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Resumen

Debido a su presencia en productos como el café o el té, la cafeina es,
probablemente, el producto farmacol6gico mas consumido por el ser humano.
Resultados de estudios previos demuestran un posible efecto antiinflamatorio, asi como
un efecto saludable, bien por la propia cafeina o por los acidos clorogénicos presentes
en el café. Por otra parte, la actividad fisica, tanto puntual como llevada a cabo de forma
continuada, se ha relacionado con un efecto antiinflamatorio. Sin embargo, no se han
estudiado en profundidad los efectos combinados de la actividad fisica y la ingesta de

cafeina sobre la respuesta inflamatoria en el organismo.

El objetivo general de la tesis fue determinar el efecto de la actividad fisica en

combinacion con la ingesta de cafeina sobre el estado inflamatorio del organismo.

Para cumplir este objetivo se siguid un disefio experimental basado en dos
estudios. Por una parte, se realiz6 un estudio transversal observacional con 244
participantes sanos (112 hombres y 132 mujeres) para determinar la asociacion entre
los marcadores de inflamacién, el nivel de actividad fisica y de sedentarismo, y la ingesta
habitual de cafeina, ademas de variables de control como el nivel de grasa visceral y
total en el organismo. En el caso del consumo habitual de cafeina, solo se observé una
asociacion negativa con los niveles plasmaticos de proteina C reactiva (PCR) (p=0.001).
En cuanto al porcentaje de grasa corporal, éste se asocid positivamente con los niveles
de PCR (p<0.001) e inversamente con los de adiponectina (p=0.032) e IL-10 (p=0.001),
mientras que, el nivel de grasa visceral era el principal predictor de la IL-6 (p<0.001) y
el TNFa (p<0.001). Por otro lado, el comportamiento sedentario fue el principal predictor,
negativo, de la concentracion de IL-10 (p<0.001), y positivo de la concentracién de TNFa
(p<0.001).

Por otra parte, se llevd a cabo un estudio de intervencién cruzado, doble ciego y
aleatorizado de suplementacién con cafeina (6 mg/kg peso corporal) antes de la
realizacién de un ejercicio en un tapiz rodante (60 minutos, 70%V0.max). En este caso,
los participantes fueron 13 deportistas recreacionales varones bien entrenados. La
suplementacién con cafeina provocé concentraciones superiores de IL-10 (2.42 + 0.54
vs. 3.47 £ 0.72 pg-mL?, p=0.01) y de IL-6 (3.04 £ 0.40 vs. 3.89 + 0.62 pg-mL™*, p=0.003)
en respuesta al ejercicio. Ademas, la suplementaciébn con cafeina indujo
concentraciones superiores de adrenalina (257.3 + 53.2 vs. 134.0 + 25.7 pg-mL?,
p=0.03) después del ejercicio, asi como de cortisol (46.4 +8.5 vs. 32.3 + 5.6 pg-mL™,

p=0.007) dos horas después de haber finalizado el ejercicio.
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En conclusidn, en la poblacion estudiada, tanto la actividad fisica como la ingesta
habitual de cafeina se asociaron con un efecto antiinflamatorio muy ligero,
caracterizado, respectivamente, por niveles superiores de IL-10 e inferiores de PCR. Por
el contrario, el sedentarismo y el acumulo de grasa se revelaron como los principales
determinantes del estado proinflamatorio del organismo. Sin embargo, la
suplementacion con cafeina aporté a la respuesta inflamatoria a una sesion de ejercicio
un caracter mas antiinflamatorio, definido, principalmente, por mayores incrementos de

IL-10 en respuesta al ejercicio.
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Resum

Per la seva preséncia en productes com el café o el te, la cafeina és,
probablement, el producte farmacoldgic més consumit per I'ésser huma. Resultats
d’estudis previs demostren un possible efecte antiinflamatori de la cafeina, aixi com un
efecte saludable degut a la cafeina mateixa o als acids clorogénics propis del cafe.
D’altra banda, I'activitat fisica, tant puntual com duta a terme de manera continuada,
s’ha relacionat amb un efecte antiinflamatori. Tot i aixi, no s’han estudiat en profunditat
els efectes combinats de I'activitat fisica i la ingesta de cafeina sobre la resposta

inflamatodria en 'organisme.

L’'objectiu general de la tesi era determinar l'efecte de [l'activitat fisica en

combinacio amb la ingesta de cafeina sobre I'estat inflamatori de I'organisme.

Per assolir aquest objectiu, es va seguir un disseny experimental basat en dos
estudis. Per una part, es va realitzar un estudi transversal observacional amb 244
participants sans (112 homes i 132 dones), per determinar I'associacié entre els
marcadors d’inflamacié, nivells d’activitat fisica i de sedentarisme, i la ingesta habitual
de cafeina, a més de variables de control com els nivells de greix visceral i total en
'organisme. En el cas del consum habitual de cafeina, només es va observar una
associacié negativa amb els nivells de proteina C reactiva (PCR) (p=0.001). Quant al
percentatge de greix corporal, aquest es va associar positivament amb els nivells de
PCR (p<0.001) i negativament amb els d’adiponectina (p=0.032) i de IL-10 (p=0.001). El
nivell de greix visceral es va determinar com el principal predictor de la IL-6 (p<0.001) i
del TNFa (p<0.001). Finalment, el comportament sedentari fou el principal predictor,
negatiu, de la concentracié de IL-10 (p<0.001) i, positiu, de la concentracié de TNFa
(p<0.001).

En segon lloc, es va dur a terme un estudi d’intervencié creuat, amb cegament
doble i aleatoritzat de suplementacié amb cafeina (6 mg/kg pes corporal) abans de la
realitzacié d’un exercici en cinta de cérrer (60 minuts, 70% VO.max). En aquest cas, els
participants foren 13 esportistes aficionats de sexe masculi ben entrenats. La
suplementacié amb cafeina va provocar concentracions superiors de IL-10 (2.42 + 0.54
vs. 3.47 £ 0.72 pg-mL*?, p=0.01) i de IL-6 (3.04 £ 0.40 vs. 3.89 + 0.62 pg-mL™, p=0.003)
en resposta a I'exercici. A més, la suplementacié amb cafeina va induir concentracions
superiors d’adrenalina (257.3 + 53.2 vs. 134.0 + 25.7 pg-mL?, p=0.03) després de
I'exercici, aixi com de cortisol (46.4 + 8.5 vs. 32.3 + 5.6 pg-mL?, p=0.007) dues hores

després d’haver finalitzat I'exercici.
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En conclusié, en la poblacié estudiada, tant I'activitat fisica com la ingesta
habitual de cafeina estaven associades a un efecte antiinflamatori molt lleuger,
caracteritzat, respectivament, per nivells superiors de IL-10 i inferiors de PCR. Per
contra, el sedentarisme i 'acumulacié de greix es varen revelar com els principals
determinants de I'estat proinflamatori de I'organisme. Per altra part, la suplementacio
amb cafeina va aportar a la resposta inflamatoria en una sessié puntual d’exercici un
caracter més antiinflamatori, caracteritzat, principalment, per majors increments de IL-

10 en resposta a 'exercici.
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Abstract

Due to caffeine's widespread presence in foods such as coffee or tea, it is
probably the most commonly consumed pharmacological product by humans. The
results of previous studies show a possible anti-inflammatory effect and a beneficial
impact on health either as a result of the caffeine itself or due to the chlorogenic acid
present in coffee. For its part, physical activity of both an acute or a regular nature has
been associated with an anti-inflammatory effect. However, the combined effects of
physical activity and caffeine intake on the body's inflammatory response have not been

determined.

The main aim of this thesis was to determine the effect of physical activity in

combination with caffeine intake on the body's inflammatory state.

An experimental design based on two studies was applied to achieve this
objective. First, a cross-sectional observational study with 244 healthy people (112 men
and 132 women) was conducted to determine the association between inflammatory
markers and the level of physical activity or sedentary behaviour and regular caffeine
intake, in addition to other control variables, like the level of visceral and total body fat.
In the case of regular caffeine intake, only a negative association with C-reactive protein
(CRP) levels (p=0.001) was observed. The body fat percentage was positively
associated with CRP levels (p<0.001) but negatively associated with adiponectin
(p=0.032) and IL-10 (p=0.001). The visceral fat level was the main predictor for IL-6
(p<0.001) and TNFa (p<0.001). Sedentary behaviour was the main negative predictor
for IL-10 (p<0.001) and main positive predictor for TNFa concentrations (p<0.001).

A randomized, double-blind crossover study was also conducted of
supplementation with caffeine (6 mg/kg body mass) prior to a treadmill exercise test (60
minutes, 70% VO-max). Thirteen well-trained recreational male athletes participated in
the study. Caffeine supplementation produced higher plasma concentrations of IL-10
(2.42 £ 0.54 vs. 3.47 + 0.72 pg-mL*, p=0.01) and IL-6 (3.04 + 0.40 vs. 3.89 + 0.62
pg-mL?, p=0.003) in response to exercise. Furthermore, caffeine supplementation
induced higher adrenaline concentrations (257.3 + 53.2 vs. 134.0 + 25.7 pg-mLY,
p=0.03) after exercise and higher cortisol levels (46.4 +8.5 vs. 32.3 + 5.6 pg-mL?,

p=0.007) after a 2-hour recovery period.

In conclusion, in the population under study, regular physical activity and caffeine
intake were both only associated with a slight anti-inflammatory effect, characterized,

respectively, by higher IL-10 and lower CRP levels. Sedentary habits and fat
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accumulation were found to be the main predictors of a proinflammatory state. However,
caffeine supplementation raised the anti-inflammatory response to an acute bout of

exercise, mainly through higher IL-10 levels.
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Estructura de la tesis

El primer capitulo consta de una introduccién donde se profundizan los
conceptos mas relevantes de los estudios realizados. En primer lugar, se abordan las
caracteristicas que tiene la cafeina, tanto a nivel de consumo como sus mecanismos de
accion y los efectos generales en el organismo, dado que la cafeina es un pilar basico
en la presente tesis. En el siguiente apartado se explica qué es la inflamacion sistémica
crénicay su relacion con distintas enfermedades, asi como la manera en que repercuten
los niveles de actividad fisica y el sedentarismo en dicho proceso inflamatorio.
Seguidamente se tratan las respuestas inmunitarias e inflamatorias a una sesion de
actividad fisica, incidiendo en cémo varian los niveles de IL-6 e IL-10, principalmente.
Después se completan los mecanismos de la cafeina explicados en el primer apartado
con su efecto sobre la inflamacion. Finalmente se describen los efectos de la cafeina
sobre el estado inflamatorio del organismo, primero sobre una sesion de ejercicio fisico
y después sobre como puede modificar los niveles de citocinas el consumo de café u
otros componentes, como los acidos clorogénicos.

En el segundo y tercer capitulo se exponen los objetivos y la hipétesis,
respectivamente. Seguidamente, el capitulo cuatro es el de resultados, que presenta los
dos articulos que componen la tesis.

El quinto capitulo es el de discusién, donde se argumentan y razonan los
resultados del estudio, como también las limitaciones del estudio. Y en el capitulo siete
se pueden consultar las conclusiones.

A continuacion, pueden consultarse las referencias bibliograficas. Y al final
aparecen los tres anexos donde se pueden consultar la resolucion del comité de ética
(anexo 1), el cuaderno de recogida de datos para el estudio A (anexo 2) y el cuaderno
de recogida de datos para el estudio B (anexo 3). En estos cuadernos se pueden
consultar los cuestionarios de actividad fisica (IPAQ), el consumo habitual de cafeina,
el cuestionario de adherencia a la dieta mediterranea, el cuestionario de frecuencia de

consumo de alimentos y el registro dietético de una semana.
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Introduccién

Capitulo 1;: INTRODUCCION

1.1 Cafeina

La cafeina (CsH10N4O>) pertenece a la familia de los compuestos heterociclicos
también llamados purinas. Su nombre sistematico es 3,7-dihidro-1,2,7-trimetil-1H-
purina-2,6-diona, aungque también es conocida como 1,3,7-trimetilxantina o 1,3,7-
trimetil-2,6-dioxopurina. Dicha sustancia esta clasificada como un alcaloide, un término
usado para aquellas sustancias que son producto final del metabolismo del nitrégeno de
ciertas plantas, entre las que se encuentran las plantas del café, el té, el cacao y la cola

[1].

1.1.1 Consumo y fuentes de cafeina

Debido a su efecto estimulante y su presencia en alimentos como el café, el té,
el chocolate o algunas bebidas azucaradas, la cafeina es, probablemente, la sustancia
psicoactiva mas consumida en el mundo [2]. Los ultimos datos disponibles confirman
gue cerca del 90% de estadounidenses consumen cafeina a diario [3, 4], en cantidades
equivalentes a 2,8 mg/kg peso, observacion que se mantiene en otros estudios llevados
a cabo en Estados Unidos, que sitian en 186 mg la cantidad media tomada por un adulto
al dia [4, 5], y siendo este valor inferior al observado en otros paises como Brasil, donde
se indica que la ingesta diaria es de 238 mg de cafeina [6]. La European Food Safety
Authority (EFSA) [7] muestra como el consumo medio de cafeina por adulto en Espafia
en el afio 2015, dltimo afio del que se conocen datos, era de 2,3 mg/kg peso (equivalente
a 161 mg/dia para un sujeto de 70 kg de peso), mientras que en paises como Dinamarca
superan los 10 mg/kg. De media, un café expreso contiene entre 75-100 mg de cafeina,
por tanto, en un adulto de un peso medio de 70 kg, cada café expreso podria aportar 1
mg/kg peso. Referente a su toxicidad, se ha establecido que dosis entre 35-40 mg de
cafeina/kg peso pueden resultar fatales [8].

En la naturaleza, la cafeina puede encontrarse en granos de café, hojas de té,
granos de cacao o0 nueces de cola [1, 9]. Ademas, también puede ser producida
sintéticamente para su uso como aditivo alimentario o como compuesto farmacéutico,
teniendo una estructura idéntica a la que se encuentra en la naturaleza [10]. En el caso
de las hojas de té, la cantidad de cafeina (cominmente llamada teina) que encontramos
en una hoja representa entre el 3-5% del total del peso seco [11, 12] y segln datos de

la EFSA corresponde a unos 40-50 mg de cafeina/taza.
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De forma global, en Africa, el consumo de productos que contienen cafeina se
centra en el té (principalmente té negro) y bebidas de cola. Lo mismo ocurre en los
paises asiaticos y del Pacifico, sobre todo en lugares como Japén, Vietham y Hong
Kong. En cambio, tanto en América del Norte como en Latinoamérica el aporte
mayoritario es del café, seguido por las bebidas de cola [9]. Concretamente, en Estados
Unidos, un 64% de la cafeina consumida a diario proviene del café, seguido del té, con
un 16%. Las bebidas energéticas, que en el estudio en cuestidn solo corresponden a un
1% del consumo de cafeina diario han tenido un repunte en la Gltima década, segun

aseguran los autores [4], tal y como se comentard en los siguientes parrafos.

En los paises europeos la ingesta mayoritaria de cafeina proviene del café,
exceptuando en Gran Bretafia e Irlanda, donde la fuente principal es el té. En este
sentido, en Espafia, los estudios realizados muestran resultados dispares aunque con
una observacion comun, que es que la mayor cantidad de cafeina en poblacién adulta
es ingerida en forma de café (entre el 40,5% y el 76,2%), dejando atras otros productos
como el té (20,7% y 0,7%) o las bebidas de cola (18,1% y 8,7%) [7]. En adolescentes
(10-18 afios), los datos de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion
(AESAN) y de la Federacién Espafiola de Industrias de la Alimentacion y Bebidas (FIAB)
indican que casi no hay diferencias entre consumo de café (41,1 %) y chocolate (41,9%),
aungue otros dos estudios [13, 14] muestran una tendencia mucho mas polarizada hacia
el consumo de chocolate. Segun el estudio realizado por NUT INKO5 [13] el consumo
de café en adolescentes se sitla en el 17,4% mientras que segun el estudio enKid [14]
apenas es del 8,2%. Por otro lado, el consumo de chocolate esta en el 64,5% y 91,8%,

respectivamente [7].

Otra de las fuentes habituales de cafeina son las bebidas para deportistas,
caracterizadas por ser una fuente importante de hidratos de carbono (HdC) y/o
electrolitos que conforman un preparado con dosis razonables de cafeina. Este tipo de
productos deben ser diferenciados de aquellos que, a menudo, van dirigidos a
deportistas con denominaciones tipo “bebidas energéticas o estimulantes” pero que
contienen cantidades abusivas de cafeina (50-500 mg) [7] y que pueden suponer un
riesgo para la salud. Estas, cuyo consumo no supone mas del 1% en poblacion general
[4], como se ha indicado anteriormente, tienen una tendencia en aumento en los Ultimos
afios, principalmente en poblacion joven (entre el 30-50% de los adolescentes las

consumen a diario) [15].

En los ultimos afos diversos estudios sugieren que la ingesta de café produce
efectos beneficiosos para la salud [16-18]. En este sentido, se ha relacionado el

consumo de café con una disminucién del riesgo de sufrir enfermedades crénicas
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severas. Sin embargo, considerando el contenido en cafeina, un consumo elevado
puede ser contraproducente, sobre todo en mujeres embarazadas [19-21]. En este caso,
se recomiendan dosis maximas entre 200-300 mg de cafeina al dia (entre 3 y 4 mg/kg
de peso) [4, 19, 20, 22], ya que la vida media es mayor que en mujeres no embarazadas,
debido a una interaccién entre la cafeina y los estrégenos, dando lugar a la inhibicion
de la sintesis de enzimas codificados por el gen citocromo P450 1A2 (CYP1A2), uno de
los implicados en el metabolismo de la cafeina [7, 19, 20]. El hecho de disponer de
mayores niveles de cafeina en el organismo de los recomendados, puede suponer un
riesgo afiadido para el feto dada la capacidad que tiene la cafeina de atravesar
libremente la placenta [7]. Por esta razén, en paises como Nueva Zelanda, Chile o
Canada marcan la dosis limite en 300 mg diarios de cafeina [4, 9]. Considerando
poblaciéon adulta sana con un peso de 70 kg, pese a observarse una reduccion de la
duracion del suefio a partir de un consumo de 100 mg diarios de cafeina (1,4 mg/kg) [7],
estas ingestas no se han asociado con otros efectos negativos que puedan suponer un
riesgo para la salud, incluso un consumo de 400 mg (5,7 mg/kg) diarios tampoco parece
aumentar la probabilidad de padecer algun efecto adverso sobre la salud [7, 9]. En
cualquier caso, estos valores de 400 mg diarios parecen ser superiores al consumo
habitual en muchos paises. Por ejemplo, se ha establecido que un 14% de la poblacién
adulta de los Estados Unidos excede dicho umbral [4] y una tercera parte de los paises

estudiados por la EFSA superan esta dosis diariamente [7].

1.1.2 Absorcién, metabolismo y excrecién de la cafeina

Una vez ingerida, la cafeina se absorbe rapidamente en el intestino delgado,
habiéndose observado que en unos 30-60 minutos después de haberla tomado los
niveles en plasma ya se encuentran en valores maximos, manteniéndose bastante
estables (por encima del 90% del nivel maximo) durante las cuatro horas siguientes [23].
En cualquier caso, la cafeina puede encontrarse en el organismo hasta 9-10 horas (h)
después de su ingesta, ya que su metabolizacién es considerablemente lenta [23],
ocurriendo en el higado hasta su excrecién via urinaria [10]. En cuanto al valor de la
concentracion maxima en plasma que se obtiene, dependera de la dosis ingerida. Si se
consideran dosis puntuales de cafeina pura, en estudios donde se usan cantidades
superiores a 9 mg/kg, los picos de concentracion en plasma son de 60-70 uM. Con dosis
de 6 mg/kg, se obtienen concentraciones en torno a 40-50 uM [24, 25], mientras que
con dosis iguales o inferiores a 3 mg/kg, la concentracion se reduce hasta 15-30 uM
[26]. En algunos estudios las concentraciones de cafeina en plasma se han determinado

con la ingesta de café. En este sentido, Fredholm et al. [27], simplifican las
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observaciones estableciendo que, de media, un café produce un pico de cafeina
plasmética de 1-10 uM, mientras que la ingesta de 2-3 cafés aumentan dicho pico hasta
20-50 uM. En otro estudio se observo un pico de 27 uM tras la ingesta de 132 mg de
cafeina repartidos entre 2 cafés y chocolate, después de un periodo de abstinencia de
cafeina de 15 h [28]. Estas concentraciones, pese a considerarse picos maximos tras la
ingesta de cafeina o café, pueden mantenerse estables durante horas, tanto por la
propia metabolizacién de la cafeina como por el aporte continuado de esta sustancia en
base a la toma cada pocas horas de productos como el propio café. Asi, Lelo et al. [29]
observaron una concentracion media de cafeina plasmética de 25 uM en aquellas
personas que consumian cafeina a lo largo del dia, con una ingesta entre 179-849 mg
(ingesta ad libitum). Estos resultados eran ligeramente superiores a los obtenidos por
De Leon et al. [30], que mostraban diferentes concentraciones en funcién de si los

sujetos tomaban 1-2 cafés al dia (13 uM) o 5-6 cafés (17 uM).

Tal como se ha indicado previamente, la cafeina se metaboliza de forma
relativamente lenta. En humanos, el primer paso de la metabolizacion consiste en la 3-
demetilacién de la cafeina a paraxantina (aproximadamente el 82% de la cafeina
ingerida sigue esta ruta), proceso catalizado por la enzima CYP1A2 [10, 31], mientras
que las vias que llevan a la formacién de teobromina y teofilina, catalizadas por el
citocromo P450 2E1 [31], no son tan habituales (12% y 6% respectivamente) [32]. Al
final del proceso del metabolismo de la cafeina, la mayor parte habra sido reconvertida
en distintos subproductos que pueden ser clasificados segun su concentracion y que
son eliminados por la orina. ElI mayoritario es el acido 1-metillrico (26,5%), seguido de
la 1-metilxantina (19%), 5-acetilamino-6-formilamino-3-metiluracilo (AFMU) con un 16%,
7-metilxantina (7,5%), paraxantina (6,5%) y la 3-metilxantina (3%) [32], ademas de que
una parte de la cafeina, en torno al 1%, es excretada como tal, sin ser modificada por la
orina [33].

Todo el proceso del metabolismo de la cafeina puede estar influenciado por
variaciones en dos genes, CYP1A2 y receptor de adenosina A.a (ADORAZ2A), que
podran modificar la respuesta del organismo a la ingesta de cafeina. Variaciones en el
gen CYP1A2 tienen un impacto en el metabolismo de la cafeina, dado que los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en la posicién 734 (-163 C>A) han sido
identificados como el punto mas inducible sobre los cambios en el metabolismo de dicha
sustancia [31, 34]. De esta manera, hos encontramos con tres posibilidades: individuos
homocigoticos A/A, que corresponden al 40% de la poblacion, y que tienen la capacidad
de metabolizar adecuadamente la cafeina, e individuos heterocigéticos A/C y

homocigéticos C/C, 50% y 10% de la poblaciéon respectivamente, que se pueden
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englobar en conjunto ya que ambos presentan una metabolizacion “lenta” de la cafeina.
Esta caracteristica les daria la peculiaridad de prolongar su vida media, aunque son
necesarios mas estudios para determinar cuanto tiempo es prolongable la vida media

de la cafeina en las personas con dicha caracteristica [31].

Por otro lado, encontramos el gen ADORAZ2A, gue codifica para los receptores
de adenosina tipo 2a, que se encuentran en el cerebro y en las células del sistema
inmune, principalmente. Estos receptores tendran un papel clave en la desregulacion
de la dopamina y la lanzadera de glutamato [31]. Al igual que con el CYP1A2, SNPs en
la posiciébn 1976 C>T tienen un efecto relacionado con la cafeina. La distribucion
poblacional de los genotipos divide a la poblacion en personas que presentan un alelo
C (C/C o CIT), a las que se les ha nombrado como “sujetos que no responden a la
cafeina” y los homocigotos T/T [31]. Esta caracteristica podria estar relacionada con la
toma diaria de cafeina, tal como muestra un estudio en el que los individuos T/T tenian

un menor consumo de cafeina que los C/C [35].

1.1.3 Mecanismos de accion de la cafeina

El principal mecanismo de actuacion de la cafeina es como antagonista de la
adenosina. La adenosina es un nucleésido purinico formado por una molécula de
adenina unida a una molécula de ribosa y es sintetizada, tanto de forma extracelular
como intracelular, por medio del metabolismo del adenosin trifosfato (ATP) [36]. En el
caso de ser sintetizada intracelularmente, ésta difunde al exterior a través de
transportadores pasivos por medio de un gradiente de concentracion. Una vez se
encuentre en el exterior de la célula, podra pasar a ejercer su funcién en otras células
mediante la union a los receptores de adenosina [37]. Los receptores de adenosina que
a dia de hoy se conocen en detalle son cuatro: A1, Aza, Azb, As [38] y sus caracteristicas
principales pueden observarse en la tabla 1. Todos estos receptores forman parte de la
familia de receptores acoplados a proteina G [37], y estan ligados a la enzima adenilato
ciclasa, que cataliza la formacion del segundo mensajero adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) [39]. Estos receptores presentan una estructura que incluye siete hélices-a
transmembrana con el extremo amino-terminal dirigido hacia el exterior y una hélice-a
transmembrana unida a un dominio amino-terminal, lugar donde se une la adenosina.
Por otro lado, el extremo carboxi-terminal (punto de acoplamiento de las proteinas G)
presenta residuos de treonina y serina que seran las dianas para la fosforilacion de las
proteinas quinasas, permitiendo la anulacion de la sensibilizacion de estos receptores
[40].
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Tabla 1. Tipos de receptores de adenosina y sus caracteristicas principales.

Efecto de la adenosina Kd Ny
Receptor ) ) Tejidos
sobre Adenilato ciclasa (cafeina, pM)
Misculo
A1 Inhibe 12 Hipocampo
Cerebelo

Sistemainmune
Azl Activa 2,4 Células dendriticas

Ganglios basales

Sistema inmune
Neuronas
Azp Activa 13
Astrocitos

Microglia

Hipocampo
Cerebelo

As Inhibe 80 Neuronas

Astrocitos

Microglia

Kd: constante de disociacion. Adaptado de Csoéka, B [38].

Al unirse a su receptor, y dependiendo del tipo de receptor, la adenosina activara
o inhibira la enzima adenilato ciclasa, con la consecuente modificacion de los niveles de
AMPc [39]. En el caso de los receptores A4, la accion de la adenosina inhibe la adenilato
ciclasa, deteniendo la sintesis de AMPc, ya que dichos receptores se encuentran unidos
a proteinas del tipo Gi o Go [27]. Paralelamente, se produce la apertura de los canales
de K* y la inhibicién de los canales de Ca?, permitiendo la sefializacién neuronal. Su
funcionalidad depende de la via de la proteina quinasa A-ciclasa dependiente de AMPc
o de unas proteinas intercambiadoras activadas por AMPc [38, 41]. Estos receptores A;
se encuentran mayoritariamente en el muasculo esquelético, ademas de en el

hipocampo, cerebelo y neuronas de la corteza.
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Los receptores Az, Se encuentran unidos a proteinas del tipo Gs [27], que activan
la adenilato ciclasa y, por tanto, aumentan las concentraciones de AMPc. Estos
receptores son los mayoritarios en las células del sistema inmune, aunque también
estan presentes en regiones postsinapticas de los ganglios basales y en las espinas
dendriticas. En cuanto a los receptores Az, que también estan unidos a proteinas Gs,
y, por lo tanto, activaran la adenilato ciclasa, se distribuyen en menor medida en las
células del sistema inmune, asi como en células neuronales y gliales. Por ultimo, los
receptores Az se encuentran en bajas concentraciones en el hipocampo, astrocitos,
cerebelo y microgliay, al igual que los receptores A, la union de la adenosina con estos
receptores inhibe la produccion de AMPc.

La cafeina, actuando como antagonista de la adenosina, uniéndose a sus
mismos receptores, inducira cambios en los niveles de AMPc que seran contrarios a los
descritos para la adenosina. Cada tipo de receptor tendra una tendencia diferente a
unirse con la cafeina. Observando la tabla 1 se pueden apreciar las diferencias en
cuanto a la constante de disociacion (Kd) entre los 4 receptores. Asi, el receptor Aza es
el que tiene una mayor afinidad por la cafeina, mientras que el receptor A; es el que
menos. Esto implicara que, tras la ingesta de cafeina, ésta actuarda principalmente sobre
aguellas células que contengan receptores con una afinidad superior por la cafeina,
caracterizada por valores inferiores de Kd. Relacionandolo con el apartado anterior,
donde se comenta que con la toma de un café ya se alcanza un pico de unos 13 uM

[30], la cafeina se unira a los receptores Ai, Aza 'y Azb.

Ademas de actuando como antagonista de la adenosina, la cafeina puede
modificar la concentracion de AMPc por medio de otros mecanismos. Uno de ellos es
debido a su capacidad de inhibicion de la fosfodiesterasa. Esta enzima cataliza la
hidrdlisis de los enlaces fosfodiéster de ciertas moléculas, como el caso de AMPc [42].
Por lo tanto, en presencia de cafeina, siguiendo este mecanismo, los niveles de AMPc
seguirian en concentraciones elevadas, ya que se inhibiria su hidrélisis. Sin embargo,
se ha descrito que la concentracion necesaria de cafeina para que se dé esta inhibicién
parece ser mas elevada que la concentracion fisiologica, al menos para las formas de
la enzima fosfodiesterasa que se han podido caracterizar al detalle [27, 42-44]. Por otra
parte, se ha observado que la cafeina es capaz de inhibir la acetilcolinesterasa, un tipo
de esterasa que tiene como actividad la hidrélisis de la acetilcolina, neurotransmisor
presente en el sistema nervioso central y periférico cuyos receptores se encuentran en
leucocitos y otros tejidos [45]. La acetilcolina tiene, entre otras funciones, la transmision
de sefiales hasta el masculo esquelético y glandulas terminales [45]. Finalmente, otro

de los posibles mecanismos de actuacion de la cafeina seria a través de la movilizacion
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del calcio intracelular a través del reticulo sarcoplasmatico. Concentraciones de cafeina
superiores a 1 mM [34, 46-48], mayores de las que se pueden conseguir mediante la
toma de 9 mg cafeina/kg de peso, provocan un aumento de la sensibilidad al calcio de
un canal liberador de calcio sensible a ADP ciclico-ribosa, el llamado canal sensible a la
rianodina, provocando la liberacion del calcio intracelular almacenado en el reticulo

sarcoplasmatico del musculo [46].

Adrenalina
B-bloqueantes \, B-agonistas
- Adenilato
ciclasa
PKA

l

Proteina diana

Figura 1. Efecto de la adrenalina sobre el receptor 3-2-adrenérgico.
Adaptado de Cairns, S.P. et al. [49].

En el organismo, la cafeina provoca un aumento de los niveles de adrenalina ya
sea de forma directa, estimulando las glandulas suprarrenales, o indirecta, causando un
aumento de la sefal de salida [46, 50]. Este aumento de los niveles de adrenalina,
provocara una estimulacion de los receptores B-2-adrenérgicos con la consecuente
activacion de la adenilato ciclasa, aumentando los niveles de AMPc, tal y como se puede
observar en la figura 1 [49]. En el caso del cortisol, la ingesta de cafeina provoca una
estimulacion del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (EHHA), aumentando los niveles
de adrenocorticotropina y, por consiguiente, un aumento de cortisol [51], aunque este
efecto no se observa con la misma frecuencia que en el caso de la adrenalina. Por otro
lado, en la tabla 1 anteriormente comentada, se observa como el receptor A, que se
encuentra en algunas células del SNC, responde como inhibidor de la adenilato ciclasa
en respuesta a la adenosina. Entonces, tras la administracion de cafeina, se producira
la accién antagoénica, un aumento de AMPc. Segun Lovallo et al. [51], la acumulacion

del segundo mensajero en la pituitaria, estimulara la expresion del gen del factor
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liberador de corticotropina, estimulando la produccién de adrenocorticotropina y

aumentando los niveles de cortisol al igual que ocurre con el EHHA [51].

Por tanto, en resumen, se podria decir que, en el organismo, la cafeina
provocara un aumento de los niveles de adrenalina y, probablemente, de cortisol. A nivel
local, la cafeina, modificara los niveles de AMPc, aunque los cambios dependeran del

receptor mayoritario de adenosina que se encuentre en cada tejido.

1.1.4 Efectos generales de la cafeina en el organismo

El mecanismo de accién de la cafeina consiste en el bloqueo de los receptores
de adenosina tipo A1 y Aza [27]. La adenosina es una sustancia transmisora del SNC
gue cuando actia transmite mensajes de disminuir la actividad alli donde establezca
comunicaciones [27, 48]. Los receptores de la adenosina estan ampliamente
distribuidos por el encéfalo, con una gran cantidad de estructuras cruciales para la
ejecucién de las habilidades cognitivas como son el hipocampo, la corteza cerebral, la
corteza del cerebelo y el tAlamo [27]. El bloqueo de los receptores de la adenosina, por
tanto, impide que ésta se una a los receptores y actie en el SNC, revirtiendo en
incrementos moderados de transmision o actividad de los sistemas de neurotransmision
que disponen de receptores de adenosina, clasificados en noradrenérgico, colinérgico,
dopaminérgico y serotoninérgico [27, 48]. En concreto, el blogueo o0 antagonismo
quimico sobre los receptores Ai, que se hallan situados en las neuronas presinapticas
0 emisoras, se traduce en una mayor liberacion de estos neurotransmisores cuando se

produce una comunicacion, como se aprecia en la figura 2 [48].
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Figura 2. Bloqueo de los receptores de adenosina por parte de la cafeina y las consecuencias

en la liberacién de neurotransmisores. Adaptado de Kalmar, J.M. et al. [48].

El bloqueo o antagonismo quimico sobre los receptores Az, situados en
neuronas postsinapticas o receptoras, potencia que los receptores tipo 2 de la dopamina
incrementen su actividad y procesen mas informacion [48, 52]. Pero, en el caso de la
serotonina, la ingesta de cafeina resultara en una disminucién en la concentracién de
dicho neurotransmisor, debido al bloqueo de los receptores A; y Aza en el SNC [48, 53]
0 por la inhibicion de la triptéfano hidroxilasa, enzima limitante en la sintesis de

serotonina, cuya inhibicién ha sido descrita en ratas [54].

Debido a que el principal efecto de la cafeina es actuar sobre el SNC, los efectos
sobre el sistema cognitivo son consecuentes. Modelos neuroquimicos han establecido
gue el antagonismo producido por la cafeina en los receptores de adenosina A1 y Aza
induce un aumento de la excitaciéon durante periodos de insomnio [8], debido a la
induccién sobre las proyecciones neuronales estriadas y la reduccion de las sefales
inhibitorias hacia estos tipos de neuronas [8]. De esta manera, la cafeina afecta a los
estados de vigilancia, atencién y tiempo de reaccién de la persona que la haya ingerido

[8], pudiendo, ademas, afectar a la calidad y duracion del suefio [8, 34]. En estos casos,
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los niveles de serotonina tienen una funcién importante. Se han relacionado niveles
elevados de serotonina con estados de fatiga, siendo la ratio serotonina/dopamina un
indicador del estado de fatiga central [53]. Las consecuencias de un consumo habitual
de cafeina sobre la memoria parecen ser positivas, quizas por un efecto neuroprotector
de la cafeina [27], aunque la evidencia no es definitiva [8]. Por otro lado, la ingesta de
cafeina puede tener efectos positivos en cuanto a retomar los ciclos circadianos
después de un cambio importante o frente al jet lag [34]. El aumento de la
contractibilidad, mediante el mecanismo de movilizacion de calcio intracelular a través
del reticulo sarcoplasmético [46], induce la activacion endotelial del 6xido nitrico sintasa,
con la consiguiente produccion de altas cantidades de 6xido nitrico [42, 55].

