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RESUMEN

El propósito de este estudio fue determinar si el ejercicio máximo, y el aumento en la temperatura corporal central
provocado por el ejercicio máximo o el calor implementado, provocaban cambios fisiológicos y/o hormonales que afectaran
de manera aguda la actividad de las células asesinas naturales (NK). Siete hombres bien entrenados completaron tres
pruebas: (Prueba 1, ejercicio máximo a temperatura ambiente; Prueba 2, ejercicio máximo en una cámara térmica; Prueba
3, baño de inmersión en agua). La actividad de las células NK fue medida a partir de células sanguíneas mononucleares
periféricas aisladas (PBMC) mediante el análisis de liberación de 51Cr en muestras de sangre obtenidas en reposo antes de
las pruebas, las cuales fueron comparadas con las muestras sanguíneas obtenidas luego de las pruebas (10 minutos). Solo
los valores post ejercicio en las Pruebas 1 y 2 se incrementaron significativamente. Las concentraciones séricas de cortisol
también fueron medidas en muestras sanguíneas extraídas pre y post ejercicio, para determinar si las concentraciones de
cortisol se correspondían con la actividad de las células NK. Los radioinmunoensayos mostraron incrementos significativos
en las concentraciones de cortisol entre las mediciones pre y post en las Pruebas 1 y 2, pero no en la Prueba 3. Los
resultados de este estudio sugieren que los efectos del ejercicio máximo parecen provocar incrementos agudos en la
actividad de las células NK y en las concentraciones de cortisol. El calor por si solo no afecta significativamente estas
respuestas, y la adición de calor al ejercicio tampoco afecta estos parámetros más que el ejercicio máximo por si solo.
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INTRODUCCION

Las investigaciones respaldan el concepto de que el ejercicio físico puede provocar cambios en el sistema inmune. Desde
hace algunos años se ha acumulado un gran cuerpo de investigaciones que se han enfocado en los efectos inmunológicos
del ejercicio (1, 2, 3). Aun en los primeros estudios que datan de principios de siglo se han documentado influencias, tanto
deseables como indeseables del ejercicio sobre ciertos elementos de la respuesta del sistema inmunológico (4).

Una teoría que ha surgido propone al calor (el aumento en la temperatura central corporal) como un mecanismo posible de
la respuesta inmune al ejercicio.  El ejercicio,  así  como también el  calentamiento pasivo (i.e,  saunas y los baños de
inmersión en agua), y los ambientes calurosos pueden provocar un aumento en la temperatura central corporal. Se han
observado significativos incrementos en la actividad de las células natural killers (NK) con incrementos en la temperatura
central  (5,  6).  Además del  estrés  por  calor,  el  estrés  impuesto  por  la  actividad física  puede hacer  que el  sistema
neuroendócrino provoque el incremento en la liberación de las llamadas hormonas del estrés y de las catecolaminas (7, 8).



Donna B Tate, Petra B Schuler y Stephen Pruett. (1998)
Efectos Agudos del Ejercicio Máximo y del Estrés por Calor sobre la Actividad de las Células NK. PubliCE 2

Como se ha observado en varios estudios, luego de la realización de ejercicios vigorosos hay un pronunciado efecto de
supresión sobre la actividad de las células NK (8, 9, 10), y un severo incremento en la temperatura (5, 6, 11). El efecto de
supresión observado sobre la actividad de las células NK podría deberse a la liberación de las hormonas del estrés tales
como el cortisol, el cual ha mostrado tener un efecto de supresión sobre el sistema inmune (3, 12, 13). Por lo tanto, estas
similitudes sugieren que parte de los cambios en la actividad de las células NK inducidos por el ejercicio pueden deberse al
incremento en la temperatura central del cuerpo, esto es inducido por el ejercicio, o a la liberación de cortisol, la cual
puede estar causada por el ejercicio o por el calor. El propósito de este estudio fue medir la actividad de las células NK y
los niveles de cortisol liberado luego de la realización de ejercicios máximos y de la exposición al estrés por calor para
determinar si el estrés por calor, el estrés provocado por la actividad física máxima o las respuestas corporales a ambos
tipos de estrés, tienen efectos agudos independientes sobre la actividad de las células NK.

