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Resumen

Los efectos positivos a la salud que la practica de ejercicio puede conferir, han sido
ampliamente estudiados, muchos de estos efectos estan relacionados con el impacto directo
sobre el sistema inmunolégico, alterando la composicion de sus subpoblaciones celulares,
asi como su funcion. Sin embargo, tales cambios difieren de acuerdo al paradigma de
ejercitacion estudiado, dificultando su investigacion y dejando en claro la imposibilidad de
generalizar sus efectos, no obstante, la relacion entre el sistema inmune/ejercicio cronico ha
sido menos investigada, dejando un vacio en este tema. De forma clasica, la informacion
sugiere que el ejercicio agudo a intensidad alta, merma la funcién inmune, contrario a la
practica de ejercicio cronico moderado, el cual la mejora. A la par de estos
descubrimientos, muchos mecanismos moleculares han sido estudiados con la finalidad de
explicar los efectos promovidos por la ejercitacion. A la fecha, diversos sistemas afectados
por la realizacion de actividad fisica y con potencial inmuno-modulador, permanecen sin

ser descritos en este contexto.

El sistema canabinérgico esta conformado por receptores y sus ligandos endogenos, sin
embargo estos receptores también pueden ser activados por moléculas exdgenas y
sintéticas. Su activacion juega un papel importante en la modulacién de la actividad del
sistema nervioso central y del sistema inmunoldgico. Alin mas, en el sistema inmune su
activacion afecta la funcion y el fenotipo de sus células. Aunado a esto, se ha observado
que cuotas agudas de ejercicio aerdbico pueden activar al sistema canabinérgico,
incrementando los niveles de anandamida en sangre, molécula agonista capaz de activar a

los receptores CB1 y CB2 (presentes en células del sistema inmune).

Por lo que, el propdsito de este trabajo fue el de evaluar el impacto del ejercicio aerdbico,
cronico y moderado sobre el sistema inmune, asi como la expresion de los receptores a
canabinoide en la membrana de sus componentes celulares. Este estudio determind que
nuestro modelo de ejercicio afecta particularmente a las subpoblaciones linfociticas,
disminuyendo la proporcion de células CD4+, y CD45 RA+, mientras que células Ty,
fueron incrementadas. Interesantemente, se observd un aumento en la expresion de los

receptores a canabinoide en esas mismas células, tratindose de CB1 para células CD4+ y



Tyo, y de CB2 para células CD45 RA+. Los ensayos de funcionalidad in vitro no revelaron
diferencias significativas entre los grupos al comparar la cantidad de IgG en suero,
resultados similares fueron arrojados por las pruebas de actividad citotdxica para células
NK, no obstante, la capacidad proliferativa de esplenocitos totales en aquellos animales

entrenados fue mayor.

Nuestros datos aportan nuevo conocimiento sobre el impacto directo que el ejercicio tiene
sobre el sistema inmunologico y extiende la descripcion de los mecanismos subyacentes
que median tales efectos. En conjunto, nuestros resultados contribuyen al entendimiento de
los beneficios que la realizacién de ejercicio, con este modelo particular, tiene sobre la
salud del practicante y apoya la idea de un incremento en la eficiencia de los componentes

celulares del sistema inmune.



Abstract

The effects that exercise can elicit upon the health of those who practice it have been
widely studied, many of theses alterations are related to direct repercussions on the immune
system, changing the composition of its cellular subpopulations and its function.
Nevertheless, such changes may differ from exercise paradigm to another, making them
difficult to investigate and highlighting the impossibility to generalize them. Even more,
the impact that chronic exercise produces on the immune system has been less investigated,
leaving a hole in this topic. Classically, data suggests that acute/high intensity exercise
hinders the immune function, contrary to chronic/moderate exercise, which enhances it.
Along with these findings, several molecular mechanisms have been track down in order to
explain the effects that exercise causes on the immune system, and it is noteworthy that up
to date, there still are systems affected by the performance of exercise with immune-

modulatory potential which have not yet been described on this context.

The cannabinergic system is formed by receptors and their endogenous ligands,
nevertheless, they can also bind and be activated by exogenous and synthetic molecules. Its
activation plays an important role in modulating the activity at the central nervous system
and the immune system. Furthermore, the activation of these receptors affects the function
and phenotype of immune cells. Even more, a transient rise of anandamide (a cannabinergic
agonist for CB1 and CB2 receptors) has been reported in blood during acute bouts of

aerobic exercise.

Altogether, the purpose of this work was to evaluate the impact of chronic/moderate
exercise on the immune system, as well as the cannabinoid receptors expression on the
membrane of its cellular subpopulations. Our results showed an impact particularly in the
lymphocyte subpopulations, finding CD4+ and CD45 RA+ cells decreased in those animals
trained, while Tyd cells increased in the same group of animals. Interestingly, those same
cellular subpopulations showed an increase in the expression of cannabinoid receptors at
their membrane, CB1 in CD4+ and Tyd cells, while the amount CB2 was increased in
CD45 RA+ cells. The functional assays did not reveal any variation in total IgG levels.

Similarly, the cytotoxic activity of NK cells showed no difference among the experimental



groups, nonetheless, the proliferative capability of total splenocytes increased in trained

rats.

Our results further support the notion that exercise affects the immune system and extends
the description of underlying mechanisms mediating such effects. Besides, this data
supports the hypothesis of a more efficient immune system in those organisms that

performed exercise regularly.
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“La habilidad de impactar nuestro ambiente depende de nuestro potencial para la actividad fisica.
El movimiento representa mas que una simple conveniencia, es fundamental para el desarrollo

evolutivo de los seres humanos — no menos importante que las complejidades del intelecto y la

>

emocion.’

Katch et al., 2011

1 INTRODUCCION

1.1 Actividad fisica

La actividad fisica no so6lo cobra valor a nivel individual, pues ésta se encuentra
intrinsecamente relacionada con el desarrollo de la humanidad en un gran espectro de sus
actividades. Sin embargo, la dependencia hacia ella ha de variar de acuerdo con un contexto
temporal. Por ejemplo, hoy en dia nuestros habitos han cambiado y la satisfaccion de
nuestras necesidades basicas depende en menor grado del esfuerzo fisico, repercutiendo
negativamente en la salud como consecuencia del sedentarismo '. Para lidiar con esta
situacion convertida en un grave problema de nuestra época, diversas estrategias han sido
desarrolladas y ninguna parece ser mas eficiente que la realizacidon de ejercicio

regularmente.