La cafeina también puede afectar algunos aspectos de la circulacién sanguinea
[10, 56]. Como ya se ha comentado anteriormente, la cafeina induce a un aumento de
la concentracion de adrenalina, la cual provocard una reduccién de la circulacién
esplacnica y renal por el efecto vasoconstrictor, derivado de la interaccion de la
adrenalina con receptores adrenérgicos, presentes en los vasos sanguineos de estas
regiones [57-61]. Aun asi, Daniels et al. [62] otorgan este proceso a los efectos de la
cafeina sobre los receptores de adenosina, ya que se ha observado como la infusién de
adenosina provoca aumentos del flujo sanguineo en la regién esplacnica y la zona del
antebrazo. En condiciones basales, con niveles normales de adenosina, la estimulacion
de los receptores A: provoca un descenso de la actividad de renina y
consecuentemente, niveles menores de angiotensina Il (ANG Il), provocando un
aumento del flujo sanguineo como se ha comentado en la seccién referente a
mecanismos de accion. Pero, cuando se ingieren cantidades significativas de cafeina,
los niveles de ANG Il se reducen, provocando una disminucién del flujo sanguineo [62].
En cualquier caso, estos efectos estarian mediados por cambios en la concentracion de
AMPc. Casos mas concretos han detallado como la toma de 250 mg de cafeina es capaz
de reducir el flujo sanguineo cerebral entre un 22-30% [63], aumentando la presion
sanguinea [10, 56]. Se ha observado que la ingesta de cafeina provoca un aumento
tanto de la presion sistdlica como la diastélica en 3-14 mm Hg y 4-13 mm Hg,
respectivamente [56, 62], ocurriendo en el mismo espacio de tiempo en el que se
observa el aumento de la concentracion de cafeina en plasma [23]. Estos aumentos de
presibn se mantienen durante 2-4 horas [56]. La vasoconstriccion producida por la
ingesta de cafeina no parece afectar al ritmo cardiaco [10], pese a que algunos autores
observan un pequefio descenso [56], resulta un pardmetro con resultados muy dispares

y que parecen depender de la cantidad de cafeina ingerida [10].
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1.1.5 Cafeina y actividad fisica

La cafeina es una sustancia ampliamente utilizada por los deportistas por sus
efectos ergogénicos demostrados, con cerca de un 75% de los atletas recurriendo
habitualmente a su uso en competicién [31]. Aun asi, cabe comentar que, pese a ser
ampliamente utilizada, su consumo es inferior a las dosis recomendadas para obtener
el efecto ergogénico deseado. A pesar de que hoy en dia la cafeina est4 considerada
una sustancia permitida por la Agencia Mundial Antidopaje (AMA), no siempre ha sido
asi. Hasta hace poco mas de 15 afos, la cafeina estaba catalogada como producto
dopante por el Comité Olimpico Internacional (COl), siempre y cuando la concentracion
en orina previa a competicion superara los 12 mgl/litro, pero dado que realizando tomas
previas de 9 mg cafeina/kg peso (cantidad superior a la minima ergogénica) dificilmente
se llegaba al valor impuesto por el COIl, sumado a que la cafeina se encuentra en
multitud de alimentos y que estas dosis no resultan peligrosas para el ser humano, en
2004 la AMA decidio6 excluirla de la lista prohibida [31].

Deportivamente, la toma de cafeina se debe a sus efectos ergogénicos,
partiendo todos ellos de un mecanismo en comun, que es la estimulacion del SNC [64],
y que tiene como efecto retrasar la percepcion de fatiga [65-67], lo que principalmente
ha llevado a la mejora en el rendimiento en pruebas de intensidad submaxima (prolongar
el tiempo durante el cual se puede realizar un ejercicio manteniendo la intensidad) [68].
Como se ha comentado anteriormente, la ratio serotonina/dopamina es un indicador de
fatiga central, y, por lo tanto, niveles elevados de serotonina podran tener consecuencias
sobre un peor rendimiento deportivo [53]. El ejercicio fisico per se puede inhibir la
sintesis de serotonina, por un incremento en los niveles de dopamina en algunas zonas
del cerebro [53]. Lee et al. [52] observaron un aumento en los niveles de dopamina tras
la ingesta de 3 mg cafeina/kg peso y la realizaciéon de 40 minutos de carrera al 75% del
consumo maximo de oxigeno (VO.méax). En cuanto a los valores de serotonina,
aumentaron tanto en el grupo control como en el suplementado, pudiendo estar
relacionado con la posibilidad de que el propio ejercicio fisico pueda inducir, de alguna
manera desconocida a dia de hoy, a un aumento de los niveles de serotonina.
Adicionalmente, se han atribuido a la cafeina mejoras en la concentracién o niveles de
alerta y un desarrollo de la fuerza muscular [2], ayudando a la recuperacion, ya sea por
aumento de antioxidantes, protegiendo a las células del dafio oxidativo producido por
los radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ROS) [69] o reparando el dafio o

dolor muscular post ejercicio [70, 71], asi como promover la lipdlisis [72].
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Estos efectos ergogénicos podrian estar condicionados por la propia genética
del deportista. En anteriores apartados se ha descrito como existen principalmente dos
genes que pueden modificar la respuesta del organismo a la ingesta de la cafeina,
CYP1A2 y ADORA2A. De esta manera, se cree, que aquellos individuos con una
metabolizacion “lenta” (A/C y C/C para el gen CYP1A2) obtendrian un mayor efecto
ergogeénico por la toma de la cafeina ya que dicha sustancia estaria durante mas tiempo
en el organismo en concentraciones significativamente elevadas [31]. Aun asi, los
estudios de Womack et al. [73, 74] observaron como tras la toma de 6 mg de cafeina,
los resultados en una prueba de 60 minutos en bicicleta eran mejores en los grupos
homocigotos A/A, poniendo en duda las conclusiones anteriores. Ademas, el resto de
los estudios realizados hasta ahora no permiten sacar conclusiones convincentes, ya
que la mayoria han usado protocolos de ejercicio con una duracion inferior a una hora
[75], limitando mucho el efecto de la cafeina en el grupo de metabolizacion mas lenta.
Hoy en dia, no son muchos los estudios que han relacionado el consumo de cafeina con
el gen ADORA2A y su efecto ergogénico, mostrando resultados distintos. En el estudio
de Loy et al. [76], un grupo de mujeres tuvieron que pedalear durante 10 minutos al
maximo después de haber realizado 20 minutos de un calentamiento de intensidad
moderada. Los resultados mostraron como todas las participantes homocigotas T/T
aumentaron su rendimiento en los 10 minutos tras la toma de cafeina. En cambio, solo
una de las participantes pertenecientes al grupo homocigoto C/C y heterocigoto C/T
obtuvo mejores resultados en la prueba tras la ingesta de cafeina. Segun las
descripciones realizadas anteriormente, este peor rendimiento en las personas C/T y
C/C es debido a tener una menor respuesta a la accién de la cafeina [31]. En cambio,
Grgic et al. [77] en un reciente estudio observaron que tanto los grupos C como los T/T
obtenian mejoras de rendimiento (velocidad, potencia, salto) tras la toma de 3 mg
cafeina/kg peso, aunque los mismos autores comentan las discrepancias entre estudios
ya que los protocolos usados fueron distintos. Ademas de que una parte de las personas
encuestadas o incluidas en el estudio reconocia si se le estaba administrando cafeina o

placebo.

La mayoria de estudios iniciales aseguraban que la cantidad de cafeina
necesaria para obtener un efecto ergogénico era en dosis proximas a 10-13 mg/kg de
peso [26]. El problema era que estas dosis tan elevadas, equivalentes a tomarse 5-7
tazas de café para una persona de 70 kg de peso, inducian a problemas
gastrointestinales o nerviosismo. Uno de los estudios clasicos fue el realizado por
Graham et al. [78], quien observo que tras un consumo de 9 mg cafeina/kg peso se

aumentaba el tiempo hasta la fatiga en pruebas de atletismo y ciclismo. Cuando la dosis
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se redujo a 5-6 mg/kg se observd que se mantenian los efectos ergogénicos, pero con
el beneficio de reducir considerablemente los efectos secundarios. Incluso con dosis
mas bajas (3 mg/kg), estos efectos ergogénicos seguian siendo significativos, aunque
inferiores a los generados por las dosis de 6 mg/kg [26]. Hodgson et al. [79] observo
como la toma de cafeina (5 mg/kg) 1 h antes de una prueba ciclista de 45 minutos tenia
efectos positivos sobre la potencia media y el tiempo necesario para completar la prueba
(un 5% de mejora), respecto al grupo placebo. Siguiendo con dosis dentro de este rango,
Costill et al. [80] también atribuyd el aumento del tiempo de correr a una determinada
intensidad, en este caso, del 80% del VO.max, al efecto de la cafeina.

Por lo tanto, los resultados observados en estos y otros estudios, llevaron a
proponer la idea general de que los efectos 6ptimos de la cafeina en cuanto a la mejora
del rendimiento se observan después del consumo de dosis entre 3-6 mg cafeina/kg de
peso, en ejercicios de 45-60 minutos de duracién, sobre todo cuando las vias
metabdlicas y sus sustratos energéticos no son un factor limitante, y sin efectos

ergogénicos adicionales de dosis superiores [68, 81].

Sin embargo, y a pesar de que histéricamente sus efectos ergogénicos se han
estudiado en pruebas con un componente aerébico muy elevado, estudios mas
recientes indican efectos positivos en ejercicios de fuerza y potencia muscular [82, 83],
asi como en pruebas supramaximas, ayudando al reclutamiento de fibras musculares y
a la propagacién del estimulo nervioso [81, 84]. Duncan et al. [83] observaron como la
toma de 3 mg cafeina/kg peso tenia efectos sobre el sistema muscular, aumentando el
namero de repeticiones y el peso en cada una de ellas en un ejercicio de extensiéon de
piernas, respecto al grupo control. Del Coso et al. [85] observaron como la toma de
cafeina a distintas dosis (1 a 3 mg/kg) tenia diferentes efectos sobre la potencia en
ciertos ejercicios. Asi como a dosis bajas no se observaban diferencias, a dosis mayores
se producia un aumento de la potencia en media sentadilla y press banca, ademas de
aumentar la tensién arterial y el ritmo cardiaco. Un ejemplo del abanico de efectos que
tiene la cafeina es el estudio realizado por Del Coso et al. [86], en el que observaron
como la toma de un tipo de bebida energética libre de azlcares con cafeina (3 mg/kg),
tomada 60 minutos antes de un partido de fatbol americano tenia como efectos
significativos un aumento del salto vertical, mayor distancia recorrida con velocidades
superiores a los 13 km/h, mayor velocidad media durante el test de esprints y un mayor
nimero de esprints durante el encuentro. Bloms et al. [87] también observaron
evidencias de mejora de salto en atletas tras la ingesta de cafeina (5 mg/kg) y Trexler
et al. [88] relacionaron la ingesta de cafeina con una mejora del rendimiento en

esfuerzos de muy corta duracion y muy alta intensidad sobre cicloergémetro. El

38



Introduccién

rendimiento en pruebas de velocidad también fue estudiado por Goods et al. [89] pero
en nadadores que completaron 6 repeticiones de 75 metros (esprints intermitentes),
observando una mejora en el dia que se tomé cafeina, evidenciando el abanico de

condiciones en las que la cafeina tiene efecto.

Pese a que, como se ha explicado en anteriores apartados, la estimulacion del
SNC es el principal efecto de la cafeina sobre el organismo, los consecuentes efectos
que tendra este hecho en el metabolismo energético resultaran claves desde el punto
de vista del ejercicio fisico. Una caracteristica comun en los estudios sobre cafeina y
ejercicio es el aumento de la lipdlisis [46, 72, 90, 91]. Algunos estudios observan una
mayor concentracién de &cidos grasos libres en plasma [46, 90], debido a la accion
lipolitica de la cafeina [91], aunque existen resultados contradictorios [92]. De todos
modos, este incremento de &cidos grasos libres en plasma no se corresponde con un
mayor uso de ellos durante el ejercicio, manteniendo la idea de que es el antagonismo
de la cafeina sobre los receptores de adenosina, explicado anteriormente, el que
provocara el efecto ergogénico [92, 93]. Por razones hoy en dia desconocidas, estos
procesos lipoliticos son mas evidentes en poblacion no entrenada o sedentaria que en
poblacion entrenada, aunque el hecho de que se observen picos de cafeina inferiores
en las entrenadas podria ser un indicativo de su afectacion sobre el metabolismo lipidico
[93].

La ingesta de cafeina también provoca un aumento de las concentraciones de
lactato en sangre durante y después del ejercicio [71, 79, 94]. Esta acumulacién de
lactato en sangre es dependiente del balance entre el lactato producido por los musculos
activos y el lactato eliminado por el higado [24]. Segun Glaister et al. [94], resulta poco
probable que el aumento de lactato inducido por cafeina provenga de musculos no
activos durante el ejercicio. Dos mecanismos han sido propuestos para comprender el
aumento de lactato. El primero es que la cafeina aumente la actividad anaerébica por
su accion sobre los receptores de adenosina, evitando los efectos inhibitorios de la
adenosina sobre la fosfofructoquinasa del musculo esquelético [95]. Y, en segundo
lugar, que el aumento de adrenalina promoviera, a través de la estimulacion de los
receptores B-adrenérgicos, una aceleracion en la velocidad de la glucogendlisis y
glucdlisis [95, 96], aumentando la produccién de lactato y, también, reduciendo la
absorcion de lactato por parte de los musculos activos [97]. Ademas, el mayor aumento
de adrenalina que suele inducir la cafeina disminuiria la circulacion esplacnica, lo que

llevaria a una menor metabolizacion del lactato por parte del higado [57].

El momento del dia para la toma de cafeina es un factor a tener en cuenta.

Debido a los ritmos circadianos, el rendimiento en competiciones que se disputan por la
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tarde es estadisticamente mejor que en aquellas que se celebran por la manana [34],
ya que el rendimiento neuromuscular se reduce, pudiendo ser debido a la menor
temperatura corporal [98]. Aun asi, Mora-Rodriguez et al. [98] observaron como la toma
de cafeina a primera hora de la mafiana readaptaba el rendimiento neuromuscular

(fuerza muscular y potencia) a valores observados en pruebas mas tardias.

Una duda que hoy en dia esta sin resolver es si un protocolo de toma de cafeina
durante un tiempo determinado tendria efectos a largo plazo sobre adaptaciones
fisiologicas al entrenamiento. En un estudio se administraron 201 mg de cafeina durante
8 semanas a un grupo de corredores que realizaban una prueba de 45 minutos, 3 dias
a la semana [99]. Los resultados indicaron que no habia diferencias significativas entre
el grupo suplementado y el control en el aumento del consumo maximo de oxigeno al
finalizar el estudio. Ademas, se ha observado que la toma de cafeina durante un periodo
de tiempo prolongado puede implicar tolerancia a los sujetos [93]. Lara et al. [100]
realizaron un estudio de 20 dias de duracién en el que las personas, habituales
deportistas, ingerian 3 mg diarios de cafeina por kg de peso corporal, realizando una
prueba para determinar el pico de potencia aerdbica, tres veces a la semana. Pese a
observarse un aumento del 4% en este pardmetro en los primeros 15 dias, éste no
aument6 mas, durante los Ultimos dias del estudio. Aun asi, se requieren mas pruebas
de este tipo para poder llegar a una conclusion firme, ya que el nimero de estudios

realizados en este sentido es muy limitado.

En general, se puede concluir que el efecto de la cafeina se debe a mecanismos
estimulantes, retrasando la percepciéon de fatiga, en aquellos ejercicios que no vean
comprometidas las reservas energéticas. Aun asi, pese a que tradicionalmente los
ejercicios estudiados han sido de una duracién de entre 45-60 minutos cada vez hay

mas evidencia de efectos significativos en pruebas mas cortas.
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1.2 Actividad fisica e inflamacion sistémica cronica de bajo nivel

1.2.1 Inflamacion sistémica cronica de bajo nivel

La inflamacién es una respuesta natural del organismo debido a una infeccién,
un dafio o alguna situacion anémala o alteracion. Se caracteriza por producir de manera
local y sistémica un aumento de productos solubles y de citocinas, iniciadas por el factor
de necrosis tumoral a (TNFa) y seguidas por la interleucina (IL) 1B, IL-6, el receptor
antagonista de interleucina 1 (IL-1ra), asi como receptores solubles de TNFa [101, 102].
Estas citocinas son unas pequefias proteinas (8-80 kDa de peso) que tienen un papel
integrador y regulador en las comunicaciones intercelulares [103], y estan presentes en
procesos tan diferenciados como apoptosis, proliferacién, migracion y diferenciacion
celular o inflamacion y respuesta inmunitaria, ademés de tener un rol importante en el
control de la homeostasis. De esta manera, pueden actuar sobre el sistema nervioso,
endocrino, inmune, o sobre aspectos como la fatiga, el apetito, la temperatura corporal
o el metabolismo. Su produccién depende principalmente de las células del sistema
inmunitario, pero en algunos casos, otros tejidos, como el musculo esquelético o el tejido
adiposo, también pueden ser productores claves y mayoritarios. Dependiendo de su
papel en el proceso de inflamacién podemos diferenciar las citocinas en dos tipos:

proinflamatorias y antiinflamatorias, tal y como se observa en la tabla 2.

Tabla 2. Principales citocinas y su caracter inflamatorio.

Citocina (IL) Caracter

TNFa Proinflamatoria
IL-1 (a-B) Proinflamatoria
IL-6 Antiinflamatoria/Proinflamatoria
IL-10 Antiinflamatoria
IL-12 (dimero Proinflamatoria (subunidad p40
p35/p40) inhibe 1L-12)

Elaboracion propia.

En el caso de una infeccion o trauma, las concentraciones de los compuestos
proinflamatorios pueden aumentar del orden de 7 u 8 veces sus valores basales vy, al
cesar el estimulo, volver a valores basales, lo que en conjunto corresponde a la situacion
conocida como inflamacién aguda. Ademas, esta inflamacién aguda, incluye

elevaciones mas tardias de elementos antiinflamatorios, que suelen ser claves para
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limitar y concluir la respuesta inflamatoria en general, y proinflamatoria en particular.
Entre estos elementos, encontramos la |L-10, considerada la interleucina
antiinflamatoria por excelencia y uno de los elementos antiinflamatorios mas importantes
del organismo, cuya relevancia se ird detallando en los siguientes apartados. Por otra
parte, encontramos en el organismo la situacidon conocida como inflamacion sistémica
cronica de bajo nivel. Esta situacion se caracteriza por unos niveles plasmaticos
cronicamente elevados de citocinas proinflamatorias y otros compuestos de
caracteristicas similares, con unas concentraciones que suelen duplicar o triplicar las

basales o propias de personas sanas [102].

Como se ha indicado, dentro de la situacion de inflamacién sistémica crénica de
bajo nivel, ademas de citocinas proinflamatorias, resaltan los niveles elevados de otros
componentes proinflamatorios. Entre ellos destaca la proteina C reactiva (PCR), una
proteina pentamérica de caracter proinflamatorio, cuya produccion depende
principalmente del higado, a través de la biosintesis hepética dependiente de IL-6,
aunqgue las células musculares lisas, células del sistema inmunitario o los adipocitos
también pueden producirla [104]. A pesar de que a lo largo del trabajo se considerara la
PCR como un unico componente, cabe comentar que actualmente se conocen dos
isoformas de PCR, PCRn y PCRm, con caracteristicas ligeramente diferentes en cuanto
a su afectacion sobre el sistema inmune [104]. Por otra parte, el estado de inflamacion
sistémica cronica también viene definido por niveles bajos de elementos
antiinflamatorios [102]. Entre estos elementos podemos encontrar la IL-10 pero también
la adiponectina, compuesto antiinflamatorio producido exclusivamente por el tejido
adiposo a través de los adipocitos y que tiene caracteristicas antagénicas a la PCR
[105]. La adiponectina es, probablemente, la adipoquina mas conocida. El término
adipoquina hace referencia a aquellos compuestos liberados por el tejido adiposo,
integrdndolo como parte del sistema metabdlico. Dependiendo de la disposicion del
tejido adiposo en cuestién, las adipoquinas liberadas diferirdn en cuanto a tipologia y
concentracion o cantidad liberada. Al igual que las citocinas, las adipoquinas también
pueden ser clasificadas en funcién de su efecto inflamatorio. Asi, encontramos
adipoquinas proinflamatorias como la leptina, resistina, lipocalina 2 o la proteina
relacionada con la angiopoyetina2 (ANGPTL2), y antiinflamatorias, entre las que
destacan la propia adiponectina y la proteina secretada relacionada con el
encrespamiento 5 (Sfrp5) [105]. Es destacable que se ha observado que los niveles de

adiponectina son mas elevados en mujeres que en hombres [106, 107].

Se ha propuesto que la inflamacion sistémica cronica de bajo nivel tiene su

origen en la acumulacion de grasa en general, y de grasa visceral en particular [108],
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siendo este depdsito de grasa el que se acumula en torno a los érganos internos. Dentro
de los elementos proinflamatorios que apareceran, parece ser que el inicial es el TNFa
[102], originado en el tejido adiposo, lo que provocara que aumenten las
concentraciones de otras citocinas proinflamatorias. De hecho, se ha sugerido que la
acumulacién de grasa es la principal causa del aumento de los niveles de citocinas

proinflamatorias [102].

La situacion de inflamacion sistémica crénica de bajo nivel esta relacionada con
muchas enfermedades crénicas y otras situaciones patolégicas [102, 108-111]. En este
sentido, multitud de estudios epidemioldgicos han encontrado una relacion entre la
inflamacién sistémica cronica y el riesgo de tener alguna enfermedad crénica, como
artritis, cancer, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) o arterosclerosis [102, 108, 109]. Por
ejemplo, en el caso de arteriosclerosis 0 demencia, los niveles de TNFa son elevados,
en cambio no se observan niveles elevados de IL-6 [102]. Donde si aumentan ambos
valores es en casos como la obesidad, en personas fumadoras o en la DM2. En el caso
de la DM2, est& bien establecido como estas personas tienen una sobreexpresion de
TNFa en el masculo esquelético, asi como unos niveles elevados en plasma del propio
TNFa [102, 110], y de IL-6 y PCR [111]. Estos indicadores, también son predictores
significativos de mortalidad por enfermedades cardiovasculares, como es el caso de la
IL-6 [112], asi como en el riesgo de sufrir infarto de miocardio, TNFa e IL-6, aunque en
poblacion mayor de 80 afios parece ser mejor predictor de mortalidad la IL-6 que el
TNFa, estando asociado este ultimo solo al 7% de los casos [113]. Por otro lado, el
aumento de PCR e IL-6 ha sido asociado con la incidencia de angina de pecho [112].
Dichos pacientes, aun siendo tratados con la misma terapia, tienen mejor prondéstico de
la enfermedad cuando el descenso de los valores de IL-6 se produce antes de las 48 h
del ingreso hospitalario [112], sugiriendo que la temporalidad en la aparicion de IL-6
también debe tenerse en cuenta. Como se ha explicado antes, el aumento de PCR es
dependiente de IL-6, y es por este motivo que ambos marcadores practicamente
siempre estaran ligados a sus aumentos [104]. La PCR puede provocar un aumento del
riesgo de padecer trombosis, dado que dicha proteina induce a los monocitos en
circulacion a producir el factor tisular, conocido por ser un potente factor de coagulacion
[112]. Ademas, los niveles de PCR se han correlacionado con la puntuacién de la escala

Framingham de riesgo cardiovascular [102].

El TNFa es la citocina que més se ha estudiado en la inflamacion crénica de bajo
nivel. La mayor parte de su ARNm se encuentra en los adipocitos, que seran clave para
el desarrollo de este proceso inflamatorio [114], por lo que los depdsitos de grasa seran

los implicados en su aumento, con una relacién directa entre cantidad de grasa y

43



Introduccién

liberacion de los componentes proinflamatorios, especialmente de TNFa. Una vez
generado, sera reconocido por sus receptores, mayoritariamente receptores TNF-R1,
encargados de estimular la lipolisis y procesos apoptéticos, aunque también con los
TNF-R2, involucrados en procesos de resistencia a la insulina [114]. Este aumento de
concentracion se ha asociado directamente con un efecto inhibitorio de la sefializacion
de la insulina [115, 116], por atenuacién de los receptores de insulina tipo IRS 1 en
musculo y tejido adiposo, ademéas de causar resistencia a la insulina de manera
indirecta, mediada por un aumento de &cidos grasos libres liberados por lipdlisis desde
el tejido adiposo blanco [117-119]. Ademas, se ha observado que este aumento de
TNFa no tiene efecto sobre la oxidacién de &cidos grasos en el musculo, aunque si
produce la incorporacion de acidos grasos a diacilglicerol, producto relacionado con el
desarrollo de resistencia a la insulina inducida por TNFa en el masculo en modelos

animales [120].

Juntamente con la PCR, la IL-6 ha sido la otra citocina principalmente estudiada
en relacion con la inflamacion sistémica crénica. En este caso, aunque también es
secretada desde el tejido adiposo en cantidades correspondientes al 30% de la
produccién corporal total [108], en parte estimulada por la propia accion de TNFa [113],
sus niveles dependientes directamente de los adipocitos apenas corresponden al 10%
del total [114], ya que el resto depende de los macréfagos del tejido adiposo [108]. La
IL-6 es una citocina que presenta una dualidad en el proceso inflamatorio, ya que es
capaz de actuar como interleucina proinflamatoria o antiinflamatoria dependiendo de la
temporalidad y magnitud de su presencia en el torrente sanguineo. Mientras un aumento
puntual y de gran magnitud puede ejercer un efecto antiinflamatorio, tal como se
describira posteriormente, si existen niveles moderados, pero crénicamente elevados
de IL-6, sus efectos son de caracter proinflamatorio, y suele estar relacionada con
concentraciones mas elevadas de lo normal de PCR y TNFa, en una tipica situacion de
inflamacién sistémica crénica. Cabe comentar que aquellas lineas celulares de
adipocitos, que han sido expuestas a IL-6 in vitro, expresan mas supresor de citocinas-
3 (SOC-3), hecho demostrado en pruebas in vivo y, cuya funcién es actuar como
regulador negativo de la sefializacion de la insulina mediante unién y ubiquitinacion de
los receptores de insulina (IRS) 1 y 2, por lo tanto, IL-6 también puede provocar

resistencia a la insulina [111].

A pesar de que tanto IL-6 como TNFa tienen en el tejido adiposo en si mismo
sus principales productores, existen otras alteraciones relacionadas con este tejido que
afectan a la instauracion de la inflamacion sistémica cronica. A pesar de que hasta el

momento se ha comentado que la acumulacion de grasa es la principal causante de la
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inflamacioén crénica de bajo nivel, dicha acumulacién implica un aumento del nimero de
macrofagos, que corresponde al 40% de la masa de los adipocitos, y que ademas
conlleva un cambio hacia el fenotipo inflamatorio de estos macréfagos [121]. Mientras
gue, en personas con niveles adecuados de grasa, los macréfagos tienen caracteristicas
antiinflamatorias, en el caso de un aumento de los depdésitos grasos adquieren un
caracter proinflamatorio. Esto implica un reclutamiento de los macréfagos M1,
encargados de secretar componentes proinflamatorios como TNFa, IL-6 e IL-13, en
detrimento de los macréfagos M2, con caracteristicas antiinflamatorias, induciendo a un
aumento de la ratio M1/M2, que se ha relacionado con el desarrollo de la resistencia a
la insulina [121, 122]. Aun asi, la activacién de los macréfagos en este caso es distinta
a la clasica activacion causada por una infeccién. En el caso que se trata, los
macréfagos producen una serie de marcadores que regulan la expresion de genes
implicados en el metabolismo lipidico. El aumento del nimero de macréfagos y su
cambio al fenotipo proinflamatorio se ha relacionado con un aumento en el tamafio de
los propios adipocitos, por incremento de su contenido en grasa. En esta situacion, se
ha establecido una relacién entre el tamafio de los adipocitos y el riesgo de padecer
obesidad [123]. Ademas, esta hipertrofia adipocitaria parece ser suficiente para causar
resistencia a la insulina en el tejido adiposo, por defectos en el transportador de glucosa
tipo 4 (GLUT-4), independientemente de la propia inflamacion dentro del adipocito,
aunque el propio TNFa parece que puede afectar directamente [114]. Referente a esta
inflamacién de los adipocitos, la hipertrofia de éstos implicard un aumento de factores
proinflamatorios como TNFa, IL-6, la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) y
la IL-8 que actuaran sobre IRS-1, evitando la sefalizacién de la insulina. Ademas, se ha
establecido que un adipocito de mayor tamafio implicara una mayor liberacion de TNFa
[114], reclutando mas cantidad de macréfagos, ya explicados en parrafos anteriores, y
células T, ademas de inducir a una situacion de hipoxia, activando el factor inducible por
hipoxia 1a (HIF 1a), que produce un aumento en la inflamacion local y a la fibrosis del
tejido adiposo. El tamafio de estos adipocitos puede llegar a duplicarse, dado que
estudios han determinado un tamafio normal de adipocitos de 25um de diametro,
mientras que adipocitos hipertréficos llegan a tamafios de 50 um [123]. Este aumento
de TNFa en los adipocitos de mayor tamafio tiene consecuencias celulares, al menos
en estudios in vitro. Asi, se produce un bloqueo en la diferenciacion de nuevos
adipocitos, se promueve la desdiferenciacion de adipocitos ya existentes o de
preadipocitos y se induce a la apoptosis de los mismos, siendo los tres procesos
mediados por TNFa [114]. La correlacion entre altos niveles de PCR y bajos de
adiponectina [105] es otra caracteristica propia de un aumento del nimero de adipocitos.

La adiponectina, ya introducida en el apartado anterior, tiene la capacidad de reducir la
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hiperglucemia por accion de la insulina, aumentar la oxidacién de acidos grasos en el
musculo esquelético o reducir los niveles plasméaticos de glucosa en sangre, a pesar de
que es inhibida por accién de TNFa o IL-6, siendo clave en los procesos que ocasionan
sindromes metabdlicos. Existe una correlaciéon negativa entre niveles de adiponectina y
acumulacién de grasa visceral, viéndose reducidos en personas con DM2 [105]. Por el
contrario, elevados niveles de adiponectina se han asociado con menor riesgo de
padecer DM2 [105].

A pesar de que se ha descrito la cantidad de grasa como factor clave para el
desarrollo de la inflamacién crénica de bajo nivel, se ha establecido que algunos
depdsitos concretos de grasa pueden ser un factor mas importante que el acumulo
global de grasa en el organismo [124]. Asi, un aumento de la cantidad de grasa visceral,
que es aquella que recubre los érganos y las visceras, implicara una infiltracién de
macroéfagos proinflamatorios y células T [108]. Ademas, se ha asociado un descenso de
marcadores inflamatorios con una menor cantidad de grasa visceral [108], incluso sin
conllevar una pérdida de peso, indicando el papel clave de la grasa visceral en la
inflamacion sistémica crénica. Estos depdésitos de grasa se encuentran principalmente
en la zona del abdomen e higado y su expansién induce un aumento significativo de la
produccion de adipoquinas proinflamatorias como TNFa, leptina, proteina 4 unida a
retinol, IL-6 o IL-18, mientras que adipoquinas antiinflamatorias como la adiponectina,
ven reducida su produccién [108]. Asi, se encuentran casos de resistencia a la insulina
en individuos con un indice de masa corporal normal, sin necesidad de padecer
obesidad. En estos casos, la propia grasa visceral, a través de los procesos descritos
previamente, induce una liberacion de TNFa e IL-6, principales implicados en el

desarrollo de la resistencia a la insulina [111, 114].

Finalmente, es importante resaltar que la inflamacion sistémica aumenta a
medida que la persona envejece, dado que diversos estudios han observado una
asociacion entre la edad y variaciones en los componentes inflamatorios [125, 126],
hecho que se agrava si se trata de personas con enfermedades crénicas [102], pero que
puede ser parcialmente contrarrestado si el sujeto se mantiene fisicamente activo, tal y

como se comentara en los siguientes apartados [126-128].
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1.2.2 Relacidn entre la actividad fisica y la inflamacién sistémica cronica de
bajo nivel

La inactividad fisica también ha sido relacionada con la inflamacién cronica de
bajo nivel y el consecuente riesgo de padecer enfermedades cronicas [129]. Por otro
lado, el ejercicio fisico ha sido caracterizado como un promotor del estado
antiinflamatorio del organismo, provocando un aumento de IL-10 y adiponectina,
principalmente, y reduciendo los niveles de citocinas proinflamatorias [102, 108], asi
como el tamafio de los adipocitos [130].

Algunos estudios han determinado que el hecho de realizar actividad fisica de
forma regular se correlaciona con niveles mas bajos de sustancias proinflamatorias
(TNFa, PCR, IL-6 o IL-1B) y niveles mas elevados de elementos antiinflamatorios como
IL-10 [102, 131]. Smith et al. [127] observaron una reduccién de la produccién de
agentes proinflamatorios (interferén y (IFNy), TNFa, IL-18) y un aumento del factor de
crecimiento transformante B (TGFR), de la IL-4 e IL-10 en personas con riesgo a
desarrollar isquemia, después de un programa de entrenamiento de 2,5 horas a la
semana durante 6 meses. Ademas, los niveles de PCR se vieron reducidos en un 35%.
Sanders et al. [132] buscaron una relacién entre realizar actividad fisica y niveles de
marcadores proinflamatorios como PCR y IL-1B en pacientes con periodontitis. Los
resultados mostraron como el hecho de realizar actividad fisica provocaba una
reduccion de los niveles de PCR en los individuos enfermos, pero este efecto no se
observaba en los sujetos sanos. Aun asi, no todos los estudios concluyen que exista
una reduccion de los niveles de PCR debido al ejercicio, como el meta-analisis realizado

por Kelley et al. [133] donde no se observa dicha asociacion.

Referente a poblacién sana y/o deportista, Kohut et al. [134] realizaron un
programa de 10 meses de duracion, donde un grupo de estudio contaba con ejercicio
aerdbico mientras que el otro grupo realizaba ejercicios de fuerzay flexibilidad. Al acabar
el periodo de estudio observaron como grupo aerébico habia reducido los niveles de
PCR entre un 10-15%, mientras que no se observd ningun cambio significativo en el
programa de fuerzay flexibilidad, indicando que no solo es importante realizar actividad
fisica, sino que el tipo de ejercicio que se realice también resulta determinante. Mas
concretamente, en sujetos ya previamente entrenados, el continuo entrenamiento
también puede provocar un descenso de los niveles de PCR, como es el caso del
estudio de Mattusch et al. [135], donde implementaron un programa de entrenamiento
de 9 meses con el objetivo de realizar un maratén, reduciendo las concentraciones de
PCR en un 31% al finalizar el estudio. Referente a la comparativa entre componentes

pro y antiinflamatorios, El-Kader et al. [136] demostraron como un programa de 6 meses
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de ejercicio aerébico aumentaba los niveles de IL-10, mientras que reducia los de IL-6
y TNFa.

Referente a los estudios observacionales, distintos proyectos se han dirigido a
analizar si existe una asociacion entre niveles de ejercicio y reduccién de la inflamacion
sistémica crénica, indicando una asociacion inversa dosis-respuesta entre niveles de
ejercicio y concentraciones de PCR [137]. La tercera encuesta nacional de salud y
nutricion (NHANESIII) [138] relaciono el hecho de realizar actividad fisica mas de 22
dias al mes con un descenso del 37% en el riesgo de tener niveles elevados de PCR
comparado con hacer deporte Unicamente 3 veces mensuales. El resto de los
principales marcadores inflamatorios, TNFa e IL-6, siguen un patrén similar a PCR,
siendo menores sus concentraciones en plasma a medida que los niveles de actividad
fisica son mayores. Con relacién al correr, aquellas personas que corrieron mas de 4
horas a la semana tenian un 6% menos de IL-6 y un 49% menos de PCR que aquellas
que corrian 30 minutos a la semana [137].

