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Abstracto

Efecto del ejercicio fisico en células Natural Killer en mujeres sanas y con cancer
de mama

Las células Natural Killer (NK) son las células del sistema inmunolégico mas sensibles
al efecto del ejercicio fisico, logrando incrementarse en cuestion de minutos después
de haber iniciado el esfuerzo fisico. Estas células son la primera linea de defensa
contra células tumorales, razén por la que estan siendo estudiadas para utilizarlas en
protocolos de inmunoterapia contra el cancer, por lo que el objetivo de esta
investigacion es evaluar el efecto agudo del ejercicio fisico sobre células NK en
mujeres sanas y con cancer de mama durante su quimioterapia. Como resultados
preliminares, se encontr6 un aumento en el porcentaje de estas células en las
participantes sanas y en una paciente evaluada hasta el momento, lo cual se puede
traducir en un aumento en la inmunovigilancia y en la inmunogenicidad de células NK
contra células tumorales mediada por el efecto del ejercicio.

Resumen

Introduccion: Las células asesinas naturales, también conocidas como Natural
Killer (NK), son las células mas sensibles al efecto del ejercicio, logrando incrementarse
en cuestion de minutos después de haber iniciado el esfuerzo fisico. Estas células,
tienen como principal funcion eliminar células transformadas o infectadas al primer
contacto, participando directamente en el proceso de prevencion o tratamiento del
cancer de mama. Objetivo: Evaluar el efecto agudo del ejercicio fisico sobre células NK
en mujeres sanas y con cancer de mama durante su tratamiento de quimioterapia.
Metodologia: se aplicé a las participantes una carga Unica de 30 minutos de ejercicio a
intensidad moderada sobre banda sinfin y se les tom6 una muestra de sangre antes e
inmediatamente después de terminada la sesion para el analisis de las células NK por
medio de citometria de flujo con el uso de los anticuerpos CD3, CD16, CD56, NKG2A y
NKG2D. Resultados: Se encontré un incremento estadisticamente significativo en el
porcentaje de células NK totales después del ejercicio en el grupo de participantes
sanas. De igual manera se encontré un aumento en la poblacion CD56%™CD16"™
caracterizada por ser altamente citotéxica y un decremento en la poblacion
CD56""9"CD16 con funciones principalmente secretoras de citocinas. Hasta el
momento solo se reportan resultados de una paciente en la cual se observé una
tendencia similar a la encontrada en las participantes sanas. Conclusiones: Si se logran
estos resultados en pacientes con cancer de mama aun bajo los efectos del tratamiento
de quimioterapia se podria establecer al ejercicio fisico como un pilar fundamental en
pacientes oncoldgicos, no solo por sus beneficios obtenidos a nivel fisico y psicolégico
sino también por sus efectos a nivel del micro entorno tumoral donde contribuiria a que
las células cancerosas no escapen del reconocimiento inmunoldgico al movilizar



células NK con capacidad altamente citotoxica logrando aumentar la vigilancia del
sistema inmune contra estas células tumorales.

Introduccidén

El ejercicio fisico juega un rol importante en la prevencién y tratamiento de
enfermedades crénicas ya que participa en la regulacion de diversos mecanismos
biolégicos que intervienen directamente en los procesos fisiologicos (World Health
Organization, 2010).

Dentro de estos procesos biolégicos se encuentra el sistema inmunoldégico, el cual
esta involucrado en la vigilancia contra el desarrollo de la carcinogénesis y muestra una
respuesta inmediata al ejercicio fisico. En especial, se ha demostrado que las células
Natural Killer (NK), también llamadas células asesinas naturales, presentan un
aumento en sangre periférica, en nimero y en su actividad citotoxica, después de
minutos de haber iniciado un esfuerzo fisico (Koelwyn, Quail, Zhang, White, & Jones,
2017; Pedersen et al., 2016). Estas células del sistema inmune, son parte de la primera
linea de defensa contra células tumorales, provocando su muerte y desencadenando la
inmunidad adaptativa, razéon por la cual son foco de atencibn como una terapia
alternativa o complementaria para pacientes con cancer de mama (CM), enfermedad
gue se ha tornado un problema de Salud Publica a nivel mundial (Kindt, Goldsby, &
Osborne, 2007; Paul & Lal, 2017).