1.2 Ejercicio fisico

El término hace referencia a cualquier actividad estructurada y planeada que lleva a un
incremento en el gasto energético y el ritmo cardiaco; éste se practica con la finalidad de
mantener o mejorar la condicion fisica, la salud y el bienestar *. El ejercicio puede ser
clasificado dependiendo de factores como: la intensidad (aerdbico y anaerdbico),
contracciéon muscular (isométrica, concéntrica y excéntrica) y frecuencia con que se

practique (aguda y cronica) °.



1.2.1 Ejercicio aerobico y anaerobico

El ejercicio puede ser catalogado como aerdbico o anaerdbico, cuya diferencia principal
radica en las fuentes para la obtencion de energia. Por un lado, el ejercicio aerobico hace
referencia a las reacciones catabdlicas para generar energia, durante las cuales el oxigeno
funciona como aceptador final de electrones en la cadena respiratoria, ademas de
combinarse con dos hidrogenos para formar agua *. Durante este proceso existe una baja
formacion de 4cido lactico °. Por otro lado, el ejercicio anaerdbico esta caracterizado por no
usar oxigeno y resulta en la alta acumulacion de acido lactico en la sangre, produciendo una
menor cantidad de moléculas de trifosfato de adenosina (ATP) en un periodo de tiempo

mas corto 4.

Estos dos sistemas de obtencion de energia varian su contribucién durante una cuota de
ejercicio dependiendo de la intensidad y duracién del mismo. Una maxima explosion de
esfuerzo requiere una transferencia energética inmediata. Esto ocurre anaerdbicamente, casi
exclusivamente mediante el uso de moléculas altamente energéticas de reserva
intramusculares (trifosfato de adenosina, ATP y fosfocreatina, PCr). En actividades que se
prolongan hasta 90 segundos, las reacciones anaerdbicas siguen predominando, dando lugar
al inicio de la glicolisis con la subsecuente formacién de lactato. A medida que la
intensidad del ejercicio disminuye y la duraciéon del mismo aumenta (~4 minutos), el

. .. .. . , . . ,q . 4
egjercicio se va convirtiendo progresivamente mas dependiente del metabolismo aerdbico ™.

1.2.2 Ejercicio cronico y agudo

El ejercicio también puede clasificarse en cronico y agudo. El ejercicio agudo se realiza por
una unica sesion, lo cual produce respuestas temporales metabdlicas y cardiovasculares, las
cuales pueden durar desde algunos minutos hasta varias horas. Por otro lado, el ejercicio
cronico es aquel que se realiza de forma repetida induciendo una respuesta de
entrenamiento, en donde las adaptaciones fisiologicas y metabolicas se hacen més visibles
y duraderas. Tanto el ejercicio aerdbico como el anaerdbico pueden ser realizados en estas

dos modalidades °.



1.2.3 Ejercicio concéntrico, excéntrico e isométrico

La contracciéon muscular comienza cuando el sistema nervioso periférico libera acetil-
colina en la uniéon neuro-muscular, lo que, dado que haya suficiente energia y calcio
disponible, provocara que dichas fibras generen tension. Esta accion puede provocar tres
acciones diferentes en de la fibra: acortarse, alargarse o mantener su longitud. Concéntrico
hace referencia al acortamiento del musculo con la produccion de fuerza. La contraccion
excéntrica hace referencia al alargamiento del musculo desde una posiciéon concéntrica o
estatica mientras existe tension. Por ultimo, el ejercicio isométrico consiste en la

., . .. . . 3
contraccion muscular llevada a cabo sin el movimiento de las articulaciones afectadas .

1.3 Ejercicio y salud

El efecto positivo del ejercicio sobre la salud es un tema popularmente propagado, sus
beneficios y papel central como alivio a diversos males es un comun argumento que ha
pasado anecdoticamente a través de generaciones. Su impacto en el organismo no soélo se
restringe a fortalecer musculos y el sistema cardiovascular (elementos comunmente
asociados al ejercicio), pues su ejecucion también se relaciona con la modulacion del estado
de animo, el metabolismo, e incluso con la prevencion en el desarrollo de enfermedades
complejas como el cancer '. Esta atmosfera de creencias y conocimiento empirico ha
permeado en todos los estratos de la sociedad ;pero hasta qué punto el conocimiento

empirico encuentra un sustrato real y mesurable?

Desde hace siglos, la generacion sistematica y estructurada de conocimiento en esta area ha
ido en incremento, apilando informacion contundente de la relacion ejercicio-salud.
Atribuyendo mejoras puntuales, desde un benéfico balance de perfil lipidico y aumento de
masa 6sea (revisado en °), hasta modificaciones moleculares y celulares sutiles en el

organismo de deportistas . A su vez, las consecuencias de la falta de actividad fisica



también han sido determinadas, sugiriendo una relacion con el desarrollo de enfermedades,

por ejemplo:

La Organizacion Mundial de la Salud (2019) reconoce a la inactividad fisica como el cuarto
factor de riesgo en lo que respecta a la mortalidad mundial. A su vez se ha calculado que la
inactividad fisica es el principal factor asociado al desarrollo de entre el 21-25% de los
canceres de mama y colon ®, de un 27% de los casos de diabetes ° y aproximadamente de
un 30% de la carga de cardiopatia isquémica ('* y OMS, 2019). Aunado a esto, en México
esta informacidon cobra mayor valor debido a que tan solo un 44% de la poblacién se
gjercita regularmente de acuerdo con el INEGI (Mddulo de Practica Deportiva y Ejercicio

Fisico, MOPRADEF, 2013 a 2017)

Como se comentaba previamente, la actividad fisica representa una soluciéon a estos

11,12

problemas agravados en la actualidad, no sélo previniéndolos , sino inclusive siendo

capaz de remplazar terapias farmacoldgicas en sindromes y enfermedades metabolicas ya

. 6,13
establecidas ™.

En la actualidad las creencias acerca de los efectos positivos del ejercicio sobre la salud son

11,14,15

respaldados por la literatura cientifica . No obstante, el estudio del ejercicio per se, y

su impacto en el organismo se ha mostrado como una tarea compleja debido a su naturaleza

. . F1es . R 11,1618
sistémica, involucrando multiples mecanismos fisiologicos '~ .

Sin embargo el impacto del ejercicio sobre la salud no se limita a mejoras metabolicas o al
incremento de masa, pues su ejecucion también se encuentra asociado con la incidencia de

19-21

enfermedades infecciosas , Yy como se comentaba previamente con enfermedades

8,22,23

multifactoriales como el cancer , sugiriéndose un impacto directo sobre uno de los

pilares principales en el mantenimiento de la salud, el sistema inmunologico (SI).