En cuanto al sexo, los dos estudios de intervencién realizados en Canada con
mujeres postmenopausicas demostraron que el ejercicio fisico regular no alteraba los
niveles de IL-10 al cabo de un afio de protocolo [139]. El aumento de IL-6, es un factor
clave para el desarrollo de ciertas enfermedades, y concretamente se ha relacionado
con mayor riesgo de tener cancer de higado, aunque en ratones se ha observado que
las hembras tienen una menor probabilidad a padecerlo, relaciondndose con un
aumento de la sefializacion de los receptores de estr6genos, inhibiendo la expresién de
IL-6. Resulta interesante observar cdmo los valores de TNFa solo estaban asociados
en la mortalidad en hombres, mientras que en mujeres no se daba dicha asociacion.
Segun los autores, las razones no estan claras, aunque bibliografia mas moderna indica
el papel protector de las hormonas femeninas como un factor clave [140]. De este modo,
el gen que codifica para los receptores de estrégenos se expresa en linfocitos y
monocitos, mientras que tanto dichos receptores como el estradiol promueven la
produccion de IFN1, indicando un primer mecanismo de defensa contra infecciones.
Ademas, se ha observado que los linfocitos y monocitos de mujeres producen mas IFNa
en respuesta virica en comparacion con hombres. Dicho aumento también se ha
observado en células cultivadas con estradiol. Ademas, el estradiol reduce la
sefializacion de fosfoinositol 3 quinasa (PI3K) y la fosforilacion de la proteina quinasa B
(Akt) en macroéfagos, indicando una mayor superioridad de las mujeres en respuesta a
infecciones [140]. Respecto a la adiponectina, se ha observado que sus niveles son méas

elevados en mujeres que en hombres [106, 107].
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Los mecanismos implicados en estos efectos beneficiosos del ejercicio regular
siguen sin estar claros, y es por esta razén gue nos centraremos en la revisién de
Gleeson et al. [108] en la que se proponen tres posibles hipétesis. En primer lugar,
encontramos la reduccion de la cantidad de grasa visceral, que tal y como se ha
introducido al inicio del apartado, debe ser considerada aparte de los niveles de grasa
totales. El aumento de este tipo de grasa, que suele almacenarse en la zona abdominal
y que no siempre lleva asociado un aumento de peso, conlleva niveles mas elevados de
componentes proinflamatorios, iniciados también por TNFa, asi como una reduccién en
la produccién de adiponectina. Ademas, un aumento de la grasa visceral va relacionado
con hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos, iniciAndose el proceso conocido como
estrés oxidativo, el cual va asociado a otros problemas como hiperlipidemia o
hiperglucemia. Este estrés oxidativo se produce debido al desequilibrio de la balanza
entre las ROS y los mecanismos antioxidantes del tejido adiposo, alterandose también
los niveles del factor nuclear kappa beta (NF-KB) [141]. Ademas, la dieta y sobre todo
la cantidad y tipo de grasa que se ingiere afecta también al estado inflamatorio del
organismo [101]. De este modo, el ejercicio fisico, a través de la reduccién del perimetro
de la cintura, asociada a niveles mas bajos de grasa visceral, provoca una mayor
liberacion de adiponectina y menor cantidad de componentes proinflamatorios. Otro de
los mecanismos implicados es la inhibicién de la entrada de macrofagos al adipocito.
Como se ha detallado en el subapartado anterior, un aumento del tamafio de los
adipocitos conlleva a una infiltracion de macréfagos y células T, que puede ser suprimida
por el ejercicio fisico, debido a variaciones en el gradiente de ciertas citocinas
guimiotacticas y que conlleva cambios fenotipicos de macréfagos M1 a M2 [108]. Por
ualtimo, la realizacién de programas de ejercicio continuado provocan una reduccion de
los receptores tipo Toll (TLR) en macréfagos y monocitos, relacionados con un aumento
de citocinas proinflamatorias [108]. Por ejemplo, los niveles de TLR1, TLR2 y TLR3 se

reducen tras sesiones de ejercicio intenso.

1.2.3 Sedentarismo como causa directa de la inflamacion cronica de bajo nivel
Por otro lado, en los ultimos afos, se ha observado como el sedentarismo,
definido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como cualquier actividad que
conlleve un gasto energético maximo de 1,5 equivalentes metabdlicos (METSs) [143],
esta relacionado con la inflamacion sistémica crénica de bajo nivel, independientemente
de la actividad fisica que realice o de la adiposidad [144-146]. Se ha asociado con un
aumento de la mortalidad por enfermedades cardiovasculares y cancer, asi como una

mayor incidencia de sufrir problemas cardiovasculares, DM2 y cancer [143], por lo que
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se recomienda tanto en adultos como en la tercera edad, reemplazar los momentos de
sedentarismo por actividad fisica, aunque sean de una intensidad menor [143]. Esto es
debido a que se ha establecido que por cada 2 horas de ver la television al dia, aumenta
el riesgo de padecer obesidad en los préximos 6 afios en un 23% y en un 14% de
desarrollar DM2 [146]. Estudios con adultos australianos determinaron que estar
sentado delante de la television, durante 4 o mas horas al dia, provocaba un aumento
del indice de masa corporal, independientemente de la actividad fisica que realizaran
[145], consecuencia reforzada positivamente por el hecho de que estar delante de la
television induce a un aumento de la ingesta de alimentos [147]. De esta manera, el
tiempo que pasa un individuo sentado al dia esta relacionado con un aumento de los
niveles de PCR, IL-6 o TNFa [144, 148], asi como la supresion de la lipoproteina lipasa
(LPL) muscular y a una reduccion de la absorcion de la glucosa por el musculo
esquelético, debido a la falta de estimulacién contractil inducida por el largo tiempo que
se pasa sentado [147]. Respecto a la IL-6, se han observado aumentos mayores en
aquellos individuos que dentro del propio sedentarismo son los mas sedentarios,

sugiriendo una clasificacion de estos individuos como inactivos [144].

1.3 Respuesta inmunoldgica e inflamatoria a una sesién de actividad
fisica
1.3.1 Respuesta inmunitaria a una sesion de actividad fisica

Toda sesion de actividad fisica con una combinacion de duracion e intensidad
suficientemente elevada induce a una respuesta inmunitaria de fase aguda
caracterizada, en general, por una disminucién de la inmunidad innata y adquirida [149].
Por lo tanto, durante un periodo de tiempo variable, el organismo es mas susceptible a
sufrir infecciones, periodo conocido como open window, por la supuesta mayor facilidad
para la entrada de microorganismos infecciosos en el organismo [150-152]. En general,
esta respuesta se puede considerar que es proporcional a la duracién e intensidad del

ejercicio [149].

Durante este open window, se producen unas variaciones en el nimero de
células del sistema inmunitario circulantes, con un incremento en el nimero total de
leucocitos [153]. Este incremento es debido, principalmente, al aumento en el nimero
de neutrdfilos circulantes, aumento que puede caracterizarse como proporcional a la
intensidad y duracion del ejercicio [153, 154]. Este aumento en el niumero de neutréfilos
se acentUa una vez finalizada la actividad (neutrofilia retrasada), de forma especial si la

duracion del ejercicio es superior a las 2 horas, o si el ejercicio ha provocado un grado
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importante de dafio muscular, con valores de neutrofilos circulantes similares, e incluso
superiores, a los datos observados después de una infeccién [151]. Los factores que
inducen esta neutrofilia incluirian el aumento de hormona de crecimiento, adrenalina,
cortisol o IL-6 durante el ejercicio [150, 154-158]. Una de las caracteristicas de esta
neutrofilia posterior al ejercicio es la presencia de precursores de neutréfilos, células
inmaduras y poco diferenciadas [151]. Excepto en los casos de ejercicios extremos, tras
24 h de haber finalizado la actividad el nimero de neutrdfilos circulantes ya ha vuelto a
valores basales [151].

En el caso de los linfocitos, la observacibn méas general es una disminucion
después del gjercicio, sin embargo, hay que diferenciar si se trata de una actividad breve
pero intensa o por el contrario, se trata de una actividad prolongada. EI nimero de
linfocitos aumenta durante una actividad fisica intensa y de corta duracién, tendiendo a
disminuir inmediatamente después de esta actividad. En el caso de una actividad fisica
prolongada se observa una disminucion por debajo de valores basales después de dicha
actividad. En ambos casos se ha sugerido que la adrenalina y el cortisol juegan un papel
importante, con una contribucién predominante de la adrenalina, aumentando el nimero
de linfocitos y, un papel esencial del cortisol, en la disminucion del nimero de linfocitos
después de ejercicios prolongados [151]. Estos valores suelen retornar a cifras basales
al cabo de 4-6 horas de haber finalizado la actividad [151]. Adicionalmente, algunos
estudios han observado apoptosis de los linfocitos después del ejercicio, sobre todo en
ejercicios de intensidad moderada [159-161], lo que podria contribuir a la observacion
de nimeros inferiores de células circulantes. En ejercicios mas intensos, parece ser gue
la apoptosis podria ser debida a una reduccion de los niveles de pH, al aumento de la
expresion de macréfagos o al incremento de elementos como TNFa, IL-6 o PCR, aunque
no todos los estudios concuerdan [159, 161-163]. De hecho, el estudio realizado por
Kruger et al. [161] sugeria que la apoptosis de linfocitos postejercicio es debida a un
aumento de los niveles de cortisol y una reduccion de Bcl-2, proteina anti apoptética que
se encuentra en la membrana intracelular. Otros estudios focalizados en
subpoblaciones de linfocitos [164] han detallado que, los linfocitos que reducen su
cantidad post ejercicio son los del tipo 1, aquellos que secretan IL-2, IFNy y TNFa, y que
son los responsables de la defensa contra patégenos intracelulares. Por el contrario, no
se producen variaciones en los linfocitos tipo 2, los encargados de la defensa
extracelular mediante la secrecion de IL-4, IL-5 e IL-13. Ademas, se ha sugerido que un
ratio linfocito 1/linfocito 2 favorable para el segundo tipo, seria un indicador de mayor

susceptibilidad de sufrir infecciones después del ejercicio [164].
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Respecto a los monocitos, pese a que durante el ejercicio se mantienen en
niveles estables, una vez finalizado, aumentan claramente [165]. Es importante
considerar que después de la movilizacion de estas células, se observa un aumento en
la interaccion entre los leucocitos y las células endoteliales del tejido del musculo
esquelético, con la consecuente infiltracién de leucocitos desde el torrente sanguineo
hacia el intersticio muscular, donde se produce uno de los procesos clave de la
respuesta inflamatoria al ejercicio, iniciando el proceso de reparacién muscular [166].
De hecho, se ha observado como una reduccién de los niveles de monocitos provoca

un empeoramiento en los procesos de recuperacion y reparacion muscular [167].

Dentro de esta respuesta inflamatoria al ejercicio, como parte de la respuesta
innata del sistema inmunitario, destacan los cambios que se producen en los niveles
circulantes de citocinas, y que presentan similitudes y diferencias con los causados por
una infeccion. Estudios previos observaron como la administracion de E. coli, como
organismo infeccioso, en personas sanas provocaba un aumento de 2-3 veces las
concentraciones de TNFa [168]. En cambio, cuando dichas personas recibian la
endotoxina y realizaban ejercicio en cicloergémetro los niveles de TNFa no aumentaban.
Este hecho llevé a pensar que, a pesar de la similitud entre la respuesta a una infeccién
y a la actividad fisica, las cascadas de citocinas eran diferentes, y en el caso del ejercicio
parece estar mediada por la IL-6, la primera citocina en aparecer en respuesta al
ejercicio. En este sentido, Ostrowski et al. [169] presentaron un modelo de respuesta
inflamatoria al ejercicio segun el cual una sesién de ejercicio de suficiente intensidad y
duracién provoca un incremento en los niveles circulantes, o sistémicos, de citocinas
principalmente de caracter antiinflamatorio, con inhibidores de citocinas proinflamatorias
que limitaban la magnitud y duracién de la respuesta inflamatoria al ejercicio. De esta
manera, la primera citocina en aparecer en circulacion es IL-6, claramente la que
aumenta mas rapido y en mayor magnitud [102]. Le siguen IL-1ra y STNF-R, para, a
continuacién, aumentar la IL-10, estos tres ultimos elementos con caracteristicas
claramente antiinflamatorias. Adicionalmente pueden observarse incrementos de otras
citocinas, como la IL-8 o la IL-12 [153, 170].
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1.3.2 Respuesta de la IL-6 a una sesion de ejercicio: causas y efectos

En principio, se clasificé la IL-6 como una citocina proinflamatoria, pero
posteriormente se propuso que la IL-6 también puede actuar como citocina con
caracteristicas antiinflamatorias, aunque este efecto antiinflamatorio se produce
exclusivamente cuando el incremento de IL-6 es puntual y en concentraciones muy
elevadas, no como en el caso de la inflamacion sistémica cronica descrito previamente
[171]. En estas condiciones la IL-6 podria inhibir la liberacion de citocinas
proinflamatorias como el TNFa [125, 152] y la IL-1B [152, 154]. De hecho, como se ha
comentado anteriormente, una de las diferencias esenciales con la respuesta a la
infeccion es que las citocinas proinflamatorias, principalmente el TNFa, no aumentan en
respuesta al ejercicio [102, 152], a menos que se trate de un ejercicio muy prolongado
e intenso [153]. Por otra parte, se ha indicado que el aumento de IL-6 también estimula
la produccion de citocinas antiinflamatorias como la IL-1ra, sTNF-R y la IL-10, que
ejercen su papel antiinflamatorio por medio de diferentes mecanismos [110, 125, 171-
174]. Tanto por este efecto como por su efecto inhibidor de citocinas proinflamatorias,
se propuso que la IL-6 es la principal responsable de que la respuesta inflamatoria se
considere, a nivel sistémico, como antiinflamatoria. En relacién con la estimulacion de
citocinas antiinflamatorias, Steensberg et al. [125] reportaron como tras una
administracién de IL-6 recombinante en sujetos sanos sin realizar ejercicio fisico previo,
reproduciendo el aumento de los niveles de IL-6 que se producen tras un ejercicio fisico,
se observaba el aumento de los niveles de IL-1ra e IL-10, confirmando el efecto
antiinflamatorio que provoca el aumento de IL-6. Ademas, no aumentaron los niveles de
TNFa. Zaldivar et al. [175], estudiaron los niveles de citocinas post ejercicio sin
administrar ningun tipo de suplemento o sustancia recombinante. En este caso, el hecho
de realizar 30 minutos de ejercicio fisico a una alta intensidad si provocé un aumento de
niveles circulantes tanto de compuestos proinflamatorios (IL-1a, TNFa, IFNy) como
antiinflamatorios (IL-10), ademas de IL-6 en monocitos y linfocitos, hecho que, siguiendo
el modelo de Ostrowski y las afirmaciones de los autores, podria deberse a que en los
primeros instantes de estrés post ejercicio, se producen aumentos de componentes
tanto proinflamatorios como antiinflamatorios [175]. En ejercicios de corta duracién y alta
intensidad (12x60 segundos de cicloergbmetro y entrenamiento de intervalos de alta
intensidad (HIIT) de carrera a pie) también se han observado aumentos de TNFa [176,
177], indicando que el aumento de TNFa puede darse cuando la intensidad es
especialmente elevada. En cualquier caso, los modelos de ejercicio tipo HIIT suponen
un nuevo campo de estudio que resulta dificil de relacionar con las ideas generales de
aumento de citocinas post ejercicio. A pesar de que la inhibicion de las citocinas

proinflamatorias anteriormente comentadas esta regulada por IL-6, estudios en ratones
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han demostrado que TNFa también esta suprimido por una via independiente a IL-6
[110]. En ratones knock-out de IL-6 se observd como los niveles de TNFa en respuesta
al ejercicio eran muy bajos, hecho que ha sido relacionado con la accion de la epinefrina,

aungue el mecanismo que lo relaciona sigue sin estar claro.

En esta respuesta inflamatoria, el incremento mas destacado entre las distintas
citocinas es el de la IL-6, que puede llegar a concentraciones 100 veces superiores a su
valor en condiciones basales [102, 153]. Aunque se trata de una citocina pleiotropica
[178], lo que dificulta determinar su origen, se ha demostrado que el musculo esquelético
activo es el principal productor de IL-6 durante el ejercicio [179, 180]. En este sentido,
diversos estudios han establecido que la contraccién muscular provoca un aumento muy
rapido de la expresion del ARNm de IL-6 intramuscular, asi como de su actividad
transcripcional [169, 179, 181-183]. El mecanismo indicado podria deberse a la
presencia de sitios de unién para NF-KB y factor nuclear de IL-6 (NFIL6) en la region
promotora de IL-6, siendo el NF-KB activado por la presencia de ROS, productos
formados tras el ejercicio fisico [184]. Algunos estudios han demostrado como la
suplementacion con sustancias antioxidantes provocaria un menor aumento de IL-6 por
disminucién de la cantidad de ROS [184]. En relacion con la contractibilidad del masculo
esquelético y la sintesis de IL-6, la indometacina, miembro de los medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos, es capaz de inhibir NF-KB, reduciendo el aumento de

IL-6 mediado por la contraccion muscular [184].

La magnitud del aumento de la IL-6, y su expresion en el musculo, vienen
determinadas por la disponibilidad de glucogeno muscular. En ejercicios donde el
glucégeno tiende a agotarse, el incremento de los niveles de IL-6 es exponencial,
alcanzando los maximos niveles observados [102]. Este gran aumento tiene
consecuencias sobre el metabolismo de la glucosa, debido a que los elevados niveles
de IL-6 son una sefial para el higado para activar o incrementar el proceso de
glucogendlisis, por su capacidad para inhibir la actividad de la glucégeno sintasa y
aumentar la actividad de la glucégeno fosforilasa, liberando glucosa al torrente
sanguineo que sera captada por el musculo esquelético [174]. Esta bien establecido que
la entrada de glucosa en el masculo depende de la accién que tenga la insulina sobre
este tejido. En primer lugar, se une a los receptores tirosina quinasa transmembrana
que conlleva una activacion secuencial de un seguido de componentes como son IRS1,
PI3Ky Akt, concluyendo con la translocacion de GLUT-4 que permite el paso de glucosa
al masculo esquelético. En un estudio in vitro reciente con musculo de ratas [185],
observaron una estimulacion de la capacidad oxidativa de la glucosa independiente de

la accion de la insulina. La administracion de IL-6 provocaba una reduccion de la
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fosforilacion de Akt mediada por insulina, pero las ratios de oxidacién al musculo eran
similares a las observadas en condiciones normales o con la administracion de insulina
y citocinas, conjuntamente, evidenciando que la IL-6 tienen la capacidad de estimular la
captacion de glucosa por parte del musculo y aumentar el metabolismo de la glucosa
independientemente de la insulina. Estudios previos, realizados en biopsias humanas
musculares, ya demostraron que una exposicion de corta duracién de IL-6 aumentaba
también la entrada de glucosa, via AMPK [186]. En el caso del estudio en cuestion, el
hecho de que no se observen aumentos de entrada de glucosa puede deberse a la poca
exposicion de las citocinas (2 horas).

Cuando las reservas de glucégeno no se ven comprometidas, la magnitud del
aumento de IL-6 depende de la intensidad y duracién del ejercicio, con mayores
aumentos para combinaciones superiores de estos parametros del ejercicio [152, 154,
171, 174]. Algunos autores consideran la duracion del ejercicio como el principal factor
a tener en cuenta [110], a pesar de que se han observado aumentos de IL-6 en esprints
(repeticiones de 5 segundos) en cicloergdmetro [187], evidenciando que el aumento de
IL-6 puede ser considerado multifactorial. En relacion con la dualidad
intensidad/duracién, el estudio de Nieman et al. [188] observé un discreto aumento de
los niveles plasmaticos de IL-6 y de leucocitos totales en mujeres habituadas a andar,
que caminaron durante 30 minutos a una intensidad del 60-65% VO;max, lo que
contribuye a confirmar la observacién de que ejercicios ligeros practicamente no inducen
un aumento de esta citocina ni, en general, la respuesta inflamatoria al ejercicio. De
forma adicional, la magnitud del incremento de IL-6 puede verse influenciada por

factores como la edad, el nivel del sujeto o el IMC [152].

La relacién entre los niveles de glucégeno muscular y la respuesta de la IL-6
descrita previamente es un ejemplo de que el papel de las citocinas en el organismo no
esta Unicamente relacionado con el sistema inmunitario, de manera que son importantes
en multitud de procesos fisiol6gicos. La posible relacién entre la IL-6 y el metabolismo
energético en general, y su relacion con la disponibilidad de glucogeno en particular,
han sido ampliamente estudiadas. El protocolo utilizado por Keller et al. [189] se basaba
en dos pruebas de extensor de rodilla separadas por dos semanas. El dia antes de cada
una de estas pruebas, los sujetos completaban un ejercicio aerébico de 60 minutos de
cicloergbmetro o ergémetro de brazos. Al finalizar, recibian una recuperacion con baja
o0 alta cantidad de HdC. Los resultados mostraron que cuando se reducia la ingesta de
HdC en un 40%, habia una asociacion también del 40% en aumento de la concentracion
de IL-6 en plasma post ejercicio. EI mecanismo por el cual la deplecion de los niveles

de glucégeno induce a un aumento de la expresion de IL-6, en este caso, sigue sin
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elucidarse, aunque los autores sefialaron a la proteina fosfatasa 1 como una de las
responsables [189]. Esto podria indicar que una de las funciones de IL-6 es la regulacion
de los sustratos energéticos para su consiguiente oxidacion [174]. El estudio realizado
por Nieman et al. [190] resulta bastante concluyente ya que observaron como la
expresion de ARNm IL-6 mediado por la contraccidbn muscular descendia tras la ingesta
de glucosa, lo que permitia un ahorro de glucégeno. Por otro lado, los niveles
plasmaticos de IL-10, IL-6 y IL-1ra también se veian reducidos, confirmando que los
procesos transcripcionales que afectan al gen de IL-6, estan mediados por el contenido
de glucdgeno, hecho que se ha ido contrastando en articulos posteriores [181]. En este
sentido, Starkie et al. [191] ya demostraron como la ingesta de HAC (64 g), durante una
prueba de 60 minutos de ciclismo o carrera, atenuaba los niveles de IL-6 en plasma.
Ademas de la comentada relacién entre los niveles de IL-6 y el mlsculo esquelético,
algunos estudios indican que incluso el cerebro podria favorecer su aumento [102]. En
este caso, en dos pruebas de 60 minutos a diferente temperatura corporal (38°C y
39,5°C), con 60 minutos de recuperacion entre pruebas, se observaron aumentos de IL-
6 en ambos test, mas marcados en el segundo [192]. Este aumento de IL-6 podria ser
debido a que un incremento de la temperatura central provoca una mayor sensacién de
fatiga, y podria existir una relacién entre fatiga central y niveles de IL-6. Ademas, el
aumento de IL-6 seria producido por los astrocitos, siempre mediado por la adrenalina,
acorde a los estudios ya comentados. Por udltimo, la razén de que haya un mayor
aumento, de hasta 5 veces los valores basales en el segundo test, podria deberse a que
la corta recuperacién entre pruebas obligaria a disponer de los procesos de
glucogendlisis hepética para mantener la homeostasia de la glucosa, indicando, que un

aumento de IL-6 mediado por el cerebro significaria un déficit energético sistémico [193].

Ademas de actuar sobre el metabolismo de la glucosa, también se ha asociado
a la IL-6 la capacidad de activar la lipdlisis [194], lo que también contribuiria a aportar
sustratos energéticos para el musculo en esta situacion de deplecion de glucdgeno,
aunque el mecanismo intermediario no esta claro. Estudios in vitro han observado
aumentos de la expresion de UCP-1 y PGC-1a tras la administracion de IL-6 [195]. La
administracién de IL-6 recombinante provocaba un aumento de acidos grasos libres en
circulacion, aunque la presencia de altas concentraciones de epinefrina, resultaba un
punto dudoso sobre si el motivo de los AGL eran debidos a la accion de IL-6 o0 a la de
la propia epinefrina, al ser un potente agente lipolitico [174]. En otro estudio con ratones
[196], aquellos que presentaban déficit de IL-6 tenian mayor predisposicion de ser
obsesos, comparados con los grupos control. Pero cuando los ratones con obesidad

eran tratados con IL-6 durante un periodo de 15 dias, se observaba una reduccion de
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su peso corporal, sugiriendo que la IL-6 esta implicada en los procesos lipoliticos. En
pruebas mas extremas, como la estudiada por investigadores polacos [197], observaron
que durante las 48 h que duraba la competicion habia una correlacién entre niveles de
IL-6 y niveles de acidos grasos libres, glicerol y p-hidroxibutirato, evidenciando el papel
de IL-6 como mioquina, citocina sintetizada y liberada por el misculo, durante el ejercicio
fisico. Por otro lado, en pruebas de alta intensidad y bajo volumen (repeticiones de 30
segundos con 3 minutos de descanso) [177], provocaron un aumento de &cidos grasos
no esterificados como consecuencia del aumento de los procesos lipoliticos, necesarios
para mantener la contraccion muscular activada por la demanda de ejercicio, y en

detrimento de los acidos grasos libres.

1.3.3 Respuesta de la IL-10 a una sesion de ejercicio

La informacién en relacién con la respuesta de la IL-10 al ejercicio es mucho
mMAas escasa, especialmente en relaciéon con las células o tejidos que provocan su
aumento durante el ejercicio. La IL-10 es considerada la citocina antiinflamatoria por
excelencia [108], ya que inhibe la produccién de factores proinflamatorios, como IL-1p,
TNFa o IL-1a, en distintos tejidos, incluido el muscular [172, 198, 199]. Todos estos
compuestos proinflamatorios desempefian un papel critico en la activacion de
granulocitos, monocitos/macrofagos, células NK o linfocitos By T [102]. Su produccién
depende de macrdéfagos, linfocitos T2h, células B y monocitos [200], y recientemente se
ha observado su aumento y produccién en el musculo esquelético [201], aunque no esta
claro qué tejido o tipo de célula es la responsable del origen del incremento de IL-10
durante el ejercicio. En este sentido, algunos estudios no atribuyen a las células
sanguineas mononucleares una contribucion significativa en el aumento de los niveles
plasmaticos de IL-10 durante el ejercicio [25, 202]. Tal como se ha indicado previamente,
y de forma independiente a su origen, ciertos estudios atribuian el aumento de IL-10 a
una accion directa por parte de IL-6 [125], aunque existen dudas sobre la concentracion
necesaria de IL-6 para estimular la liberacion de IL-10. El aumento de IL-10, sumado al
de la IL-1ra post ejercicio, es un claro indicador de las caracteristicas antiinflamatorias
del ejercicio fisico [203], como minimo a nivel sistémico. De forma similar a la IL-6, la
magnitud del aumento de la IL-10 después del ejercicio depende de la intensidad y
duracion del mismo, aunque la duracion parece ser el factor determinante [152, 153,
204] y los estudios en este sentido son escasos. En uno de ellos [205] no observan
variaciones en los niveles circulantes de IL-10 en deportistas bien entrenados tras correr
durante 1 hora al 60% VO.max, aunque en pruebas con un componente aerébico mas

elevado, como pueda ser un maratén o medio maraton, y también en pruebas de 15 km,
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la concentracién de IL-10 una vez finalizada la competicion si se vio aumentada [25,
152, 153]. Sin embargo, la bibliografia [176, 177, 206] indica que sesiones de HIIT
también aumentan la concentracion de IL-10 postejercicio, atenuando la produccién de
factores proinflamatorios. Zwetsloot et al. [176] describieron un aumento inmediato de
TNFa tras realizar 12 repeticiones de 60 segundos de cicloergdmetro a maxima
intensidad, pero los niveles de esta citocina proinflamatoria iban descendiendo a medida
que aumentaba la concentracion de IL-10, lo que podria confirmar el papel inhibidor de
este componente sobre productos proinflamatorios. En pruebas también de alta
intensidad, pero de carrera a pie [177], latendencia fue la misma, siendo cada vez mayor
la ratio IL-10/TNFa a lo largo del tiempo. En cambio, algunos autores como Verbickas
et al. [187] no observan cambios en la concentracion de IL-10, y no cuantificaron niveles
de TNFa, como respuesta a 12 esprints de 5 segundos de duracién en cicloergbmetro
ni a “drop-jumps”, hecho atribuible, segin los mismo autores, a la poca duracion del
estimulo de ejercicio de alta intensidad, ya que, en general, se asume que la IL-10 no

responde de forma inmediata al estimulo que supone el ejercicio.

1.3.4 Respuesta de otras citocinas a una sesion de ejercicio

Con relacién a otras citocinas que aparecen en la respuesta al ejercicio, la IL-
1ra es una citocina producida principalmente por macroéfagos, y en menor medida por
hepatocitos y monocitos [184]. La IL-1lra inhibe la citocina proinflamatoria IL-1,
reduciendo su sefial de transcripcion, a través del receptor de IL-1, y su aumento
depende de los niveles de IL-6 circulantes, tal y como se ha comentado al inicio del
apartado [125, 174]. Algunos autores han observado aumentos de esta citocina hasta 3
h posteriores a la realizacion de ejercicio [207].

La IL-8 es un tipo de citocina cuya produccion depende de la cantidad de masa
muscular implicada. De esta manera, tras la realizacion de ejercicios como correr, su
presencia es destacable, como marcan algunos autores [152, 153, 190, 208], pero no
se encuentra en circulacion tras ejercicios concéntricos como el ciclismo [170]. El
estudio de Nieman et al. [190] observé que después de realizar 3 h de ejercicio en tapiz
rodante se detectaban en plasma concentraciones de IL-8 que se correlacionaban con
sus niveles de ARNm en el musculo esquelético activo. En cambio, en ejercicios sobre
cicloergbmetro, pese a también provocar un aumento de mensajero en el musculo, la
presencia de IL-8 en plasma era nula [170], siendo sugerida para algunos autores la
categorizacion de la IL-8 como mioquina [209]. Pese a que la funcion fisioldgica de IL-8
sigue sin elucidarse, especialmente con relacion al ejercicio, parece ser que esta

citocina es capaz de atraer a los neutrofilos, y actuar como factor angiogénico [210].

58



Introduccién

La IL-12 es un heterodimero unido por puentes disulfuro con propiedades
proinflamatorias [211], responsable de la inmunidad mediada por células, que consta de
dos subunidades: 35 kDa (p35) y 40 kDa (IL-12 p40). La subunidad p40 de IL-12 actla
como citocina antiinflamatoria de manera indirecta, inhibiendo la accién de la IL-12.
Ademads, esta subunidad es el factor limitante para la expresiéon de IL-12, siendo
producida exclusivamente por células inmunitarias (en fagocitos mononucleares activos
y células dendriticas) como respuesta a un aumento de AMPc [37]. La principal funcion
de IL-12 es actuar como enlace entre el sistema inmune innato y el adaptativo, mediando
en la diferenciacion adecuada de las células CD4" y regulando las funciones de distintos
tipos de células efectoras [212]. Se ha observado un aumento en las concentraciones
de la subunidad IL-12 p40 como consecuencia del ejercicio [205], independientemente
de si se trata de un ejercicio puntual o de un programa de dos semanas de duracion
[213]. Sin embargo, no se ha estudiado en detalle la respuesta de la IL-12, ni de la
subunidad p40, al ejercicio. Santos et. al [153] observaron un aumento en las
concentraciones de IL-12 durante el periodo de recuperacion de un maraton (24-72

horas posteriores), hecho atribuible al efecto de IL-10 e IL-6 sobre esta citocina.

1.3.5 Produccién estimulada de citocinas in vitro en relacion con el ejercicio

Esta bien establecido que la capacidad que tienen los leucocitos, en sistemas in
vitro, de producir citocinas en respuesta a un estimulo es un indicador importante y
valido para evaluar la funcionalidad del sistema inmune, siendo uno de los aspectos que
se ha ido estudiando dentro de la respuesta inflamatoria al ejercicio. El lipopolisacarido
(LPS), como principal estimulo utilizado, es un componente de la membrana externa de
las bacterias Gram negativas que actla como endotoxina para el ser humano,
estimulando la respuesta de los monocitos [214]. ElI LPS activa los TLR tipo 4 en
mamiferos, estimulando la produccion, de forma directa o indirecta, de citocinas como
TNFa, IL-6, IL-1, IL-10 y TGFB [207].

Esta técnica ha sido utilizada en algunas ocasiones para estudiar el efecto del
ejercicio sobre la produccion estimulada in vitro de citocinas. En este sentido, Abbasi et
al. [207] realizaron un estudio en el que tras completar una media maratén se obtenian
muestras sanguineas, las cuales fueron incubadas con o sin presencia de LPS, durante
1 hora. Detallando algunas de las citocinas mas representativas observaron un marcado
descenso en la produccion de TNFa en muestras estimuladas, no solo al haber
finalizado la actividad, como también comenta Nielsen et al. [152], sino en las 24 horas
posteriores, sugiriendo un efecto mas duradero de la estimulacion con LPS sobre esta

citocina. Estos resultados, concuerdan con los realizados por Drenth et al. [215, 216]
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quienes detallaron una reduccion de la produccion de TNFa tras la estimulacién con
LPS, tanto en distancias de 5 como de 65 km. En el caso de la IL-1ra, se da un aumento
post ejercicio influenciado por la estimulacién con LPS que se mantiene durante las 3
horas siguientes [207, 215, 216], incluso, en algunos casos, la expresién de ARNm de
IL-1ra se mantuvo significativamente elevada hasta 24 h después de haber finalizado el
ejercicio [207]. El caso de la produccion estimulada de IL-10 es un ejemplo de la
importancia de la estimulacion, ya que con una estimulacién de una hora [207], no se
observo ninguin cambio en los valores de esta citocina. Segun los autores [207], este
hecho es atribuible al escaso tiempo que estuvo la toxina con las muestras, dado que
se ha detallado que para afectar a la IL-10 son necesarias entre 3 y 5 horas de
incubacién, dado que son procesos secundarios al aumento de las citocinas
proinflamatorias [217], como el que observan Nielsen et al. [152] quienes si obtuvieron
mayores valores de IL-10 post ejercicio en las muestras estimuladas en comparacion
con las no estimuladas tras 6 horas de exposicion a LPS. La IL-8, aumenta
considerablemente tras la estimulacién con LPS, en parte, por la capacidad fagocitica 'y
bactericida que posee [207]. Sus niveles en el estudio de Nielsen et al., aumentaron un
242% tras la incubacién con LPS. En otro caso [207], ya se observaron aumentos a los
30 minutos de haber finalizado el ejercicio, incrementandose a medida que aumentaba
el tiempo de recuperacion. A las 24 h de haber finalizado la actividad, los valores de
ARNmM seguian siendo elevados, pero no los de proteina, que descendian a niveles
basales, sugiriendo alguna modificacién post transcripcional que pudiera afectar a esta
citocina [207]. Referente a la IL-6, los resultados, como veremos, estan condicionados
por el sexo. Con el fin de comparar estudios, se describiran los resultados obtenidos en
hombres en las pruebas realizados por Nielsen et al. [152] y Abbasi et al. [207], quienes
observaron que la incubacién con LPS indujo a una reduccién de los niveles de esta
citocina tras la competicion [152, 207]. Aun asi, a los 30 minutos de haber finalizado la
prueba, fue descrito un pico en los niveles de IL-6 [207]. En el caso de la IL-18, distintos
estudios observan un aumento en muestras estimuladas durante el periodo de
recuperacion [152, 215], aunque no todos detallan este efecto [207], pudiendo estar

también influenciado por la temporalidad de la estimulacion.

