la PCR (cuyos valores son

233



superiores a los normales obtenidos en sanas en el 100% de las pacientes con FM) son,

potencialmente, buenos marcadores para el diagnéstico de esta patologia. En menor

medida

los niveles de INF-y.

B- En relacion al segundo objetivo: evaluar el efecto de un programa de ejercicio

acuatico sobre los biomarcadores inflamatorios y “neuroendocrinos de estrés”, asi como

sobre la capacidad funcional de los monocitos y los neutrofilos.

4- Cuatro meses del programa de ejercicio evaluado, con Unicamente dos sesiones
semanales, no son suficientes para obtener un efecto “antiinflamatorio sistémico”
que se manifieste por un descenso en los marcadores inflamatorios ciruculantes (IL-
8 y PCR). Tampoco “mejoran” los niveles circulantes de NA. Incluso, puede inducir
un “efecto proinflamatorio sistémico” que se manifiesta en la elevacién de los niveles
circulantes de IL-18, MCP-1 y RANTES, en paralelo a una mayor respuesta de

estrés reflejada por lo mayores niveles circulantes de cortisol y eHps72.

Con esa frecuencia (2 sesiones semanales) la realizacion del programa evaluado
completo (8 meses) si genera un claro efecto “antiinflamatorio sistémico” que se
manifiesta por un descenso de los niveles circulantes de IL-8 y PCR, y por un
retorno a niveles basales de IL-18, MCP-1 y RANTES, en paralelo a un descenso
en los niveles de NA, cortisol y eHsp72 (todos los valores muy proximos a los
basales de mujeres sanas). Esto demuestra el efecto antiinflamatorio del programa
de ejercicio completo, probablemente mediado por una mejora en la respuesta de

estrés.

5- El efecto dual inducido por el programa de ejercicio (cuatro meses versus ocho
meses de duracidon) en las variaciones de las concentraciones sistémicas de
biomarcadores de estrés (cortisol y eHsp72) es paralelo al comportamiento de la
capacidad de los monocitos de las pacientes con FM para liberar citoquinas
inflamatorias (principalmente tras activacion con LPS), sugiriendo que el cortisol,

pero principalmente la eHsp72, estan implicados en esta respuesta. De igual forma,

234



las variaciones en la liberacion de citoquinas pro-/anti-inflamatorias por los
monocitos de las mujeres con FM junto a la respuesta de estrés también confirman
que son necesarios 8 meses (y no Unicamente 4) para obtener una adaptacion

antiinflamatoria y de estrés beneficiosa.

Las conclusiones 4 y 5 ponen claramente de manifiesto la importancia de la
duracion y frecuencia de las sesiones de ejercicio a la hora de obtener respuestas

adaptativas antiinflamatorias 6ptimas en las pacientes con FM.

6- La realizacion de ocho meses del programa de ejercicio acuatico habitual también
disminuy6 el “estado inflamatorio activado” de los neutréfilos de las pacientes con
FM, determinado por su capacidad quimiotactica, sin afectar su capacidad para

luchar contra C. albicans.

7- En general, nuestro programa de ejercicio habitual en piscina de agua templada
mejoré también la calidad de vida relacionada con la salud y la forma fisica de las
pacientes diagnosticadas de FM. Sin embargo, dadas algunas discrepancias
temporales entre las mejoras inducidas por el ejercicio en la respuesta inflamatoria y
las mejoras en la calidad de vida y la forma fisica de las pacientes, parece plausible
pensar que otros procesos estan también implicados en los beneficios inducidos por

el ejercicio en las mujeres con FM.

De forma general, los resultados indican que los beneficios del ejercicio acuéatico
regular en agua templada en pacientes con FM estdn mediados, al menos en parte, por su
efecto antiinflamatorio junto con una mejora en la repuesta de estrés (es decir, una mejor
regulacion de las respuestas de “feedback” entre el sistema inflamatorio y el sistema de
respuesta de estrés). Nuevas investigaciones para esclarecer si la desregulacion de la
respuesta inflamatoria es la causa o la consecuencia de la desregulacion de la respuesta de

estrés son necesarias.
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puntual

FM, en

C- Finalmente, en relacion al tercer objetivo: conocer el efecto de una sesion
de ejercicio moderado en la respuesta inflamatoria y de estrés en pacientes con

relacion al efecto que produce en un grupo control de mujeres sanas.