METODOS

Sujetos

Siete sujetos de sexo masculino (18-26 años de edad) participaron en este estudio.  Los sujetos eran hombres bien
entrenados (volumen máximo de oxígeno consumido [VO2  máx.]= 47.2±8 ml.kg-1.min-1) que completaron tres pruebas
separadas. El criterio utilizado en este estudio para determinar el estado de "bien entrenado" consistió en la medición de
un VO2  máx.>40 ml.kg-1.min-1  en un cicloergómetro. Uno de los sujetos no pudo completar la prueba final debido a
complicaciones fisiológicas (no fue capaz de proveer muestras de sangre). Todos los procedimientos estuvieron de acuerdo
con las normas para la evaluación de sujetos humanos y fueron aprobados por el Comité de Revisión Institucional de la
Universidad Estatal de Mississippi.

Prueba 1

El estudio consistió en la realización de tres pruebas separadas. Las pruebas no se llevaron a cabo en orden aleatorio por
lo que los sujetos no fueron expuestos al calor hasta que se determinó si cada sujeto calificaba en el criterio de bien
entrenado. La primera sesión consistió de una charla de orientación en donde los sujetos dieron su consentimiento
informado por escrito, completaron una ficha de historia médica, y un cuestionario acerca de sus hábitos alimenticios y de
actividad durante 24 horas. Luego de estos se llevaron a cabo las mediciones antropométricas y fisiológicas básicas, que
permitieron obtener los valores de talla (HT), peso (WT), frecuencia cardiaca de reposo (RFC), y composición corporal (%
BF), la cual se estimó utilizando la suma de 7 pliegues cutáneos (14) y la ecuación de Siri (15). Los sujetos fueron
preparados para llevar a cabo un test máximo progresivo de ejercicio, de acuerdo con el manual de normas propuesto en
1996 por el ACSM para la realización y prescripción de tests de ejercicio, conectándolos a un ECG de 12 derivaciones,
midiendo la presión sanguínea (BP) y las frecuencia cardiaca en cada una de las tres posiciones (acostado en posición
supina, sentado y de pie). Las muestras sanguíneas pre-ejercicio fueron extraídas de la vena antecubital (se recolectaron al
menos 10 ml en tubos heparinizados). Luego de esto los sujetos se ubicaron en un cicloergómetro con cupla electrónica
Sensormedics (Ergometrics 800S, Yorba Linda, CA) y fueron conectados al sistema de medición metabólico (Sensormedics
Model 2900C, Anaheim, CA) utilizando un espirómetro de circuito abierto para el análisis respiración por respiración del
consumo de oxígeno, para la determinación del VO2 máx. La temperatura ambiente para esta prueba estuvo entre los 20 y
los 22ºC. Los cambios en la temperatura central fueron medidos en la membrana del tímpano utilizando un termómetro
Thermoscan Pro-1 y fueron registrados a cada minuto, utilizando el valor registrado en el primer minuto de ejercicio como
la temperatura central pre-ejercicio. Aunque las mediciones de la temperatura en la membrana del tímpano tienden a ser
menores que las mediciones tradicionales de la temperatura central (temperatura rectal,  vesicular, esofágica), se ha
demostrado que la medición de la temperatura en las membrana del tímpano es un método válido y eficiente para la
valoración de los cambios en la temperatura central del cuerpo (16, 17). Las muestras de sangre post-ejercicio fueron
recolectadas 10 minutos después de la finalización del test de ejercicio.

Protocolo de Ejercicio

La carga de trabajo estándar durante el test fue de 50 watts (W) y se incrementó cada tres minutos hasta que los sujetos
alcanzaran el máximo esfuerzo. Se determinó que los sujetos alcanzaban el máximo esfuerzo cuando se observaban dos de
los siguientes 3 criterios: agotamiento, un índice de intercambio respiratorio (RER)>1.1 (18), y/o una FC dentro de los 10
latidos por minuto de la FC máxima estimada a partir de la edad (19). La frecuencia de pedaleo fue de 75 revoluciones/min
y fue mantenida durante todo el test. La frecuencia cardiaca, el índice de esfuerzo percibido (escala de Borg, 1982), y el
electrocardiograma de tres derivaciones (V1, V5, II) fueron registrados a cada minuto.

Prueba 2
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Los sujetos retornaron al laboratorio una semana después para llevar a cabo un segundo test progresivo de esfuerzo
máximo en una bicicleta ergométrica. Se utilizó una cámara térmica para llevar la temperatura a 29-36ºC y una humedad
relativa del 50-70 %. El protocolo de ejercicio fue el mismo que en la Prueba 1, así como también el monitoreo de la FC, de
la BP, del ECG, de los cambios en la temperatura central y la recolección de las muestras sanguíneas pre- y post-ejercicio.