Las produccion de citocinas puede diferir entre sexos, debido a los cambios
hormonales de las mujeres durante el ciclo menstrual [218], y al papel de los receptores
de estr6genos sobre la produccién de citocinas [140], hecho observable tras la
administracion de LPS [207]. De esta manera, se ha detallado una reduccién en la
concentracion de IL-6 e IL-1ra en mujeres, en comparacion con hombres, tras la

realizacion de ejercicio e incubacion con LPS [207]. El caso de IL-1ra, segun los autores
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[207], podria deberse a que la produccidn de esta citocina se inhibiria durante la fase
latea del ciclo menstrual, la mayoritaria en las mujeres del estudio. En cambio, la IL-8
podria aumentar en aquellas mujeres que se encuentren en la fase lUtea. Los resultados
de la IL-6 estuvieron claramente condicionados por el sexo [207]. Mientras que, en los
hombres, se produjo un pico claramente marcado de IL-6 a los 30 minutos de haber
finalizado la actividad, en las mujeres se da una tendencia progresiva a la baja a medida
gue pasa el tiempo de recuperacién. Segun otros autores [219], el motivo es que los
estrégenos inducen a un descenso en los niveles de IL-6. En el caso del TNFa, existen
diferencias entre estudios. Mientras Abbasi et al. [207], no detallaron diferencias entre
sexos, otros autores, como Schwartz et al. [219], observaron que, en mujeres sin un
estimulo deportivo previo, la produccion de esta citocina durante la fase lltea, tras la

estimulacién con LPS, era menor.

1.4 Cafeina e inflamacion

Existe una estrecha relacion entre la cafeina y diferentes aspectos de las
repuestas inmunitaria e inflamatoria en el organismo. Esta relacién se basa en algunos
de los mecanismos de accién de la cafeina que se han descrito de forma general en el
apartado 1.1.3. Adicionalmente, también existen interacciones entre otros compuestos
gue suelen estar presentes conjuntamente con la cafeina en productos como el café,
por ejemplo, compuestos fendlicos como los acidos clorogénicos (ACGS), y los procesos

inflamatorios en el organismo.

1.4.1 Mecanismos implicados en el efecto de la cafeina sobre la inflamacion

Se ha propuesto que, principalmente, la cafeina modula el sistema inmune
modificando los niveles de AMPc [27, 68, 220]. El AMPc es un potente inmunomodulador
gue inhibe la produccion de componentes proinflamatorios, como el TNF-a y la I1L-12
[37, 96], estimulando, por el contrario, la formacion de factores antiinflamatorios como
la IL-10 [221].

Considerando lo indicado previamente sobre los receptores de adenosina, en el
apartado 1.1.3, la cafeina, actuando sobre los receptores Ai 0 As, provocaria un
aumento de AMPc, lo que llevaria a un potencial aumento de citocinas antiinflamatorias
y una disminucién de las citocinas proinflamatorias. Asi, se ha relacionado el aumento
de las concentraciones de AMPc con concentraciones superiores de IL-10 y con una
inhibicion de los niveles de IL-12 [221]. El aumento de las concentraciones de AMPc,

provoca una estimulacién en los fagocitos mononucleares activos y células dendriticas
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[37], unicos productores de la subunidad antiinflamatoria p40 de IL-12, encargada de
inhibir a la citocina del mismo nombre, tal y como se ha comentado anteriormente. Del
mismo modo, este efecto inhibidor en la produccién de citocinas proinflamatorias ocurre

con TNFa, ya que altas concentraciones de AMPc inhiben su produccién [221].

En los receptores tipo A., presentes en los leucocitos, entre otras células, el
efecto de la cafeina provocaria una reduccién en las concentraciones de AMPc [27,
220], produciendo un aumento de citocinas proinflamatorias y una disminucion de las
citocinas antiinflamatorias. Ambos procesos, actuarian a nivel local, dado que la
respuesta inflamatoria en cada tejido dependera del tipo de receptor mayoritario en ese
propio tejido. No se conocen estudios que hayan observado en detalle cudl seria el

efecto a nivel sistémico.

Otros mecanismos que contribuyen a explicar la relacion entre cafeina y sistema
inmunitario o inflamacion serian la accién que tiene la cafeina sobre la adrenalina y el
cortisol, aumentando sus concentraciones [222]. El aumento de las concentraciones de
adrenalina mediadas por cafeina, tal y como se ha explicado anteriormente, tiene una
base en la estimulacion del SNC [46, 50], incidiendo en un aumento de la sefial de salida
de esta hormona o por estimulacién de las glandulas suprarrenales. Una vez los niveles
de adrenalina son elevados, la interaccién de esta hormona con los receptores (32-
adrenérgicos inducira a un aumento de los niveles de AMPc [49], provocando, como en
el caso del antagonismo de los receptores de adenosina, procesos inmunomoduladores

caracterizados por una mayor expresion de citocinas antiinflamatorias.

En el caso del cortisol, el propio hecho de que la cafeina provoque un aumento
de sus niveles ya se considera un mecanismo antiinflamatorio per se, dado que se ha
descrito que el cortisol tiene efectos antiinflamatorios [223]. Se ha establecido que el
mecanismo por el cual la cafeina aumenta la concentracion de cortisol se basa en la
acumulacién de AMPc en la pituitaria, el cual inducir4 a una mayor expresion del gen
del factor liberador de corticotropina, estimulando la produccion de adrenocorticotropina

y aumentando los niveles de cortisol [51].

Como se ha explicado en el apartado dedicado a los mecanismos de accion de
la cafeina, existe otro proceso mas en el que dicha sustancia ejerce una accién clave,
que es la accion inhibitoria de la actividad acetilcolinesterasa, enzima que cataliza la
hidrdlisis de la acetilcolina, neurotransmisor que presenta como uno de sus efectos la
inhibicion de la produccién de citocinas proinflamatorias [45]. Por lo tanto, la cafeina,

inhibiendo esta hidrdlisis permitiria mantener unos niveles mas elevados de acetilcolina,
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impidiendo el aumento de citocinas proinflamatorias como IL-1p3, IL-6 o TNFa [45, 224-
226].

La mayoria de los estudios que relacionan cafeina con inflamacién han sido
realizados in vitro. Estudios iniciales indicaban que la cafeina ejercia un efecto
antiinflamatorio cuando se administraba a células del sistema inmunitario, hecho
relacionado con un aumento de AMPc. Dicho aumento, no podia deberse a un
antagonismo de la cafeina con los receptores de adenosina, ya que como se ha
comentado anteriormente, el efecto de la cafeina sobre los receptores Az es disminuir
los niveles de AMPc. Por lo que el mecanismo predominante era la inhibicién de la
fosfodiesterasa [220], a través del cual si hay una elevacion en los niveles de AMPc.
Este mecanismo es adecuado para explicar el efecto de concentraciones de cafeina
superiores a las fisiolégicas, ya que la inhibicibn de las formas conocidas de la
fosfodiesterasa se produce en este rango superior de concentraciones [27, 42-44]. Sin
embargo, debido a estas elevadas concentraciones, estos resultados no serian

extrapolables a modelos in vivo.

En relacion con este efecto in vitro de la cafeina, la capacidad de ésta para inhibir
la produccién estimulada por LPS de factores proinflamatorios como el TNFa (uno de
los factores proinflamatorios clave) o la IL-12, ha sido estudiado, asi como inducir en la
produccién de una de las interleucinas antiinflamatorias mas importantes como es la IL-
10 [220]. Ademas, la cafeina puede inhibir la proliferacion de linfocitos y macrofagos, in
vitro [37, 96]. El estudio de Horrigan et al. [96] tenia como objetivo analizar los efectos
de la administracion de cafeina o paraxantina en cultivos de células de sangre humana
estimuladas con LPS durante 24 h. Los resultados tras la incubacién fueron que no se
observaba ningun efecto sobre IL-10, IL-1B e IL-12 pero a concentraciones de 100 uM
de cafeina, la producciébn de TNFa era suprimida. En relacion con lo descrito en
anteriores apartados, concentraciones de 100 uM de cafeina corresponden a valores
superiores a los fisiolégicos. En el caso de la paraxantina, se observé una reduccién de
la produccion de TNFa, pero no fue estadisticamente significativa. Aunque el
estimulante mas utilizado ha sido el LPS, otros estudios han usado otros estimulantes
en sus protocolos in vitro, como S. pneumoniae o0 concanavalina A, pero siempre con

concentraciones de cafeina por encima de los valores fisiolégicos [220].

Siguiendo modelos de estudio similares, se han evaluado las propiedades
antifibréticas de la cafeina, en el pulmén, actuando sobre dos tipos de células distintas:
los fibroblastos y las células epiteliales, mediante la inhibicion de TGFB [227]. En el

higado, también se ha observado un descenso de actividad fibrética tras el tratamiento

63



Introduccién

de hepatocitos in vitro con cafeina, hecho también mediado por la reduccién de la

expresion de TGF y por la reduccién de la expresion y deposicion de colageno [227].

Otro efecto que ha demostrado la cafeina en estudios in vitro es la capacidad de
actuar sobre la acumulacién de lipidos en los adipocitos, a través de la estimulacion
intestinal de células epiteliales (Caco-2). La supresion de la adipogénesis que se
produce va en paralelo a una reduccion de la expresion de la interleucina proinflamatoria
IL-8 [228].Por lo tanto, la cafeina, inhibiendo la acumulacién de lipidos en los adipocitos,
provocaria un efecto antiinflamatorio, ya que evitaria la liberacion de citocinas

proinflamatorias, como la IL-8.

1.4.2 Efectos de la cafeina sobre el estado inflamatorio del organismo

A pesar de que los mecanismos de actuacion de la cafeina indican que podria
tener un efecto sobre el estado inflamatorio del organismo, no son muchos los estudios
que han realizado investigaciones en poblacién general sobre cémo afecta una Unica
toma de cafeina sobre marcadores inflamatorios e inmunitarios. Estos estudios [229-
231] realizaron protocolos diferentes, pero con un patrén de toma de cafeina como
similitud. El estudio de Alexopoulos et al. [229] se realiz6 en personas con sobrepeso.
14 personas, hombres y mujeres, recibieron 6 g de té verde o 125 mg de cafeina. Se
determinaron los valores de componentes inflamatorios a los 30, 60 y 120 minutos tras
la toma de las dosis, sin observar ninguna diferencia en IL-6 y PCR entre los grupos
suplementados y el grupo control. Shechter et al. [230], Gnicamente dividieron a los 40
sujetos, mayoritariamente hombres, en dos grupos. El grupo control y el suplementado,
el cual recibi6 200 mg de cafeina. Después de 1 h tras la toma, se extrajeron las
muestras sanguineas. No se observaron cambios entre grupos ni en la adiponectina ni
en la IL-10, pero si hubo efecto de la cafeina en la PCR, disminuyendo su concentracion.
Por ultimo, Ramakers et al. [231] realizaron una estimulacién con LPS de E. coli in vivo.
Los sujetos, 20 hombres sanos, recibieron 4 mg cafeina/kg peso o una solucion salina,
y, al cabo de 10 minutos, se les inyectd el estimulante a una concentracion de 2 ng/kg
peso. Durante 8 h, se fueron determinando marcadores inflamatorios (TNFa, IL-6 e IL-
1ra) para su posterior estudio, y, pese a que el LPS provocaba una concentraciébn mas
elevada de citocinas pro y antiinflamatorias, no hubo diferencias entre grupos en cuanto

al efecto de la cafeina.

Es decir, la Unica variacién conocida en cuanto al efecto de la cafeina sobre
marcadores inflamatorios tras una Unica toma se observa en relaciéon con la PCR, la

cual disminuye su concentracion, al menos en poblacién sana.
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El resto de los estudios que se han realizado para determinar el efecto de una
dosis de cafeina sobre el estado inflamatorio se han centrado en estudiar el efecto de

dicha suplementacion sobre la respuesta inflamatoria en una sesion de ejercicio.

1.4.3 Cafeina y respuesta inflamatoria a una sesion de ejercicio

Uno de los modelos que se ha utilizado para el estudio del efecto de la cafeina
sobre la respuesta inflamatoria en el organismo es el de la actividad fisica puntual. Estos
estudios, de forma general, analizan cémo influye la suplementacion con cafeina previa
a una sesion de ejercicio sobre la respuesta inflamatoria. En este sentido, la cafeina
puede ejercer una influencia importante sobre la respuesta inmunoendocrina al ejercicio,
principalmente mediante la modulacion de los niveles de catecolaminas y AMPc, como
mecanismos mas evidentes. Tanto es asi, que el mayor incremento de los niveles
circulantes de adrenalina es un resultado comun cuando se evalluan los efectos de la
cafeina en el gjercicio [24, 154, 156, 232, 233], al igual que el aumento de AMPc [220,
221].

En un estudio realizado por Tauler et al. [24] se observé que la suplementacion
con cafeina (6 mg/kg de peso), previa una prueba atlética de 15 km provocaba un mayor
aumento en los niveles de IL-6 y IL-10. Pese a observarse incrementos de la IL-6 en
respuesta al ejercicio, estos son menores a los determinados por otros estudios [156,
234, 235]. La razon radica en que el Unico estimulo que induce a un aumento en la
concentracion de IL-6 en este tipo de pruebas es la contraccion muscular [179]. Pruebas
de una duracién aproximada de 1 h, en sujetos entrenados y con alta capacidad
oxidativa, no dependen de que sus musculos utilicen glucégeno como principal fuente
energética [24], siendo la falta de glucégeno un estimulador para la produccién de IL-6
[189]. Dentro de estos incrementos inferiores, se observd como el aumento de la
concentracion de IL-6 en el grupo de deportistas suplementados con cafeina era
superior al que se observaba en el grupo placebo, al igual que muestran otros autores
[69].

Respecto a la IL-10, Tauler et al. [24] observaron que los niveles plasmaticos de
esta citocina aumentaban méas en el grupo suplementado con cafeina que en el grupo
control [24], hecho que podria ser mediado por la IL-6, ya que se ha mostrado que dicha
interleucina induce a la produccién de IL-10 [125]. Cabe resaltar que este efecto, en
general, se ha demostrado con concentraciones de IL-6 mas elevadas que las
determinadas en el estudio en cuestion [125], aunque no se ha descartado que también

se dé con incrementos inferiores. Otros estudios [69], que si remarcan un mayor
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aumento de IL-6 tras la toma de cafeina, no observan diferencias en cuanto a la IL-10.
Por otra parte, cuando se analizaron los resultados en células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs), no se observd ningun efecto de la cafeina [25]. En estas células,
donde los receptores mayoritarios de adenosina son los Az, el efecto esperado de la
cafeina seria una menor produccién de AMPc. Aun asi, los autores obtienen unos
niveles de AMPc similares entre grupos indicando que no habia efecto adicional por
parte de la cafeina en los receptores A, de las PBMCs 0 a la existencia de otros
mecanismos que llevaran a que los niveles de AMPc fueran similares en los dos grupos.
En consonancia con la falta de efecto de la cafeina sobre los niveles de AMPc e IL-10
en PBMCs, tampoco se han observado efectos de la cafeina en los niveles plasméticos
y en PBMCs de IL-12p40, cuya produccion estd medida por el AMPc [37].

Ferreira et al. [69, 235] mostraron como el incremento de IL-6 e IL-10 es igual en
aquellas personas que han tomado cafeina (5 mg/kg) o no, produciéndose un pico
méaximo de IL-6 e IL-10 a los 45 minutos de haber finalizado el ejercicio. Cabe resaltar
que, en este caso [235], el ejercicio no era de larga duracion, sino que consistia en 13
repeticiones de un ejercicio breve de gran intensidad (30 segundos sprint+15 segundos
recuperacion) que se fueron repitiendo en 6 sesiones repartidas en 2 semanas.
Mientras, cuando se realiza una sesion de fuerza (4 series del maximo nimero de media
sentadillas al 80% del peso maximo que un sujeto puede levantar en una repeticion), la
toma previa de cafeina (5mg/kg) si provoca un mayor aumento de IL-6 post ejercicio
[236], resultado que difiere de la afirmacibn comentada anteriormente en la que
ejercicios de corta duracién no se modifican los valores de IL-6 tras la administracién de
cafeina. En el caso de Ferreira et al. [235], los autores sugieren que la falta de
diferencias entre grupos podria deberse a que se daba la posibilidad de tomar una taza

de café en aquellos dias en los que no habia prueba.

En estudios con animales, cabe destacar el realizado por Vieira et al. [237] con
ratas entrenadas (natacion) durante un periodo de 6 semanas en las que se les
administraba cafeina via oral mientras se realizaban sesiones de HIIT. La hip6tesis de
los autores era que se produjera un aumento de IL-6 debido a la contraccion muscular,
pero también mediado por ROS a través de la via del NF-KB. Efectivamente, se
produjeron mayores niveles de IL-6 tras la realizacion de ejercicio, pero estos valores
iban disminuyendo en aquellos grupos que habian ingerido cafeina (4 mg/kg o 8 mg/kg).
Los niveles de IL-10 fueron aumentando entre grupos a medida que la concentracion de
cafeina era mayor, debido, posiblemente a un aumento en la produccion de IL-10 por
parte del musculo esquelético, mediado por un incremento en la concentracion de

AMPc. Ademds de provocar cambios en los niveles de citocinas, la ingesta de cafeina
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favorecié la actividad de los receptores glucocorticoides, debido a un aumento de la

hidrdélisis de ATP en las ratas entrenadas y suplementadas.

Uno de los aspectos que se ha estudiado con relacion al efecto de la cafeina,
sobre lo estudiado con relacién al efecto de ésta sobre la respuesta inmunitaria al
ejercicio, es su efecto sobre la modificacion del nimero de leucocitos circulantes. En
este sentido, habitualmente se ha observado un aumento en el nimero de leucocitos
circulantes después del ejercicio respecto a condiciones basales, con un mayor efecto
en el caso del consumo de cafeina [24, 25]. Este mayor aumento de leucocitos después
del ejercicio, en deportistas suplementados con cafeina, se debe principalmente a un
mayor aumento del nimero de neutrdfilos. Aunque estas diferencias en el numero de
neutrofilos ya se observan inmediatamente después del ejercicio [25], son mas
marcadas después de dos horas de recuperacion [24]. Se ha propuesto que estas
diferencias entre grupos fueron mediadas por los mayores niveles de cortisol y
adrenalina, o incluso de la propia IL-6, inducidos por la cafeina, ya que estos elementos
juegan un papel relevante en la movilizacion de neutrdéfilos hacia la circulacion [155,
156]. Otros autores no han observado diferencias en estos valores, lo que podria ser
explicado por la diferente duracion del ejercicio y del periodo de recuperacion
considerados [157]. En cuanto a los linfocitos circulantes, Walker et al. [157] observaron
un aumento en sus niveles tras la ingesta de cafeina. Por el contrario, en los estudios
de Tauler et al. [24, 25] no se observé ningun efecto de la cafeina, o que podria estar
relacionado con la menor duracién del ejercicio. Volviendo al estudio de Vieira et al.
[237], los autores observaron tanto una neutrofilia como una linfocitosis, asociada, segun
ellos, a las sesiones de elevada intensidad. Estudios de simulacién de partidos de futbol
americano [238] observaron un efecto sinérgico sobre parametros inmunitarios, como el
namero de linfocitos, tras la toma de cafeina (5mg/kg peso). El efecto del ejercicio sobre
el nimero de linfocitos producia un aumento del 38% de éstos, mientras que, tras la
ingesta de cafeina, el aumento del namero de linfocitos era de un 35% adicional,
sugiriendo que la cafeina aumenta la actividad inmunoldgica, por un incremento en la

movilizacion de los linfocitos.

1.4.4 Relacion entre café, inflamacion y salud

Los estudios de suplementacion descritos en los apartados anteriores utilizaban
una unica dosis de cafeina como suplemento. Cuando se han querido estudiar los
efectos sobre el estado inflamatorio del organismo de una suplementacion de cafeina
més prolongada, se ha usado el café como forma de suplementacion o,

mayoritariamente, se ha optado por analizar los efectos de la ingesta habitual de cafeina
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a partir de los alimentos que la contienen, principalmente de café. Sin embargo, cuando
se utiliza el café como suplemento, o se analizan los marcadores de inflamacion en
funcién de la ingesta de café, no se puede olvidar que el café contiene muchas mas

sustancias que la cafeina, siendo, los ACGs, una de las mas importantes.

1.4.4.1. Acidos clorogénicos

Como se ha comentado al inicio de este trabajo, el café es una de las bebidas
mas consumidas en el mundo, siendo la principal fuente de polifenoles en la mayoria de
regiones europeas [239]. Estos polifenoles, denominados ACGs han sido estudiados en

los ultimos afios en relacion con sus posibles efectos beneficiosos para la salud.

Los ACGs son un conjunto de compuestos fendlicos con grupos hidroxilo en
carbonos vecinos de sus residuos aromaticos que derivan de la esterificacion de acidos
cindmicos (cafeico, ferulico y p-cumarico) con &cido quinico [240]. En la naturaleza se
encuentran en las paredes celulares de multitud de plantas donde cumplen funciones
de formacién de lignina, proteccién contra microorganismos, luz ultravioleta, dafio por
herbivoros o dafos fisicos [241]. Por lo tanto, en la dieta humana las fuentes
mayoritarias de ACGs son hortalizas y frutas, ademas del café como fuente principal
[241].

Los ACGs se encuentran en el café en forma de mono y di-ésteres,
encontrandose mas de 40 tipos distintos, los cuales difieren en las sustituciones en
grupos de isémeros en las posiciones 1, 3, 4 0 5 del acido quinico [241], siendo el mas
abundante el &cido 5-cafeolquinico (5-ACQ) [242], que representa valores de entre el
76-84% del total de los ACG y siendo el grano de café, la planta con mayor
concentracion de ACGs (6-12%) [243]. A pesar de que en el grano de café la
concentracion de ACGs es muy elevada, las pérdidas producidas en el procesado
industrial del café, sobre todo en el tostado, provocan reducciones importantes en su
concentracion. De media, podemos encontrar cantidades de 35 mg de ACGs/100 ml de
café [244], los cuales pueden variar dependiendo del tipo de grano de café del que
proceda (Coffea arabica o Coffea canephora) y de la temperatura a la que haya sido
tratado; ya que a mayor temperatura la cantidad de ACGs es menor, mientras que la de
cafeina se mantiene estable [245]. Ademas, la manera en la que se prepare el café
también influye en las cantidades de ACGs. Se ha observado que las cantidades de
ACGs por taza son mucho mayores en el café expreso preparado habitualmente en

Espafia en comparacion con el que se prepara en Italia o Escocia, pudiendo ser debido
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a que en Espana se prepara mas “largo” [245], por lo que podria ser un factor a tener

en cuenta a la hora de analizar sus propiedades para el ser humano.

Entre las propiedades biol6gicas mas relevantes de los ACGs se encuentran la
antibidtica, antioxidante y antiinflamatoria [240], asi como hipoglucémica e
hipolipidémica [246]. La importancia de los procesos hipoglucémicos radica en el
higado, donde se encuentra mayoritariamente la glucosa-6-fosfatasa, enzima clave en
el mantenimiento de la glucemia dado que se encarga de la hidrélisis de la glucosa-6-
fosfato a glucosa y fosfato [16]. Niveles anormales de esta enzima son los causantes de
un aumento de la glucemia, a través de mayor produccion de glucosa por parte del
higado, proceso que puede ser mediado por los ACGs, los cuales acttan inhibiendo la
glucosa-6-fosfatasa, mas eficientemente que la propia cafeina, evitando estos picos
glucémicos [16].

Sin embargo, la mayor parte de estudios realizados con ACGs intentan
relacionar estos compuestos con sus posibles efectos antioxidantes y/o
antiinflamatorios. Mayoritariamente, el campo de estudio se centra en modelos de

animales o estudios in vitro y no siempre con células humanas.

La base de los estudios sobre la actividad antioxidante de los ACGs es la
capacidad de los ACGs para ceder atomos de hidroégeno a fin de reducir los radicales
libres e inhibir las reacciones de oxidacién [240]. Aun asi, como ocurre con otros
antioxidantes como la vitamina C, los compuestos fitofendlicos (acido cafeico y ACGs)
tienen actividad pro-oxidante cuando se encuentran con iones metalicos con actividad
redox (principalmente Fe y Cu), formando ROS que pueden oxidar y degradar el ADN

0 compuestos lipidicos [240].

La actividad antioxidante del 5-ACQ se ha estudiado en cultivos celulares [240],
observandose como protege contra la accién oxidante del H.O, en células HaCaT
humanas [247], y suprimiendo la formacion de ROS en las células madre
mesenquimaticas de la médula 6sea, activando la fosoforilacion de Akt, y aumentando
la expresion de FOXO [248]. Las ROS también pueden provocar un dafio en el ADN. En
el caso de los linfocitos humanos, se ha detallado una disminucion del dafio oxidativo
en su ADN a casi la mitad, en presencia de ACGs, cuando es causado por radiacion X
o0 ultravioleta [240]. En cuanto a la dosis usada, en pocos estudios se usan cantidades
fisiolégicas de ACGs, ya que la mayoria las usa en concentraciones mas elevadas que
las que se observan en sangre después de la ingesta de cantidades incluso elevadas
de ACGs. En estos casos, modelos de ratas con enfermedades crénicas, o en las que

se ha inducido una situacién de estrés oxidativo, son los modelos de estudio mas
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usados. En ellos, se administra el 5-CQA de forma oral, aunque las concentraciones
varian entre estudios. Los resultados muestran, en general, una reduccién en
marcadores de oxidacién y una prevencion en la formacién de eritemas inducidos por

radiacién ultravioleta [240].

Los estudios que relacionan los efectos de la administracion de ACGs sobre el
nivel de inflamacién son escasos y, ademas, tal como se ha indicado previamente para
otros estudios, no todos usan concentraciones fisiologicas de ACGs. La base de los
estudios in vitro es analizar el efecto de los ACGs sobre distintas células que ya estan
tratadas con otro compuesto que puede generar una respuesta inflamatoria (LPS o
distintas citocinas proinflamatorias) y observar su efecto antiinflamatorio. Shin et al,
demostraron que los ACGs, en concentraciones del orden de mM, tienen un efecto
antiinflamatorio en células humanas epiteliales por un descenso en la produccién de IL-
8 [249]. Otro estudio demostré que la administracion de té con ACGs provocaba un
descenso de la produccion de IL-8, IL-6 en células Caco-2 estimuladas con LPS, TNFa
e IFNy [240]. Hwang et al. [250] realizaron un estudio con células de la glia y macrofagos
de murinos estimulados con LPS, observando un descenso en la produccion de
citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-6), y una inhibicion de NO debido a la presencia de
ACGs. Ademas, los ACG inhibieron la translocacion nuclear del NF-k3, uno de los
principales factores involucrados en el proceso inflamatorio [16]. Las células se trataron
con LPS (Lug/ml) y con ACGs (5-CQA) a diferente concentracion (0, 2, 5, 20 uM). Esta
inhibicién del NK- kB parece ser un punto clave en el que se debe profundizar para
estudiar cdmo son inhibidos los componentes proinflamatorios mediados por esta via.
En PBMCs, se ha observado una reduccién en las concentraciones de TNFa e IL-6 tras
la administracion de ACGs [251].

Estudios con modelos animales, con patologias como diabetes, artritis 0
problemas hepéticos, han detallado como la administracion de 10-60 mg ACGs/kg peso
durante periodos de una a dos semanas pueden ejercer un efecto antiinflamatorio similar
al observado in vitro [240], por ejemplo, estimulando la produccién de IL-10 e inhibiendo
la de IL-12 en ratas [251]. La reduccion en la expresion de TNFa, IL-6 e IL-13 también
ha sido observada en ratas a las que se les administraron 60 mg ACGs/kg peso, segun
los autores por inhibicion de las vias NF-kB y TLR [252]. En estos casos, el 5-CQA fue

el tipo de ACGs usado.

Los estudios en los que se ha analizado el efecto de la administracion de ACGs
en humanos han sido realizados en poblacion con alguna patologia previa. Se han
realizado estudios en personas con obesidad, diabetes, hipertension o sindrome

metabdlico, observando mejoras en los marcadores propios de cada enfermedad [253].
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Un mayor gasto energético postprandial fue descrito por Soga et al. [254] tras la ingesta
diaria durante 4 semanas de un preparado con 329mg de ACGs. En diabéticos, la
relacién entre el efecto del café y el descafeinado ha sido analizada. Pese a que en
ambos grupos se observé un descenso en el polipéptido insulinotrépico dependiente de
insulina (GIP), los valores de secrecion de GLP-1 aumentaron mas tras la ingesta del
café descafeinado, indicando un efecto antagonista de los ACG en el transporte de
glucosa [255]. Dosis de 50 mg ACGs/kg peso durante 28 dias en personas con
hipertension son suficientes para reducir la presion sistdlica y diastolica en el orden de
4,7y 3,2 mm Hg, respectivamente [253]. Incluso en personas sanas, el consumo de 400
mg de ACGs también provoca una reduccion en la presion arterial [253]. En relacion con
la actividad fisica, el estudio de Nieman et al. [239] analiz6 el efecto de la administracion
diaria de café con alto contenido de ACGs (1066 mg ACGs vs 187 mg ACGSs), ademas
de cafeina (474 mg vs 33 mg), durante 2 semanas sobre el estado inflamatorio y el
rendimiento en ciclistas mediante un test de 50 km contrarreloj. Al finalizar la prueba, no
se observaron efectos de los ACGs en ninguno de los parametros medidos ni de

inflamacioén ni de rendimiento deportivo.

1.4.4.2. Ingesta de café y estado inflamatorio del organismo

Cuando se analizan los efectos del consumo habitual de cafeina, resulta
imposible no considerar el consumo de café, como principal fuente de cafeina en la
mayoria de paises [7], incluido Espafia, asi como el posible efecto de otras sustancias
gue se encuentran en el café y otras fuentes de cafeina, principalmente los ACGs
descritos previamente. De hecho, los ACGs han cobrado la suficiente relevancia como
para ser el foco de atencion principal en muchos de los estudios en los que se realiza
una suplementacion con café o se estudian los efectos de su consumo habitual. En esta
seccion se consideraran los estudios que siguen estos disefios, analizando marcadores
de inflamacién y también, por la estrecha relacion entre los procesos, marcadores de

oxidacion, ademas de las posibles consecuencias sobre la salud.

La mayor parte de los estudios que han realizado protocolos de media o larga
duracion de ingesta de café han estudiado sus efectos sobre, principalmente, tres
marcadores inflamatorios: adiponectina, PCR e IL-6. La adiponectina es una proteina
gue se expresa exclusivamente en los adipocitos y cuyos bajos niveles en plasma se
han relacionado con acumulacion de grasa corporal, obesidad, y en definitiva, un mayor
riesgo de inflamacién [106]. Kempf et al. [256] realizaron un estudio durante 3 meses
con un incremento progresivo de la toma de café en personas con riesgo potencial de

sufrir DM2. De este modo, durante el primer mes tomaban 1 taza al dia, en el segundo
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mes 4 tazas al dia y en el Ultimo mes, 8 tazas al dia, considerando una taza como 150
ml de café. La preparacién del café era realizada por las propias personas en su casa,
con su maquina de café. Al inicio del estudio, y mensualmente, recibian un paquete con
500 g de café con el que realizar los preparados y se les permiti6 mantener el café
elaborado en termos. Los resultados mostraron como al acabar el periodo de estudio,
los niveles de adiponectina eran mayores que al inicio del estudio. En este sentido, los
aumentos de adiponectina normalmente se ven afectados por la ingesta de café, siendo
un factor que normalmente se ve alterado, como en el estudio de Wedick et al. [257],
donde observaron como la toma de 5 cafés al dia durante 8 semanas provocaba
aumentos de adiponectina, aungue las personas estudiadas presentaban sobrepeso, al
igual que en otro estudio [258], en el que también se observo un aumento en los niveles
de adiponectina en sujetos con IMC>27 kg/m?, tras 3 meses de ingesta de café. En este
caso, el aumento de adiponectina solo se dio en aquellas que habian tomado café
“medio tostado”, mas rico en ACGs que el café “altamente tostado”. Saito et al. [259],
también observaron un aumento de adiponectina en aquellos sujetos sanos que habian
consumido durante 2 semanas café en vez de té, pudiendo estar implicados los ACGs.
Contrariamente a lo establecido, otros estudios que han seguido dosis similares (café
con 3 mg cafeina/kg) no han encontrado cambios significativos en parametros
inflamatorios [260-262]. Como se observa en los estudios descritos, el aumento de la
adiponectina es un hecho que esta altamente relacionado con la administracion de
cafeina, pero cuya variacion depende de que se tomen cantidades elevadas de café o
cafeina (4 cafés o mas de 600 mg cafeina al dia), observandose también un mayor
efecto en poblaciones con sobrepeso. El mecanismo que relaciona ambos componentes
esta mediado por PPARYy, estimulador del aumento de niveles de adiponectina en
plasma, debido al efecto que tiene la cafeina sobre este receptor [263]. En este
mecanismo, la cafeina, actuando conjuntamente con TGFf, ejerce como activador de
la expresion de PPARYy, debido a los efectos inhibitorios que tiene sobre el factor de

crecimiento CTGF en los hepatocitos [263].

La PCR es otro marcador de inflamacién que es influido por la ingesta de café,
aungue, como en el caso de la adiponectina, con variaciones entre estudios. El indice
de masa corporal (IMC) parece influir en el efecto del café, dado que distintos estudios
que observan efectos antiinflamatorios del café se realizaron en personas con bajo IMC
[264-266], siendo este dato un factor clave. En el estudio de Kempf et al. [256], ya se ha
comentado anteriormente como en periodos de 3 meses de ingesta de café no se
observaron incrementos significativos en los niveles de PCR. Estos resultados

concuerdan con estudios similares [257, 258, 262], siendo un patrobn comun el
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sobrepeso de las personas participantes. Incluso las dosis, de mas de 4 tazas de café
diarias se asemejan entre estudios, que difieren en su duracién, 8 [257] 0 12 semanas
[262]. Una reciente revisidbn [267] concluye que de forma general, no se puede
establecer una asociacion entre consumo de café y niveles de PCR, a pesar de que
algunos estudios individuales si observan dicho efecto, incluso uno de ellos [265],
detectd una disminucion de PCR tras la toma de café descafeinado, indicando un papel
por parte de los ACGs. Cuando en vez de café se consume cafeina los resultados
tampoco son convincentes. Bloomer et al. [268] no observaron ningin cambio en los
niveles de PCR en sujetos sanos tras la ingesta de entre 250-500 mg cafeina al dia

durante 12 semanas.

En cuanto a la IL-6, también observamos resultados dispares. Wedick et al. [257]
si encontraron un aumento de la citocina tras 2 meses de consumo de 5 tazas de café
diarias en hombres y mujeres con sobrepeso, en cambio, otros autores [256, 260] no
detallan este efecto. En el caso de Gauvrieli, et al. [260] la ingesta diaria de 200 ml de
café (con 3 mg cafeina/kg peso) se realizdé durante 2 semanas, exclusivamente en
hombres con sobrepeso. Como ya se ha comentado anteriormente, en el estudio de
Kempf et al. [256] se realiz6é un protocolo progresivo de ingesta de café de 3 meses de
duracién, ingiriendo 8 tazas de café al dia en el Ultimo mes. En este caso, las personas

eran hombres y mujeres con sobrepeso u obesidad.

En general, los resultados mostrados no permiten llegar a una conclusion
inequivoca, en parte por las diferencias en los protocolos de estudio, ya que, ademas
del tipo de poblacion estudiada, el tipo de café que se administre (descafeinado, mayor
o menor rango de tueste de los granos de café), el modo de preparacion (filtrado,

expreso, instantaneo) o la cantidad pueden influir en los resultados.