8- En general, el efecto antiinflamatorio (o no proinflamatorio) de una sesion puntual
de ejercicio moderado (en cicloergobmetro durante 45 min al 55% de VO, max) se
observa Unicamente en las pacientes con FM (las cuales tienen un elevado “estado
inflamatorio basal”). El ejercicio agudo moderado mejora la funcién innata mediada
por monocitos y neutrofilos en mujeres sanas, y parece no inmunocomprometer a
las pacientes con FM. Estos efectos (aunque paradojicamente de forma
contrapuesta) parecen estar mediados por las “sefiales de peligro o estrés”,

principalmente por la eHsp72.
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5.2. CONCLUSIONS

A- With respect to the first objective, the possible existence of neuroimmunoendocrine

dysregulation in FM which is reflected systemically:

1- Compared with a control group of sedentary healthy women, patients with primary
FM (/e., with no other inflammatory disease triggering the syndrome) present a
neuroimmunoendocrine dysregulation reflected in high circulating levels of the
"inflammatory markers" IL-8, CRP, and IFN-y, high levels of cortisol (with reduced
levels of both CRH and ACTH), NA, and eHsp72, and low levels of serotonin and

IGF-1.

2- Monocytes of FM patients released (both spontaneously and after LPS-
stimulation) more IL-1B, TNF-a, IL-18, MCP-1 (pro-inflammatory cytokines), IL-6 (a
cytokine regulating inflammation), and IL-10 (an anti-inflammatory cytokine) than
those of sedentary healthy women, reflecting an alteration in the monocyte-mediated

inflammatory response in FM syndrome.

3- Neutrophils of FM patients have greater chemotactic, phagocytic, and fungicidal
(against C. albicans) activities than those of sedentary healthy women, also

reflecting "inflammatory activation”.

These results confirm the inflammatory hypothesis of fibromyalgia (which affects
both systemic inflammatory mediators and inflammatory cell functions), and show that FM
falls within the framework of the group of "stress-related diseases" (as reflected in the high
circulating levels of stress markers). They also reflect an alteration in the two-way

responses of stress and inflammation.

The systemic levels of IL-8 (which were elevated in all of the FM patients vs none of
the healthy women) and CRP (with higher values in all the FM patients than the normal
values found in the healthy women) are potentially good markers for the diagnosis of this

pathology. The case was similar, though less marked, for the levels of IFN-y.
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B- With
on the

neutrop

respect to the second objective, to study the effect of a program of aquatic exercise
inflammatory and "neuroendocrine stress” biomarkers, and on the monocyte and

hil functional capacities:

4- Four months of the exercise program with just twice-weekly sessions was
insufficient to obtain any "systemic inflammatory” effect manifest in decreases in the
circulating inflammatory markers (IL-8 and CRP). Neither was there any
"improvement” in the circulating levels of NA. It even induced a "systemic pro-
inflammatory effect” as manifest in the elevated circulating levels of IL-18, MCP-1,
and RANTES, together with an enhanced stress response as reflected in raised

circulating levels of cortisol and eHsp72.

Nevertheless, with this frequency (2 sessions per week), the full program (8

months) did generate a clear "systemic anti-inflammatory” effect manifest in decreased

circulati

ng levels of IL-8 and CRP, and a return of IL-18, MCP-1, and RANTES to basal

levels, together with a decline in the levels of NA, cortisol, and eHsp72 (all with values

close to the baseline levels of the healthy women). This demonstrates the anti-inflammatory

effect of the full exercise program, probably mediated by an improvement in the stress

response.

5- The dual effect of the exercise program (four months vs eight months) as
reflected in the changes in the systemic concentrations of stress biomarkers (cortisol
and eHsp72) paralleled the behaviour of the capacity of the FM patients' monocytes
to release inflammatory cytokines (above all, after stimulation with LPS), suggesting
that cortisol, and especially eHsp72, are involved in this cytokine response.
Similarly, the variations in the release of pro-/anti-inflammatory cytokines by the
monocytes of women with FM together with their stress response also confirmed that
8 months (and not just 4) are required for there to be a beneficial inflammatory and

stress adaptation.
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Conclusions 4 and 5 clearly show the importance of the duration and frequency of exercise

sessions in attaining optimal anti-inflammatory adaptive responses in FM patients.

6- The completion of eight months of the regular aquatic exercise program also
reduced the "activated inflammatory status” of the FM patients’ neutrophils as
determined by their chemotactic ability, without affecting their capacity to fight

against C. albicans.