1.4 Sistema inmunologico

El término inmunidad, en un contexto fisioldgico, denota la proteccion de un organismo

contra la enfermedad. El conjunto de organos, células y moléculas responsables de su



ejecucion conforman al sistema inmunitario **. Este sistema es sumamente adaptable y
responde a amenazas variables, como infecciones que oscilan desde aquellas de naturaleza
viral, hasta otras por parésitos multicelulares complejos. A su vez, su amplia variedad de
células y moléculas permiten especificidad en su accidon efectora a la hora de reconocer y

.. . ~ 25
eliminar invasores extrafnos ~.

Dentro de la funcion del SI pueden distinguirse dos acciones vinculadas: reconocimiento y
respuesta. El reconocimiento por su parte otorga la capacidad de distinguir entre invasores
extrafios y componentes propios, ademas de detectar células propias alteradas, que pueden
desarrollar cancer. El reconocimiento de una potencial amenaza en contra del organismo,
ya sea de moléculas extrafias o la identificacion de alguna célula propia transformada,

. 24
desencadena una respuesta efectora diferente para cada caso .

Las exposiciones previas a un mismo patron molecular, el cual es reconocido por el SI es
capaz de inducir memoria, caracterizada por desencadenar una reaccidon mas rapida y
agresiva en los reconocimientos ulteriores ***°.

El SI es un sistema vasto y complejo, compuesto por distintos drganos, células y moléculas
con funciones refinadas y en algunos casos traslapadas con otros sistemas. Para su estudio,
el SI se subdivide de acuerdo a su composicion y funcién en inmunidad innata (II) y

adaptativa (IA) *"**.

1.4.1 Inmunidad innata

Se trata de la primera linea de defensa del organismo en contra de patégenos, ya que se vale
de mecanismos celulares y moleculares activos incluso antes de que una infeccion se
presente. Por lo tanto, es responsable de eliminar la mayoria de infecciones e incluso
prevenirlas, aunque su capacidad de accién basicamente se limita a microbios y células

transformadas 2’

Entre sus componentes se distinguen: barreras fisicas y quimicas como la piel, epitelios y

sustancias en ellas producidas con actividad antimicrobianas; células fagociticas como

10



macrofagos, neutréfilos y linfocitos citotoxicos; complejos moleculares en la sangre, como
el sistema del complemento y otros mediadores de inflamacion; y por tltimo, interleucinas,
que funcionan como mensajeros entre las células del SI, ayudando en el desarrollo de su

maduracion, perfil inflamatorio y funcionas efectoras ***’,

1.4.2 Componentes celulares de la inmunidad innata

1.4.2.1. Neutrofilos: también llamados leucocitos polimorfonucleares, poseen un
papel importante en las etapas tempranas de las infecciones, asi como en los procesos
inflamatorios iniciales **. En su citoplasma se encuentran multiples granulos rellenos de
enzimas con actividad antimicrobiana. Los neutr6filos proceden de la médula 6sea y nacen
a partir de una estirpe comun con los fagocitos mononucleares, su duracion en circulacion
sanguinea es de aproximadamente 6 horas y pueden migrar a los focos de infeccién en

plazos de pocas horas posterior al inicio de la infeccion **~°.

1.4.2.2 Fagocitos mononucleares: el subsistema monocito-macréfago esta
compuesto por células que pertenecen a una estirpe comun cuya funcidon principal es la
fagocitosis y que ocupan un lugar central en la inmunidad innata y adaptativa. Las células
de este sistema encuentran su origen en la médula Osea, circulan en la sangre y comienzan
su maduracion en distintos tejidos. En su primera etapa son llamados monocitos, células
pequenias y con nucleos bien definidos. Posteriormente, los monocitos migran a diversos
organos donde maduran y se convierten en macrofagos, los cuales adquieren una

morfologia variada tras su activacion **.

1.4.2.3 Células dendriticas: son importantes efectoras de la inmunidad innata, sin
embargo, su funcion también se extiende en las respuestas de la inmunidad adaptativa.
Poseen extensiones membranales largas y su funcion es fagocitica. Al igual que los
monocitos derivan de precursores situados en la médula 6sea y su distribucion es amplia,
pues va desde tejidos linfaticos, epitelios hasta el parénquima de diversos 6rganos. Tienen
un papel importante en las infecciones tempranas por virus ya que destacan en el montaje

de respuestas de la inmunidad adaptativa como células presentadoras de antigenos **.

11



1.4.2.4 Células NK: son una estirpe celular relacionada con los linfocitos que
reconoce las células infectadas o agredidas y responde mediante su destruccion directa y la
secrecion de citocinas inflamatorias. Estas células son capaces de destruir a sus objetivos
sin una activacion previa mediada por alguna otra célula, son fuente importante de
interferon gama (INF-y), molécula que a su vez es capaz de activar a los macrofagos para
suprimir a los patdgenos circundantes. Al igual que los macréfagos sus precursores

. ’ r 24
provienen de la médula 6sea “".

1.4.2.5 Otras componentes celulares de la inmunidad innata: Existen otros
elemento celulares en esta categoria, elementos efectores en reacciones alérgicas,
remodelacién y respuestas inmunoldgicas anti-parasiticas como las células cebadas®' y los
basofilos®®. Algunos otros elementos, como la microglia, que se tratan de células
especializadas con funciones similares a la de macréfagos, y que estan confinadas a tejidos
particulares como el sistema nervioso central 24 entre otras células. Todos estos, elementos
que pese a su importancia no seran abordados durante este trabajo, debido a los objetivos y

la necesaria delimitacion del mismo, no obstante la mencion de su existencia es necesaria.

1.4.3 Inmunidad adaptativa

A diferencia de la II, la A detecta diferencias moleculares sutiles entre los patdgenos, y la
magnitud de su respuesta crece con las subsecuentes exposiciones al mismo. Es debido a
esta capacidad de adaptacion que recibe su nombre. Por lo tanto, la IA se adapta para

- . . 25,2
reconocer, eliminar y, subsecuentemente, recordar al patégeno invasor 7.

La actividad de la IA se relaciona con el montaje de defensa posterior a la activacion del I,
no obstante estos dos tipos de respuesta convergen e interaccionan todo el tiempo,

, r 28
modulandose entre si

. Los linfocitos T cooperadores por su lado, son capaces de
orquestar y activar a las células efectoras de la II para hacer su funcién mas eficiente
(principalmente a través de interleucinas), mientras que macroéfagos y demas células

presentadoras de antigenos resultan fundamentales en el inicio de la respuesta inmune
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adaptativa. Una consecuencia importante de la activacion de la IA, como ya se habia dicho,
es la generacion de memoria, por lo tanto, si el mismo patogeno ingresa al organismo en
una ocasion posterior, células de memoria se establecen como el medio para montar una

respuesta mas agresiva y eficaz en contra de la infeccion **.