Por su estrecha relacion con la inflamacién, también se han analizado los efectos
de la suplementacion con café sobre el estrés oxidativo, tanto sobre las defensas
antioxidantes, principalmente las enzimaticas, como sobre marcadores de oxidacion. En
este sentido, diferentes estudios han observado cambios positivos con relacion a evitar
el estrés oxidativo. Correa et al. [269] observaron un aumento del 52% de la actividad
superoéxido dismutasa (SOD), del 62% en la glutation peroxidasa (GPx) y del 13% en la
catalasa (CAT) en aquellos sujetos que consumieron 150 ml de café al dia durante dos
semanas. Kotyczka et al. [270] usaron dos tipos de café muy tostado, uno con alto
contenido en ACG y otro con escaso contenido. Los resultados después de las tomas
con café rico en ACG mostraron un aumento de la actividad SOD, GPx y CAT del 12,
25 y 22%, respectivamente. En cambio, con el café pobre en ACG se observl un

descenso en los valores de SOD y GPXx.
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Dos estudios han relacionado el consumo de café con la actividad de la glutation
reductasa (GSR) y de la glutation S transferasa (GST), cuyos niveles fueron mas
elevados tras el consumo de café [271]. El dafio proteico y lipidico es otro tipo de
caracteristica del estrés oxidativo. Usando como biomarcador la 3-nitrotirosina,
componente relacionado con enfermedades coronarias, se ha observado un descenso
del 16% en sus niveles tras el consumo de café durante 4 semanas [272]. Otros autores
[271] no observan dicho efecto, pudiendo deberse a la cantidad de ACGs presentes en
el café, dado que los procedimientos de preparacion difieren entre estudios. Los
objetivos para reducir la peroxidacion lipidica se centran en una reduccién de los niveles
de malondialdehido (MDA) y de la oxidacion de las LDL. Aunque no todos los autores
observan mejoras tras la ingesta de café, Yukawa et al. [273] si reportaron una reduccion
en los biomarcadores de dafio lipidico tras la ingesta de 3 tazas de 150 ml de café al dia

durante una semana.

1.4.4.3 Café y salud

Tal y como se ha comentado en el primer apartado, datos de la EFSA y de la
FDA indican que el consumo de hasta 400 mg de cafeina al dia no va asociado ni con
problemas cardiovasculares, de toxicidad, del balance de calcio, cambios en el
comportamiento, incidencia de cancer ni efectos negativos sobre la fertilidad [10]. Lo
que si que puede provocar en ciertas personas, incluso en dosis relativamente bajas
(100 mg) son efectos a corto plazo o que desaparecen al cabo de unas horas y que, en
una persona sana, no supondrian ningun riesgo, como pueden ser la elevacion de la
presion arterial o un aumento de los niveles de alerta y de concentracion [10], y que no
deben ser confundidos con los efectos adversos, que serian aquellos que causan una
anormalidad de su funcionamiento poniendo en riesgo la calidad de vida del individuo.
Entre estas alteraciones, distintos estudios clinicos y meta-andlisis indican que el
consumo puntual de café o cafeina puede favorecer la resistencia a la insulina, asi como
un aumento de los niveles de glucosa en sangre y elevacion de la concentracion de
epinefrina [261], debido al bloqueo de la cafeina sobre los receptores A;, como ya se ha
comentado previamente. Aun asi, un consumo habitual de café, acabaria favoreciendo
la sensibilidad a la insulina, y aunque los mecanismos no estén nada claros, parece ser
que la adaptacion e implicacion de la microbiota intestinal seria un punto a tener en
cuenta [261], favoreciendo la liberacion de ciertas hormonas, como las incretinas,
implicadas en la reduccion del estrés oxidativo y de la inflamacion crénica de bajo nivel.
De forma general, el consumo regular de café provoca un aumento de marcadores como

IL-4, IL-10 y adiponectina mientras que reduce los componentes proinflamatorios IL-1p3,
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IL-6, TNFa, PCR, MCP-1, péptidos c e IL-18, tal y como describe Akash et al. en la tabla
3 [16].

Tabla 3. Efectos generales del consumo prolongado de café sobre marcadores inflamatorios

Biomarcador Efecto del consumo de Biomarcador Efecto del consumo de

café café
IL-18 Disminucion Péptidos ¢ Disminucién
IL-6 Disminucion IL-18 Disminucion
TNFa Disminucion IL-4 Aumento
PCR Disminucion IL-10 Aumento
MCP-1 Disminucién Adiponectina Aumento

Adaptado de Akash, M.S. et al. [16].

La reduccién en las concentraciones de estos componentes proinflamatorios
parece ser debida, como se ha comentado en el apartado dedicado a los ACG, al efecto
inhibitorio de estos compuestos sobre el NF-kB [16, 251].

El hecho de esta dualidad entre sensibilidad y resistencia a la insulina por efecto
de la toma de café implica que una gran parte de los estudios que han intentado
relacionar café y salud se hayan desarrollado en personas diabéticas. La causa de
enfermedad es una disfuncién de las células B-pancreaticas, las cuales no pueden
ejercer su funcion correctamente debido al estrés oxidativo que sufren. Este estrés
puede ser reducido gracias al consumo regular de café, capaz de antagonizar los

efectos adversos del estrés oxidativo en personas diabéticas [16].

Otro efecto de los ACGs es sobre la glucosa-6-fosfatasa, regulador de la
glucemia por la hidrélisis de glucosa 6-fosfato a glucosa y fosfato, y cuya expresion es
mayor a la habitual en el caso de la DM2, provocando un aumento de la glucemia en
personas enfermas con esta patologia [16]. El consumo de café, debido al efecto de los
ACG, provoca, una inhibicibn de la glucosa-6-fosfatasa, permitiendo una menor

produccion de glucosa hepatica y de glucemia.

La salida de glucosa de los tejidos periféricos mediada por el transportador
GLUT-4 parece que depende del consumo de café, y de sus compuestos fendlicos. A
diferencia de la cafeina, la cual es capaz de favorecer la liberacion de glucosa a través
de la via de la adenosina 5-monofosfato, el café puede favorecer la liberacién de

glucosa mediada por insulina a través de GLUT-4 [16]. Ademas, la absorcion intestinal
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también se ve modificada debido a la modulacién de GIP y GLP-1, hormonas secretadas

en respuesta a la absorcién de glucosa [16].

La revision realizada por Turnbull, D. et al. [10] estudia, en uno de sus apartados,
los efectos de la toma de café en una cohorte durante un largo periodo de tiempo (6-28
afos, dependiendo del articulo en cuestion). Pese a que la mayoria de los estudios
incluidos en esta revision no obtienen resultados convincentes sobre si la toma de
cafeina tiene algun efecto sobre el desarrollo de enfermedades cardiovasculares,
algunos de ellos si observan que tomar 400 mg de cafeina al dia tiene un mayor efecto
cardioprotector que tomar mas de 400 mg. En cambio, otros resultados de estudios que
componen dicha revisién concluyeron que la toma de 7 o mas cafés (o té verde) al dia
reduce el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares cuando es comparado con

individuos cuya ingesta es escasa o nula.

Por lo que respecta a las enfermedades coronarias, infarto agudo de miocardio,
derrame cerebral o arritmias, la mayoria de estudios observados concluyen que no hay
relacion entre el aumento de riesgo de padecer estas enfermedades y un consumo

elevado de cafeina [10].

En cuanto a la presién arterial, son muchos los estudios que han analizado qué
efecto tiene la cafeina sobre este pardmetro. La mayoria de estudios experimentales
concluyen gue existe un aumento de la presion arterial después de la toma de cafeina
en personas nosrmotensas [10]. En personas hipertensas, la tendencia es la misma,
aungue a menudo el aumento de los niveles de tension arterial es mayor y dura mas
tiempo que en personas normotensas. Respecto al ritmo cardiaco, los resultados son
ambiguos y no concluyentes, ya que, aunque la mayoria de los estudios observan que
no hay variaciones en este parametro, existen bastantes estudios que observan

aumento o descenso del ritmo cardiaco después de la toma de cafeina.

No se ha establecido una asociacion directa entre el consumo de cafeina y el
riesgo de padecer cancer de estbmago, colorrectal, de colon, rectal, de ovarios, tiroides,
mama, pancreas, laringe, linfoma o glioma. Aunque estadisticamente si que se reduce
el riesgo de padecer otros tipos de cancer, como: préstata, endometrio, melanoma,

cancer de piel no asociado a melanomay de higado [274].

Uno de los problemas a veces asociados a la toma de este tipo de sustancias
es la tolerancia que provocan, entendiendo como tolerancia a la necesidad de tomar
una mayor cantidad de producto para obtener los mismos efectos que se obtenian con

dosis inferiores. En este sentido, el estudio realizado por Lovallo et al. [275] demostro
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como después de un periodo de 5 dias de toma de cafeina existia tolerancia cuando la

dosis era de 600 mg, mientras que no se encontraban diferencias con dosis de 300 mg.
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Capitulo 2: OBJETIVOS

Diferentes estudios, desarrollados mayoritariamente in vitro, han demostrado
que la cafeina podria ejercer un efecto antiinflamatorio, incrementando los niveles de
mediadores antiinflamatorios, como la IL-10, y disminuyendo los niveles de potentes
productos proinflamatorios, como el TNFa. Adicionalmente, se ha visto que sustancias
como los ACGs, que se encuentran de forma especial en el café, también podrian tener
un efecto antiinflamatorio. Por otra parte, se ha demostrado que la actividad fisica
moderada, desarrollada de forma habitual, provoca una disminucion del estado
inflamatorio del organismo, observandose el efecto contrario, y de forma independiente,

por parte del comportamiento sedentario.

En relaciéon con la actividad fisica puntual, se ha descrito que una sesion de
actividad fisica genera una respuesta inflamatoria con unas caracteristicas
predominantemente antiinflamatorias. Se ha indicado que esta caracteristica se deberia
mayoritariamente a la accién de la IL-6, que seria la primera citocina que aparece en la
circulacion durante el ejercicio y a la que, en esta situacién, se han atribuido
propiedades antiinflamatorias. Algunos de los mecanismos de actuacion de la cafeina
en el organismo podrian provocar concentraciones superiores de citocinas como la IL-

6 y la IL-10, induciendo un caracter mas antiinflamatorio a esta respuesta.

Considerando estas ideas generales, asi como todo lo expuesto previamente se

establece el objetivo general y los objetivos especificos de la presente tesis.

Obijetivo general

Determinar el efecto de la actividad fisica en combinaciéon con la ingesta de

cafeina sobre el estado inflamatorio del organismo.

Obijetivos especificos

1. Analizar, en poblacion sana, si existe asociacién entre la concentracién de
marcadores de inflamacién y los niveles de actividad fisica, sedentarismo o la

ingesta habitual de cafeina.
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2. Determinar, en una poblacion de deportistas recreacionales bien entrenados, el
efecto de una sesion de actividad fisica en combinacion con un suplemento de

cafeina en la:
e Concentracién en plasma de marcadores de inflamacion.
e Concentracién en plasma de AMPc, adrenalina y cortisol.

¢ Produccion estimulada in vitro de citocinas por parte de leucocitos.
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Capitulo 3: HIPOTESIS

La hipétesis de trabajo era que la actividad fisica, en combinacién con la ingesta
de cafeina provoca una respuesta antiinflamatoria superior a la que podria observarse

al considerar solo la actividad fisica.

Esta hipoétesis se aplicaba tanto a una sesion puntual de ejercicio no extenuante
combinada con una dosis de cafeina como a la practica continua de actividad fisica

moderada en combinacion con la ingesta habitual de productos que contengan cafeina.
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Capitulo 4. RESULTADOS

Articulo |

Effects of Habitual Caffeine Intake, Physical Activity Levels, and
Sedentary Behavior on the Inflammatory Status in a Healthy
Population

Rodas, Ll., Riera-Sampol, A., Aguilo, A., Martinez, S., Tauler, P. (2020).
Nutrients, 12 (8): 2325. Doi: 10.3390/nu12082325.
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Effects of habitual caffeine intake, physical activity levels and
sedentary behavior on the inflammatory status in a healthy
population
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Abstract: Low-grade chronic inflammation is associated with many chronic diseases
and pathological conditions. The aim of the present study was to determine the effect of
regular caffeine intake, physical activity levels and sedentary behavior on the
inflammatory status in healthy participants. 112 men and 132 women aged 18 to 55 years
and belonging to the staff and student population of the University of the Balearic Islands
volunteered to participate in this descriptive cross-sectional study. Plasma
concentrations of pro-inflammatory and anti-inflammatory markers were measured.
Weight, height, and body composition (bioelectrical impedance) were determined.
Caffeine intake, physical activity levels and sitting time, and diet quality were determined
using questionnaires. Statistical regression analysis showed that caffeine intake was a
negative predictor of C-reactive protein (CRP) (p=0.001). Body fat percentage was
positively associated with CRP (p<0.001) and inversely associated with adiponectin
(p=0.032) and interleukin (IL)-10 levels (p=0.001). Visceral fat was the main predictor for
IL-6 (p<0.001) and tumor necrosis factor (TNF)-a (p<0.001). Sitting time was found to
be the main, inverse, predictor for IL-10 (p<0.001), and a positive predictor for TNF-a

(p<0.001). In conclusion, regular caffeine consumption induced very limited anti-
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inflammatory effects. Sedentary behavior and body fat accumulation induced significant

pro-inflammatory effects.

Keywords: caffeine; coffee; physical activity; siting time; inflammation; body fat

1. Introduction

Low-grade chronic inflammation is characterized by chronically (two to three-fold)
increased concentrations, of several cytokines such as interleukin (IL)-6 and tumor
necrosis factor (TNF)-a, as well as other pro-inflammatory substances such as C-
reactive protein (CRP) [1]. Fat accumulation has been suggested to be the main reason
for increased levels of these pro-inflammatory markers [2,3]. Many chronic diseases
such as arthritis, type-2 diabetes or cancer, and pathological conditions such as insulin
resistance or atherosclerosis have been found to be associated with low-grade systemic
inflammation [2—4].

Physical inactivity has also been linked to low-grade systemic inflammation and
subsequent increased risk for the development of chronic diseases [5]. On the other
hand, regular exercise has been associated with an anti-inflammatory status,
characterized by higher levels of anti-inflammatory markers such as IL-10 and
adiponectin, and lower levels of pro-inflammatory cytokines, including IL-6, TNF-a and
IL-18 [2,4]. It has been pointed out that exercise-induced anti-inflammatory effects could
be produced by reduced fat accumulation [2]. Interestingly, sedentary behavior,
commonly defined as any sitting activity with a low energy expenditure, has been also
linked to low-grade inflammation, independently of physical activity levels or adiposity
[6-9].

Caffeine, due to its widespread presence in foods such as coffee, tea and
chocolate, and its stimulant effects, is highly consumed around the world. In vitro studies
have suggested an anti-inflammatory role for caffeine, mainly inhibiting TNF-a
production [10]. Regarding in vivo studies, only a few have addressed the effects of
caffeine supplementation on blood inflammatory markers in humans [11]. These studies
used a single dose of caffeine, or used coffee as supplement when longer interventions
were tested, reporting slight anti-inflammatory effects from the supplementation [12,13].
However, when coffee is used, many more components than caffeine alone are included
in the supplement, as coffee is rich in bioactive compounds with antioxidant and anti-
inflammatory properties, mainly chlorogenic acids [14,15]. In a similar way, when effects

of habitual caffeine intake are analyzed it is impossible not to consider coffee

85



Resultados

consumption and the contribution of other coffee components, because in most
countries, including Spain, coffee has been reported to be the main dietary source of
caffeine [16]. In this regard, it has been shown that regular coffee intake is associated
with reduced risk of type 2 diabetes [17,18] and metabolic syndrome [19] among other
clinical conditions where low-grade inflammation and oxidative stress is involved in their
development [11]. Furthermore, studies have shown anti-inflammatory effects of regular

coffee consumption [20-23].

To our knowledge the effect of habitual caffeine intake on the inflammatory
status of people performing different levels of physical activity, while taking into
consideration the amount of sitting time, in a healthy young population has not yet been
determined. Therefore, the aim of the present study was to determine the effect of regular
caffeine intake, physical activity levels and sedentary behavior on the inflammatory
status in healthy participants. Because physical activity and also caffeine, or coffee, have
been suggested to induce anti-inflammatory effects, it could be expected that physically

active participants consuming caffeine could present a more anti-inflammatory profile.

2. Materials and Methods
2.1. Study design and participants

Two hundred and forty-four participants (112 men and 132 women) volunteered
to participate in this descriptive cross-sectional study. Participants were recruited among
healthy students, workers, researchers and lecturers from the University of the Balearic
Islands. All the participants were informed of the purpose and demands of the study
before giving their written consent to participate. The protocol was in accordance with
the Declaration of Helsinki for research of human participants and was approved by the

Balearic Islands Clinical Investigation Ethics Committee (IB 2399/14 PI).

Participants were enrolled after fulfilling all inclusion criteria and presenting none
of the exclusion criteria. Participants could be included if they were currently healthy,
aged between 18-55 years and to have maintained constant physical activity levels
(regardless of how high or low the level of activity) and sedentary behavior within the
previous two months. Exclusion criteria were: smokers, professional, elite and those
athletes with a habitual participation in endurance and ultra-endurance events,
significant body weight fluctuations within the previous two months (+ 2 kg), regular
alcohol or drugs consumption, and habitual consumption, or consumption within the 2

weeks preceding the study, of anti-inflammatory medication. Two hundred and forty-
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eight participants were recruited, but blood samples could not be obtained from four,

leading to the final number of participants indicated above.
2.2. Laboratory visit

Participants arrived at the laboratory between 08:00 and 10:00 hours following
an overnight fast of approximately 12 h. They had been previously informed about the
study demands and about the inclusion and exclusion criteria. They had also been
instructed to abstain from any moderate-vigorous intensity exercise during the 24 h
before coming to the laboratory. Information about the study was given again to the
participants, they completed an inclusion/exclusion criteria questionnaire and they then
signed an informed consent form. Each participant was asked to empty their bladder
before body mass, height and body composition were recorded. Participants then sat
quietly for 10 min and completed questionnaires to determine physical activity levels,
caffeine intake and adherence to the Mediterranean diet, before a blood sample was
taken. The women were also asked about the date of their last menstruation. Seated
venous blood samples were collected in suitable vacutainers  with
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). Plasma was obtained from the blood samples
within 30 min after blood collection by centrifugation (15 min, 1000xg, 4°C). Plasma

aliquots were stored at -70°C until measurements were performed.
2.3. Anthropometrical measurements

Height was measured to the nearest 0.5 cm using a stadiometer (Seca 220 (CM)
Telescopic Height Rod for Column Scales, Seca gmbh, Hamburg). Body weight,
percentage of body fat mass and rating of visceral fat were measured using a Body
Composition Analyzer (Bioelectrical Impedance Analysis, TANITA MC-780MA, TANITA
Europe BV, Amsterdam, The Netherlands). Body weight was measured to the nearest
0.1 kg. The visceral fat measurement using this methodology provides a rating from 1 to
59, with values from 1 to 12 considered healthy (arbitrary units and information provided
by the manufacturer, https://tanita.eu/help-guides/products-manuals/). Body mass index

(BMI) was calculated as weight (kg) divided by height (m) squared (kg-m).
2.4. Questionnaires

Physical activity levels were determined using the standard short form of the
validated International Physical Activity Questionnaire (IPAQ), thus providing
guantitative information on physical activity levels in metabolic equivalents (MET)-

h-week™". Total weekly physical activity time and daily sitting time were also determined.

Diet quality was measured as the Adherence to the Mediterranean diet using a

simplified assessment of adherence to the Mediterranean Diet (14-item questionnaire),
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previously developed and validated for the Spanish population [24]. Each item was
scored as 0 or 1. A global score of 9 or higher indicates a good adherence to the

Mediterranean Diet.

Habitual caffeine intake was measured using a self-reported questionnaire
previously developed and used by our group [25,26]. The frequency intake of common
products containing caffeine was ascertained, and caffeine daily consumption
determined by using the caffeine content of each product [16]. Products included in the
guestionnaire were coffee preparations, including decaffeinated coffee, instant coffee (as
cups or spoons), tea, chocolate, cola drinks, energy or stimulant beverages, and
pharmaceutical caffeine supplements. Coffee intake was estimated from the intake of
each coffee preparation contained in the questionnaire. The most common preparations
in Spain were considered: espresso, “cortado” (espresso coffee, one serving, with a shot
of milk) and “café con leche” (white coffee, or espresso coffee, one serving, with the
remaining half of a cup filled with milk or steamed milk). Because a dose-response
plasma appearance of the chlorogenic and phenolic acids contained in coffee has been
shown after instant coffee ingestion [27], and because of its caffeine content, instant
coffee was also considered as a coffee preparation. When applicable, the number of
instant coffee servings was determined considering the number of spoons indicated by
participants and that each serving contained 3.4 g of instant coffee [27]. Therefore, the
total coffee intake, in number of servings, was determined considering all preparations

indicated above.
2.5. Measurement of inflammatory markers

Plasma IL-10, IL-6, IL-1B, TNF-a, adiponectin and CRP concentrations were
determined to describe the inflammatory status of participants. These inflammatory
markers were measured using commercially available solid-phase sandwich enzyme-
linked immunosorbent assays and performed according to the manufacturers’
instructions. Concentrations of IL-10, IL-6 and TNF-o. were measured using Invitrogen
high sensitivity kits (ThermoFisher SCIENTIFIC, Waltham, MA, USA). IL-10 was
measured using the “IL-10 Human ELISA Kit, High Sensitivity” (BMS215HS); IL-6 was
measured using the “IL-6 Human ELISA Kit, High Sensitivity” (BMS213HS); and TNF-a
was measured using the “TNF alpha Human ELISA Kit, High Sensitivity” (BMS223HS).
IL-1B, adiponectin and CRP were measured using RayBio® kits (RayBiotech, Norcross,
GA, USA). IL-1B was measured using the “Human IL-1 beta ELISA” (ELH-IL1b);
Adiponectin was measured using the “Human Adiponectin (Acrp30) ELISA” (ELH-
Adiponectin); and CRP was measured using the “Human CRP ELISA” (ELH-CRP). All
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kits were exclusive for human samples (plasma, serum and culture supernatants), and
micro-plates were supplied with wells pre-coated with the specific antibody. For all
assays, the absorbance was measured spectrophotometrically on a microplate reader
(PowerWavei; BioTek, Winooski, VT), and the concentration of each cytokine was

calculated by comparison with a calculation curve established in the same measurement.
2.6. Statistical analysis

Statistical analysis was carried out using IBM SPSS Statistics 22.0 software
(SPSS/IBM, Chicago, IL, USA). All the data were tested for their normal distribution
(Kolmogorov—Smirnov test). The results are expressed as means and standard
deviations (SD), or median and interquartile ranges as specified. Percentages were also
used when required. Student’s t-test for unpaired data or the Mann-Whitney U test were
used to evaluate differences between sexes. Kruskal-Wallis one-way ANOVA was used
to determine the effect of the menstrual cycle on cytokine, adiponectin and CRP
concentrations in women. Because no effect of menstrual cycle was observed (results
not shown), this variable was not included in the following main analysis. The existence
of significant bivariate correlations between the main variables was ascertained by
determining Pearson correlation coefficients. These correlations were determined for the
whole sample and for male and female participants separately. Multiple linear regression
analysis, using the stepwise procedure, was applied to determine the relation between
each dependent variable (logarithmic transformed IL-10, IL-6, IL-13, TNF-a, adiponectin
and CRP concentrations) and independent and control variables. Habitual caffeine
intake, IPAQ score and sitting time were included in the analysis as independent
variables. Sex, body fat percentage, visceral fat rating and diet quality, measured as the
Adherence to the Mediterranean diet, were included in the analysis as control variables.
Kruskal-Wallis one-way ANOVA was used to analyze IL-10 and TNF-a values depending
on sitting time categorized in tertiles. A post-hoc power analysis calculation was
performed (G*Power 3.1.9.4. Universitat Kiel, Germany) for the regression analysis
(n=244, eight predictors, a=0.05). The power statistical calculation reported values
higher than 90% for all significant regression reported. Statistical significance was

accepted at p<0.05.

3. Results
3.1. General characteristics of participants in the study

Table 1 shows the general characteristics of participants in the study stratified per

sex. The study population was, on average, young, with a BMI value within the normal
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weight range, a Mediterranean diet score slightly under the threshold for a good
adherence, and with a higher number of women. Regarding anthropometrical
characteristics, 20.5% of participants were overweight (BMI between 25 and 30 kg-m),
and 3.7% were obese (BMI higher than 30 kg-m?). On the other hand, 2.2% of
participants showed an unhealthy visceral fat rating. Regarding caffeine intake, 4.9% of
participants did not take caffeine, and 17% of participants took more than 400 mg per
day (which is considered the higher-end value for a throughout the day, not in a single
dose, safe consumption in healthy people [16]). Regarding coffee intake, 22.1% of
participants reported no coffee intake, and 7% of participants reported an intake greater
than 3 servings. Men reported non-significantly higher physical activity levels, both when

expressed in METs and in hours. No significant differences between sexes were

observed in the sitting time.

Table 1. General characteristics of participants in the study.

All Men Women
p value
(n=244) (n=112) (n=132)
Age (years) 32.1+10.8 33.4+10.8 31.1+10.8 0.098
Weight (kg) 66.9+ 13.3 76.3+11.4 58.9+8.7 <0.001*
Height (cm) 170.0+9.0 177.0+6.5 164.0+6.0  <0.001*
BMI (kg-m-2) 23.0+3.4 243+3.3 22.0+3.2 <0.001*
Fat mass (%) 23.3+79 18.3+6.3 27.6+£6.5 <0.001*
Visceral fat rating 4.01 +3.30 5.66 + 3.68 2.63+212 <0.001*
Mediterranean diet score 8.18+1.91 8.22+1.93 8.15+1.91 0.771
Caffeine intake (mg-day™) 164.3+143.4 174.7+152.4 1555+ 1353 0.298
Caffeine intake (mg-kg body weight?-day™) 2.48 +£2.18 2.33+2.18 2.60 £2.18 0.346
Coffee intake (servings-day™) 1.32+£1.35 141+ 1.47 1.24 £1.25 0.311
Physical activity levels (METs-hour-week™) 43.8+ 36.1 48.7 + 33.7 39.7+ 375 0.054
Physical activity (hours-week™) 9.18 + 8.50 9.90 + 7.36 8.57 +9.35 0.224
Sitting time (hours-day™?) 6.96 £ 2.77 7.20 £ 3.09 6.77 £ 2.46 0.235

Values are expressed as means * standard deviations. * indicates significant differences between

sexes (with p significant values also in bold) (p<0.05), Student’s t-test for unpaired data. BMI:

body mass index.
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3.2. Sources of caffeine consumption
Among caffeine consumers, coffee was the main caffeine source for participants
in the study (Table 2). No significant differences were found between male and female

participants.

Table 2. Sources of caffeine intake among those participants consuming caffeine.

All Men Women

Source P
(n=228) (n=105) (n=123)  value
Coffee (%) 675+37.1 696+374 66.0+36.9 0.538
Tea (%) 10.1+£198 89+194 11.0+£20.1 0.425
Cola drinks (%) 128+247 140+268 11.8+229 0.506
Chocolate (%) 79+204 52+141 10.2+242 0.054
Energetic drinks (%) 16+£7.6 22+9.0 1.0+£6.1 0.241
Sport products (%) 0.1+0.7 0.1+1.0 n.d. 0.175

Values are expressed as means + standard deviations and represent the caffeine contribution in
percentage of each source with respect to total caffeine intake. No differences between men and
women were found, Student’s t-test for unpaired data. n.d.: non detected (no consumption
reported)

3.3. Concentration of inflammatory markers

Table 3 shows cytokine concentrations of all participants and categorized by sex.
Significant differences were observed for IL-6, TNF-a, CRP and adiponectin, with higher
values in men for IL-6 (p=0.003) and TNF-a (p=0.005), and higher values in women for
CRP (p<0.001) and adiponectin (p<0.001).

Table 3. Cytokine concentrations of participants in the study.

All Men Women
Inflammatory marker p value
(n=244) (n=112) (n=132)
IL-10 (ug-mL1) 0.65 (0.54, 0.77) 0.65 (0.55, 0.83) 0.66 (0.54, 0.74) 0.333
IL-6 (ug-mL™) 2.17 (1.44, 3.04) 2.38 (1.84,3.12) 1.89 (1.14, 2.99) 0.003*
IL-1B (pg-mL7) 3.84 (2.66, 6.29) 4.02 (2.88, 6.40) 3.58 (2.43, 6.00) 0.205
TNF-a (pg-mL™1) 1.98 (1.52, 2.68) 2.11 (1.64, 3.04) 1.76 (1.49, 2.51) 0.005*
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CRP (png-mL™) 3.50 (1.81,5.67) 2.46 (1.58,4.28)  4.26 (2.42,6.34)  <0.001*
Adiponectin (pg-mL*)  578(3.62,7.96) 459 (3.12,6.22) 6.72(4.77,8,78)  <0.001*

Values are expressed as median (25th, 75th percentile). * indicates significant differences
between men and women (with p values in bold) (p<0.05), Mann Whitney U test. IL: interleukin;

TNF: tumor necrosis factor; CRP: C-reactive protein.

3.4. Bivariate correlations between dependent and independent variables

Table 4 shows bivariate correlations between all dependent and independent
(continuous) variables. Positive correlations were found for IL-6 (p=0.001) and TNF-a
(p=0.014) with age. However, IL-10 was inversely correlated with age (p=0.032).
Caffeine intake was inversely correlated with CRP levels (p=0.044). Physical activity
levels were correlated with IL-10 (p=0.002). Sitting time showed a positive correlation
with TNF-a (p<0.001) and an inverse correlation with IL-10 levels (p<0.001). Percentage
of body fat was correlated with CRP (p<0.001), while it was inversely correlated with IL-
10 (p=0.001) and adiponectin (p<0.001). An inverse correlation was found between
visceral fat rating and IL-10 (p=0.013). However, visceral fat showed positive correlations
with IL-6 (p<0.001) and TNF-o (p<0.001). IL-1B levels were correlated with the
adherence to the Mediterranean diet (p=0.039).

Table 4. Bivariate correlations between dependent and independent variables (all

participants).

Age %Fat Vis Fat MD Caffeine PA Sit

IL-10 0138 -0.219 0159  -0.083  -0.094 0.195 -0.325
(0.032%)  (0.001%  (0.013%)  (0.197)  (0.142)  (0.002%) (<0.001*)
IL-6 0.205 0.063 0.290 -0.032 0.089 -0.037 0.003
(0.001%)  (0.329)  (<0.001%) (0.615)  (0.164)  (0.561)  (0.957)
IL-1B 0.006 0.071 0.052 0.132 0006  -0.009  -0.030
(0.932)  (0.267) (0.417)  (0.039%)  (0.930)  (0.889)  (0.639)
TNF-a. 0.157 0.086 0.335 -0.023 0.067 -0.081 0.249
(0.014%)  (0.180)  (<0.001¥)  (0.717)  (0.299)  (0.208)  (<0.001*)
CRP 0.009 0.427 0.115 -0.109  -0.129  -0.037  -0.039

(0.889) (<0.001%)  (0.074)  (0.088)  (0.044*  (0.563)  (0.549)
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Adiponectin -0.107 -0.222 -0.117 -0.012 -0.087 -0.041 -0.003

(0.095) (<0.001%)  (0.072)  (0.429)  (0.182)  (0.520)  (0.963)

Pearson correlation coefficient and (p value) is shown (n=244). * indicates significant correlations
(with p values in bold) (p<0.05). % Fat: percentage of total body fat; Vis fat: visceral fat rating;
MD: adherence to the Mediterranean diet; Caffeine: caffeine intake; PA: physical activity levels.
Sit: sitting daily time. Logarithmic transformations of dependent variables were used. IL:

interleukin; CRP: C-reactive protein; TNF: tumor necrosis factor.

Table 5 shows bivariate correlations between all dependent and independent
variables in female participants. An inverse correlation was found between IL-10 and age
(p=0.020). However, a positive correlation was found for IL-6 with age (p=0.023).
Physical activity levels were correlated with IL-10 (p=0.033). Sitting time showed a
positive correlation with TNF-a (p=0.001) and an inverse correlation with IL-10 levels
(p=0.001). Percentage of body fat showed a positive correlation with CRP (p<0.001).
Positive correlations were found for IL-6 (p=0.037) and TNF-a (p=0.049) with visceral
fat. No correlation was found for adherence to the Mediterranean diet or caffeine intake

with any of the dependent variables.

Table 5. Bivariate correlations between dependent and independent variables in

females.
Age %Fat Vis Fat MD Caffeine PA Sit
IL-10 -0.203 -0.133 -0.170  -0.045 -0.098 0.185 -0.281

(0.020%) (0.128)  (0.052) (0.605) (0.265)  (0.033%) (0.001*)
IL-6 0198 0162  0.182 -0.046 0054  -0.100 0.017
(0.023%)  (0.064) (0.037%) (0.597) (0.539) (0.254) (0.844)
IL-1B -0.005  -0.011 0048 0157 -0.016 -0.028  -0.091
(0.959) (0.902) (0.588) (0.072) (0.854)  (0.754) (0.300)
TNF-a 0.096 0164 0172 -0.062 -0.034 -0.016 0.297
(0.274)  (0.060) (0.049%) (0.479) (0.699)  (0.856) (0.001%)
CRP 0066 0330  0.158 -0.097 -0.155  0.030  0.048

(0.455) (<0.001%) (0.070) (0.267) (0.077) (0.729) (0.582)
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Adiponectin  -0.111 0.063 -0.053 0.152 -0.027 -0.106  -0.062

(0.243)  (0.510) (0.579) (0.109) (0.773) (0.268) (0.513)

Pearson correlation coefficient and (p value) is shown (n=132). * indicates significant correlations
(with p values in bold) (p<0.05). % Fat: percentage of total body fat; Vis fat: visceral fat rating;
MD: adherence to the Mediterranean diet; Caffeine: caffeine intake; PA: physical activity levels.
Sit: sitting daily time. Logarithmic transformations of dependent variables were used. IL:

interleukin; CRP: C-reactive protein; TNF: tumor necrosis factor.

Table 6 shows bivariate correlation between all dependent and independent
variables in male participants. A positive correlation was found between TNF-a and age
(p=0.042). Physical activity levels were positively correlated with IL-10 (p=0.010) and
inversely correlated with TNF-a. (p=0.005). Sitting time showed a positive correlation with
TNF-a (p=0.047) and an inverse correlation with IL-10 levels (p<0.001). Percentage of
body fat was correlated with IL-6 (p=0.001), TNF-a (p<0.001) and CRP (p<0.001), while
it was inversely correlated with adiponectin (p<0.001) and IL-10 (p=0.002). Visceral fat
was correlated with IL-6 (p=0.002), TNF-a (p<0.001) and CRP (p<0.001), and it was
inversely correlated with IL-10 (p=0.008). No correlation was found for adherence to the

Mediterranean diet or caffeine intake with any of the dependent variables.