7- In general, our program of regular aquatic exercise in a warm-water pool also
improved the FM patients' health-related quality of life and physical fitness.
However, given that there were certain temporal discrepancies between the
exercise-induced improvements in the inflammatory response and the improvements
in the patients’ quality of life and fitness, it would seem plausible that other

processes are also involved in the exercise-induced benefits in women with FM.

In general, the results indicated that the benefits for FM patients of regular aquatic
exercise in warm water are at least partially mediated by its anti-inflammatory effect together
with an improvement in the stress response (/e., better regulation of the "feedback"
responses between the inflammatory system and the stress response system). Further
studies will be required to establish whether dysregulation of the inflammatory response is

the cause or the consequence of the dysregulation of the stress response.

C. With respect to the third objective, to determine the effect of a single acute session of
moderate exercise on the inflammatory and stress responses of FM patients compared with

a control group of healthy women:

8- In general, an anti-inflammatory (or not pro-inflammatory) effect of a single acute
session of moderate exercise (cycle ergometer for 45 min. at 55% VO, max.) was
observed only in the FM patients (who have an elevated "basal inflammatory
status"). The acute moderate exercise improved the monocyte and neutrophil

mediated innate immune function in the healthy women, and seemed not to
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immunocompromise the FM patients. These effects (although paradoxically in
opposite senses) appear to be mediated by "danger or stress signals” — above all

by eHsp72.
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7. ANEXOS







Cuestionario de aptitud para la actividad fisica

El C-AAF es un cuestionario de aptitud para la actividad fisica disefiado por el
Departamento de Salud de Columbia Briténica que ha sido concebido para:

1. Identificar a las personas que presentan contraindicaciones médicas para el
ejercicio fisico.

2. Identificar a las personas con enfermedades clinicamente significativas que
deberian ser remitidas a un programa de ejercicio fisico bajo supervision médica.

3. Identificar a las personas con sintomas de enfermedad y factores de riesgo que
deberian someterse a una valoracion medica mas completa antes de empezar un
programa de ejercicio fisico.

4. Identificar a las personas con necesidades especiales para una participacion
segura en programas de ejercicio fisico (por ejemplo, ancianos, mujeres
embarazadas, etc.).

;Quién deberia hacerse este cuestionario (C-AAF)?

El ejercicio fisico regular se asocia a muchos beneficios para la salud. Cualquier
persona que tenga la intencién de aumentar su nivel de actividad fisica habitual, un
primer paso prudente seria cumplimentar el C-AAF.

Para la mayoria de la gente la actividad fisica no presenta ningiin problema o riesgo en
especial. El CAAF ha sido concebido para descubrir aquellos pocos individuos para los
que la actividad fisica puede ser inapropiada o aquellos que necesitan consejo médico
en relacion con el tipo de actividad mas adecuada en su caso.

¢ Cuiles son los sintomas de riesgo?

Cuestionario de Aptitud para la Actividad Fisica (C-AAF)

Por favor, lea cuidadosamente estas preguntas:

1. ¢Le ha dicho alguna vez un médico que tiene una enfermedad del corazén y le
ha recomendado realizar actividad fisica solamente con supervision médica?

2. ¢Nota dolor en el pecho cuando realiza alguna actividad fisica?

3. ¢Ha notado dolor en el pecho en reposo durante el ultimo mes?

4. ;Ha perdido la conciencia o el equilibrio después de notar sensacion de mareo?

5. ¢Tiene algun problema en los huesos o en las articulaciones que podria empeorar
a causa de la actividad fisica que se propone realizar?

6. ¢Le ha prescrito su médico medicacion para la presion arterial o para algun

problema del corazén (por ejemplo diuréticos)?
7. (Est4 al corriente, ya sea por propia experiencia o por indicacion de un médico,
de cualquier otra razon que le impida hacer ejercicio sin supervision médica?

Si ha contestado Si a una 0 mas preguntas:

o ANTES de aumentar su nivel de actividad fisica o de realizar una prueba para
valorar su nivel de condicién fisica, consulte a su médico por teléfono o
personalmente (si no la he hecho ya recientemente). Indiquele qué preguntas de
este cuestionario ha contestado con un Si o enséfiele una copia del mismo.
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o DESPUES de una revisién médica, pida consejo a su médico en relacion con su
aptitud para realizar:
o Actividad fisica sin restricciones. Probablemente serd aconsejable que
aumente su nivel de actividad progresivamente.
o Actividad fisica restringida o bajo supervision adecuada a sus
necesidades especificas (al menos al empezar la actividad). Informese de
los programas o servicios especiales a su alcance.