Entre los mecanismos que participan en el aumento de las NK por efecto del
ejercicio fisico, participan ciertas citocinas secretadas en el musculo durante la
contraccién, como es el caso de la interleucina 15 (IL-15) que estimula la proliferacion y
maduraciéon de estas células; el aumento de catecolaminas y la perfusion e infiltracion
aumentada hacia tejidos transformados, pueden explicar el efecto agudo y cronico del
ejercicio (Idorn & Hojman, 2016).

A pesar de las evidencias encontradas, aun no es claro el tipo de ejercicio fisico o la
dosificacion adecuada para lograr potencializar la funcién de las células NK para la
prevencion y tratamiento de enfermedades. Es por eso que, el objetivo de la presente
revision sistematica, fue analizar el efecto de diferentes intervenciones con ejercicio
fisico, sobre la respuesta de células NK en mujeres sanas y con CM.

Revision de la literatura

En México, el cancer de mama es la primera causa de muerte por cancer en
mujeres de 20 afios 0 mas, siendo la region norte del pais donde se encuentran las
tasas mas altas de mortalidad. El estado de Chihuahua se encuentra entre las doce
entidades, que de manera sostenida, presentaron las tasas mas altas a lo largo de
doce afios y el municipio de Chihuahua dentro de los 120 municipios con mas altas
tasas de morbimortalidad (Abreu & Beltran, 2015; Castrezana-Campos, 2017; INEGI,



2015; Manzanares, 2017; Mohar et al., 2015; Morales-Flores, Trejo-Tellez, & Ruiz-Vera,
2017; Rizo, Gonzalez, Sanchez, & Murguia, 2015).

Uno de los mecanismos bioldgicos méas estudiados en oncologia es la relacion
entre la respuesta del sistema inmunoldgico y el cancer. A pesar de ser uno de los
parametros mas monitoreados durante el tratamiento oncolégico del paciente,
generalmente este analisis solo evalla las células del sistema inmune de manera
global, dejando fuera de observacion a otras células mas especificas que juegan un
papel fundamental contra el proceso de carcinogénesis, como es el caso de las células
NK que tienen como funcién principal matar a las células tumorales (Idorn & Hojman,
2016; Paul & Lal, 2017).

Cada vez es mas la evidencia cientifica que demuestra la necesidad de incluir al
ejercicio fisico como parte del tratamiento de pacientes con cancer ya que entre otros
beneficios, impacta directamente sobre las células NK generando un aumento en
sangre periférica y aumentando su inmunogenicidad (Cherwin & Perkhounkova, 2017;
Jeong Kim, Shin, & Hwa Suk, 2015; Ramirez, Acevedo, Herrera, Ibafiez, & Sanchez,
2017), sin embargo, aproximadamente del 60 % al 80 % de las pacientes con este
padecimiento no cumplen con los lineamientos minimos recomendados de activacion
fisica (Arango Prado & Rodriguez-Padilla, 2016; Koelwyn et al., 2017; Schmidt,
Hermes, & Weisser, 2017; Uclés Villalobos & Espinoza Reyes, 2017).

Las limitaciones en la atencion integral de las pacientes con cancer de mama
donde se incluya al ejercicio pueden ser atribuidas a la falta de informacién cientifica
suficiente que demuestre los beneficios generados no solo a nivel funcional sino a nivel
biolégico donde se demuestre su impacto y logre posicionarse entre las estrategias
prioritarias de un tratamiento oncolégico completo (Ramirez et al., 2017; Tsiouris et al.,
2018).