Table 6. Bivariate correlations between dependent and independent variables in

males.
Age %Fat Vis Fat MD Caffeine PA Sit
IL-10 -0.100 -0.295 -0.249 -0.120 -0.102 0.242 -0.369

(0.296)  (0.002%)  (0.008%) (0.207) (0.286)  (0.010%) (<0.001*)
IL-6 0.180  0.300 0293 -0.024 0130  -0.023  -0.042
(0.058)  (0.001%)  (0.002%) (0.803) (0.164) (0.806)  (0.662)
IL-1B -0.002  -0.054  -0.011 0094 -0.006  0.004  0.026
(0.980) (0.577)  (0.913) (0.323) (0.953) (0.953) (0.784)
TNF-a 0.193  0.353 0378  0.115 0148  -0.262  0.188
(0.042%) (<0.001%) (<0.001%) (0.226) (0.118) (0.005%) (0.047%)
CRP 0.166  0.366 0.381 -0.122 -0.074 -0.051  0.076

(0.079) (<0.001%) (<0.001% (0.200) (0.440)  (0.594)  (0.424)
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Adiponectin ~ -0.107 -0.222 -0.117 -0.012 -0.087 -0.041 -0.003

(0.095) (<0.001%) (0.072) (0.429) (0.182) (0.520)  (0.963)

Pearson correlation coefficient and (p value) is shown (n=112). * indicates significant correlations
(with p values in bold) (p<0.05). % Fat: percentage of total body fat; Vis fat: visceral fat rating;
MD: adherence to the Mediterranean diet; Caffeine: caffeine intake; PA: physical activity levels.
Sit: sitting daily time. Logarithmic transformations of dependent variables were used. IL:

interleukin; CRP: C-reactive protein; TNF: tumor necrosis factor.

3.5. Multivariable linear regression analysis

Table 7 shows the results of the regression analysis for IL-10. Regression
analysis revealed that sitting time (p<0.001) and the percentage of fat (p=0.001) were
negative predictors for IL-10 levels, while physical activity was a positive predictor
(p=0.028). Sitting time was found to be the main predictor (change in R2 0.106 vs. 0.040

for fat mass and 0.017 for physical activity).

Table 7. Multiple linear regression for IL-10

Variable B 95% Cl B t p value
Age -0.002 (-0.006, 0.002) -0.104 -1.706 0.089
Sex 0.010 (-0.060, 0.080) 0.042 0568 0.570
Fat mass -0.003 (-0.005,-0.001) -0.189 -3.171 0.002*
Visceral fat rating -0.002 (-0.014, 0.010) -0.066 -1.346 0.180
Adherence to MD -0.005 (-0.013,0.003) -0.078 -1.324 0.187
Caffeine intake 0.000 (-0.001, 0.000) -0.080 -1.336 0.183
Physical activity 0.000 (0.000, 0.001) 0.136 2.218 0.028*
Sitting time -0.012 (-0.017,-0.007) -0.281 -4.607  <0.001*

Model: R: 0.405; R?0.164; Adjusted R? 0.153; p<0.001; * indicates significant predictors (with p

values in bold) (p<0.05). IL: interleukin; MD: Mediterranean diet; CI: confidence intervals.

Table 8 shows de regression analysis results for adiponectin. Sex was revealed

as the main predictor for adiponectin (change in R? 0.097, p<0.001), with higher values
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for females, as has been indicated above. Percentage of fat mass was inversely

associated with adiponectin (change in R2 0.017, p=0.032).

Table 8. Multiple linear regression for adiponectin

Variable B 95% CI B t p value
Age 0.000 (-0.004, 0.004) -0.019 -0.285 0.776

Sex 0.194 (0.124-0.265) 0.407 5.426 <0.001*
Fat mass -0.005  (-0.009, -0.001) -0.162 -2.156 0.032*

Visceral fat rating 0.004 (-0.004-0.012) 0.050 0.443 0.658
Adherence to MD  0.008 (-0.006, 0.022) 0.065 1.075 0.283
Caffeine intake 0.000 (-0.001, 0.000) -0.068 -1.092 0.276
Physical activity 0.000 (-0.001, 0.000) -0.012 0.010 0.846

Sitting time 0.003 (-0.007, 0.013) 0.039 0.637 0.585

Model: R20.115; Adjusted R? 0.107; p<0.001; * indicates significant predictors (with p values in
bold) (p<0.05). MD: Mediterranean diet; Cl: confidence intervals.

Table 9 shows the results of the regression analysis for IL-6. Visceral fat was
revealed as the only significant predictor for IL-6 (p<0.001), with a positive association.

Table 9. Regression analysis for IL-6

Variable B 95% ClI B t p value
Age 0.001 (-0.003, 0.005) 0.013 0.151 0.880
Sex -0.035 (-0.075, 0.005) -0.073 -1.055 0.292
Fat mass -0.001 (-0.003, 0.001) -0.028 -0.439 0.661
Visceral fat rating 0.021 (0.012,0.030) 0.290 4.701 <0.001*
Adherence to MD -0.005 (-0.017, 0.007) -0.044 -0.706 0.481
Caffeine intake 0.000 (0.000, 0.001)  0.039 0.579 0.563
Physical activity -0.001  (-0.002,0.001) -0.059 -0.948 0.344
Sitting time -0.003 (-0.011, 0.005) -0.033 -0.532 0.595
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Model: R?0.084; Adjusted R? 0.080; p<0.001; * indicates significant predictors (with p values in

bold) (p<0.05). IL: interleukin; MD: Mediterranean diet; Cl: confidence intervals.

Sitting time (change in R? 0.044, p<0.001,) and visceral fat rating (change in R?

0.112, p<0.001) were found as positive predictors for TNF-a concentrations, with visceral

fat as the main predictor (Table 10).

Table 10. Multiple linear regression for TNF-a.

Variable B 95% CI B t p value
Age -0.002 (-0.005, 0.001) -0.108 -1.327 0.186
Sex -0.014 (-0.128,0.100) -0.041  -0.608 0.544
Fat mass -0.001 (-0.011, 0.010) -0.023 -0.367 0.714
Visceral fat rating 0.016 (0.010, 0.022)  0.309 5.166 <0.001*
Adherence to MD 0.001 (-0.009, 0.012) 0.007 0.119 0.905
Caffeine intake 0.000 (-0.001, 0.000) -0.060 -0.936 0.350
Physical activity 0.000 (-0.001, 0.000) -0.025 -0.984 0.326
Sitting time 0.013 (0.004,0.019) 0.211 3.5638 <0.001*

Model: R20.156; Adjusted R2 0.149; p<0.001; * indicates significant predictors (with p values in

bold) (p<0.05). TNF: tumor necrosis factor; MD: Mediterranean diet; Cl: confidence intervals.

Table 11 shows the results of the regression analysis for CRP. Percentage of fat

mass was found as the main predictor for CRP (change in R? 0.182, p<0.001), showing

a positive association. Caffeine intake was shown to be a negative predictor for CRP

(change in R2 0.037, p=0.001). The regression analysis did not report any significant

predictor for IL-1p.

Table 11. Multiple linear regression for CRP

Variable B 95% CI B t p value
Age -0.002 (-0.010, 0.006)  -0.039  -0.601 0.549
Sex -0.016 (-0.082,0.050) -0.021  -0.288 0.774
Fat mass 0.018 (0.013, 0.022) 0.454 7.885 <0.001*
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Visceral fat rating 0.006 (-0.022, 0.034) 0.063 0.980 0.328
Adherence to MD -0.011 (-0.029, 0.007) -0.070 -1.219 0.224
Caffeine intake -0.002 (-0.003,-0.001) -0.195 -3.379 0.001*
Physical activity 0.000 (-0.004, 0.004) 0.023 0.407 0.684
Sitting time 0.000 (-0.013, 0.013) 0.011 0.187 0.852

Model: R20.219; Adjusted R2 0.213; p<0.001; * indicates significant predictors (with p values in
bold) (p<0.05). CRP: C-reactive protein; MD: Mediterranean diet; Cl: confidence intervals.

3.6. Effects of sitting time on IL-10 and TNF-a concentrations

Figure 1 shows values of IL-10 (a) and TNF-a (b) categorized by sitting time
tertiles. A significant effect of sitting time was found for both IL-10 (p=0.001) and TNF-a
(p<0.001). IL-10 values in the third tertile (longer sitting time, 9 to 15 hours) were
significantly lower (p=0.001) than in the first tertile (shortest sitting time, 1 to 5 hours).
TNF-a values in the third tertile were significantly higher than in the second tertile
(p=0.004) and in the first tertile (p<0.001).

IL-10 TNF-o
" °] #&
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0,8 1 4 4
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£ 061 £ 3
2 2
0,4 4 21
0,2 1 11
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Sitting time Sitting time
() (b)

Figure 1. IL-10 (a) and TNF-a (b) plasma concentrations categorized by sitting time tertiles.
Median, 25", 75th percentile, and lowest and highest values are shown for IL-10 and TNF-a
values. # indicates significant differences to first tertile. & indicates significant differences to

second tertile. IL: interleukin; TNF: tumor necrosis factor.
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4. Discussion

The main finding of the present study was that in a healthy population, low
caffeine intake could exert a slight anti-inflammatory effect characterized by lower CRP
plasma levels. Body fat, both total and visceral, and sedentary behavior have been
shown to be important and independent inflammatory predictors, inducing higher levels

of pro-inflammatory markers, but also decreased levels of anti-inflammatory markers.

Participants in the study population were, on average, young and with a higher
number of women. These characteristics reflect properly the university population, with
higher figures for young female students. Caffeine intake observed in the present study
was similar to previous studies in Spain, and similar, or slightly lower to the average
value, when participants of a similar age from most occidental countries were considered
[16,28-30]. Concerning this consumption, coffee remains the main source for caffeine
intake, a common finding in most European countries, except for the UK and Ireland [16].
As coffee preparations in Spain are quite different from the ones in other countries, it
becomes difficult to compare coffee intake observed in the present study with the
habitual intake of other countries. For these reasons, caffeine intake rather than coffee
intake, has been used as the main variable for the analysis, and also as an indicator of

coffee consumption.

Previous studies, both observational and clinical trials, have reported that coffee
intake increases adiponectin levels [13,20]. The mechanism involved seems to be the
stimulatory effect of caffeine on the expression of the peroxisome proliferator activated
receptor y (PPARY), which positively elevates the adiponectin concentration [31]. In fact,
a previous study reported increased levels of adiponectin after a supplementation with
caffeinated coffee but no effect with decaffeinated coffee [13]. However, a higher daily
intake of coffee (four cups, or more than 600 mg of caffeine) than that observed in the
present study, seems to be required to increase adiponectin levels [20]. Therefore, and
as suggested, low amounts of coffee or caffeine consumption may be the reason for not
observing a significant effect of caffeine intake on adiponectin [32] but also on IL-10,
TNF-a and IL-6 concentrations in the present study. It should also be considered that
some studies reporting positive effects of regular coffee consumption on adiponectin
levels were performed in overweight participants [13], while in the present study only
~24% of participants were overweight or obese; or in older populations [20]. Therefore,

it is possible that the protective effect of coffee was emphasized in such conditions.

The association between CRP, which is considered an appropriate marker for low

grade systemic inflammation [33], and coffee intake has been recently reviewed [34].
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Despite this review suggesting that on average, coffee consumption is not
associated with CRP levels, some studies have reported a protective healthy effect
because decreased levels of CRP have been observed in participants ingesting at least
a daily cup of coffee [20—23]. Results of the present study are in agreement with this
observation as it was observed that caffeine consumption is inversely associated with
CRP levels. Therefore, it seems that in contrast with the other inflammatory markers
analyzed, low regular coffee intake could be enough to prevent higher CRP levels. It is
worth noting however, that decaffeinated coffee seems to also be effective in decreasing
CRP levels, therefore other components of coffee rather than caffeine itself, could
contribute to this effect [22]. It has been suggested that chlorogenic acid, the main
phenolic acid in coffee with antioxidant and anti-inflammatory properties [14], can play
an important role in the reduction of inflammatory factors such as CRP [35]. The low, on
average, BMI of participants in the present study could have been an important factor
that influenced the inverse association between coffee intake and CRP, as all studies
reporting the protective anti-inflammatory effect of coffee consumption were performed
in populations with low BMIs [20-23]. In fact, it has been suggested that the different BMI
of populations considered in previous studies could be a key factor for the inconsistent
results found regarding this association [34]. Interestingly, in the present study, and in
agreement with previous reports [36,37], a positive association was found between body
fat mass and CRP. Therefore, our data indicates that, in the context of an average low
BMI, caffeine consumption, probably as a coffee consumption marker, presents an
inverse association with CRP, inducing the opposite effect of body fat mass

accumulation.

Inverse associations were found between percentage of body fat and anti-
inflammatory markers such as adiponectin and IL-10. Adiponectin is an anti-
inflammatory adipokine secreted almost exclusively from adipose tissue [38], and low
adiponectin levels have been associated with body fat accumulation and obesity, leading
to increased risk of inflammation [3]. It is striking that in the present study this potential
negative effect was observed in young and healthy participants, with an incidence of
obesity as low as 3.7%. In addition, and despite the fact women present a relatively
greater percentage body fat, adiponectin levels were found to be higher in women, which
is in agreement with previous results, mainly when lean populations have been
considered [39].

The anti-inflammatory IL-10 has not been commonly measured when
associations between fat mass and inflammation have been investigated. In the present

study, and in the same line of results indicated above, IL-10 was inversely associated
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with body fat mass. It has been reported that fat accumulation is accompanied by
adipose tissue infiltration by pro-inflammatory immune cells (T2), increased release of
pro-inflammatory markers such as TNF-a, decreased production of anti-inflammatory
markers, such as IL-10, and the development of the low-grade systemic inflammatory
state described above [3]. Within this picture, and regarding adipose tissue, visceral fat
has been suggested to play an important role [2]. In the present study positive
associations were found between visceral fat and TNF-a and also between visceral fat
and IL-6. Previous studies, using different approaches to measure visceral fat, have
shown similar associations [40—42]. Whether TNF-a and IL-6 levels are more dependent
on total body fat or visceral fat remains to be elucidated, because some studies have
reported associations with both parameters [37,42,43]. However, taken together, the
opposite associations found for IL-10 and, on the other hand, TNF-a. and IL-6 with regard
to fat content, total or visceral, could reflect the predominant anti-inflammatory production
when fat content is low as well as the predominant pro-inflammatory release when fat is

accumulated.

In the present study only a small effect of physical activity levels on the IL-10
concentrations were observed. However, more strong associations were found for
sedentary time: a positive association with TNF-o. and an inverse assaociation with IL-10,
which, together, define a pro-inflammatory picture induced by sedentary behavior and
independent of physical activity levels. It is possible that the average moderate levels
reported could limit the effects of physical activity. However, previous studies showed
that sedentary behavior was linked to low-grade inflammation, independently of physical
activity levels or adiposity [6—9]. This observation is in agreement with results obtained
in the present study and suggests an independent link between sitting time and low-
grade inflammation [7]. To our knowledge, the association between sedentary time and
IL-10 has not been reported, as previous studies focused on the pro-inflammatory
markers. This novel result could indicate that sedentary behavior, independent of fat
mass and physical activity, influences levels of both pro-inflammatory and anti-

inflammatory compounds.

This study presents some limitations that should be acknowledged. In addition to
the limitations due to the observational nature, the current study was limited to cross-
sectional data from a single university population. However, the patterns of physical
activity and sedentary behavior observed in the present study could be applied to other
populations, even outside the university. Both sedentary time and physical activity levels,
two of the main variables of the study, were self-reported. However, the IPAQ, which is

a widely used and validated questionnaire was utilized to collect these data, as has been
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done in previous studies using the same or similar questionnaires [6,9]. Regarding
sedentary time, an important limitation was that the number, duration and frequency of
sedentary breaks were not recorded. In this regard, it has been reported that these
breaks could modify to some extent associations between sedentary time and
inflammatory markers [8], at least when sitting time is not too long [7]. Furthermore,
methodology used to determine both percentage of fat mass and visceral fat rating has
been reported to present some limitations [44]. Finally, despite the statistical power
analysis revealed high power for most of the associations found, these associations
could be considered weak. However, there is a concordance between most of them,

highlighting the pro-inflammatory role of sedentary behavior and fat mass accumulation.

5. Conclusions

The limited effects of caffeine or coffee intake observed in the present study
could be explained by relatively low caffeine and coffee intakes. However, this relatively
low caffeine or coffee consumption could slightly prevent CRP increases induced by
increased fat mass. Sedentary behavior and body fat accumulation, even within the
young, healthy and, on average, normal weight participants in the present study induced
pro-inflammatory effects. However, only slight effects of physical activity levels were
observed. Interestingly, both sedentary behavior and fat accumulation induced lower
levels of the essential anti-inflammatory cytokine IL-10. Future studies should be
performed to determine coffee intake needed to observe greater health effects and, also,

to determine the mechanism linking sedentary behavior to inflammation.
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Caffeine supplementation induces higher IL-6 and IL-10 plasma levels in response

to a treadmill exercise test

Lluis Rodas?, Sonia Martinez?*, Antoni Aguilo®3, Pedro Tauler?

Abstract

Background: An acute bout of exercise induces an inflammatory response
characterized by increases in several cytokines. Caffeine ingestion could modify this
inflammatory response. The aim of this study was to determine the effects of caffeine
supplementation on plasma levels of cytokines, mainly IL-10 and IL-6, in response to

exercise.

Methods: In a randomized, crossover, double-blinded study design, thirteen healthy,
well-trained recreational male athletes performed, on two different occasions, a treadmill
exercise test (60 minutes at 70% VO.max) after ingesting 6 mg/kg body mass of caffeine
or placebo. Blood samples were taken before exercising, immediately after finishing and
two hours after finishing the exercise. Plasma concentrations of IL-10, IL-6, IL-1p, IL-1ra,
IL-4, IL-8, IL-12 and IFN-y, adrenaline, cortisol and cyclic adenosine monophosphate
(cAMP) were determined. The capacity of whole blood cultures to produce cytokines in
response to endotoxin (LPS) was also determined. Changes in blood variables were
analyzed using a time (pre-exercise, post-exercise, recovery) x condition (caffeine,

placebo) within-between subjects ANOVA with repeated measures.

Results: Caffeine supplementation induced higher adrenaline levels in the
supplemented participants after exercise (257.3 +53.2 vs. 134.0 £ 25.7 pg-mL™*, p=0.03)
and higher cortisol levels after recovery (46.4 + 8.5 vs. 32.3 + 5.6 pg-mL™?, p=0.007), but
it did not influence plasma cAMP levels (p=0.327). The exercise test induced significant
increases in IL-10, IL-6, IL-1ra, IL-4, IL-8, IL-12 and IFN-y plasma levels, with IL-6 and
IL-10 levels remaining high after recovery. Caffeine supplementation influenced only IL-
6 (3.04 £ 0.40 vs. 3.89 + 0.62 pg-mL?, p=0.003) and IL-10 (2.42 + 0.54 vs. 3.47 £ 0.72
pg-mL?t, p=0.01) levels, with higher concentrations after exercise in the supplemented
condition. No effect of caffeine was observed on the in vitro stimulated cytokine

production.

Conclusions: The results of the present study indicate a significant influence of caffeine
supplementation increasing the response to exercise of two essential cytokines such as
IL-6 and IL-10. However, caffeine did not influence changes in the plasma levels of other

cytokines measured and the in vitro-stimulated cytokine production.
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Background

Caffeine is a member of the methylxanthine family of drugs. Several studies have
reported improvements in exercise performance after the ingestion of 3-6 mg/kg body
mass of caffeine, particularly in endurance events when metabolic mechanisms are not
limiting [1,2]. The ergogenic and stimulatory effects of caffeine, its presence in common
products such as coffee, tea, and sport nutrition products, and its removal from the
doping list in 2008 have contributed to its widespread consumption among athletes [3,4].

The inflammatory response to an acute bout of exercise is characterized by
increases in pro- and anti-inflammatory cytokines [5]. Within this response, interleukin
10 (IL-10) has been suggested to play an essential role by limiting the production of pro-
inflammatory factors [6,7]. Furthermore, it has been reported that IL-10 enhances
myogenesis [8], giving more importance to the role of IL-10 in the response to exercise.
However, the inflammatory response to exercise includes increases of other cytokines,
mainly IL-6 [5,9]. In this regard, it has been reported that high IL-6 concentrations in
response to exercise prevent increases in pro-inflammatory cytokines such as TNF-a
and induce the production of anti-inflammatory cytokines such as IL-10 and IL-1ra [10],

conferring anti-inflammatory properties to that response [9,11].

At physiological doses, caffeine has been reported to mainly exert its effects via
adenosine receptor antagonism, and in this manner acts as a powerful central nervous
system stimulator and upregulates the synthesis of catecholamines such as adrenaline
and noradrenaline [2,4]. Adenosine receptors are associated with intracellular pathways
that influence the production of cyclic adenosine monophosphate (CAMP) [12], a second
messenger with immunomodulatory properties [13] that induces, among other cytokines,
IL-10 production [14]. Therefore, any change in cAMP concentration induced by caffeine
could modify this inflammatory status, mainly by modifying IL-10 production. It has also
been reported that adrenaline can influence IL-6 levels by reducing its clearance by the
liver [15].

It is worth mentioning that in previous studies, we reported that caffeine
supplementation increases plasma IL-10 and IL-6 concentrations in response to exercise
[16,17]. However, these studies were performed in two 15-km run competitions, with a
lack of control on some important conditions such as participant exercise intensity and
environmental conditions. The aim of this study was to determine the effects of caffeine
supplementation on plasma levels of IL-10 and IL-6 in response to a nonstrenuous
exercise test performed on a treadmill. To complete the description of the inflammatory

response, changes induced on additional plasma cytokines such as IL-12, IL-1ra and IL-
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1B were also measured. The capacity of whole blood cultures to produce cytokines in
response to endotoxin (LPS) was also determined. Considering previous results, the
main hypothesis of the study was that caffeine could increase IL-10 and IL-6 circulatory

concentrations in response to exercise.

Materials and methods
Participants

Thirteen healthy, well-trained, recreational male athletes took part in the study.
All the subjects were informed of the purpose and demands of the study before giving
their written consent to participate. The protocol was in accordance with the Declaration
of Helsinki for research of human subjects and was approved by the Balearic Islands
Clinical Investigation Ethics Committee (reference 1B 2399/14 PI).

Participants were enrolled after fulfilling all inclusion criteria and possessing none
of the exclusion criteria. Subjects could be included if they were currently healthy,
consumed caffeine regularly in any form (coffee, tea, soda, supplements, etc.), were
between 20-45 years old, and engaged in at least 8 hours of training or competition per
week. Exclusion criteria were: smokers, use of analgesic or anti-inflammatory drugs
within the previous 2 weeks, habitual alcohol consumers, and presence of injury or illness
incompatible with the sport practice or caffeine intake. Fourteen subjects were initially
recruited, but one of them was dropped from the study, as he had only performed the
main exercise in the placebo condition due to lack of availability. Table 1 shows the main
characteristics of participants in the study. Participants in the study did not consume
caffeine supplements, and they reported a habitual caffeine intake similar to the one that

would result from 1-2 cups of coffee.

Table 1. General characteristics of participants

Parameter

Age (yr) 36.1+6.4
Weight (kg) 75674
Height (cm) 177.4+6.0
BMI (kg-m2) 241422
% fat (Faulkner) 12.6+2.3
Resting heart rate (beats-min?) 57.0+48
Physical activity (MET-h-wk-?) 111.1 +48.9
Physical activity (sessions-wk?) 135+3.1
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Habitual caffeine intake (mg-day?) 142.6 £ 96.5
Energy intake (kcal) 2917.1 £ 357.8
CHO (% total energy) 42.0+ 3.3
Proteins (% total energy) 17.0+23
Lipids (% total energy) 41.0+4.2
VO2max (ml-kg-min-1) 542 +6.1
Speed 70%V0O2max (km-ht) 12.3+1.3

The values are the mean + S.D. (n=13). BMI: body mass index; MET: metabolic equivalents; wk: week.

Experimental design

A randomized, crossover, double-blinded study of supplementation with caffeine
was performed. At 8-10 days before the beginning of the study, each subject performed
a continuous incremental exercise test on a treadmill (H-P Cosmos, Pulsar 3, Nussdorf-
Traunstein, Germany) until volitional exhaustion to determine their maximal oxygen
uptake (VO2max). The participants warmed up for 3 min at 4 km/h before starting the
test. The test began at 6 km/h, and the participant work rate was increased by 1 km/h
every minute until exhaustion. Each test was ended when added work did not increase
or decrease the oxygen consumption, and the resulting value was recorded as the
VOzmax. Expired gas was continuously analyzed (H-P Cosmos, Jaeger-MasterScreen
CPX, Nussdorf-Traunstein, Germany), and heart rates (HR) were measured
continuously using short-range radio telemetry (Polar Beat; Polar Electro, Oy, Finland).
Level running speeds equivalent to 70% VO:max were subsequently calculated via
regression equations from the VO»-running speed relationship. Before the exercise test,
participants’ height, weight and skinfolds required to measure body fat mass using the

Faulkner equation were measured (triceps, abdominal, subscapular, and suprailiac).

Questionnaires to determine habitual nutritional and caffeine intake, as well as
the amount of physical activity performed, were filled out while the participant was in the
laboratory (by the participant himself) or were given to be completed and turned in on
the first main trial day. Habitual physical activity was determined by using the
International Physical Activity Questionnaire (IPAQ) [18], thus providing quantitative
information on training loads in metabolic equivalent (MET)-h/week. Habitual nutritional
intake was assessed using a self-reported 7-day food record. Mean energy,
carbohydrate, protein, and lipid contents for each participant’s diet were calculated using

commercial software (Nutrisalud; CSG Software, Huesca, Spain) based on Spanish food
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composition tables. Furthermore, habitual caffeine intake was measured with a self-

reported caffeine consumption questionnaire used by our group [16,17].

Finally, each subject was given a comprehensive list of caffeine-containing foods
and drinks and was instructed to abstain from these products during the 24 h preceding
each exercise trial. The subjects were not allowed to use analgesic or anti-inflammatory
drugs during the study protocol, and they were instructed to maintain their habitual diet,
to refrain from alcohol intake and not to participate in any sporting activity during the 48

h preceding each main experimental trial.

For the main exercise trials, on two occasions one week apart, the subjects
reported to the laboratory at the same hour and were randomly assigned to either the
caffeine or placebo trial in a crossover random block design. The subjects were then
required to empty their bladder before body mass (in shorts only) was recorded. After
sitting quietly for 10 min, an initial resting blood sample was obtained from an antecubital
vein by venipuncture. Following blood sampling, in the caffeine trial subjects were given
6 mg-kg* body mass of caffeine dissolved in 200 ml of fruit juice drink; in the placebo
trial, the subjects were given the same volume of only the fruit juice. Both drinks were
matched to be similar in taste and appearance. A 24-h recall was performed to ensure
that nutritional intake was similar before each trial (results not shown) and within the
participants’ habitual nutritional intake. After resting quietly in the laboratory for 1 hour
and a short warm-up, subjects began running on the treadmill at the speed equivalent to
70% VO.max for 60 min. Heart rates were continuously recorded, and expired air was
analyzed every 20 min thereafter for control of intensity. An additional venous blood
sample was obtained at immediately post-exercise before body mass (in shorts only)
was recorded again. A final venous blood sample was obtained at 2 h post-exercise. For
all samples, 12 ml of blood was collected, and samples were obtained with the subject
in a seated position. For both trials, subjects could drink water ad libitum, with the water
intake during the test measured. No other fluid or food intake was allowed until the blood
sample had been collected at 2 h post-exercise. Laboratory conditions were 22.0 + 0.6
°C and 54.2 + 6.1% relative humidity.

Blood sampling and measurements

Seated venous blood samples were collected in suitable vacutainers with
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) or heparin as the anticoagulant. Hematocrit and
hemoglobin were determined in the EDTA sample using a hematology analyzer (Horiba

ABX Pentra 60, Diagnostics) for estimating plasma volume [19]. Within 30 minutes after
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blood collection, plasma was obtained by centrifugation (15 min, 1,000xg, 4°C) of the
EDTA-blood samples. These plasma samples were stored at -70°C until measurements
were performed. Concentrations of cytokines (IL-10, IL-6, IL-8, IL-1ra, IL-4, IL-1p, IL-12
and IFN-y), caffeine, adrenaline, cortisol and cAMP were measured in the EDTA plasma

samples.

Whole heparinized blood was incubated with 10 ng/ml lipopolysaccharide (LPS,
Escherichia coli serotype 055:B5; Sigma, St Louis, MO, USA) dissolved in culture
medium (RPMI-1640 Medium, Sigma, St Louis, MO, USA), or with the same volume of
culture medium (spontaneous production) for 24 hours at 37°C. Immediately after
incubation, samples were centrifuged at 1,000 g for 10 min to obtain the supernatants.
Aliquots were stored at -70°C until assay. Concentrations of IL-10, IL-6, IL-8, IL-1ra and
TNF-a were determined in these culture supernatants. Monocyte counts were used to
normalize cytokine production (difference between cytokine concentration in stimulated

and unstimulated cultures) on a per cell basis [20].

Caffeine was measured in plasma by an HPLC method as previously described
[16]. Adrenaline and cortisol were measured in plasma using commercially available
enzyme-linked immunosorbent assay kits (Abnova Corporation, Taiwan) and
(Elabscience Biotechnology Co, Ltd) respectively, with a spectrophotometric microplate
reader (PowerWavei; BioTek, Winooski, VT). cAMP concentrations were determined in
plasma using commercially available enzyme-linked immunosorbent assay kits (Arbor
Assays) with a spectrophotometric microplate reader (PowerWavei; BioTek, Winooski,
VT).

Cytokine concentrations were determined in plasma and in culture supernatants
using commercially available enzyme-linked immunosorbent assay kits (Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA), with a spectrophotometric microplate reader.

Statistical analysis

Statistical analysis was carried out using the Statistical Package for Social
Sciences (IBM SPSS Statistics 23.0 for windows). The results are expressed as the
means and standard deviations (S.D.), and p<0.05 was considered statistically
significant for all analysis. All the data were tested for their normal distribution (Shapiro-
Wilk test). If the data were not normally distributed, statistical analysis was carried out
on the logarithmic transformation of the data (cytokine, adrenaline, and cortisol
concentrations). Exercise-related parameters (weight lost, maximum and average HR)

under both conditions, placebo and supplemented, were compared using a t-test for
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unpaired data. Changes in blood variables during the study were analyzed using a time
(pre-exercise, post-exercise, recovery) x condition (caffeine, placebo) within-between
subjects ANOVA with repeated measures. Any significant F ratios subsequently shown
were assessed using post hoc comparisons with Holm-Bonferroni correction for multiple
comparisons applied to the unadjusted p value. Multiple linear regression models for IL-
10 and IL-6 (logarithmic transformed) were also analyzed. Independent variables
considered were time (pre-exercise, post-exercise, recovery), condition (caffeine,
placebo) and adrenaline concentrations. The IL-10 model also included IL-6 as an

independent variable.

Results
Characteristics of the main exercise trials

No differences were found between changes induced by exercise in the placebo
and in supplemented conditions in weight loss (1.36 + 0.43 vs. 1.38 + 0.35 kg, p=0.876),
water intake during the test (271 + 88 vs. 292 + 102 mL, p=0.627), average HR (159 *
15 vs. 163 + 15 beats:min?, p=0.678) and maximum HR (168 + 12 vs. 174 *+ 12
beats-min?, p=0.198).

Plasma concentrations of caffeine, cAMP, adrenaline and cortisol

Plasma levels of caffeine and cAMP pre-exercise, post-exercise and after the 2-
hour recovery are shown in Table 2. Plasma caffeine was only detected in the
supplemented condition after supplementation, with similar levels post-exercise and after
recovery. CAMP plasma levels were only influenced by time (p<0.001), with higher values

post-exercise (p<0.001).

A significant interaction (time x condition) for plasma adrenaline concentration
(p=0.029) was observed (Figure 1). Plasma adrenaline increased post-exercise in both
conditions (placebo p=0.002; supplemented p=0.003), with significantly higher values in
the supplemented subjects (p=0.030).
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Fig 1 Changes in plasma adrenaline concentrations during exercise and recovery
following caffeine supplementation. The values are the mean and S.D. (n=13). p value
(time): <0.001; p value (condition): 0.030; p value (interaction): 0.029; * indicates
significant differences between conditions at that time point; 2 indicates significant
differences post-exercise vs. pre-exercise; ® indicates significant differences recovery vs.
pre-exercise; ¢ indicates significant differences recovery vs. post-exercise.

A significant interaction was also found for plasma cortisol concentrations
(p=0.017) (Figure 2). Post-recovery plasma cortisol concentrations were higher in the
supplemented than in the placebo condition (p=0.007), with values in the supplemented
condition still higher than the pre-exercise values (p=0.001).
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Fig. 2 Changes in plasma cortisol concentrations during exercise and recovery following
caffeine supplementation. The values are the mean and S.D. (n=13). p value (time):
<0.001; p value (condition): 0.036; p value (interaction): 0.017; * indicates significant
differences between conditions at that time point; @ indicates significant differences post-
exercise vs. pre-exercise; ? indicates significant differences recovery vs. pre-exercise; °
indicates significant differences recovery vs. post-exercise.

Circulating white blood cell counts

Table 2 also shows the changes in the leukocyte numbers after exercise and
recovery. A significant interaction time x condition was found for the leukocyte number
(p=0.048). Leukocytes increased post-exercise (p<0.001 for both conditions) and
remained high during recovery. Values both post-exercise (p=0.007) and post-recovery
(p=0.011) were significantly higher in the supplemented than in the placebo condition. A
significant time x condition interaction was also found for the lymphocyte number
(p=0.006). The number of circulating lymphocytes increased significantly post-exercise
(placebo p=0.001, supplemented p<0.001), with significantly higher values in the

supplemented condition than in the placebo value (p=0.021).
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Table 2. Changes in blood cell counts, plasma caffeine levels and cAMP during exercise
and recovery following caffeine supplementation

Main effect p-values

Pre-exercise Post-exercise Recovery
(T; C; TxC)
Caffeine (ug-mL1)
Placebo n.d. n.d. n.d.
<0.001 <0.001; <0.001 &b
Caffeine n.d. 8.99+1.80* 8.38+240*
AMPc (ug-mL1)
Placebo 126.5+15.5 1745+ 154 131.8+19.2
<0.001 ; 0.327; 0.742
Caffeine 126.2+17.4 178.8 + 23.6 137.6 £ 21.4
Leukocytes (103-uL1)
Placebo 6.21 +1.43 8.30+ 1.68 8.80 £ 2.58
<0.001; 0.002; 0.048 ab
Caffeine 6.66 £ 1.69 9.86+251* 10.2+3.2*%
Neutrophils (103-uL1)
Placebo 3.20 £ 0.68 451 +0.90 6.16 £ 1.83
<0.001 ab; 0.002; 0.175
Caffeine 3.72+£1.08 5.64 +1.61 7.63 +£2.38
Lymphocytes (103-uL1)
Placebo 2.27 £0.53 3.00 £ 0.69 1.89+0.40
<0.001; 0.262; 0.006 ab<c
Caffeine 2.33+0.49 3.34+£0.78 * 1.80+0.36
Monocytes (103-uL1)
Placebo 0.50+0.11 0.54+0.14 0.54+0.14
0.028 2, 0.383; 0.287
Caffeine 0.47 £ 0.09 0.59 £ 0.20 0.58 £0.21

The values are the mean + S.D. (n=13). T: time (pre-exercise, post-exercise, recovery); C: condition
(placebo, caffeine); TXC: interaction time x condition. * indicates significant differences between conditions
at that time point; 2 indicates significant differences post-exercise vs. pre-exercise; ? indicates significant
differences recovery vs. pre-exercise; ¢ indicates significant differences recovery vs. post-exercise.

Plasma cytokine concentrations

A significant time x condition interaction (p=0.016) was found for IL-10 plasma

concentrations (Figure 3). IL-10 levels increased post-exercise in both conditions

(placebo p<0.001, supplemented p=0.001), with significantly higher values in the

supplemented than in the placebo condition (p=0.01). These values remained high after

recovery (placebo p=0.022, supplemented p=0.006), with higher concentrations in the

supplemented condition (p=0.001).
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Fig. 3 Changes in plasma IL-10 concentrations during exercise and recovery following
caffeine supplementation. The values are the mean and S.D. (n=13). p value (time):
0.003; p value (condition): 0.001; p value (interaction): 0.016; * indicates significant
differences between conditions at that time point; @ indicates significant differences post-
exercise vs. pre-exercise; ° indicates significant differences recovery vs. pre-exercise.