Prueba 3

La prueba final fue llevada a cabo en un baño de inmersión de agua calentada a 39-41 ºC. Las muestras de sangre pre-, la
FC y la BP fueron recolectadas antes de la inmersión. Luego de esto los sujetos se sumergieron hasta el cuello en el baño
de agua hasta que la temperatura central igualara el valor obtenido en las pruebas de ejercicio (tiempo total aproximado
para igualar el tiempo promedio medido en las pruebas de ejercicio, 14 minutos). La FC fue monitoreada durante toda la
prueba. Las muestras de sangre post-prueba fueron tomadas 10 minutos después de finalizada la prueba.

Valoración Inmunológica

A lo largo de los procedimientos de evaluación, todas las muestras de sangre fueron mantenidas en un refrigerador o en
hielo hasta que pudieran ser analizadas en el laboratorio. Las muestras de sangre total fueron transferidas a tubos
esterilizados con partes iguales de solución salina para aislar las células natural killers (NK) presentes en la población de
células  sanguíneas mononuleares periféricas  (PBMC).  Esto se llevó a  cabo utilizando el  gradiente Ficoll-paque.  Las
muestras de plasma fueron obtenidas mediante la separación de la sangre total, y fueron guardadas a -80 ºC hasta que se
llevaran  a  cabo  los  respectivos  análisis.  Las  PBMC (células  efectoras)  fueron  lavadas  y  ajustadas  para  lograr  una
concentración de 1 x 107 células/ml. Las células K562 (células sensibles a las NK) y las células P815 (células resistentes a
las NK) obtenidas a partir de cultivos fueron marcadas con 51Cr e incubadas durante 90 minutos. Las células P815 fueron
utilizadas como control para asegurar que no había una actividad anormal no NK en la población de PBMC de los sujetos.
Luego de la incubación, las células marcadas fueron lavadas 3-4 veces en solución salina y el número de células fue
ajustado para lograr una concentración de 1 x 105 células/ml. Se adicionaron 100 µl de células blanco a la parte inferior de
cada una de las 96 placas de cultivo. Las células efectoras aisladas fueron adicionadas en triplicado a cada recipiente de
cultivo para obtener cocientes de 25:1, 12:1 y 6:1. Se adicionó un medio fresco (RPMI con suero/antibióticos) para obtener
un total de 200 µl de solución por recipiente de cultivo. La liberación espontánea de cromo fue determinada adicionando
100 µl de HCl 2N a 100 µl de células blanco marcadas. Las preparaciones de células blanco y células efectoras fueron
incubadas durante 4 horas a 37 ºC, con 5 % de CO2. Luego de la incubación, las placas fueron centrifugadas durante 5
minutos a 250 g para provocar la sedimentación de las células. El suero (100 µl) recolectado fue analizado para medir el
cromo  radioactivo  utilizando  un  contador  gamma.  La  actividad  fue  expresada  como  unidades  líticas  tal  como  lo
describieran Bryant et al. (20).

Medición del Cortisol Sérico

La concentración de cortisol fue determinada mediante radioinmunoensayo utilizando instrumental comercial (Diagnostic
Products Corp., Los Angeles, CA). El suero de las muestras de sangre total fue separado y se trazó una curva estándar
utilizando  estándares  de  cortisol  provistos  por  el  instrumental.  La  concentración  de  cortisol  en  cada  muestra  fue
determinada a partir de la comparación con la curva estándar. Los estándares fueron analizados por duplicado, y la
variación entre los duplicados fue menor al 10 % de la media. Los coeficientes de correlación para la curva estándar fueron
mayores a 0.98.

Análisis Estadísticos

Valoración Inmunológica

Para valorar los  efectos principales del  tiempo (pre y  post)  y  del  modo de prueba (ejercicio,  ejercicio  en el  calor,
calentamiento pasivo) se utilizó el análisis de varianza ANOVA de tres por dos para mediciones repetidas, provisto por el
programa estadístico SAS. Se utilizó el test post hoc de Tukey para comparar los valores post entre las pruebas y los
valores de las mediciones pre y post dentro de cada prueba.