Justificacion

En los dltimos afos, el cancer de mama en México cumple con las principales
caracteristicas reconocidas por la Organizacion Mundial de la Salud y otras
instituciones internacionales para ser consideradas como problema de salud publica ya
gue constituyen una causa importante de morbilidad y mortalidad ademas de producir
un elevado impacto econdémico por afios de vida saludable perdidos lo que también lo
convierte en un serio desafio financiero para el sistema de salud (Knaul, 2015; Knaul
et al., 2009; Mohar et al., 2015).

Por esta razén son reconocibles y valiosos todos los esfuerzos que se inviertan para su
adecuada atencion, como se ve reflejado en el Programa de Accion Especifico sobre
Prevencion y Control del Cancer de la Mujer 2013-2018, el cual menciona entre sus



metas la implementacion de estrategias, programas, proyectos y acciones basados en
evidencia cientifica que conlleven a esclarecer mecanismos que favorezcan la
prevencion y tratamiento del cancer de mama. Es aqui donde cobra relevancia el
trabajo colaborativo multidisciplinario que permita encontrar una estrategia integral
adecuada para las pacientes con cancer de mama (Manzanares, 2017).

El conjunto de opciones de tratamiento debidamente verificados no es muy amplio, sin
embargo, hay una apuesta cada vez mas firme en cuanto a incluir al ejercicio fisico
durante el tratamiento en pacientes oncoldgicos debido a que es reconocido como
una de las mas efectivas estrategias no farmacoldgicas para mejorar la calidad de vida
de las pacientes (Cherwin & Perkhounkova, 2017).

Lo mencionado anteriormente, confirma la necesidad de encaminar estudios para
esclarecer la forma mas adecuada de administracion del ejercicio fisico y los
mecanismos por los cuales contribuye para ser una alternativa efectiva para el
tratamiento. Es por eso que se hace esta propuesta para enfocar al ejercicio como
medio de prevencion y tratamiento de enfermedades crénicas no transmisibles como el
cancer y contribuir a aumentar la salud y el bienestar en esta poblacion vulnerable
(Koelwyn et al., 2017; Manzanares, 2017; Ramirez et al., 2017).

Objetivos

Evaluar el efecto agudo del ejercicio fisico sobre marcadores de células Natural Killer
en mujeres sanas y con cancer de mama durante tratamiento de quimioterapia.

Objetivos especificos

* Identificar el porcentaje de células Natural Killer, sus poblaciones
CD56"9"CD16, CD56%MCD16"™" y sus receptores NKG2D y NKG2A; en
mujeres sanas y con cancer de mama en estado de reposo.

- Identificar el porcentaje de células Natural Killer, sus poblaciones CD56"""CD16
y CD569MCD16"" y sus receptores NKG2D y NKG2A en mujeres sanas y con
cancer de mama después de una sesion de ejercicio fisico.

* Analizar el cambio en los porcentajes de las células Natural Killer, sus
poblaciones CD56°"9"CD16 y CD56%"CD16"™" y sus receptores NKG2D vy
NKG2A antes y después del ejercicio.

* Comparar el efecto del ejercicio sobre el porcentaje de las células NK, sus
poblaciones CD56°9"CD16 y CD56%"CD16"™" y sus receptores NKG2D vy
NKG2A entre mujeres sanas y con cancer de mama.



Material y métodos

e Participantes

Participaran en el estudio 15 mujeres con cancer de mama que se encuentren en
estadios del I-lll y que se encuentren durante su tratamiento de quimioterapia
adyuvante. También participaran 15 mujeres sanas, utilizando una estrategia de
emparejamiento de grupos, de manera que se invitara a participar a mujeres con
edades, indice de masa corporal y antecedentes de actividad fisica equivalentes al
grupo de pacientes. Se realizard muestreo por conveniencia (hasta el momento se han
evaluado 15 mujeres sanas y 1 paciente con cancer de mama). Para ambos grupos de
participantes se establecieron como criterios de exclusion ser menor de edad, tener
afecciones cardiovasculares o metabolicas no controladas o el uso de medicamentos
betabloqueantes.

e Procedimientos:

Al grupo de mujeres con cancer de mama (GCM) se les aplico individualmente la
sesion de ejercicio en el Centro Oncolégico de Chihuahua (COC), mientras que las
participantes del grupo de mujeres sanas (GS) se citaron en el Laboratorio de Actividad
Fisica y Salud de la Facultad de Ciencias de la Cultura Fisica en grupos de méaximo
cuatro sujetos.