Si ha contestado No a todas las preguntas:

Si ha contestado el C-AAF a conciencia, puede estar razonablemente seguro de poder
realizar actualmente:

« UNPROGRAMA GRADUAL DE EJERCICIO. El incremento gradual de
los ejercicios adecuados favorece la mejora de la condicion fisica, minimizando
o eliminando las sensaciones incoémodas o desagradables.

o UNA PRUEBA DE ESFUERZO. Si lo desea, puede realizar pruebas simples
de valoracién de la condicion fisica u otras mas complejas (como una prueba de
esfuerzo maxima).

Notas

o Este cuestionario s6lo es aplicable en personas entre 15 y 69 afios de edad.

o Si estd embarazada, antes de hacer ejercicio le sugerimos que consulte a su
médico.

o SI se produce algiin cambio en su estado en relacién con las preguntas
anteriores, le rogamos que informe inmediatamente al profesional responsable
de su programa de actividad.

* Realizado por el Departamento de Salud de Columbia Britanica (Canada). Concebido
y analizado por el “Multidisciplinary Advlsory Board on Exercise (MABE)”.

* Fuente: Informe de validacion del C-AAF ("PAR-Q Validation Report™).
Departamento do Salud de Columbia Britanica, junio 1975.

Version revisada (rPAR-Q): Thomas S., Reading J., Shephard R.J.. Can. J. Spt. Sci..
17(4):338-345.1992.

Version espafiola: Rodriguez F.A. Apunts Medicina de I’Esport 0:000-000. 1994.
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Cuestionarios sobre habitos de vida.

CUESTIONARIO PARA LOS PARTICIPANTES EN EL PROYECTO:
“EJERCICIO FiSICO HABITUAL Y SISTEMA INMUNITARIO EN LA
FIBROMIALGIA”

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS. UEX.
INVESTIGADOR RESPONSABLE: DR. EDUARDO ORTEGA RINCON

DATOS PERSONALES:

Nombre:
Apellidos:
Sexo:
Edad:

Direccién particular:

Teléfono: Teléfono movil:

e-mail:
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HABITOS DE “ESTILO DE VIDA”:

1.- ;Te consideras una persona de vida sana? ( contesta: si, no, regular)

2.- ;(Fumas? ¢Cuanto? A qué edad empezaste?

3.- ;Bebes alcohol? :Con qué frecuencia?

A qué edad empezaste?

4.- ;Tomas alguna otra droga? ceudl?
¢, con qué frecuencia?

5.- ;Tomas mucho café, té o alguna otra bebida estimulante?

4.- ;Cuéntas comidas realizas al dia? ¢ Cuiles?

¢Llevas a cabo algin tipo de dieta? (indicar brevemente):

¢ Tomas algiin suplemento nuticional?

;Consideras que comes sano?

5.- ;(Cudantas horas duermes al dia? ;duermes siesta? ;duracion?

6.-; Te consideras una persona estresada? ;Porqué?

7.-;Sobre qué hora del dia te encuentras mejor, con mis energia?
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EN RELACION A LA ACTIVIDAD FiSICA:
1.- ; Te consideras una persona de vida sedentaria?

2.-;Haces algin deporte? ¢Cual?
¢ Con qué frecuencia?

3.-;Haces actividad fisica regular? ¢Cudl?
:Con qué frecuencia?

4.- ;La has hecho con anterioridad? ,Cual? ¢Cudndo cesaste?
JPorqué?

5.-Si eres totalmente sedentario, indica una o varias de estas razones (subrayando
la principal)

-No me gusta el deporte
-No soy competitivo
-No me gusta hacer actividad fisica
-No tengo tiempo
-No estoy capacitado (a) pues no estoy “en forma”
-Me gustaria pero no tengo voluntad
-Nadie me ha animado ni me ha convencido
-No la necesito porque me encuentro bien (sano(a), delgado(a), etc)
-No “me sienta bien”
-Otra (indicar cula)
6.- ;Cuail de las siguientes razones te induciria mads a comenzar a realizar actividad
fisica? (ordénalas de mayor a menor importancia)
- Prescripcién médica
- Diversion
- Adelgazar, estar mas fuerte, “mds guapo (a)”
- Mejorar voluntariamente mi estado de salud
- Reducir “estrés”

- Otra (indicar cual)
(Crees que el ejercicio fisico es bueno para la salud? Si No Depende
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“ESTADO DE SALUD”:
FIBROMIALGIA:

1. ;En qué aiio te diagnosticaron la enfermedad?