Los principales efectores de la IA son los linfocitos y sus productos de secrecion, como los
: 27 . -
anticuerpos “~'. A su vez, las moléculas que al ser reconocidas fomentan la respuesta

inmunitaria especifica son llamadas antigenos.

Cabe destacarse que ambos tipos de inmunidad representan un sistema complementario
para proteger al organismo, en el que células y moléculas interactian de manera coordinada
28 La Il como se ha descrito anteriormente, es considerada la primera linea de defensa, sin
embargo, microorganismos patéogenos han evolucionado para ser resistentes a ella, y su
eliminacion requiere una capacidad de reconocimiento mas fina, dando lugar a la IA. No
obstante, la IA es activada y dirigida por la Il y, por lo tanto, las respuestas montadas por la

r : . 28
segunda seran dependientes de la primera ~.

1.4.4 Componentes celulares de la inmunidad adaptativa

1.4.4.1 Linfocitos: se trata de células poseedoras de las caracteristicas definitorias de
la respuesta inmunitaria adaptativa: especificidad y memoria. Esta categoria de leucocitos a
su vez se subdivide en otras categorias de acuerdo a sus funciones y su expresion de
productos moleculares. Por una parte, los linfocitos B resaltan por ser las células
productoras de anticuerpos, y al igual que los linfocitos T su origen se da en la médula
6sea. Estos tultimos al salir de la médula 6sea migran al timo para madurar y son

importantes moduladores de la inmunidad celular ***

. Los linfocitos estdn provistos de
receptores con los cuales son capaces de reconocer a sus antigenos especificos, para
alcanzarse esta especificidad varios mecanismos genéticos son responsables: tanto el BCR
(receptor de células B por sus siglas en inglés) como el TCR (receptor de células T) estan
compuestos por unas cadenas invariables que dotan al receptor de su estructura principal.

Sin embargo, los genes que codifican para las regiones variables, aquellas encargadas de
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reconocer al antigeno, se forman por recombinacion de segmentos de ADN durante la

.y ’ . 26,33
maduracion de estas células (revisado en >

con respecto a al publicacion de Burnet,
1959) . Cabe mencionarse que existe cierto grado de aleatoriedad en este proceso, el cual da
cabida a la gran cantidad de combinaciones genéticas, que a su vez se traduce en la vasta

variedad de receptores especificos posibles.

Ambos tipos de linfocitos presentan subdivisiones dada su funcion y fenotipo: los
subconjuntos principales de los linfocitos T son los cooperadores o helpers, los citotoxicos
y los reguladores, todos ellos caracterizados por presentar un receptor aff >*. También existe
otra categoria que se debe considerar aparte, los denominados linfocitos Tyd, los cuales
expresan un receptor a antigeno parecido pero con una conformacion molecular diferente, y
los mecanismos genéticos que dan origen a sus sitios de unioén con el antigeno restringen la
amplitud de su repertorio en gran medida, haciéndolos similares a los receptores de
patrones moleculares de patdégeno con que cuentan las células pertenecientes a la

. . . 24
inmunidad innata “".

Por su parte los linfocitos T cooperadores resaltan por su produccion de interleucinas que
interaccionan con otras cé¢lulas, principalmente con macrofagos y linfocitos B, lo que
conduce a la modulacién de su funcioén y activacion. Los linfocitos T que se diferencian en
citotéxicos poseen granulos citoplasmaticos rellenos de moléculas con actividad
destructiva contra células infectadas por virus y aquellas con potencial cancerigeno.
Ambas células al diferenciarse, tanto cooperadoras como citotdxicas, expresan marcadores
de activacion y moléculas MHC II. A diferencia de los anteriores, los Linfocitos T
reguladores se encargan de la supresion de la actividad proinflamatoria, es decir, en ellos

radica la importante funcién de la contencion de las respuestas inmunitarias **.

Los linfocitos B que secretan anticuerpos, también denominados células plasmaticas,
contienen un citoplasma abundante y un reticulo plasmatico rugoso grande, lugar donde se
sintetizan los anticuerpos. Ademads, cuentan con aparato de Golgi alrededor del nucleo,
donde se terminan de formar los anticuerpos y se preparan para su secrecion. Estas células

se desarrollan en 6rganos linfaticos y en los sitios donde se llevan a cabo las respuestas
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inmunitarias y suelen migrar hacia la médula 6sea, en donde pueden sobrevivir por mucho

tiempo *.

Como ha sido mencionado previamente, el adecuado funcionamiento del SI se encuentra
estrechamente regulado por la funcion de otros sistemas y la liberacion de sus moléculas
efectoras. El objetivo de este trabajo es el de arrojar luz sobre los efectos que la practica de
gjercicio cronico ocasiona sobre este sistema, y determinar si el sistema canabinérgico

(CBS) contribuye a esta adaptacion como consecuencia de un efecto de entrenamiento.

A continuacion, en la siguiente seccion de esta tesis, se encontrard informacion general del
CBS a manera de introduccion. Posteriormente, se abarcara informacion sugerente de su

papel inmunomodulador durante la realizacion de ejercicio.

1.5 El sistema canabinérgico

El descubrimiento de este sistema se deriva del aislamiento del A9-Tetrahidrocannabinol,
que es el principal constituyente psicoactivo de la marihuana, descrito estructuralmente en
1964 **. El sistema canabinérgico (CBS) estd conformado por ligandos endégenos y
receptores cuya activacion puede estar dada por agonistas naturales o sintéticos. La
activacion de dichos receptores juega un importante rol modulador de la funcién del

r . . , . c oy 35
cerebro, células del sistema inmune y demas tejidos periféricos .

El receptor CB1 es el mas abundante de los receptores acoplados a proteinas G en el
cerebro del sistema nervioso de adultos *°. Esta localizado en multiples estructuras del
sistema nervioso, donde modula la neurotransmision sinaptica y, por lo tanto, regula efectos
psicoactivos. Por su lado, el receptor CB2, descrito en 1993, ha sido descartado como
generador de efectos psicoactivos y fue inicialmente encontrado en la periferia,

especificamente en las células del SI .

Los receptores a canabinoides (CBR) son receptores acoplados a proteinas “G” (GPCR).