Medición de la Concentración Sérica de Cortisol

Las diferencias entre los valores medios de cada grupo y fueron determinadas mediante el análisis de varianza ANOVA
seguido de la utilización del test post hoc de Bonfferoni. Los datos también fueron analizados utilizando la prueba t de
Student. Todos los análisis fueron llevados a cabo utilizando el programa Instant (Graphpad Software, San Diego, CA). Los
valores de p<0.05 fueron considerados estadísticamente significativos.
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RESULTADOS

Valoración Inmunológica

Los sujetos eran hombres bien entrenados con un VO2 máx. medido mayor o igual a 40 ml.kg-1.min-1 (Tabla 1). En cada
prueba se registraron las temperaturas centrales y las frecuencias cardiacas máximas (Tabla 1). Antes y después de cada
prueba se recolectaron muestras de sangre venosas que fueron analizadas para medir la actividad celular en unidades
líticas (Tabla 1). Se empleó el análisis de varianza para mediciones repetidas para analizar los efectos principales entre las
pruebas. Se hallaron diferencias significativas en la actividad de las células NK entre las pruebas (p<0.003). También se
halló un efecto significativo del tiempo entre las mediciones pre y post dentro de las pruebas (p<0.001) (Figura 1). El test
post hoc de Tukey reveló que la actividad de las células NK, medida en unidades líticas/107 PBMC, fue significativamente
mayor post-ejercicio en ambas condiciones de ejercicio y en comparación con la actividad pre-ejercicio, pero no luego del
baños de inmersión en agua (calentamiento pasivo).

Tabla 1. Datos de las variables medidas durante cada una de las pruebas. Los valores son presentados como media±DE; n=7 (prueba
1, 2) n=6 (prueba 3). ^ Temperatura central medida en la membrana del tímpano en grados Celsius; # Medición de la actividad

celular en 107 células sanguíneas mononucleares periféricas (PBMC); * Significativamente diferente de la medición pre.

Se hallaron diferencias significativas en la Prueba 1, t=245 (p<0.049), y en la Prueba 2, t=2.88 (p < 0.027) (Tabla 1,
Figura 1), lo que indicó un efecto sobre la actividad de las células NK provocado por el ejercicio y/o el calor, el cual se
observó por el incremento en la temperatura central durante el ejercicio. El calentamiento pasivo por si solo no parece
provocar un cambio significativo en la actividad de las células NK. El test post hoc de Tukey nuevamente reveló diferencias
significativas  entre  los  valores  post  de  la  Prueba  1  (ejercicio  máximo  a  temperatura  ambiente)  vs.  la  Prueba  3
(calentamiento pasivo) (p<0.05), y entre la Prueba 2 (ejercicio máximo en el calor) vs. la Prueba 3 (calentamiento pasivo)
(p<0.05). No se halló interacción significativa (prueba x tiempo). Por lo tanto, el incremento en la actividad de las células
NK en la sangre periférica luego de las pruebas parece ser dependiente solamente del efecto provocado por el ejercicio.
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Figura 1. Porcentaje del poder específico de lisis (destructor) de las células NK.

Mediciones del Cortisol

Las comparaciones apareadas de cada grupo utilizando la prueba t de Student indicaron un efecto significativo (p<0.05)
del ejercicio por si solo y del ejercicio en el calor (ver Tabla 1, Figura 2).

Figura 2. Concentraciones séricas de cortisol (µg/dl).

DISCUSION

Este estudio, llevado a cabo con hombres bien entrenados de edad universitaria determinó que la realización de ejercicios
máximos llevados a cabo a temperatura ambiente y en el calor afecta la respuesta aguda de la actividad de las células NK.
Se utilizaron tres pruebas separadas para determinar si el ejercicio en si mismo, o si el calor por si solo y en conjunción
con el aumento en la temperatura central provocado por el ejercicio, tenían efectos independientes sobre la actividad de
las células NK. Se hallaron incrementos significativos entre las mediciones pre y post, solo en las pruebas de ejercicio (con
y sin implementación de calor). El calentamiento pasivo (baño de inmersión en agua) no causó un incremento en la
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actividad de las células NK, entre las mediciones pre y post. Sin embargo, cuando se compararon ambas pruebas de
ejercicio, no se hallaron diferencias significativas entre las pruebas con respecto a la actividad de las células NK. Por lo
tanto, estos resultados parecen indicar que el ejercicio máximo por si solo muestra un efecto dominante y significativo
sobre la respuesta (incremento) de la actividad de las células NK.