2. ;Qué medicacion tomas para la fibromialgia?

OTROS:

1.-;Padeces en alguna otra enfermedad o patologia crénica? ;Cudl? ;medicacién?

2.-;Eres alérgico a algo? ;Lo has sido? ;A qué? ;Tienes o has tenido alguna
enfermedad infecciosa relevante? ;Cual?

3. (Estas tomando anticonceptivos? ;cudles? Indicar en cualquier caso si eres
premenopausica o postmenopausica.

4.-;Has sufrido intervenciones quirirgicas? ¢Cuales? ¢Cuando?
5.- ;(Has padecido alguna enfermedad relevante con anterioridad? ¢Cual?
¢(Cuando?

-Otras observaciones que quieras hacer constar:
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SF-36

CUESTIONARIO DE SALUD SF-36

1. En general, usted diria que su salud es:

1 O Excelente
2 [1 Muy buena
3 [0 Buena

4 [] Regular

5 0 Mala

2. Las siguientes actividades se refieren a actividades que usted podria realizar un dia
tipico/comun. ¢, Se siente usted limitado en cualquiera de estas actividades?

Si, estoy Si, estoy No estoy

ACTIVIDADES muy unpoco limitado/a

Limitado/a | Limitado/a

a. Esfuerzos intensos, tales como correr, (5] O 0]
levantar objetos pesados, o
participar en deportes agotadores.

b. Esfuerzos moderados, como mover una (] O ]
mesa, pasar la aspiradora, jugar a los
bolos 0 caminar mas de una hora.

c. Coger o llevar la bolsa de la compra.

==

d. Subir varios pisos por la escalera.

e. Subir un solo piso por la escalera E

3 ) )

f. Agacharse o arrodillarse.

(=]

g. Caminar un kilometro o mas.

[ (o

Ly

de metros).
h. Varias manzanas (varios centenares

i. Una sola manzana (unos 100 metros).

] (| [ i) || S
Ol
) e il

j. Baiiarse o vestirse por si mismo.
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3.En las tltimas 4 semanas, ;ha tenido usted alguno de los problemas siguientes con su
trabajo u otra actividad diaria a causa de su salud fisica?

Si No
a. ;Tuvo que reducir el tiempo dedicado al
trabajo o a sus actividades cotidianas? 0 0
b. (Hizo menos de lo que hubiera querido hacer?

[ [
c. (Tuvo que dejar de hacer algunas tareas en
su trabajo o en sus actividades cotidianas? 0 0
d. ;Tuvo dificultad para hacer su trabajo o sus
actividades cotidianas? 0 0

4. En las ultimas 4 semanas ;ha tenido usted alguno de los problemas siguientes con su
trabajo u otras actividades regulares a causa de algin problema emocional (como estar
deprimido/a o ansioso/a?

Si No
a. {Tuvo que reducir el tiempo dedicado al
trabajo o a sus actividades cotidianas? 0 0
b. (Hizo menos de lo que hubiera querido hacer?

L [l
¢. (No hizo su trabajo o sus actividades cotidianas
tan cuidadosamente como de costumbre? 0 0

5. En las 4 tltimas semanas, ;en que medida su salud fisica o los problemas emocionales
han dificultado sus actividades sociales habituales con la familia, los amigos, los vecinos u
otras personas?

1 O Nada en absoluto
2 1 Ligeramente

3 [1 Medianamente

4 ] Bastante

5 [1 Extremadamente
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6. ;Cuanto dolor en el cuerpo ha tenido usted durante las 4 Gltimas semanas?

1 [1 Ningun dolor

2 [J Un dolor muy leve
3 [1 Un dolor leve

4 [1 Un dolor moderado
5 [J Un dolor fuerte

6 [1 Un dolor muy fuerte

7. Durante las 4 Gltimas semanas, ;hasta qué punto el dolor le ha dificultado su trabajo
habitual (incluido el trabajo fuera de casa y las tareas domésticas)?