Estos son similares a la rodopsina, con siete dominios trans-membranales que estan
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formados por siete hélices y acoplados generalmente a proteinas Gi en su parte interna de la
célula®’ (figura 1). El descubrimiento de que dosis sub-micromolar de drogas psico-activas
canabinérgicas atenuaban la acumulacion de AMP-ciclico en neuronas cultivadas y su
capacidad para inhibir la actividad membranal de adenilato ciclasa, comenzaron a arrojar
. ., : 38 -
luz sobre los mecanismos de accion de estos receptores al ser activados ~ . Posteriormente,
la eliminacion de las respuestas promovidas por las drogas canabinérgicas, a través del pre-
tratamiento de neuronas o membranas celulares con toxina de pertussis, confirmé su

39 40 . .
y 7). A su vez, diversos trabajos han

relacion con proteinas Gi/o (revisado en
proporcionado evidencia de que su activacién es capaz de mediar el flujo de Ca*"y
estimular fosfolipasas A y C **. La estimulacién de CB1 y CB2, llevan a la fosforilacién y
activacion de p42/p44 MAPK, p38 MAPK y JNK como vias de sefializacién para regular
factores de transcripcion nuclear (revisado en *°). El descubrimiento de sus receptores fue
seguido de la demostracion de que diversos tejidos en mamiferos son capaces de producir
sus agonistas endogenos, todos ellos derivados del acido araquidonico (revisado en *'). Sus
ligandos mas investigados han sido arachidonoyl ethanolamine (anandamida) y 2-
arachidonoyl glicerol, los cuales son sintetizados a demanda en vez de ser almacenados. De

esta manera, CBR y endocanabinoides, constituyen lo que usualmente es referido como el

. o, . . 39
“sistema endocanabinérgico” (revisado en ™).
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Fig. 1 Receptores a canabinoides CB1 Y CB2. Ambos receptores compuestos por una sola cadena
polipeptidica con siete alfa hélices transmembranales. Ademas, poseen un N-terminal glicosilado en su
porcién extracelular y una C- terminal en su porcion intracelular. Estos receptores poseen 66% de homologia

o ey . ;s : 42
en su composicion por aminoacidos (imagen tomada de ™).
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2 ANTECEDENTES

2.1 Impacto del ejercicio sobre el sistema inmune

El impacto que el ejercicio es capaz de generar en el SI ha sido ampliamente estudiado y las
. . ~ . .., ., 43
conclusiones de tales trabajos sefialan alteraciones en su composicion y funcion ™. No
obstante, la informacion correspondiente no sugiere que la relacion ejercicio-SI sea directa.
Por ejemplo, la relacion entre el ejercicio y el riesgo de contraer enfermedades infecciosas

“” * Este modelo

en las vias respiratorias, puede ser modelada con la forma de una
sugiere que el ejercicio moderado disminuye el riesgo de contraer enfermedades infecciosas
en las vias respiratorias con respecto al sedentarismo, no obstante el riesgo de contraer tales
infecciones se incrementa por encima del promedio durante periodos de ejercicio excesivo
o de alta intensidad. 7 (Fig. 2). Pese a que esta vision ha prevalecido por algunas décadas,
nuevas propuestas y reinterpretacion de datos ofrecen un panorama fresco
desacreditando el incremento de la susceptibilidad a infecciones oportunistas tras la
realizacién de ejercicio vigoroso '****| descartando variaciones moleculares como
indicadores de inmunosupresion (IgA)* y, por ultimo, demostrando que la dramatica
disminucién de linfocitos después de una cuota de ejercicio, es consecuencia de una
redistribucion transitoria de los mismos (1-2 horas), dando lugar a un estado potenciado de

. . . . ., . 43
inmuno-vigilancia e inmuno-regulacion (revisado en ™).

A continuacion, en las siguientes secciones, se presentard la informacion existente sobre el
panorama global de los efectos que el ejercicio puede generar sobre la composicion y

funcion celular del SI.

2.1.1 Ejercicio agudo y células de la inmunidad innata

2.1.1.1 Macrofagos: la informacion acerca de estas células indica un incremento en

, . S . 29,30,49,50 q:
torrente sanguineo durante y posterior a la cuota de ejercicio realizado "*2%*~°. Sin
embargo, algunas investigaciones han demostrado la existencia de un comportamiento dual

por parte de los diferentes elementos del sistema inmunitario con respecto al ejercicio. En
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su investigacion, Ferreira et al. (2010) demostraron que el ejercicio de baja y moderada
intensidad disminuyen la subpoblacion de macrofagos en la cavidad peritoneal de ratas tras
una primera cuota aguda y exhaustiva. A pesar de ello, al medir la misma poblacion de
macrofagos en animales que habian sido previamente entrenados, el efecto de la misma
cuota de ejercicio fue opuesto. Por lo que la relacion entre el ejercicio y los macrofagos

podria estar dictada por la intensidad y cronicidad con que se lleve a cabo la actividad fisica
19,21,29,47,50

, . .y . 7 £1: 29,30,51-54
2.1.1.2 Neutrofilos: la informacion correspondiente a neutréfilos es sélida =7 y

esta dicta que durante el ejercicio la poblacion de neutrdfilos se incrementa, aumento que
puede sostenerse hasta 9 horas después de terminada la sesion *°. Aunado a esto, el
incremento de neutrdfilos parece ser independientemente de la intensidad del ejercicio, a
intensidad moderada (70% del umbral de ventilacion) o alta (90% del umbral de
ventilacion), ademés de no fluctuar dependiendo de la existencia de acondicionamiento

. 54
fisico o no ™.

2.1.1.3 Natural killers: las células NK presentan un comportamiento particular ante
el ejercicio, incrementando a la par de la intensidad de las cuotas de ejercicio (75-112% del
consumo maximo de oxigeno.) >>’. Aunado a esto, el aumento no sélo es numérico, sino
que el incremento estd dado en el fenotipo CD67+/CD57+, correspondiente a células NK
maduras, poseedoras de una capacidad litica mayor >***. Otros aspectos de las células NK
han sido explorados, como su capacidad proliferativa, la cual se ha encontrado aumentada
tras una cuota de ejercicio extenuante (112% de capacidad respiratoria méaxima) °.
Resultados similares sugieren que la capacidad litica de células NK incrementa tras una

. . e 18
cuota de ejercicio intenso .