Figure 4 shows the changes in IL-6 levels in plasma. A significant time x condition
interaction (p=0.017) was found, with increased values post-exercise (placebo p=0.002,
supplemented p=0.003) that were higher in the supplemented than those in the placebo
condition (p=0.003).
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Fig. 4 Changes in plasma IL-6 concentrations during exercise and recovery following
caffeine supplementation. The values are the mean and S.D. (n=13). p value (time):
<0.001; p value (condition): 0.011; p value (interaction): 0.017; * indicates significant
differences between conditions at that time point; @ indicates significant differences post-
exercise vs. pre-exercise;  indicates significant differences recovery vs. pre-exercise; ¢
indicates significant differences recovery vs. post-exercise.

A significant effect of time was observed for IL-1ra, IL-4, IL-8, IL-12 and IFN-y
(Table 3), with increased post-exercise values for IL-1ra (p=0.026), IL-4 (p=0.001), IL-8
(p<0.001), and IL-12 (p=0.001).
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Table 3. Changes in plasma cytokine concentrations during exercise and recovery
following caffeine supplementation

Main effect p-values

Pre-exercise Post-exercise Recovery
(T; C; TxC)
IL-8 (ng-mL-1)
Placebo  48.6+4.1 59.1+5.0 50.2+4.6
<0.001 & 0.475; 0.290
Caffeine  49.8+4.6 63.7+4.4 48.6 £ 3.6
IL-1B (ng-mL)
Placebo 17.1+27 17.4+2.7 146+3.2
0.217; 0.600; 0.293
Caffeine  16.6 +2.7 19.6 £ 3.0 148+1.8
IL-12 (ug-mL1)
Placebo 91.9+6.6 113.1+9.5 91.4+151
0.007 2; 0.563; 0.742
Caffeine 91.6+7.8 117.7 £9.0 774+44
IL-1ra (ug-mL1)
Placebo 2.21+0.35 2.58 +0.52 2.30+0.33
0.026 2; 0.577; 0.307
Caffeine  2.28 +0.40 2.63+0.34 2.18+0.55
IL-4 (ug-mLY)
Placebo 1.74 +0.20 1.96 +0.21 1.56 £ 0.16
<0.001 & 0.522; 0.070
Caffeine  1.60+0.15 2.24+0.24 1.60 +0.18
IFN-y (ng-mL+)
Placebo 5.28 +0.41 6.10 + 0.51 5.07 + 0.67
0.015 &; 0.493; 0.587
Caffeine  4.73+0.44 6.03 +0.23 4.86 + 0.27

The values are the mean + S.D. (n=13). T: time (pre-exercise, post-exercise, recovery); C: condition
(placebo, caffeine); TxC: interaction time x condition. Main effect for time: 2 indicates significant differences
post-exercise vs. pre-exercise.

Multivariable linear regression analysis

Table 4 shows the three regression models obtained for IL-10. The regression

analysis showed that IL-6 was the main predictor for IL-10 plasma concentrations

(p<0.001). Time (p=0.001) and condition (p=0.017) factors were also found to be

significant predictors. No significant effect of adrenaline was found.
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Table 4. Multivariable linear regression models for IL-10 with time, condition, adrenaline

and IL-6 as independent factors

Model 1 Model 2 Model 3

Coefficient pvalue  Coefficient pvalue Coefficient pvalue
Input variable
Time 0.314 0.002 0.329 0.001
Condition 0.218 0.017
Adrenaline n.s.
IL-6 0.547 <0.001 0.416 <0.001 0.379 <0.001
R? 0.300 0.381 0.427
Adjusted R? 0.290 0.364 0.404
F value 32.496 <0.001 23.070 <0.001 18.396 <0.001
R? change 0.300 0.081 0.046
F change 32.496 <0.001 9.856 0.002 5.984 0.017

B values for significant predictors in each model are provided in the coefficient column. n.s.: non-significant
effect of this factor in any model. Logarithmic transformations of IL-10, IL-6 and adrenaline were used.

Table 5 shows the two regression models obtained for IL-6. Adrenaline was

found to be the main predictor for IL-6 concentrations (p<0.001). The factor time was

also found to be a significant predictor (p<0.001). No significant effect of the condition

was found.

Table 5. Multivariable linear regression models for IL-6 with time, condition and

adrenaline as independent factors

Model 1 Model 2

Coefficient pvalue  Coefficient p value
Input variable
Time 0.385 <0.001
Condition n.s.
Adrenaline 0.560 <0.001  0.537 <0.001
R? 0.314 0.462
Adjusted R? 0.305 0.447
F value 34.775 <0.001 32.147 <0.001
R? change 0.314 0.148
F change 34.775 <0.001 20.567 <0.001

B values for significant predictors in each model are provided in the coefficient column. n.s.: non-significant

effect of this factor in any model. Logarithmic transformation of IL-6 and adrenaline were used.
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Stimulated cytokine production

When the stimulated cytokine production normalized to monocyte number values
was considered (Table 6), an effect of time on the IL-1ra concentrations was observed
(p=0.002). The IL-1ra values post-recovery were higher than the pre-exercise (p=0.005)

and the post-exercise (p=0.02) values.

Table 6. Changes in stimulated cytokine production during exercise and recovery
following caffeine supplementation

Main effect p-values
Pre-exercise Post-exercise Recovery
(T; C; TxC)

IL-10 (pg-108 monocytes™)
Placebo 1.11+£0.59 1.28 £ 0.66 1.36 £0.88
Caffeine 1.30+0.79 1.43+0.87 1.16 £ 0.67

0.493; 0.644, 0.067

IL-6 (pg-103 monocytes?)

Placebo 242 +164 304 + 224 310 + 275
0.148; 0.744, 0.991
Caffeine 251 £ 152 312 + 227 323 £ 251

TNF-a (pg-10% monocytes™?)

Placebo 131+6.4 13.3+6.2 13.7+£10.8
0.493; 0.255; 0.217
Caffeine 145+7.0 10.8+5.8 111+6.1

IL-1ra (pg-108 monocytes?)
Placebo 16.9+12.8 21.7+122 41.7+ 324

0.002 2b; 0.458; 0.794
Caffeine 19.7+9.4 24.2+10.8 42.6 +28.4

IL-8 (pg-103 monocytes?)

Placebo 17.6 £ 6.5 22.4+11.6 20.1+12.3
0.343; 0.312; 0.522
Caffeine 19.3+7.3 20.3+10.3 145+ 8.9

The values are the mean = S.D. (n=13). T: time (pre-exercise, post-exercise, recovery); C: condition
(placebo, caffeine); TxC: interaction time x condition. Main effect for time: 2 indicates significant differences
recovery vs. pre-exercise; ? indicates significant differences recovery vs. post-exercise.
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Discussion

The main finding of the present study was that caffeine supplementation induced
higher IL-6 and IL-10 plasma concentrations in response to a treadmill exercise test
performed at 70% VO:max. However, no effect of caffeine was observed in the
responses of other anti-inflammatory (IL-1ra, IL-4) and pro-inflammatory (IL-12, IL-1p,

IL-8, IFN-y) cytokines.

In agreement with previous studies, IL-6 increased post-exercise [5,9].
However, the increase observed was lower than those reported after longer and/or more
intense exercises that compromise muscle glycogen availability [9]. In this study, a
moderate exercise protocol performed by well-trained recreational athletes was used to
highlight the effects of caffeine, avoiding the effects of muscle low energetic availability.
Furthermore, this moderate exercise, rather than the strenuous ones, could reflect more
properly a healthy exercise model. In agreement with a few previous studies
[16,17,21,22], higher IL-6 increases post-exercise in caffeine-supplemented athletes
were observed in the present study. These higher increases in IL-6 after caffeine
supplementation have been mainly attributed to a decreased clearance of IL-6 by the
liver [15] due to the adrenaline-induced decrease in splanchnic blood flow [23]. In
agreement with this suggestion, higher adrenaline concentrations were observed post-
exercise in the supplemented participants, which could have been induced by this
decreased clearance. Furthermore, the regression analysis showed that adrenaline was
the main predictor for IL-6. These observations could confirm the adrenaline-induced
decreased clearance as the main reason for increased IL-6 levels after caffeine

supplementation.

As for IL-6, increases in IL-10 after exercise have been reported [24,25], which
is in agreement with the results of the present study. It is noteworthy that the increase in
the caffeine-supplemented participants was higher than the increase observed in the
placebo condition, which is in agreement with our previous results [16,17]. A possible
role for cAMP in these increased IL-10 levels was not found because no differences were
observed between groups in post-exercise plasma cAMP levels. It has been reported
that acute increases in IL-6 stimulate the production of IL-10 [10]. However, this
mechanism has only been shown when IL-6 levels are much higher than the ones
observed in this study [10]. Despite this last observation, in the present study, the
regression analysis showed that IL-6 was the main predictor for IL-10 levels. Therefore,
it seems that changes in IL-10 levels, including differences between conditions, could be
attributed, at least in part, to IL-6 changes. It is noteworthy that the lack of differences

between conditions in the IL-1ra response to exercise are not in agreement with this
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mechanism because it was suggested that IL-6 levels induce not only IL-10 but also IL-
lra production in response to exercise stimulus [10]. More studies are required to

properly clarify this issue.

The possibility that higher IL-10 levels post-exercise in caffeine-supplemented
participants were due to a decrease in IL-10 clearance was also tested using regression
analysis. In this regard, it has been reported that the kidney contributes significantly to
IL-10 clearance [26,27], and adrenaline decreases renal blood flow [28]. Therefore, the
higher adrenaline levels in the caffeine-supplemented participants could lead to a lower
IL-10 renal clearance and, therefore, to higher plasma levels in this supplemented
condition. However, the regression analysis performed showed that IL-10 levels were
not related to adrenaline. Therefore, it seems that, in contrast with IL-6, this mechanism
would not contribute significantly to increased IL-10 levels in the caffeine condition.

Recent reports have suggested that caffeine could exert an anti-inflammatory
effect by inhibiting acetylcholinesterase activity and therefore, maintaining higher levels
of acetylcholine, a suppressor of pro-inflammatory cytokines [29-31]. The results
obtained in the present study did not support this mechanism because the response of
pro-inflammatory cytokines, such as IL-8 and IFN-y, to exercise was similar in the
supplemented and in the placebo conditions. Thus, it seems that at least in response to
this moderate exercise, the mechanisms leading to the suggested caffeine anti-
inflammatory effects would be related to higher IL-10 levels rather than to an inhibition
of pro-inflammatory cytokines. It is worth mentioning that higher IL-10 levels in caffeine-
supplemented participants could suppose a healthier anti-inflammatory effect of
exercise. In this regard, it has been suggested that the healthy anti-inflammatory effects
of physical activity counteracting low-grade systemic inflammation are due in part to the
increased release of anti-inflammatory cytokines, such as IL-10, after each acute
exercise session [32]. Higher cortisol levels in the caffeine-supplemented participants
found in the present study could also suppose a higher anti-inflammatory effect because

it has been reported that cortisol exerts potent anti-inflammatory actions [33].

In the present study, no effects of caffeine supplementation on the LPS-
stimulated in vitro cytokine production post-exercise were observed. It is noteworthy that
only a few previous studies have used similar approaches when caffeine effects during
exercise were analyzed [22,34,35], but none of them have yet measured cytokine-
stimulated production. The results obtained in the present study could be in agreement
with the lack of effect of caffeine supplementation on the blood mononuclear cell cytokine
levels in response to exercise observed previously [17]. Several in vitro studies have

shown that caffeine can modulate various aspects of both innate and adaptive immunity,
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including cytokine production by different cellular lines and tissues [13]. However, these
studies used caffeine concentrations much higher than the physiological ones and the
ones present in the blood cell cultures in the present study (approximately 3 ug/mL or 15
uM). The very slight effect of exercise on stimulated cytokine production is in agreement
with previous reports [20] and, among other factors, could reflect the not-very demanding
characteristic of the exercise performed.

Some limitations of this study should be acknowledged. This study considered
only males; it would be interesting to analyze the effects of caffeine supplementation in
females and in older participants. Furthermore, it would also be interesting to determine
whether the effects of caffeine observed in the present study were maintained in exercise
tests of different durations and/or intensities, mainly in more demanding exercises. More
studies are needed to determine the sources of increased cytokine concentrations post-
exercise, mainly the source of higher IL-10 levels in caffeine-supplemented participants.

Conclusions

Caffeine supplementation induced higher post-exercise circulatory levels of IL-
10 and IL-6. Those caffeine-induced higher IL-10 levels could suppose an enhancement
of the anti-inflammatory and health-enhancing attributes of exercise; nonetheless, more
studies are necessary to determine the concrete mechanisms leading to these increased
levels and their consequences. The lack of caffeine effects on other cytokines and/or
stimulated cytokine production did not allow the establishment of a general anti-

inflammatory effect of caffeine.
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Capitulo 5: DISCUSION

El principal resultado de la presente tesis es que la cafeina induce mayores
aumentos de IL-6 e IL-10 en respuesta a un ejercicio puntual no extenuante, provocando
que esta respuesta tenga un caracter mas antiinflamatorio. Sin embargo, cuando se
analiz6 la combinaciéon de actividad fisica e ingesta habitual de cafeina, se observo
como otros factores, como el sedentarismo y el acumulo de grasa en el organismo,
ejercian una influencia mas importante sobre el estado inflamatorio del organismo, con
asociaciones entre un mayor estado proinflamatorio y el acimulo de grasa, por una
parte, y con el comportamiento sedentario por otra. En este sentido, la ingesta habitual
de cafeina se asoci6 con un ligero efecto antiinflamatorio, caracterizado por

concentraciones inferiores de PCR.

La cantidad promedio de cafeina consumida al dia fue de 164 mg, valores
ligeramente inferiores a los observados en otros estudios [6, 7, 276], con el café como
principal fuente de cafeina, tendencia habitual en los paises europeos, exceptuando
Gran Bretafia e Irlanda [7]. Considerando que en Espafia las preparaciones de café son
relativamente diferentes a las de otros paises, se mantuvo la ingesta de cafeina, y no la
de café, como la variable dependiente en el andlisis, ya que supone un pardmetro mas
facilmente comparable con los resultados de estudios previos. Sin embargo, el hecho
de que el café sea la fuente alimentaria mayoritaria de cafeina, suponiendo en torno al
67%, permite establecer un paralelismo entre ingesta de cafeina e ingesta de café,

usando la ingesta de cafeina como un indicador del consumo de café.

En el presente estudio se ha observado una asociacién negativa entre consumo
de cafeina y niveles de PCR, lo que indica un efecto antiinflamatorio del consumo de
cafeina, o de otros componentes de los alimentos que aportan la cafeina, principalmente
el café. Algunos estudios previos han observado un efecto protector del consumo del
café en cantidades de, al menos, una taza diaria, reduciendo los niveles de PCR [264-
266]. Es destacable que en uno de estos estudios se observara dicha disminucién de
los niveles de PCR con el consumo de café descafeinado [265]. De acuerdo con los
efectos antiinflamatorios de los ACGs descritos previamente, esto indicaria que estos
componentes que también se encuentran en el café, jugarian un papel clave en este
efecto antiinflamatorio, disminuyendo, en este caso, los niveles de PCR. De hecho, se
han atribuido propiedades antioxidantes y antiinflamatorias a los ACGs, presentes en
cantidades significativas en el café [240]. El IMC de los sujetos en el presente estudio,
de media correspondientes a peso saludable (24,3 kg/m? en hombres y 22,0 kg/m? en

mujeres) podria haber influido en que se diera la asociacion entre consumo de cafeina,
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como indicador del consumo de café, y bajos niveles de PCR, ya que estudios previos
que encontraron esta asociacién también fueron desarrollados en poblaciones con un
IMC de estas caracteristicas [264-266]. Por tanto, en este sentido se confirmaria la
existencia de esta asociacion entre mayor consumo de café y concentraciones menores

de PCR cuando los valores de IMC estan en el rango del normopeso.

La adiponectina, es una adipoquina con caracteristicas antiinflamatorias cuyos
niveles dependen del sexo, con concentraciones superiores en mujeres. Esto ocurre a
pesar de que un aumento de los depdsitos de grasa corporal se asocia con un ambiente
mas proinflamatorio, motivo por el cual puede resultar paraddjico que las mujeres, aun
teniendo mayores porcentajes de grasa corporal gue los hombres, presenten una mayor
cantidad de adiponectina, resultados que concuerdan con otros estudios [106]. El
motivo, pese a no estar del todo elucidado, podria deberse a una cuestion hormonal,
dado que se ha detallado una relacion inversa entre niveles de andrégenos y valores
plasmaticos de adiponectina [107]. Por otro lado, de forma general, se han observado
asociaciones entre el consumo de café y concentraciones superiores de adiponectina,
pero solo cuando la ingesta de café era elevada (con equivalencias que llegaban a 600
mg de cafeina) [256-258, 264]. Asi, el consumo de café por parte de las personas de
estos estudios era elevado, por ejemplo 5 cafés/dia [257] 0 un consumo progresivo
desde 1 taza a 8 tazas al dia [256] durante 2-3 meses. Estas observaciones
demostrarian que para aumentar los niveles de adiponectina se requieren cantidades
de café o cafeina superiores a las observadas en el estudio observacional de esta tesis.
En este caso, se ha sugerido que el efecto esta producido por la cafeina, estimulando
la expresion del PPARy, lo que induce el aumento de las concentraciones de
adiponectina [263]. Ademas de la cantidad superior de cafeina necesaria [264], parece
ser que el efecto en personas con sobrepeso o de edad avanzada es mayor que en
poblacion con normopeso y mas joven [257, 258, 265], lo que también contribuiria a
explicar que no se observara asociacion en el presente estudio, con una poblacién joven

y un IMC dentro de la categoria hormopeso.

De la misma forma que el limitado consumo de café o cafeina, en comparacion
con otros estudios, observado en el presente estudio podria ser la causa de la falta de
asociacion con la adiponectina, también se podria atribuir a este inferior consumo el
hecho de que no se observe asociacion entre ingesta de cafeina y las concentraciones
de otros marcadores de inflamacién y, en concreto, de la IL-10. En este caso, en tres de
los cuatro tipos de receptores de adenosina, la Kd para la cafeina es mas elevada que
la concentracion de cafeina que corresponderia a la ingesta determinada en las

personas participantes en el estudio, y esto provocaria una falta de interaccion entre la
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cafeina y dichos receptores de adenosina. Por tanto, en general, los resultados
obtenidos muestran que mientras la cafeina, o el café, ejerce un ligero efecto
antiinflamatorio en la poblacién joven, considerada sana en el estudio, tanto el
sedentarismo como el acimulo de grasa son predictores mucho mas importantes del
estado inflamatorio del organismo, con efectos proinflamatorios de ambos factores. Sin

embargo, también es destacable que la actividad fisica ejercia un efecto muy limitado.

En relacion con las asociaciones con los indicadores de cantidad de grasa
utilizados, es importante considerar que estas asociaciones se han encontrado en una
poblacion en conjunto dentro del normopeso, con un porcentaje de solo el 20,5% de
personas con sobrepeso y el 3,7% con obesidad segun sus valores de IMC. En este
sentido se ha observado como el contenido de grasa corporal es un predictor positivo
de los niveles de PCR, y un predictor negativo de los marcadores antiinflamatorios IL-
10 y adiponectina. Ademas, el nivel de grasa visceral se encontr6 como predictor

positivo de los niveles de IL-6 y de TNF-a.

El aumento de los niveles de grasa en el organismo se ha asociado con
concentraciones menores de marcadores antinflamatorios, como la IL-10 y la
adiponectina, y concentraciones superiores de marcadores proinflamatorios como TNFa
e IL-6 [108]. Este aumento de grasa corporal se ha relacionado con un aumento del
tamafio de los adipocitos, lo que inicia el proceso de reclutamiento de macro6fagos tipo
M1, cuyo fenotipo tiene caracteristicas proinflamatorias, que lleva asociado un aumento
de marcadores como TNFa e IL-6, y una disminucion de macréfagos M2, con
caracteristicas antiinflamatorias, lo que provoca un descenso de IL-10 [121], con el
consecuente desarrollo de inflamacion sistémica cronica de bajo nivel [102, 108].
Siguiendo con los depdésitos de grasa corporal, parece que, de forma concreta, la
cantidad de grasa visceral jugaria un papel importante, estando implicada en los
procesos inflamatorios, dado que encontramos una asociacion positiva global entre
niveles de grasa visceral y TNFa, asi como con IL-6, tal y como observan otros autores
[108, 277-279], lo que ha llevado a proponer un papel significativo de este depdsito
concreto de grasa como inductor de un estado mas proinflamatorio. Ademas, un
aumento de la grasa visceral se relaciona con hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos,
iniciandose el proceso conocido como estrés oxidativo, el cual va asociado a otros
problemas como hiperlipidemia o hiperglucemia. Este estrés oxidativo se produce
debido al desequilibrio de la balanza entre ROS y los mecanismos antioxidantes del
tejido adiposo, alterandose también los niveles del NF-KB, factor implicado en
mecanismos inflamatorios [141]. Es importante destacar, que en el presente estudio se

han obtenido asociaciones que implicaban a la grasa visceral y otras asociaciones en
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las que el andlisis estadistico indicaba que la grasa total del organismo era el predictor.
La metodologia aplicada y los resultados obtenidos no nos permiten discernir cual de

los dos pardmetros podria ser mas determinante.

Por otra parte, se encontré que el sedentarismo, determinado como el tiempo
gue el participante pasaba sentado, se asociaba con niveles mas elevados de TNFa y
con concentraciones inferiores de IL-10, siendo esta asociacién independiente de los
niveles de actividad fisica, y también de los indicadores de grasa. Estas observaciones
sugieren una asociacion independiente entre sedentarismo e inflamacion crénica de
bajo nivel. De hecho, estudios previos han demostrado una asociacién similar entre
sedentarismo y marcadores proinflamatorios, aunque solo en poblaciones de mas edad
o con riesgo de enfermedades crénicas como la diabetes tipo 2 [144, 145, 147]. Sin
embargo, hasta el momento, la asociacion inversa entre el sedentarismo y la
concentracion de IL-10 no ha sido observada. Esta asociacion entre sedentarismo y
concentracion de IL-10 se evidencia también al comparar los valores de IL-10 de los
participantes distribuidos segun su comportamiento sedentario. En este caso, se
observa una diferencia significativa entre los niveles de IL-10 de las personas que pasan
mas tiempo sentadas (tercer tercil, 9-15 h diarias sentado) y los que menos (primer tercil,
1-5 h diarias sentado). En conjunto, estos resultados, novedosos en cuanto a asociacion
entre sedentarismo e IL-10, indicarian que el sedentarismo debe ser considerado un
predictor independiente no solo sobre marcadores proinflamatorios, sino también sobre

marcadores antiinflamatorios, induciendo un estado sistémico mas proinflamatorio.

En general la realizacion de actividad fisica se ha asociado con un estado
inflamatorio con caracteristicas antiinflamatorias [108]. Sin embargo, en el presente
estudio solo se observo una débil asociacion positiva entre los niveles de actividad fisica
y la concentracién de IL-10. Es posible que los niveles, no demasiado elevados, de
actividad fisica desarrollada por las personas en el estudio limitaran sus efectos,
predominando los efectos de factores analizados previamente como el sedentarismo y
los depdsitos grasos. Es destacable que en los dos estudios incluidos en esta tesis se
ha asociado la actividad fisica con niveles superiores de IL-10, tanto en respuesta a una
sesion puntual de ejercicio como en relacién con una mayor cantidad de actividad fisica
realizada de forma habitual. De hecho, se ha sugerido que una de las posibles causas
del efecto antiinflamatorio de la actividad fisica realizada de forma continuada es la
acumulacion del efecto antiinflamatorio de cada sesién puntual de ejercicio
(caracterizado especialmente por incrementos puntuales de IL-10) provocando, en este
sentido niveles mas elevados de IL-10 en aquellos sujetos que realizan actividad fisica

de manera habitual [108]. Un mecanismo mas plausible para explicar el efecto
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antiinflamatorio de la actividad fisica realizada de forma habitual es su efecto
previniendo, o disminuyendo, la acumulacién de grasa en el organismo, especialmente
de grasa visceral [108]. Aun asi, los resultados del presente estudio muestran un efecto

independiente de la actividad fisica y la grasa corporal sobre la IL-10.

A diferencia del estudio observacional, en el estudio de intervencién con una
suplementacion de cafeina se observaron efectos importantes de dicha suplementacion,
induciendo unos efectos antiinflamatorios significativos, caracterizados basicamente por
un mayor incremento de la IL-10, pero también de IL-6, en respuesta a una sesion de
ejercicio.

En consonancia con los resultados de estudios previos, observamos un
aumento de IL-6 en plasma una vez finalizado el ejercicio [24, 69]. Esta bien establecido
que la contraccion muscular es un estimulo suficiente para provocar un aumento de los
niveles de ARNm de IL-6, asi como de la sintesis de esta citocina, incrementandose
esta produccion cuando se comprometen los depdsitos musculares de glucégeno [169,
179, 181-183]. En relacion con la suplementacion con cafeina, es destacable que el
aumento de IL-6 observado después del ejercicio fue superior cuando los sujetos eran
suplementados con cafeina. Este resultado esté en la linea de los obtenidos en algunos
estudios previos desarrollados en competiciones [24, 25] y en un ejercicio en
cicloergémetro [156]. Esta mayor concentracién de IL-6 en respuesta al ejercicio y la
suplementacion con cafeina se ha atribuido principalmente a la adrenalina [24, 156],
cuyos niveles también aumentan de forma superior en las personas suplementadas con
cafeina, tal como ya mostraba algun estudio previo [156]. De hecho, el analisis de
regresion lineal demuestra como la adrenalina es el principal predictor del aumento de
IL-6.

El higado es el principal 6rgano que metaboliza la IL-6 [58], siendo sus niveles
circulantes el balance entre su produccion y su eliminacién. EI mayor aumento de
adrenalina, inducido por la cafeina, tendra efectos sobre la circulacién sanguinea, que
en el caso del higado provocara un mayor descenso del flujo sanguineo en la region
esplacnica [57], lo que llevara a una disminucién de la captacion y metabolizacion de la
IL-6 en este 6érgano, manteniendo mas elevados sus niveles circulantes [57, 58, 179].
Un resultado similar se observé en un estudio previo con relacién al lactato, que
presentaba unos niveles superiores después de una competicion completada por
deportistas que habian previamente tomado un suplemento de cafeina [24]. Al seguir el
lactato un metabolismo similar al de la IL-6, podria establecerse este paralelismo entre
los resultados obtenidos y el mecanismo implicado para explicar la concentracion mas

elevada de IL-6 con el ejercicio y el suplemento de cafeina.
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Paralelamente, se observé un aumento de IL-10 como respuesta al ejercicio,
siendo significativamente superior con la toma de cafeina, tal y como detalla la
bibliografia [24, 25, 175]. No esté claro cual es el origen o el mecanismo implicado en
este mayor incremento de la concentracion de IL-10 en respuesta al ejercicio con la
suplementacion de cafeina. Por una parte, se ha atribuido a una accion directa de la IL-
6, aungue se habia indicado que las concentraciones de IL-6 necesarias para causarlo
eran muy elevadas [125]. Aun asi, el modelo de regresion sefiala a la IL-6 como el
principal predictor de los niveles de IL-10. Sin embargo, se ha descrito que el aumento
de IL-10 provocado por la IL-6 también lleva asociado una mayor concentracion de IL-
lra [125], citocina cuyos valores no se diferencian entre grupos en el presente estudio.
Por lo tanto, podria ser que la IL-6 contribuyera a la mayor concentracion de IL-10 en
respuesta al ejercicio y la cafeina, aunque son necesarios mas estudios para elucidar
dicha cuestion, ya que el resultado observado en la regresion lineal podria representar
simplemente una coincidencia en el patrén de aparicion de ambas citocinas. Por otra
parte, asi como la metabolizacion de la IL-6 depende principalmente del higado [57], en
el caso de la IL-10 es el sistema renal el principal responsable [59, 60]. En este caso, el
efecto de las concentraciones superiores de adrenalina, inducidas por la cafeina,
disminuyendo el flujo sanguineo renal [61], provocaria un descenso en la metabolizacion
y eliminacion de IL-10 por parte de los rifiones [59-61], lo que podria provocar como
resultado los niveles superiores de IL-10 con la suplementacion de cafeina. Por otra
parte, no resulta probable que el mayor aumento de IL-10 se deba a una accién de las
células inmunitarias, dado que debido a la tipologia de los receptores A, el
antagonismo de la cafeina provocaria una disminucion de los niveles de AMPc y, por lo
tanto, un descenso en la produccion de citocinas antiinflamatorias, como IL-10. Ademas,
estudios previos no han demostrado ningun efecto de la cafeina sobre los niveles de
AMPc o de IL-10 en PBMCs [25]. Sin embargo, no se puede descartar que, de forma
general, el origen del aumento de la IL-10 en plasma después del ejercicio sea el
musculo esquelético, en el que recientemente se ha detectado la expresion de IL-10,
que podria estar aumentada con el ejercicio [201]. En este caso, dado que los receptores
de adenosina del musculo son del tipo As, la accion de la cafeina seria la de aumentar
los niveles de AMPc, provocando un aumento de las citocinas antiinflamatorias [92, 220,
221], como IL-10 o que los altos niveles de epinefrina provocaran un aumento de

adenilato ciclasa via estimulacion de los receptores 3-2-adrenérgicos [221].

Incidiendo en los mecanismos por los cuales la cafeina podria haber provocado las
diferencias entre grupos, no es probable que el mecanismo mediado por la acetilcolina

jugara un papel importante. Tal como se ha indicado previamente, la acetilcolina
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disminuye la expresién de citocinas proinflamatorias [45], efecto que no se ha observado
en el presente estudio ya que las concentraciones de citocinas proinflamatorias como

L-1B, IL-8 e IFN-y fueron similares en las personas con ambos tratamientos.

Por otra parte, el aumento de los niveles de cortisol qgue observamos en el caso
de la suplementaciéon con cafeina, significativo durante el periodo de recuperacion,
estaria en la misma linea de un aumento del caracter antiinflamatorio de la respuesta al
ejercicio con la cafeina, dado que se ha indicado que el cortisol actia como un potente
agente antiinflamatorio [223]. Aun asi, los niveles de cortisol no aumentan
indistintamente del tipo de ejercicio que se realice. Parece ser que si éste es de duracion
corta e intensidad moderada, la liberacion de cortisol no se activa, siempre y cuando los
niveles de glucemia se mantengan normales [222], ya que se ha observado que la
ingesta de HAC impide el aumento de cortisol en respuesta al ejercicio [156]. En cambio,
en pruebas de mayor duracion e intensidad elevada, si se observan aumentos de esta
hormona con el fin del mantenimiento de la homeostasia [156, 222]. Por ejemplo, 2 horas
de cicloergdmetro a una intensidad del 65% del VO.méx [156] provocan un aumento
significativo en los niveles de cortisol durante el periodo de recuperacién en
comparacion con los niveles basales. En este mismo estudio [156], pese a no
observarse diferencias significativas entre grupo control y suplementado con 6 mg
cafeina/kg de peso, misma dosis utilizada en esta tesis, podrian indicar una similitud de
tendencias tras la realizacién de ciclismo y de correr en un tapiz rodante durante 1 h a
un 70% del VOmax.

La produccién de IL-8 e IL-12 también podria haberse visto influenciada por la
toma de cafeina, ya que la sintesis de ambas depende del AMPc. En el presente estudio,
se observan aumentos de los niveles de IL-8 e IL-12 después del ejercicio, pero sin
diferencias significativas entre grupos. El aumento de IL-8 parece ir ligado a la cantidad
de masa muscular reclutada en un ejercicio, de esta forma, actividades como correr
provocan un mayor aumento de esta citocina [152, 190], a diferencia de actividades
como el ciclismo que no implica un reclutamiento muscular tan elevado [170]. El
aumento de neutrdfilos tras el ejercicio, podria estar influenciado en parte por la propia
accion de la IL-8, catalogada como mioquina por la capacidad autocrina y paracrina que
tiene al ser capaz de inducir migracién de células inmunitarias hacia el musculo
esquelético [210]. En nuestro caso, no observamos diferencias entre grupos en cuanto
a niveles de IL-8. En el caso de IL-12, estudios previos observan un aumento tras el
ejercicio [205, 280]. La IL-12 es un heterodimero (subunidades p35 y p40) con
propiedades proinflamatorias [211]. La subunidad p40 de IL-12 puede actuar como

citocina antiinflamatoria de manera indirecta, inhibiendo a IL-12 y dicha subunidad es
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considerada el factor limitante para la expresion de IL-12, siendo producida
exclusivamente por células inmunitarias (en fagocitos mononucleares activos y células
dendriticas) como respuesta a un aumento de AMPc [37]. Se ha observado un aumento
como consecuencia del ejercicio [205], aunque estudios previos confirman el nulo efecto
de la cafeina tanto en plasma como en PBMCs [25]. En este sentido, son necesarios
mas estudios para determinar aspectos como el origen de los niveles superiores de IL-
10 por efecto de la cafeina o, por otra parte, la falta de efectos sobre los niveles de

interleucinas como la IL-8 y la IL-12.

En relacion con otros efectos observados atribuibles a la cafeina, el mayor
aumento de leucocitos totales tras el ejercicio y durante la recuperacion con la toma de
cafeina es el resultado méas destacable del estudio. El patron de aumento en funcién del
tiempo es igual que el de los neutrdfilos, los cuales, al ser la fraccibn mayoritaria marcan
la tendencia del cambio del nimero de leucocitos. De hecho, encontramos diferencias
significativas dependiendo de la temporalidad y la condicién en el caso de los neutrdfilos,
como se ha comentado anteriormente, observando valores superiores con la toma de
cafeina. Tanto los neutréfilos como los leucocitos totales siguen un patrén similar que
consta de un aumento de sus niveles al acabar el ejercicio, el cual se mantiene elevado
a las 2 h de recuperacion. En el caso de los neutrdfilos, el efecto denominado como
neutrofilia retrasada, que constituye una elevacion de los niveles de neutréfilos a las 2
h de haber finalizado el ejercicio se observa en ambos grupos. Segun la bibliografia,
este efecto suele normalizarse a las 24 h de haber acabado la actividad [151] y parece
que la cafeina es capaz de agudizar este proceso [24, 238]. En este sentido, el nimero
de neutréfilos aumenta de forma superior tras la actividad fisica con la suplementacion,
siendo las diferencias mas marcadas durante la recuperacion. EI motivo de este
aumento de neutrdfilos post ejercicio, podria deberse a que tanto la adrenalina, como el

cortisol o la IL-6 pueden participar del aumento del nimero de neutrdfilos [24].

Cuando se analizé el efecto de la suplementacion con cafeina sobre la produccion
de citocinas in vitro por parte de las células sanguineas estimuladas con LPS no se
observé ningun efecto significativo de dicha suplementacién. Se ha considerado que
este método supone una medida adecuada de la funcionalidad de los leucocitos [207].
Estudios previos [152, 207, 215, 216] han mostrado un efecto importante del ejercicio
sobre la produccion de citocinas tras la estimulacién con LPS y ejercicio. Sin embargo,
en nuestro caso, no se observd ningun efecto del ejercicio sobre la produccion
estimulada de TNFa, IL-10, IL-6 e IL-8. Estas diferencias podrian deberse a las
diferentes caracteristicas de los ejercicios considerados, siendo mas intensos y/o

prolongados en muchos de los estudios mencionados [152, 207, 215, 216]. En cualquier

142



Discusion

caso, si se observd un aumento de la concentracion de IL-1ra a las 2 horas de haber
finalizado la actividad, acorde a los resultados de Abbasi et al. [207] y Drenth et al. [215,
216]. Incluso uno de ellos, observa aumentos de esta citocina hasta 24 horas después
de haber finalizado el ejercicio [207]. Por otra parte, no se observd ningun efecto de la
suplementacion con cafeina, lo que podria estar de acuerdo con estudios previos que
no remarcaron ningun efecto de la suplementacion con cafeina sobre la concentracion

de citocinas en PBMCs en respuesta al ejercicio [25].
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Capitulo 6: LIMITACIONES DE LA TESIS

La tesis descrita presenta ciertas limitaciones que deben ser comentadas. En
cuanto al primer estudio presentado, éste se limit6 a datos transversales de poblacién
universitaria. El caracter observacional del estudio supone una limitacion. Sin embargo,
aunque solo se consideré poblacién universitaria, tal como se ha indicado previamente,
podria ser una poblacién representativa de muchas ocupaciones laborales que implican

un grado de sedentarismo elevado.