La sesion consistio en realizar 30 minutos de ejercicio sobre banda sinfin a una
intensidad del 40% de la frecuencia cardiaca de reserva determinada teéricamente con
la formula de Karvonen. En ambos grupos el ejercicio fue supervisado en todo
momento; se tomo la presion arterial antes y después de la sesion y se monitorizo la
frecuencia cardiaca con pulsdometro de mufieca marca POLAR OH1. En el GCM se
utilizé ademas la escala de Borg para detectar cualquier alteracion en la percepcion del
esfuerzo de las pacientes.

La toma de muestra se realiz6 inmediatamente antes y después de la sesion de
ejercicio y se almaceno en tubos BD Vacutainer® con anticoagulante EDTA K2 a 4°C
para su posterior analisis (dentro de las dos horas posteriores). En el caso del GCM, la
muestra se tomé de la vena antecubital o del catéter por personal médico en las
instalaciones del COC. La extraccion de muestra sanguinea del GS se realizé en el
Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Cultura Fisica; se tomé de
la vena antecubital por personal especializado utilizando material desechable y estéril
en todos los procesos y siguiendo los lineamientos estipulados por la NORMA Oficial



Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental - Salud ambiental -
Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.

La preparacion y analisis de la muestra sanguinea se realiz6 en el Laboratorio de
Citometria de Flujo de la Facultad de Medicina y Ciencias Biomédicas. Para esto se
lisaron las muestras con ayuda del Red Blood Cell Lysing Buffer Hybri-Max™.
Posteriormente se realiz6 la tincion con anti-CD3 PerCP (Becton Dickinson, # cat
347344), anti-CD16 APC-H7 (Becton Dickinson, # cat 560195) , anti-CD56 APC
(Becton Dickinson, # cat 555518) , anti-NKG2D FITC (Biolegend, # cat 320820), anti-
NKG2A Biotinilado (Miltenyi Biotec # cat 130113564) y Biotin PE (Becton Dickinson, #
cat 349023). La adquisicién de la muestra se llevo a acabo en el citobmetro de flujo
Attune NxT de Thermo Fisher Scientific y los resultados arrojados se analizaron con el
Software FlowJo X de donde se obtuvieron los porcentajes de las poblaciones celulares
para poder realizar la base de datos.

Este proyecto obtuvo la aprobacion del Comité de Etica en Investigacion del
Hospital Angeles de Chihuahua, se aseguré su apego a las normas de la Declaracion
de Helsinki y se le solicito a cada participante la respectiva carta de consentimiento
informado y una autorizacion médica (esta ultima en el caso de las pacientes).

e Andlisis estadistico

Hasta el momento se analizaron los datos con el paquete estadistico Studio R y SPSS.
Se realizé prueba de normalidad con Shapiro-Wilk. Se aplico un Analisis de Varianza
Mixto para determinar las diferencias antes y después del ejercicio y respecto al nivel
de actividad fisica de las participantes (activas o sedentarias). Todas las
comparaciones se analizaron con un nivel de significancia < 0.05.

Cronograma del proyecto

Se muestra a continuacion un cronograma del proyecto de la fase que falta del
proyecto:

Actividad Febrero | Marzo | Abril Mayo | Junio
Evaluacién de participantes
faltantes de ambos grupos
Andlisis de los datos de
citometria de flujo
Analisis estadistico de los
datos
Redaccion de Resultados y
discusion




Resultados

Se muestran los resultados obtenidos de la investigacion en curso.

Se evaluaron a 19 mujeres del grupo de mujeres sanas que cumplieron con los
criterios de inclusion establecidos, sin embargo, se eliminaron los datos de siete
participantes debido a que consumian medicamentos antidepresivos y ansioliticos los
cuales afectaban los valores de las células NK, quedando una muestra final de 12 para
el GS.