2.1.2 Ejercicio agudo y células de la inmunidad adaptativa

2.1.2.1 Linfocitos T: la cinética que sigue esta poblacion durante una cuota de
ejercicio es similar a la de macréfagos y neutrofilos, incrementando durante la actividad

. . .., 535064
fisica y decayendo lentamente por espacio de unas horas tras su finalizacion *°" . El

19



cambio numérico de esta poblacion es dependiente de la intensidad a la que se lleve a cabo
el ejercicio, cuando éste es realizado a una intensidad baja no se observa modificacion en la
subpoblacion >, sin embargo, a intensidades moderada o alta (70-90% VO2 max.) se
aprecia su incremento de hasta un 48% >°. A su vez, estudios recientes han sugerido que la
diferenciacion y maduracion de estas células también son promovidas por el ejercicio de
alta intensidad y a medida que se incrementa la intensidad o se prolonga la cuota de
ejercicio hasta un nivel exhaustivo se favorece el desarrollo de células con un fenotipo anti

inflamatorio (Th2 y células T reguladoras) ®.

En el 2016 un meta-analisis concluyd que la capacidad proliferativa de linfocitos T es
sensible a intensidad y duracion del ejercicio, siendo en este caso los niveles exhaustivos,
ya sean por duracion o intensidad, los que disminuyan esta capacidad en la subpoblacion
., 66 . . . . ..
celular en cuestion ™. Por el contrario, en estudios donde se realiza una cuota de ejercicio a

. . . . . 16,6
intensidad moderada se observa un aumento en la capacidad proliferativa '’

2.1.2.2 Linfocitos B: la relacion de esta subpoblacion celular con el ejercicio ha sido
menos estudiada en comparacion con aquella dedicada a los linfocitos T. Al igual que
ocurre con la mayoria de subpoblaciones, la informaciéon respecto a linfocitos B y su
comportamiento durante el ejercicio es variable, sin embargo, la mayoria reporta que altas
intensidades disminuyen la cantidad de estas células en diferentes tejidos, mientras que

20,55

intensidades moderadas incrementan su nimero . Su capacidad proliferativa parece

mantener la misma relacion, viéndose favorecida con el ejercicio a intensidades moderadas

(60-75%) y disminuyendo a intensidades altas ¢”®

, efecto que en otras investigaciones ha
sido explorado y se responsabiliza a la disminucion de sustratos energéticos y a un

69
desbalance redox ™.

Por ultimo, la expresion de diversos marcadores moleculares que se asocian con activacion
y reactividad se han encontrado aumentados en la superficie de estas células, en organismos

. . £ 61,6
ejercitados moderadamente y de forma crénica 7.

2.1.2.3 Linfocitos T citotoxicos: esta subpoblacion celular incrementa durante y

. . [N 30,51,55,70,71 : .
posterior a cuotas de ejercicio intenso ***"*>"*7! Aunado a esto, algunos trabajos sugieren
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que dicho incremento se da particularmente en células con el fenotipo CD8+/CD62-
/CD11high y CD27-, consideradas células activadas o de diferenciacién tardia >, Al
igual que en otras subpoblaciones, tal fenotipo corresponde a células activadas y mas

. 53
reactivas ’60’71’72.

Por otro lado, el ejercicio moderado parece no impactar en la composicion de esta
poblacion, pero si en su produccion de interleucinas, viéndose incrementadas: 1L2, IFNy,

TNFa, IL6, IL4 e IL10 7"7%,

2.1.3 Ejercicio cronico y componentes del SI

Los efectos que el ejercicio cronico ocasiona sobre el SI han sido menos estudiados, pese a
que la informacion existente indica que sus efectos pueden ser contrastantes con aquellos

ocasionados por cuotas de ejercicio agudo.

2.1.3.1 Macréfagos: un estudio realizado por Ferreira et al. * demostré que el
acondicionamiento previo a una cuota de ejercicio es la clave para generar un incremento
de macrofagos peritoneales, mientras que animales sin previo acondicionamiento
mostraban una disminucién de dicha subpoblacion tras las misma cuota de ejercicio.
Sorprendentemente, su actividad fagocitica, se halld incrementada a mas del 80% tras la

cuota de ejercicio, sin importar la existencia de habituacion previa..

Otro estudio mostré6 que el acondicionamiento fisico en ratones (ejercicio aerdbico
cronico/moderado) confiere una menor morbilidad y mortalidad al ser comparados con
ratones que no habian sido ejercitados previo a la inoculaciéon con virus HSV-1. Una vez
que los macrofagos fueran eliminados con clodronato encapsulado en liposomas, los
efectos positivos del ejercicio fueron erradicados, demostrando que dicha proteccion era

atribuible a los macrofagos *'.
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2.1.3.2 Neutrofilos: esta poblacion parece ser poco responsiva a diferentes
paradigmas de ejercicio. Sin embargo, algunos estudios longitudinales han demostrado que
sujetos entrenados por mas de 10 afios poseen una cuenta menor de estas células
comparados con personas sedentarias. Pese a que la realizaciéon de una cuota de ejercicio
incremento6 el numero de células de dicha subpoblaciéon en ambos grupos, el déficit inicial

por parte del grupo acondicionado se mantuvo .

De la misma manera se ha demostrado que aspectos funcionales conferidos por una vida
activa hacia estas células son capaces de ser conservados incluso por 2 meses posteriores a
la interrupcion del ejercicio, siendo esto cierto para funciones como la quimiotaxis y la

. .73
fagocitosis .

2.1.3.3 Células NK: se ha demostrado que un ejercicio cronico voluntario en ratones
produce una mayor actividad antitumoral por parte de estas células. En este experimento se
determind que aquellos animales a los cuales se les permitia ejercitarse mostraban una
reduccion tanto en la incidencia como en el crecimiento de tumores cercano al 60% para los
dos parametros. A su vez dicho efecto fue bloqueado una vez que se eliminaron las células

NK en los animales ejercitados *.

2.1.3.4 Linfocitos T: la ejecucion de ejercicio cronico y moderado, pareciera favorecer en
linfocitos T a fenotipos proinflamatorios y mas activos (CD28+) en humano *. Mientras
que en rata se observa un efecto similar, favorecido un fenotipo CD54+/CD30 ’. No
obstante existen datos contrastantes, en donde se ha reportado que una ejercitacion cronica
a intensidades altas favorece un fenotipo CD4+/CD25 en ratones que diferente a los dos
casos anteriores, favoreceria una respuesta reguladora ®, resaltando la variabilidad de

efectos que diferentes paradigmas de ejercicio pueden tener sobre el SI.