Estos resultados coinciden con la mayoría de las tendencias establecidas en investigaciones previas. Varias investigaciones
han mostrado un incremento en la actividad de las células NK durante e inmediatamente después de la realización de
ejercicios máximos (1, 2, 9). Sin embargo, no se conoce bien porque el ejercicio provoca un incremento de las células NK
en la circulación. Algunos investigadores han atribuido el incremento en la actividad de las células NK al incremento en el
número total de células (21). Otros han correlacionado el gasto cardíaco (22) y/o el incremento en la concentración de
catecolaminas (7) con el incremento en la actividad de las células NK. El calentamiento pasivo también ha mostrado
provocar un incremento en la actividad de las células NK cuando la temperatura central es mayor o igual a los 39 ºC. Sin
embargo en este estudio, el calor, tal como se lo considera en la investigación actual, no parece ser un factor que
influencie el incremento agudo en la actividad de las células NK (23). Sin embargo, en los estudios de este tipo nos
encontramos  con  un  dilema.  Se  requiere  de  un  calentamiento  pasivo  extremo  para  alcanzar  un  incremento
estadísticamente significativo en la temperatura corporal. Sin embargo, dichos extremos probablemente ocurran menos
frecuentemente entre individuos que realizan ejercicio en comparación con los incrementos observados aquí. Por lo tanto,
los moderados incrementos en la temperatura central que acompañan el ejercicio (1-2ºC) no provocarán los cambios
observados durante el calentamiento pasivo extremo donde la temperatura central se eleva en 3-4ºC (6).

El ejercicio físico y el estrés por calor han mostrado provocar respuestas hormonales agudas. La actividad física resulta en
una mayor liberación de hormonas inmunomodulatorias (cortisol, epinefrina, norepinefrina) en comparación con el estrés
por calor. Por ejemplo, se ha observado que un incremento en la concentración de cortisol tiene efectos inmunosupresores
entre los 30 min y las 2 horas posteriores al cese del estresor (i.e., ejercicio) (3). En este estudio, con el ejercicio máximo,
los cambios en el cortisol luego de los 10 min de finalizadas las pruebas, parecieron reflejar los cambios en la actividad de
las células NK, lo que resultó en un incremento significativo en las concentraciones de cortisol entre las mediciones pre y
post en ambas pruebas de ejercicio. En un estudio llevado a cabo por Hoffman et al. (24), la realización de ejercicios
intermitentes de corta duración y alta intensidad en un ambiente caluroso mostró provocar una reducción significativa en
la concentración de cortisol. A diferencia del presente estudio, en el estudio de Hoffman et al. se utilizó un test de potencia
anaeróbica de 5-15 segundos con 30 s de recuperación activa entre cada test. Sin embargo, al igual que en el presente y en
otros estudios (13, 25), el calor por si solo no pareció alterar la diferencia entre las concentraciones pre y post prueba de
cortisol sérico. Aunque no significativa, en este estudio se observó una ligera reducción, entre los valores pre y post
prueba, en la concentración sérica de cortisol con el calentamiento pasivo. Por lo tanto, de acuerdo con estos resultados el
ejercicio puede provocar un incremento agudo en la actividad de las células NK acompañado por un incremento agudo en
la concentración sérica de cortisol, lo cual puede observarse hasta 10 min después de finalizado el ejercicio. Sin embargo,
el aumento en la actividad de las células NK puede deberse al incremento en el número total de células NK en la sangre
periférica. No obstante, debido a la falta de significancia estadística con respecto a los cambios de temperatura entre las
pruebas de ejercicio en nuestro estudio, la conclusión más precisa es que el ejercicio máximo realizado con temperaturas
ambientales moderadamente elevadas no afecta la actividad de las células NK o los niveles de cortisol de manera diferente
al ejercicio máximo realizado con temperaturas más bajas.

Conclusiones

Se ha mostrado un incremento en la actividad de las células NK luego de la realización de ejercicios máximos o durante la
realización de ejercicios con exposición al calor. Las concentraciones séricas de cortisol han mostrado incrementarse luego
de la realización de ejercicio y luego del ejercicio en ambientes calurosos. Ninguna de estas respuestas pareció verse
afectada por la exposición solamente al calor. Esto parece indicar que hasta los 10 min de ejercicio máximo, la respuesta
inmune al ejercicio puede incrementarse sin un efecto supresor provocado por el incremento agudo de la concentración
sérica de cortisol.
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