La figura 1 muestra los resultados del efecto del ejercicio sobre el porcentaje de
células NK totales, donde se observa un incremento estadisticamente significativo de
p< 0.001 después de la carga Unica.

T-test, p=0.001
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Figura 1. Porcentaje de células NK totales CD3'CD56" antes y después de una
sesion de ejercicio fisico.

En las figuras 2 y 3 se muestran las diferencias entre las evaluaciones PRE vy
POST ejercicio de las sub-poblaciones de las células NK. La subpoblacién
CD56”"9"CD16 muestra un decremento en su porcentaje, mientras que la
CD569MCD16""9" aumenta, ambas de manera significativa (p=0.001).
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Figura 2. Porcentaje de células CD56”"CD16 antes y después de una sesién de
ejercicio fisico.
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Figura 3. Porcentaje de células CD56°™CD16”"" antes y después de una
sesion de ejercicio fisico.

Respecto a los receptores de inhibicién y activacion; en el receptor NKG2D no
se encontré diferencia significativa entre su porcentaje antes y después del ejercicio
(Figura 4) mientras que en receptor NKG2A se encontré una disminucion significativa
de p=0.0309 como efecto de la carga Unica (Figura 5).
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Figura 4. Porcentaje de células positivas al receptor de activacion NKG2D antes y
después de una sesion de ejercicio fisico
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Figura 5. Porcentaje de células positivas al receptor de inhibicion NKG2A antes y
después de una sesion de ejercicio fisico

En la Unica paciente con cancer de mama evaluada hasta este momento durante su
quimioterapia se observé un incremento en la poblacion CD3'CD56" de 12.4% a 22.4%
por efecto del ejercicio, si bien no se pueden hacer conclusiones con los resultados de
una paciente, en el siguiente apartado se discute sobre el tema.



Discusién

Se encontr6 un aumento significativo en las células NK totales de sangre
periférica en las participantes sanas, lo cual coincide con los resultados de varios
autores donde se observa una respuesta inmediata de células NK por efecto del
ejercicio. (Brahmi, Thomas, Park, Park, & Dowdeswell, 1985; Crist, Douglas M.;
Mackinnon, Laurel Traeger; Thompson, Robert F.; Atterbom, Hemming A.; Egan, 1989;
Fahlman et al., 2000; Hagstrom et al., 2016; Millard et al., 2013; Moyna et al., 1996;
Ogawa, Oka, Yamakawa, & Higuchi, 2005). Aunque el incremento de las células NK
por efecto del ejercicio era esperado, aun falta informacién que aclare la modificacion
en sus poblaciones principales y sus receptores. Aparentemente un aumento de la
poblacion celular con funcion citotoxica y una disminucién en la poblacién efectora,
abre la posibilidad de seguir estudiando el efecto del ejercicio sobre estas células para
poder implementarlo como prevencion y parte del tratamiento de enfermedades donde
el sistema inmune necesite ser reforzado (Bigley et al., 2014; Idorn & Hojman, 2016;
Paul & Lal, 2017).

Con respecto al aumento en la poblacion CD56%™CD16"" debido al ejercicio,
consideramos podria deberse a que sus principales reservorios son el bazo y el lecho
vascular, los cuales son estimulados directamente por el aumento del flujo sanguineo
provocado por el ejercicio, ademas de que las células de esta poblacién tienen una alta
expresion de receptores beta adrenérgicos lo que sugiere son mas sensibles a la
epinefrina liberada durante el esfuerzo. Esto ayudaria a justificar por qué el ejercicio
fisico ayuda a la inmunovigiliancia (Campbell & Turner, 2018; Idorn & Hojman, 2016).

Por su parte, las células de la poblaciéon CD56"""CD16, tienen alta cantidad de
la molécula de adhesién CD62L lo que favorece su trafico hacia los ganglios linfaticos y
sitios de inflamacion, donde desde ahi puede desencadenar una reaccién inmune
adaptativa, esto podria explicar en parte su decremento en sangre periférica como
efecto del ejercicio, ademas de que no se descarta que el efecto del ejercicio pueda
favorecer la maduracién de células CD56°"" hacia células CD56"™ (Campbell &
Turner, 2018).