2.1.3.5 Linfocitos B: algunas funciones de esta subpoblacion celular también son afectadas
por el ejercicio cronico. Estudios recientes han demostrado que el ejercicio cronico
moderado favorece la capacidad proliferativa de estas células ', al igual que la produccion
de IgG, IgM, e IgA ™" lo cual a su vez se traduce en una mejora en el sistema de

reconocimiento y memoria en aquellos individuos ejercitados, incrementando la produccion
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de IgM especificas a un antigeno hasta en un 190% al comprarse con grupos control no
. . 77 . L, . , . . .. . .
ejercitados '". De forma contraria, la préactica croénica de ejercicio a altas intensidades es

capaz de mermar la capacidad proliferativa de estas células *.
A continuacion en la figura 2, se encuentra una abstraccion de la informacion provista en

esta seccion de la tesis. Dividiendo el efecto que el ejercicio a distintas intensidades tiene

sobre las distintas poblaciones celulares del SI.
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Fig. 2 Efecto del ejercicio sobre diversas subpoblaciones celulares del SI bajo diferentes paradigmas de
ejercitacion. Paneles en azul claro contienen informacion sobre células correspondientes a la inmunidad
innata, mientras que paneles color verde contienen informacion de células correspondientes a la inmunidad
adaptativa. Intensidades del ejercicio a la que se obtiene el efecto descrito se abrevia: Lo (baja), M (media),
Hi (alta) y Exh (extenuante). Flechas hacia arriba indican aumento de la caracteristica sefialada o de la

poblacion celular, lo contrario para flechas hacia abajo (Imagen tomada de **).
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2.2 El sistema canabinérgico como potencial inmunomodulador durante el ejercicio

Al igual que otros sistemas, el CBS también es afectado por la realizacion del ejercicio.
Algunos estudios han reportado un incremento sutil, pero significativo de anandamida
(ANA) en sangre posterior a una cuota de ejercicio aerdbico, independientemente de que se

. . 8 9
tratara de correr o ciclismo '’

. Posteriormente en 2012 un equipo de trabajo replico el
experimento en condiciones mas controladas y determind un incremento de ANA junto con
palmitoiletanolamida y oleoyletanolamida, también endocanabinoides, incremento que se
prolongo incluso 15 minutos posterior a la finalizacion de la cuota de ejercicio '°. Aunado a
lo anterior, ambos receptores se encuentran ampliamente distribuidos en las células y
organos del SI, con una expresion variable segin cada subpoblacion celular y estado de

. -, 4280381
activacion .

Cuando los CBR son activados en células del SI son capaces de producir alteraciones en su
. . . . . . 81 .
funcionamiento. Estas acciones moduladoras han sido reportadas tanto in vivo © como in

8283 El inicio del estudio de las acciones inmunomoduladoras del CBS se remonta a

Vitro
los afios 70, con la aparicion de algunos reportes que sugerian la relacion entre el uso del
cannabis con una mayor incidencia de enfermedades virales y episodios de alergia,
posteriormente surgieron estudios realizados con animales que comprobaban una
resistencia reducida a contraer infecciones (revisado en **). Actualmente se sabe que el
CBS genera un potente efecto sobre la proliferacion de leucocitos, asi como en la
produccion de ILs y en la activacion de células del SI. No obstante, algunos trabajos de
investigacion han llegado a demostrar un caracter bifasico por parte de ligandos
canabinérgicos exogenos, como THC y diversos agonistas sintéticos como CP55940 y
WINS552122, en donde concentraciones altas (fisiologicamente irrelevantes) poseen un
efecto supresor en el SI y dosis bajas en el rango de nanomoles poseen un efecto activador

. 35,42,84,85
del sistema "%,

Otros estudios han mostrado que la activacion de CB2 afecta la migracion de células
dendriticas in vitro e in vivo a través de la inhibicién de la produccion de la proteina de
matriz metaloproteinasa-9, lo que atentia cuadros de inflamacion aguda. Por lo que se

considera que la activacion de este sistema contribuye al restablecimiento homeostatico en
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términos inflamatorios™. Otro experimento acorde fue realizado por Massi y colaboradores
(2000) quienes demostraron que la administracion in vivo de THC es capaz de inhibir la
actividad citolitica de células NK sin afectar su proliferacion, efecto que se hallo
principalmente mediado a través de la activacion de receptor CB1*’. Sobre esta misma
linea, la participacion de CB2 ha sido bien documentada en la reduccion de la produccion
de interleucinas proinflamatorias mediante ANA, la cual actua por medio de las vias de

sefializacién ERK1,2 y INK'7,

La expresion de ambos CBR es sumamente variable para cada subtipo celular del SI, esto

ha sido determinado a través de la expresiéon del RNAm de los mismos

, tanto en
humano como en ratén **. Por otro lado, la expresion de los CBR se encuentra relacionada
con la etapa de diferenciacion celular de distintas subpoblaciones del SI, lo cual sugiere que
juegan un papel importante en la modulacion de su funcidn, asi como en los procesos de

. oy . 42 85
activacion celular (revisadoen "y ™).

Por ultimo, la expresion de los CBR parece ser sensible al tipo de mecanismo a través del
cual han sido activadas células provenientes del bazo ¢ esplenocitos, por ejemplo: la
expresion de CB1 puede ser disminuida en esplenocitos totales al ser estimulados con
Ionomicina/PMA y anti CD3, mientras que la exposicion de las mismas células ante anti-

- 88,89
CDA40 aumenta su expresion =

. Lo que en acuerdo a lo expuesto anteriormente, nos lleva
a suponer que variaciones sutiles en la expresion de CBR pueden determinar la

composicion y funcionamiento del SI (Fig. 3).
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Activated

Fig. 3 La expresion de los receptores CB1 y CB2 (representada por tridngulos y trapecios en la superficie de
las células) varia posterior a la activacion celular. Estimulos que incrementan CB1 son: LPS, anti CDA40,
PHA, y el consumo de marihuana; agentes que suprimen CB1 son: PMA/Ionomicina y anti CD3. Estimulos
que incrementan CB2 son PMA, anti CD40, IFN-y y el consumo de marihuana; agentes que suprimen CB2:

LPS, diferenciacion celular, factor de crecimiento transformante TGF-f3, PHA y fitohemaglutinina (tomado de