En ambos estudios se han recogido diferentes variables de forma auto-
reportada, siendo especialmente significativo el caso del estudio observacional, en el
que las variables principales de estudio como la ingesta de cafeina, los niveles de
actividad fisica o el sedentarismo fueron medidos de forma auto-reportada. Sin
embargo, en relacién con los niveles de actividad fisica cabe mencionar que se uso el
cuestionario IPAQ, un cuestionario validado y ampliamente usado en estudios previos.
Este mismo cuestionario fue el que se utiliz6 para determinar el sedentarismo,
simplemente con la pregunta gue incluye dicho cuestionario con relacion a cuantas
horas sentado pasa la persona que lo responde. Ademas, no se recogieron el numero,
la duracién y la frecuencia de las “pausas activas” dentro, o entre, periodos de actividad
sedentaria. En este sentido, estas “pausas activas”, que podrian ser definidas como
breves periodos de actividad no sedentaria que rompen la continuidad del
comportamiento sedentario, podrian modificar algunas asociaciones entre sedentarismo
y marcadores inflamatorios [145], al menos cuando el tiempo de comportamiento
sedentario no es, en conjunto, demasiado prolongado [144]. Ademas, los métodos
usados para determinar el porcentaje de masa grasa y grasa visceral, especialmente
esta Ultima, presentan algunas limitaciones en comparacion con el método “Gold

estandar” como seria la densitometria [281].

Una importante limitacion del estudio de intervencién fue que solo se consideré
la participacién de varones jovenes, y hubiera sido interesante analizar los efectos de la
suplementacion con cafeina en mujeres y poblacién de mayor edad. En el caso de las
mujeres, no se incluyeron en el estudio ya que es sabido que el estado hormonal influye
sobre la respuesta inflamatoria. Por lo tanto, para obtener informacién completa deberia
haberse hecho el estudio considerando las variaciones de los niveles hormonales.
Considerando los recursos disponibles, este abordaje era inviable, ademéas de no ser un
objetivo del proyecto. También hubiera sido interesante determinar si los efectos de la
cafeina observados en el presente estudio se mantienen en otros tipos de pruebas de

diferente duracion y/o intensidad, sobre todo en aquellas que implican una mayor
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demanda energética. En cualquier caso, son necesarios mas estudios para determinar
las fuentes que implican el incremento de las citocinas después del ejercicio,
principalmente el origen de los elevados niveles de IL-10 en los sujetos del grupo
suplementado. En este sentido, serian necesarias determinaciones adicionales
importantes como analizar las concentraciones de IL-10, o sus niveles de ARNm, y
AMPc en el tejido muscular activo.
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Capitulo 7: CONCLUSIONES

V1.

Tanto la actividad fisica desarrollada de forma continua como una sesién puntual
de actividad fisica inducen un aumento de la concentracion plasmatica de IL-10,

lo que sugiere un efecto antiinflamatorio de la actividad fisica.

La ingesta habitual de cafeina se asocié con un ligero efecto antiinflamatorio,
caracterizado por concentraciones inferiores de PCR. Sin embargo, este efecto
se ha atribuido a otros componentes del café como son los acidos clorogénicos.
No se observaron otras asociaciones entre la ingesta de cafeina y marcadores
de inflamacién, lo que podria atribuirse a una ingesta insuficiente de cafeina para

provocar estos efectos.

El mayor acumulo de grasa se asocié con un mayor estado proinflamatorio,
caracterizado por concentraciones mas elevadas de PCR, IL-6 y TNFaq, vy
concentraciones inferiores de IL-10 y adiponectina, siendo, probablemente, el
acumulo de grasa, total o visceral, el predictor mas importante de este estado
proinflamatorio. Dentro de esta observacion, es importante destacar que los
niveles de adiponectina eran superiores en mujeres, aun teniendo mayores
niveles de grasa corporal. Es destacable que estas asociaciones entre
adiposidad e indicadores de un estado mas proinflamatorio se encontraron en

una poblacion que, como promedio, se encontraba dentro del normopeso.

El sedentarismo se revel6 como un importante predictor del estado
proinflamatorio, caracterizado por concentraciones inferiores de IL-10 y
concentraciones superiores de TNFa en aquellas personas con un mayor
comportamiento sedentario. Es destacable que el sedentarismo fue encontrado

como un predictor independiente de la actividad fisica o del acimulo de grasa.

La suplementacién con cafeina previa a una sesion de ejercicio no extenuante
indujo una respuesta inflamatoria al ejercicio con un caracter mas

antiinflamatorio, caracterizada por mayores aumentos de IL-10 e IL-6.

El mayor incremento de IL-6 podria atribuirse a las concentraciones superiores
de adrenalina inducidas por la cafeina, que disminuyen el flujo sanguineo
esplacnico, reduciendo la captacion y metabolismo de la IL-6 por parte del
higado. Sin embargo, aunque el mayor incremento de IL-6 podria ser uno de los
factores implicados, no se conoce el mecanismo que induce la mayor

concentracion de IL-10.
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Conclusiones

La suplementacion con cafeina provocé un mayor aumento del ndmero de
neutréfilos circulantes en respuesta al ejercicio y durante la posterior
recuperacion. Este mayor aumento podria estar mediado por las
concentraciones superiores de adrenalina, cortisol o IL-6 inducidas por la
cafeina. Sin embargo, la suplementacién con cafeina ho modifico la produccién

estimulada de citocinas in vitro.
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Anexo 2: Cuaderno de recogida de datos para el estudio A

CODIGO:

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS
DEP2013-45966-P

Evaluacion de los efectos de laingesta de cafeina y la actividad
fisica sobre el estado inflamatorio del organismo (CAFINEX)

ESTUDIO A

Investigador principal: Pedro Tauler Riera

- GRUPO DE INVESTIGACION
DE EVIDENCIA,
ESTILOS DE VIDAY SALUD

®

Universitat

de les Illes Balears
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Fecha:

Hora visita:

Criterios de exclusion:

- presencia de enfermedad (incluidos resfriados) D

[

- toma habitual de analgésicos o antiinflamatorios

H

- consumo elevado de alcohol (méas de 20 unidades semanales)

(1 cafia 0 1 vaso de vino equivalen a 1 unidad, 1 combinado equivale a 2 unidades)

- realizar semanalmente mas de 10 horas de actividad fisica []
- haber experimentado una variacion de peso superior al 5% en los Ultimos 3 meses |:|
Edad (afios):

Sexo: Hombre |:| Mujer |:|

Si mujer, fecha ultima regla:

Ocupacion:

Fumador: Si [ No []

Si fumador, niumero de cigarrillos dia:
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Datos antropométricos y bioimpedancia

Altura cm

Peso kg

BMI kg/m?

Metabolismo Basal kcal/dia
Masa grasa kg %
Masa magra kg

Agua Total L

Masa visceral
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CUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ACTIVIDAD FISICA (IPAQ)

Piense en las actividades intensas que usted ha realizado habitualmente en los
altimos meses. Las actividades fisicas intensas se refieren a aquellas que implican un
esfuerzo fisico intenso y que lo hacen respirar mucho mas intensamente que lo normal.
Piense solo en aquellas actividades fisicas que realiz6 durante por lo menos 10
minutos seguidos.

1.

¢en cuantos dias por semana realiz6 actividades fisicas intensas tales como
levantar pesos pesados, cavar, hacer ejercicios aerébicos o andar rapido en
bicicleta?

dias por semana

Los dias que realizé esta actividad fisica intensa, ¢cuanto tiempo dedicé a
realizarla?

horas por dia minutos por dia

Piense en todas las actividades moderadas que usted ha realizado habitualmente en los
ultimos meses. Las actividades moderadas son aquellas que requieren un esfuerzo fisico
moderado que lo hace respirar algo mds intensamente que lo normal. Piense solo en aquellas
actividades fisicas que realizé durante por lo menos 10 minutos seguidos.

¢en cuantos dias por semana hizo actividades fisicas moderadas como transportar
pesos livianos, andar en bicicleta a velocidad regular o jugar dobles de tenis? No
incluya caminar.

dias por semana

Los dias que realizd esta actividad fisica moderada, ¢cuanto tiempo dedico a
realizarla?

horas por dia minutos por dia
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Piense en el tiempo que usted dedicé a caminar habitualmente en los Ultimos meses.
Esto incluye caminar en el trabajo o en la casa, para trasladarse de un lugar a otro, 0
cualquier otra caminata que usted podria hacer solamente para la recreacion, el deporte,
el ejercicio o el ocio.

5. ¢En cuantos dias por semana camind por lo menos 10 minutos seguidos?

dias por semana

6. Habitualmente, ¢ cuanto tiempo en total dedicd a caminar en uno de esos dias?

horas por dia minutos por dia

La ultima pregunta es acerca del tiempo que pasoé usted sentado durante los dias
habiles de forma habitual (Ultimos meses). Esto incluye el tiempo dedicado al trabajo,
en la casa, en una clase, y durante el tiempo libre. Puede incluir el tiempo que pasoé
sentado ante un escritorio, visitando amigos, leyendo, en coche, o0 sentado o recostado
mirando la television.

7. Durante los meses ¢ cuanto tiempo paso6 sentado de media?

horas por dia minutos por dia
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Cuestionario de consumo habitual de cafeina

Anotar la cantidad diaria o semanal, segun corresponda, ingerida de cada producto de
la forma mas descriptiva (una lata coca cola, taza de cafeteria, dos cucharadas de

postre de café soluble, etc.), asi como otra informacién como forma de preparacion,

si procede (por ejemplo cafetera italiana, de bar, tipo Nespresso®, etc.), marca

comercial, etc.

Importante: si son productos descafeinados también deben incluirse y debe indicarse

en el apartado de otra informacion.

Producto

Cantidad

Por dia

Por semana

Otra

informacion

Café (expreso)

Café americano

Café con leche

Cortado

Café soluble
(Nescafé® y otros)

Verde
Té

Negro
Mate

Con

Chocolate | leche

Negro

Chocolate a la taza

Bebidas con cola
(Coca-Cola®, Pepsi-
cola®, etc.)

Bebidas energéticas
(Red-Bull®, etc.)

Geles energéticos

Productos

farmacologicos
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CUESTIONARIO DE ADHERENCIA A LA DIETA
MEDITERRANEA

¢Usa usted principalmente el aceite de oliva para cocinar? (SI/NO)

¢,Cuanto aceite de oliva (cucharadas soperas) consume en total al dia

(incluyendo el usado para freir, el de las comidas fuera de casa, las

ensaladas, etc.)?

a) ¢Cuantas raciones de verdura u hortalizas consume al dia (las
guarniciones o acompafiamientos contabilizan como ¥z racion)?

b) ¢ Cuantas de estas raciones son en forma de ensalada o verduras
crudas?

¢ Cudantas piezas de fruta (incluyendo zumo natural) consume al dia?

¢Cuantas raciones de carnes rojas, hamburguesas, salchichas o
embutidos consume al dia (una racién equivale a 100-150 g)?

¢,Cuantas raciones de mantequilla, margarina o nata consume al dia (una
porcion individual equivale a 12 g)?

¢Cuantas bebidas carbonatadas y/o azucaradas (refrescos, colas,
ténicas, bitter, zumos comerciales) consume al dia?

a) ¢Bebe vino? (SI/NO)

b) En caso que beba vino, ¢ cuanto consume a la semana?

¢ Cuéntas raciones de legumbres consume a la semana (una racién o
plato equivale a 150 g)?
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10.

11.

12.

13.

14.

¢ Cuéntas raciones de pescado o0 mariscos consume a la semana (un
plato, pieza o racion equivale a 100-150 g de pescado ¢ 4-5 piezas de
marisco)?

¢Cuantas veces consume reposteria comercial (no casera) como
galletas, flanes, dulces o pasteles a la semana?

¢ Cuantas veces consume frutos secos a la semana (una racion equivale
a 3009)?

¢,Consume preferentemente carne de pollo, pavo o conejo en vez de
ternera, cerdo, hamburguesas o salchichas (carne de pollo: una pieza o
racion equivale a 100-150 g)? (SI/NO)

¢ Cuéntas veces a la semana consume los vegetales cocinados, la pasta,
el arroz u otros platos aderezados con una salsa de tomate, ajo, cebolla
0 puerro elaborada a fuego lento con aceite de oliva (sofrito)?
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Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos

Anexos

MENSUAL SEMANAL DIARIO

Alimentos/ Nunca o 1-3 1-2veces 3-4vecesa 5-6 veces 1 2-3 4-5 60

menos de  veces ala la semana ala vez veces veces mas
Cantidades unavezal almes semana semana al aldia aldfa  veces

mes dia al dia

Leche entera (una taza O O O O O O O O O
grande)
Leche semi (una taza O O O O O O O O O
grande)
Leche desnatada (una O O O O O O O O O
taza grande)
Yogur (una unidad) O O O O O O O O O
Postres lacteos (flan, O O O O O O O O O
natillas, helado, etc.)
Queso curado o O O O O O O O O O
semicurado
(manchego) (una
loncha de 50 g)
Reques6n, queso O O O O O O O O O
fresco
Copos de cereales (un O O | O O O O O O
bol)
Galletas marfa (4 O O O O O O O O O
galletas)
Pan blanco (una O O O O O O O O O
rebanada)
Pan moreno o integral O O | | | O O O O
(una rebanada)
Pasta y arroz blanco O O | O O O O O O
(un plato)
Pasta y arroz integral O O O O O O O O O
(un plato)
Plato de verdura cruda O O | ] O O O O O
(ensaladas)
Plato de verdura O O O O O O O O O
cocinada
Patatas (un plato O O O O O O O O O
normal)
Judias, garbanzos, O O O O O O O O O
lentejas (un plato
normal)
Jamén serrano (una O O O O O O O O O
loncha)
Jamon york, pavo O O O O O O O O O
cocido (una loncha)
Fuet, salami, chorizo O O O O O O O O O

(tres lonchas)
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Aceite de oliva (1
cucharada sopera)

Aceite otros vegetales
(1 cucharada sopera)

Margarina (1
cucharada de postre)

Nata, mantequilla

Huevos de gallina
(uno)

o o 0 0O O

o o 0 0O O

Carne de ternera,
cerdo y cordero (un
filete, un bistec o un
entrecot)

O

O

Pollo o pavo, conejo
(1/4 pieza)

Hamburguesas (una)

Pescado blanco
(merluza, lenguado,
rape, etc.) (una pieza)

Pescado azul (Salmon,
sardinas, atin) (una
rodaja)

Mejillones, gambas o
similares (un plato)

Pescado en conserva
(una lata)

Fruta (una pieza) o
zumo natural (1 vaso)

Fruta desecada
(datiles, pasas, 1
pufiado)

10 Aceitunas

Patatillas y snacks (un
pufiado)

Almendras, avellanas y
nueces (un pufiado)

Chocolate (una
chocolatina) o cacao
(dos cucharadas de
postre)

Bolleria (croissants,
ensaimada)

Pasteles (una porcion,
150 g)

Azulcar (una cucharada
de café)

Refrescos (un vaso,
200 ml)
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Zumo de fruta O O O O O O O O O

comercial (un vaso)

Vino, cava, cerveza O O O O O O O O O

(medio vaso)

¢, Qué comidas realizas a lo largo del dia?

00 Desayuno mafana [0 Media mafiana [0 Comida [0 Meriendatarde [0 Cena
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Toma muestra sangre

Muestra EDTA

Muestra heparina

O

O

Hemogramay recuento de leucocitos

Hematies (10%/uL)

Leucocitos (10%uL)

Hemoglobina (g/dL)

Neutrofilos (%)

Hematocrito (%)

Linfocitos (%)

VCM (uL) Monocitos (%)
HCM (pg) Eosindéfilos (%)
CHCM (%) Baséfilos (%)
RDW (%)

Plaguetas (10%/uL)

Determinaciones en suero y plasma

IL-10

IL-6

Proteina C reactiva

TNF-a

IL-1B

Adiponectina
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Anexo 3: Cuaderno de recogida de datos para el estudio B

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

Evaluacion de los efectos de laingesta de cafeinay la
actividad fisica sobre el estado inflamatorio del
organismo (CAFINEX)

ESTUDIO B

\g GRUPOQ DE INVESTIGACION
DE EVIDENCIA,
ESTILOS DE VIDA'Y SALUD

®

Universitat

de les Illes Balears
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VISITA O

CODIGO: FECHA:

Hora visita:

Criterios de inclusién

-sujetos habituales consumidores de cafeina (en forma de café o
refrescos de cola, o suplementos), lo que ayuda a asegurar que el

sujeto es compatible con la toma del suplemento de cafeina.
-varones con una edad entre 20 y 45 afnos

-horas de entrenamiento semanal: minimo de 8 horas a la semana

incluidas competiciones

-no fumadores

Criterios de exclusion

-haber tomado analgésicos o antiinflamatorios en las 2 semanas

previas al estudio.

-consumo elevado de alcohol
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-tener patologias incompatibles con la toma de dosis altas de

cafeina

-presentar alguna enfermedad o problema de cara a la practica

deportiva
Edad (afos):

Ocupacion:

Datos antropomeétricos y bioimpedancia

Altura cm

Peso kg

BMI kg/m?

Metabolismo Basal kcal/dia

Masa grasa kg %
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Masa magra kg

Agua Total L

Masa visceral

ANTROPOMETRIA

PLIEGUES

Localizacion 12 medicion 22 medicion

32 medicidn

TRICIPITAL

SUBESCAPULAR

SUPRAILIACO

ABDOMINAL

PERIMETROS

BRAZO
CONTRAIDO

PIERNA MEDIAL

DIAMETROS

HUMERO

FEMUR
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CUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ACTIVIDAD FISICA (IPAQ)

Piense en todas las actividades intensas que usted realiz6 en los Ultimos 7 dias. Las
actividades fisicas intensas se refieren a aquellas que implican un esfuerzo fisico
intenso y que lo hacen respirar mucho mas intensamente que lo normal. Piense solo en
aquellas actividades fisicas que realiz6 durante por lo menos 10 minutos seguidos.

8. Durante los ultimos 7 dias, ¢en cuantos realizé actividades fisicas intensas tales
como levantar pesos pesados, cavar, hacer ejercicios aerobicos o andar rapido en
bicicleta?

dias por semana

9. Los dias que realiz6 esta actividad fisica intensa, ¢cuanto tiempo dedicé a
realizarla?

horas por dia minutos por dia

Piense en todas las actividades moderadas que usted realizé en los ultimos 7 dias. Las
actividades moderadas son aquellas que requieren un esfuerzo fisico moderado que lo hace
respirar algo mas intensamente que lo normal. Piense solo en aquellas actividades fisicas que
realizd durante por lo menos 10 minutos seguidos.

10. Durante los ultimos 7 dias, ¢en cuantos dias hizo actividades fisicas moderadas
como transportar pesos livianos, andar en bicicleta a velocidad regular o jugar dobles
de tenis? No incluya caminar.

dias por semana

11. Los dias que realiz6 esta actividad fisica moderada, ¢cuanto tiempo dedicé a
realizarla?

horas por dia minutos por dia
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Piense en el tiempo que usted dedicé a caminar en los ultimos 7 dias. Esto incluye
caminar en el trabajo o en la casa, para trasladarse de un lugar a otro, o cualquier otra
caminata que usted podria hacer solamente para la recreacion, el deporte, el ejercicio o
el ocio.

12. Durante los dltimos 7 dias, ¢En cuantos camind por lo menos 10 minutos
seguidos?

dias por semana

13. Habitualmente, ¢ cuanto tiempo en total dedicé a caminar en uno de esos dias?

horas por dia minutos por dia

La dltima pregunta es acerca del tiempo que pasé usted sentado durante los dias
habiles de los ultimos 7 dias. Esto incluye el tiempo dedicado al trabajo, en la casa, en
una clase, y durante el tiempo libre. Puede incluir el tiempo que paso6 sentado ante un
escritorio, visitando amigos, leyendo, en coche, o sentado o recostado mirando la
television.

14. Durante los ultimos 7 dias ¢cuanto tiempo pasé sentado de media?

horas por dia minutos por dia
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Cuestionario de consumo habitual de cafeina

Anotar la cantidad diaria o semanal, segun corresponda, ingerida de cada producto de
la forma mas descriptiva (una lata coca cola, taza de cafeteria, dos cucharadas de
postre de café soluble, etc.), asi como otra informacién como forma de preparacion,
si procede (por ejemplo cafetera italiana, de bar, tipo Nespresso®, etc.), marca
comercial, etc.

Importante: si son productos descafeinados también deben incluirse y debe indicarse
en el apartado de otra informacion.

Cantidad Otra
Producto

Por dia Por semana informacion

Café (expreso)

Café americano

Café con leche

Cortado

Café soluble
(Nescafé® y otros)

Verde
Té

Negro
Mate

Con

Chocolate | leche

Negro

Chocolate a la taza

Bebidas con cola
(Coca-Cola®, Pepsi-
cola®, etc.)

Bebidas energéticas
(Red-Bull®, etc.)

Geles energéticos

Productos

farmacologicos
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Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos

MENSUAL SEMANAL DIARIO

Alimentos/ Nunca o 1-3 1-2veces 3-4vecesa 5-6 veces 1 2-3 4-5 60

) menos de  veces ala la semana ala vez veces veces mas
Cantidades unavezal almes semana semana al aldia aldia  veces

mes dia al dia

Leche entera (una taza O O O O O O O O O
grande)
Leche semi (una taza O O O O O O O O O
grande)
Leche con cacao (una O O O O O O O O O
taza grande)
Yogur entero (una O O O O O O O O O
unidad)
Queso curado o O O O O O O O O O
semicurado
(manchego) (una
loncha de 50 g)
Reques6n, queso O O O O O O O O O
fresco
Copos de cereales (un | O | O | D O O O
bol)
Pan (una rebanada) O O O O O O O O O
Pasta y arroz (un plato) O O O O O O O O O
Plato de verdura cruda O O | O O O O O O
(ensaladas)
Plato de verdura O O O O O O O O O
cocinada
Patatas (un plato O O O O O O O O O
normal)
Judias, garbanzos, O O O O O O O O O
lentejas (un plato
normal)
Jamén serrano (una O O O O O O O O O
loncha)
Jamén York (una O O | O O O O O O
loncha)
Fuet, salami, chorizo O O O O O O O O O
(tres lonchas)
Aceite de oliva (1 cuch. O O O O O O O O O
sopera)
Aceite otros vegetales | | | O O O O O O
(1 cucharada sopera)
Margarina (1 cuch. de O O O O O O O O O
postres)
Nata, mantequilla O O O O O O O O O
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Huevos de gallina O O O O
(uno)

Carne de ternera, O O O O
cerdo y cordero (un

filete, un bistec o un

entrecot)

Pollo o pavo, conejo O O O (|
(1/4 pieza)

Hamburguesas (una) | O O O
Pescado blanco O O O O
(merluza, lenguado,

rape, etc.) (una pieza)

Pescado azul (Salmén, O O O O
sardinas, attn) (una

rodaja)

Mejillones, gambas o O O O O
similares (un plato)

Pescado en conserva (| O O O
(una lata)

Fruta fresca (una O O | O
pieza)

Fruta desecada O O | O
(Détiles, pasas, 100 g)

10 Aceitunas, O O O O
aguacate

Almendras, avellanas y O O O O
nueces (un pufiado)

Chocolate (una O O O O
chocolatina)

Bolleria (croissants , O O | O
Ensaimada)

Pasteles (una porcion, | | O O
150 g)

Azlcar (una cucharada (| O O O
de café)

Refrescos (un vaso, | | O O
200 ml)

Zumo de fruta O O O O
comercial (un vaso)

Vino, cava, cerveza O O O O

(medio vaso)
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REGISTRO DIETETICO DE UNA SEMANA

Es importante anotar con la mayor exactitud todos los
alimentos y bebidas que vaya tomando

cadigo

Deporte

185




Anexos

DIA 1 FECHA : - - Dia de la semana :
ALIMENTOS LUGAR
(Detallar: descripcion, tipo, marca y cantidad, y la forma de preparacién: ala (casa, restaurante...)
plancha, frito, hervido...)
DESAYUNO
Hora:
Leche: tipo
Pan: tipo
Azlcar
Zumo fruta
Merienda media
mafiana
Aperitivo
Comida
ler Plato
Hora:
2on Plato
Pan
Bebida
Postre/fruta
Café
Aceite
Merienda tarde
ler Plato
Cena
Hora:
2on Plato
Pan
Bebida
Postre/ fruta
Café
Aceite
Entre
horas

ES IMPORTANTE ANOTAR LAS BEBIDAS Y SI SE HA TOMADO ALGUN SUPLEMENTO
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DIA 2

FECHA : - -

Dia de la semana:

ALIMENTOS

(Detallar: descripcion, tipo, marca y cantidad, y la forma de preparacion: a la plancha, frito, hervido...)

LUGAR

(casa, restaurante...)

DESAYUNO

Hora:

Leche: tipo
Pan: tipo
Azlcar

Zumo fruta

Merienda media mafiana

Comida
Hora:

Aperitivo

ler Plato

2on Plato

Pan

Bebida

Postre/fruta

Café

Aceite

Merienda tarde

Cena
Hora:

ler Plato

2on Plato

Pan

Bebida

Postre/ fruta

Café

Aceite

Entre

horas

ES IMPORTANTE ANOTAR LAS BEBIDAS Y SI SE HA TOMADO ALGUN SUPLEMENTO
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DIA 3 FECHA : - - Dia de la semana:

ALIMENTOS LUGAR
(Detallar: descripcion, tipo, marca y cantidad, y la forma de preparacion: a la plancha, frito, hervido...) (casa, restaurante...)
DESAYUNO
Hora:
Leche: tipo
Pan: tipo
Azlcar
Zumo fruta
Merienda media
mafiana
Aperitivo
Comida
ler Plato
Hora:
2on Plato
Pan
Bebida
Postre/fruta
Café
Aceite
Merienda tarde
ler Plato
Cena
Hora:
2on Plato
Pan
Bebida
Postre/ fruta
Café
Aceite
Entre
horas

ES IMPORTANTE ANOTAR LAS BEBIDAS Y SI SE HA TOMADO ALGUN
SUPLEMENTO
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DIA 4

DESAYUNO

Hora:

FECHA : - -

Dia de la semana:

ALIMENTOS

(Detallar: descripcion, tipo, marca y cantidad, y la forma de preparacién: a la plancha, frito, hervido...)

LUGAR

(casa, restaurante...)

Leche: tipo
Pan: tipo
Azlcar
Zumo fruta
Merienda media
mafiana
Aperitivo
Comida
ler Plato
Hora:
2on Plato
Pan
Bebida
Postre/fruta
Café
Aceite
Merienda tarde
ler Plato
Cena
Hora:
2on Plato
Pan
Bebida
Postre/ fruta
Café
Aceite
Entre
horas

ES IMPORTANTE ANOTAR LAS BEBIDAS Y SI SE HA TOMADO ALGUN
SUPLEMENTO
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DIA 5 FECHA : - - Dia de la semana:

ALIMENTOS LUGAR
(Detallar: descripcion, tipo, marca y cantidad, y la forma de preparacion: a la plancha, frito, hervido...) (casa, restaurante...)
DESAYUNO
Hora:
Leche: tipo
Pan: tipo
Azlcar
Zumo fruta
Merienda media
mafiana
Aperitivo
Comida
ler Plato
Hora:
2on Plato
Pan
Bebida
Postre/fruta
Café
Aceite
Merienda tarde
ler Plato
Cena
Hora:
2on Plato
Pan
Bebida
Postre/ fruta
Café
Aceite
Entre
horas

ES IMPORTANTE ANOTAR LAS BEBIDAS Y SI SE HA TOMADO ALGUN
SUPLEMENTO
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DIA 6

DESAYUNO

Hora:

FECHA : - -

Dia de la semana:

ALIMENTOS

(Detallar: descripcion, tipo, marca y cantidad, y la forma de preparacién: a la plancha, frito, hervido...)

LUGAR

(casa, restaurante...)

Leche: tipo
Pan: tipo
Azlcar
Zumo fruta
Merienda media
mafiana
Aperitivo
Comida
ler Plato
Hora:
2on Plato
Pan
Bebida
Postre/fruta
Café
Aceite
Merienda tarde
ler Plato
Cena
Hora:
2on Plato
Pan
Bebida
Postre/ fruta
Café
Aceite
Entre
horas

ES IMPORTANTE ANOTAR LAS BEBIDAS Y SI SE HA TOMADO ALGUN
SUPLEMENTO
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DIA 7 FECHA : - - Dia de la semana:

ALIMENTOS LUGAR
(Detallar: descripcion, tipo, marca y cantidad, y la forma de preparacién: a la plancha, frito, hervido...) (casa, restaurante...)
DESAYUNO
Hora:
Leche: tipo
Pan: tipo
Azlcar
Zumo fruta
Merienda media
mafiana
Aperitivo
Comida
ler Plato
Hora:
2on Plato
Pan
Bebida
Postre/fruta
Café
Aceite
Merienda tarde
ler Plato
Cena
Hora:
2on Plato
Pan
Bebida
Postre/ fruta
Café
Aceite
Entre
horas

ES IMPORTANTE ANOTAR LAS BEBIDAS Y SI SE HA TOMADO ALGUN
SUPLEMENTO
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Determinacion de VO-max.

VO2 max.

Umbral aerébico

Umbral anaerobico

FC max. alcanzada

70% VO2max

Velocidad correspondiente a 70%

VO2max
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VISITA 1

CODIGO:

Hora visita:

Toma muestras de sangre

Basal:
Muestra sangre EDTA

Muestra sangre heparina

Inmediatamente después de la prueba:
Muestra sangre EDTA

Muestra sangre heparina

Dos horas después de la prueba:
Muestra sangre EDTA

Muestra sangre heparina

FECHA:

[l

O O

O O

Registro de frecuencia cardiaca durante el ejercicio

Frecuencia cardiaca maxima:

Frecuencia cardiaca media:
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Peso participante
Antes ejercicio: kg

Después ejercicio: kg

Agua consumida durante la prueba

Volumen inicial (antes prueba): mi

Volumen final (después prueba): mi
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Determinaciones muestras pre-ejercicio

Hemogramay recuento de leucocitos

Anexos

Hematies (10%/uL)

Leucocitos (10%uL)

Hemoglobina (g/dL)

Neutrofilos (%)

Hematocrito (%)

Linfocitos (%)

VCM (uL) Monocitos (%)
HCM (pg) Eosinéfilos (%)
CHCM (%) Baséfilos (%)
RDW (%)

Plaquetas (10%/uL)

Determinaciones en suero y plasma

IL-10 IFN-y

IL-6 AMPc

IL-2 Adrenalina
IL-4 Cortisol
IL-1B Cafeina
IL-12 p40

Determinaciones en muestras estimuladas

IL-10

TNF-a

IL-6
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Determinaciones muestras post-ejercicio

Hemogramay recuento de leucocitos

Hematies (10%/uL)

Leucocitos (10%uL)

Hemoglobina (g/dL)

Neutrofilos (%)

Hematocrito (%)

Linfocitos (%)

VCM (uL) Monocitos (%)
HCM (pg) Eosinéfilos (%)
CHCM (%) Baséfilos (%)
RDW (%)

Plaquetas (10%/uL)

Determinaciones en suero y plasma

IL-10 IFN-y

IL-6 AMPc

IL-2 Adrenalina
IL-4 Cortisol
IL-1B Cafeina
IL-12 p40

Determinaciones en muestras estimuladas

IL-10

TNF-a

IL-6
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Determinaciones muestras post-recuperacion

Hemogramay recuento de leucocitos

Anexos

Hematies (10%/uL)

Leucocitos (10%uL)

Hemoglobina (g/dL)

Neutrofilos (%)

Hematocrito (%)

Linfocitos (%)

VCM (uL) Monocitos (%)
HCM (pg) Eosindéfilos (%)
CHCM (%) Baséfilos (%)
RDW (%)

Plaguetas (10%/uL)

Determinaciones en suero y plasma

IL-10 IFN-y

IL-6 AMPc

IL-2 Adrenalina
IL-4 Cortisol
IL-18 Cafeina
IL-12 p40

Determinaciones en muestras estimuladas

IL-10

TNF-a

IL-6
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VISITA 2

CODIGO: FECHA:

Hora visita:

Toma muestras de sangre y saliva

Basal:
Muestra sangre EDTA []
Muestra sangre heparina |:|
Inmediatamente después de la prueba:
Muestra sangre EDTA []
Muestra sangre heparina ]
Dos horas después de la prueba:
Muestra sangre EDTA []
Muestra sangre heparina |:|

Registro de frecuencia cardiaca durante el ejercicio
Frecuencia cardiaca maxima:

Frecuencia cardiaca media:

199




Peso participante
Antes ejercicio: kg

Después ejercicio: kg

Agua consumida durante la prueba

Volumen inicial (antes prueba): mi

Volumen final (después prueba): mi
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Determinaciones muestras pre-ejercicio

Hemogramay recuento de leucocitos

Hematies (10%/uL)

Leucocitos (10%uL)

Hemoglobina (g/dL)

Neutrofilos (%)

Hematocrito (%)

Linfocitos (%)

VCM (uL) Monocitos (%)
HCM (pg) Eosinéfilos (%)
CHCM (%) Baséfilos (%)
RDW (%)

Plaquetas (10%/uL)

Determinaciones en suero y plasma

IL-10 IFN-y

IL-6 AMPc

IL-2 Adrenalina
IL-4 Cortisol
IL-1B Cafeina
IL-12 p40

Determinaciones en muestras estimuladas

IL-10

TNF-a

IL-6
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Determinaciones muestras post-ejercicio

Hemogramay recuento de leucocitos

Anexos

Hematies (10%/uL)

Leucocitos (10%uL)

Hemoglobina (g/dL)

Neutrofilos (%)

Hematocrito (%)

Linfocitos (%)

VCM (uL) Monocitos (%)
HCM (pg) Eosinéfilos (%)
CHCM (%) Baséfilos (%)
RDW (%)

Plaquetas (10%/uL)

Determinaciones en suero y plasma

IL-10 IFN-y

IL-6 AMPc

IL-2 Adrenalina
IL-4 Cortisol
IL-1B Cafeina
IL-12 p40

Determinaciones en muestras estimuladas

IL-10

TNF-a

IL-6

202



Anexos

Determinaciones muestras post-recuperacion

Hemogramay recuento de leucocitos

Hematies (10%/uL)

Leucocitos (10%uL)

Hemoglobina (g/dL)

Neutrofilos (%)

Hematocrito (%)

Linfocitos (%)

VCM (uL) Monocitos (%)
HCM (pg) Eosinéfilos (%)
CHCM (%) Baséfilos (%)
RDW (%)

Plaquetas (10%/uL)

Determinaciones en suero y plasma

IL-10 IFN-y

IL-6 AMPc

IL-2 Adrenalina
IL-4 Cortisol
IL-1B Cafeina
IL-12 p40

Determinaciones en muestras estimuladas

IL-10

TNF-a

IL-6
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