Por otro lado, el aumento en el receptor de activacion NKG2A se podria explicar
por la disminucion observada en la poblacion CD56brigth la cual tiene una alta
expresion de este receptor de inhibicion (Millard et al., 2013), ademas de que se ha
observado en la poblacion CD56dim la perdida de este receptor después del ejercicio
(Campbell & Turner, 2018).

Gupta y cols., (Gupta, Bigley, Markofski, Laughlin, & LaVoy, 2018) menciona que
el ejercicio fisico aerobio moviliza preferentemente células NK altamente diferenciadas,



es decir maduras, y este fenotipo altamente diferenciado se caracteriza por ser
negativo para el receptor NKG2A lo cual sugiere que lograr disminuir la expresion de
este marcador a través del ejercicio podria aumentar la NKCA contra células tumorales.

Respecto al efecto del ejercicio en pacientes con cancer de mama tenemos
como como resultado preliminar y de manera muy general que el ejercicio fisico al
incrementar el porcentaje de células NK en sangre periférica mejora la capacidad de la
célula para reaccionar ante una célula transformada; ademas de que se movilizan
preferentemente células altamente diferenciadas lo que significan células maduras y
mas citotoxicas.

Se sabe que las NK con capaces de reconocer tumores mamarios con ayuda de
sus receptores, ademas se han asociado indices altos de células NK citotoxicas con un
buen prondéstico ya que esto se ha visto en pacientes que no progresaron en su
enfermedad. Sin embargo las células NK presentes en el tumor mamario, son pocas,
tienen un escaso fenotipo citotdxico y se caracterizan por tener un deterioro funcional,
esto debido en parte al microentorno tumoral hipdxico y con escasa vascularizacion
(Bigley et al., 2014; Gupta et al., 2018).

Al poder trasladar y comprobar estos efectos que encontramos en las mujeres
sanas en las pacientes, se podria incrementar el nimero de células NK citotoxicas y
contrarrestar este deterioro funcional; ademas si a esto le agregamos los efectos
cronicos que produce el ejercicio que son disminuir la hipoxia y aumentar la
vascularizacion del tumor se podria aumentar la cantidad y calidad de los linfocitos
infiltrados en el tumor (Idorn & Hojman, 2016; Koelwyn et al., 2017).

Con la informacion encontrada aun no se determinan con suficiencia la relacion
causa efecto de las variables, por lo que es necesario seguir aportando estudios donde
podamos observar el comportamiento de estas células sobre otras metodologias de
ejercicio asi como poder observar su efecto cronico. También es necesario ampliar el
panel de marcadores de células NK para poder determinar mas especificamente el
fenotipo movilizado por efecto del gjercicio.

Estos resultados apoyan y concuerdan con otros estudios donde se podria
lograr establecer al ejercicio fisico como un pilar fundamental y reconocido para
reforzar los tratamientos oncolégicos integrales.



Recomendaciones

Se recomienda aumentar la muestra de participantes clinicamente sanas y
establecer la muestra de pacientes con cancer de mama durante la quimioterapia para
poder realizar un analisis estadistico mas completo y poder generar conclusiones mas
firmes.

También se recomienda aumentar el nUmero de marcadores relacionados con
las células NK para poder evaluar su actividad citotoxica por efecto del ejercicio.

Conclusiones

El efecto del ejercicio fisico provoca un aumento inmediato en el porcentaje de
células NK en mujeres sanas, asi como un aumento en su poblacién citotoxica. Se
espera encontrar el mismo comportamiento en pacientes con cancer durante su
tratamiento de quimioterapia, lo que se traduciria en un aumento de la inmunovigilancia
e inmunogenicidad, para poder establecer al ejercicio como parte fundamental del
tratamiento oncologico de las pacientes.
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