1 [ Nada en absoluto
2 [1 Ligeramente

3 [1 Medianamente

4 [] Bastante

5 [ Extremadamente

8. En las ultimas 4 semanas, ;Por cuanto tiempo le ha causado problemas su salud o sus
6 . . . gy
problemas emocionales en sus actividades sociales (como visitar sus amistades, familiares,

etc.)?
1 [ Todo el tiempo
2 [1 Casi todo el tiempo
3 [ Algunas veces
4 1] Muy pocas veces
S (1 Ni una vez

9. ;Que tan VERDADERAS o FALSAS son para usted cada una de las declaraciones

siguientes?

Es
verdad

Es verdad por
la mayor parte

No se

Es falso por Es
la mayor parte | falso

a. Parece que me enfermo 0
con mas facilidad que otras
personas.

[

O

O O

b. Yo soy tan sano/a como 0
otras personas que conozco.

c. Yo espero que mi salud 0
empeore.

d. Mi salud es
excelente/buenisima.
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10.;Por cuanto tiempo en las 4 Gltimas semanas?

Todo La mavor | Gran Parte Muy poco | Ni
el tiempo parte del | del del una
tiempo | parte del | tiempo tiempo | tiempo vez

a.;Se sinti6 lleno/a de
fuerza?

[] [ O O ] [

b.;Se ha sentido usted

S 0
muy nervioso?

o

[ O O g

c.;Se ha sentido usted
podia alegrarlo/a? O O 0 O 0
decaido/a que nada

(|

d.;Se ha sentido usted
calmado/a y en paz?

%)
O

e.;Ha tenido usted mucha
energia?

|

f.;Se ha sentido
desanimado/a y triste?

] S =

2., Se ha sentido
desganado y cansado?

A ol | 3 | o R
ol 58 T 6 it T

o o i e ot
[

1| 181 |
(T 8 o e o | 5
R |

h.;Se ha sentido feliz?

11. En general, ;Como calificaria su salud?

12. ;Coémo diria que es su salud actual, comparada con la de hace un afio?

1 [ Mucho mejor ahora que hace un afio
2 [1 Algo mejor ahora que hace un afio

3 [J Mas o menos igual que hace un afio
4 [ Algo peor ahora que hace un afio

5 [0 Mucho peor ahora que hace un afio
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Appendix. The Spanish version of FIQ

INSTRUCCIONES: En las preguntas que van de la a a la i, por favor rodee con un circulo el nimero que mejor describa cémo se encon-
tr6 en general durante la (ltima semana. Si no tiene costumbre de realizar alguna de las siguicntes actividades, tache la pregunta.

1. Ha sido usted capaz de:

Hacer la compra
Hacer la colada con lavadora
Preparar la comida

Hacer las camas

Caminar varias manzanas
Visitar a amigos / parientes
Utilizar transporte publico

~F®m oo a0 T

2. (Cuéntos dias de la Gltima semana se sinti6 bien?

0 1 2 3 4

Lavar los platos y los cacharros de la cocina a mano
Pasar la fregona, la mopa o la aspiradora

5

Siempre

7

coococooococcocoo

Lamayoria  En ocasiones Nunca

de las veces

NN RNNRNNRNON
W W W W W Www

3. (Cuéntos dias de la dltima semana falt usted al trabajo por causa de su fibromialgia? (Si no trabaja usted fuera de casa, deje esta

pregunta en blanco)

0 1 2 3 4

5

(En las siguientes preguntas, ponga una marca como esta | en el punto de la linea que mejor indique ¢émo se sintié en general durante

la Gitima semana)

4, Cuando fue a trabajar, ;cudnta dificultad le causaron el dolor u otros de su fibromialgia en ¢l d de su trabajo?
Sin Mucha
problema dificultad

5. (Co6mo ha sido de fuerte el dolor?

Sin Dolor
dolor muy fuerte

6. (Como se ha encontrado de cansada?

Nada Muy
cansada cansada

7 ¢Cémo se ha sentido al levantarse por las mafianas?

Bien Muy
cansada

8. (Como se ha notado de rigida o agarrotada?

Nada Muy
rigida rigida

9. (Coémo se ha notado de nerviosa, tensa o angustiada?

Nada Muy
nerviosa nerviosa

10. (Coémo se ha sentido de deprimida o triste?

Nada Muy
deprimida deprimida
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IMAGEN PORTADA: detalle del cuadro “La Primavera’ (Sandro Botticelli).