35).
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los cambios que el SI sufre tras la realizacion del ejercicio es un tema abordado con
anterioridad, sin embargo, la variabilidad de los resultados arrojados por las numerosas
investigaciones previas resaltan la incapacidad de generalizar los efectos que la actividad
fisica es capaz de producir sobre el SI. Nuestro estudio se enfoca particularmente, en
analizar los efectos que el ejercicio cronico a una intensidad moderada tiene sobre el SI, ya
que un 30% de la poblacion mundial opta por ejercitarse de esta forma, ademds de estar
demostrado que un paradigma de ejercicio cronico es capaz de generar un efecto de
entrenamiento, ocasionando efectos mas intensos y duraderos que cuotas de ejercicio
agudas. Por lo que nuestro estudio se centra en aquellos cambios duraderos (més de 24
horas) producidos por el ejercicio cronico sobre la composicion de diversas poblaciones
celulares del sistema inmunoldgico, a través del uso de marcadores moleculares modernos
y analizados por citometria de flujo, asi como en la evaluacion su desempefio, por medio de
ensayos de proliferaciéon y actividad citotoxica in vitro. Aunado a lo anterior, nuestro
trabajo pretende determinar si el ejercicio cronico a intensidad moderada es capaz de alterar
la expresion de los CBR (poseen relevancia inmununo-modulatoria) en estas mismas
poblaciones celulares del SI. Incorporando al sistema canabinérgico en la plétora de

factores moleculares con relevancia en la inmuno-modulacién por el ejercicio cronico.

28



4 HIPOTESIS

El ejercicio cronico a intensidad moderada altera la composicion de las subpoblaciones
celulares del sistema inmunolédgico en el bazo, la expresion de los CBR en su superficie y

mejora su funcionamiento, en términos de capacidad proliferativa y citotoxica.

S OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos del ejercicio cronico a intensidad moderada sobre el sistema

inmunologico y la expresion de los CBR en sus distintas subpoblaciones celulares.

6 OBJETIVOS PARTICULARES

* Estudiar el efecto que tiene la ejercitacion cronica a intensidad moderada sobre los
porcentajes de subpoblaciones de esplenocitos: linfocitos T, linfocitos B, linfocitos
Tyd, linfocitos T citotoxicos, células NK y macréfagos en bazo de ratas macho
adultas por medio de citometria de flujo.

* Determinar el efecto que tiene la ejercitacion cronica a intensidad moderada sobre la
proliferacion de esplenocitos in vitro mediante su estimulacion con
PMA/ionomicina.

e Evaluar el efecto de la ejercitacion cronica a intensidad moderada sobre la actividad
citotoxica de células NK in vitro.

* Analizar la variacion en la expresion de los receptores CB1 y CB2 en las
subpoblaciones estudiadas como consecuencia del ejercicio cronico a intensidad

moderada por medio de citometria de flujo.
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Animales

Para este estudio, se usaron ratas macho Wistar en un rango de peso entre 250-300gr. Los
animales procedieron del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Los animales
se mantuvieron en el vivarium del mismo instituto con temperatura controlada (22°C) y en
un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas, con agua y Purina LabDiet chow 5015 ad libitum.
Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical después de ser anestesiados con

pentobarbital sodico (Pisabental®, México).

7.2 Protocolo de ejercitacion

Los animales fueron destinados a uno de tres posibles grupos experimentales: ejercitados
(EXE), control de rueda (CR), y sedentarios (SED). Animales pertenecientes al grupo EXE
realizaron una sesion de ejercicio diario (correr) dentro de una rueda motorizada 5 veces a
la semana por un periodo de 10 semanas, para lo cual una previa habituacion de 1 semana
fue llevada a cabo. Durante la semana de habituacion los animales fueron colocados dentro
de la rueda motorizada, posteriormente se hacia funcionar durante 5 minutos a minima
capacidad (4m/min). Una vez que el periodo de habituacion era completado los animales
comenzaron a ser entrenados. El primer dia de entrenamiento los animales corrian a una
velocidad de 7.5m/min por un lapso de 10 minutos. En los dias posteriores, la duracion y
velocidad a la que los animales corrian era escalada gradualmente hasta alcanzar a la cuarta
semana una velocidad de 15m/min y una duracion de 40 minutos diarios. Las semanas

restantes de entrenamiento trascurrieron sin incrementar la velocidad o duracion.

Por otro lado, los animales incluidos en el grupo de CR fueron colocados dentro de la rueda
motorizada, la cual se hacia funcionar a minima capacidad (4m/min) por 10 minutos al dia
a la misma hora que los animales del grupo EJER eran entrenados (10 semanas). Este
grupo fue considerado para detectar los posibles efectos que el contexto de ejercitacion y

manipulacion podrian estar ocasionando sobre los parametros estudiados en este trabajo.
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Los animales correspondientes al grupo SED fueron mantenidos en el vivarium bajo

condiciones estandar por el mismo tiempo que los animales de los otros dos grupos.

Al final del periodo de entrenamiento todos los animales, independientemente del grupo
experimental al que pertenecieran, fueron permitidos descansar por un dia con la finalidad
de eliminar cualquier posible efecto transitorio que la ejercitacion aguda hubiera
ocasionado y de tal manera, asegurarnos de considerar inicamente los cambios que duraran
mas de 24 horas. Un dia posterior a aquel destinado al descanso de los animales, estos

fueron sacrificados y las muestras correspondientes extraidas.

7.3 Citometria de flujo

El bazo fue disgregado manualmente utilizando una maya de nylon (50um de apertura en la
malla), posteriormente las células fueron resuspendidas en PBS. Tanto a las muestras de
sangre como a las células del bazo (resuspendidas) se les agregd buffer de lisis ACK (150
mM NH4Cl, 10mM KHCOs;, 0.1mM Na,EDTA, pH 7.3) y fueron mantenidas por 10
minutos para eliminar el exceso de eritrocitos. Finalmente, las muestras fueron lavadas con

buffer de FACS (PBS, FBS, 0.02% NaN3).

Aproximadamente 1x10° células fueron incubadas con los siguientes anticuerpos con la
finalidad de conocer su identidad y proporcion de la subpoblacion a la que pertenecen:
Alexa Fluor® 488-conjugado- anti rat CD3 (IF4, Biolegend), PE CyS5-conjugado- anti rat
CD4 (biolegend), PE-conjugado anti rat CD8a (Biolegend), PE-conjugado — anti rat
CD45RA (Biolegend), Alexa Fluor® 647-conjugado- anti rat CD161 (biolegend), biotin-
conjugado- anti rat CD11b/c (OX-42, Bioloegend), PE-conjugado anti rat TCR (V65,
Biolengend).

Para el marcaje de los receptores a canabinoides se usaron los anticuerpos primarios

policlonales: rabbit anti CBI (abcam®) y rabbit anti CBII (abcam®). Seguido de la

incubacion con los anticuerpos secundarios: AlexaFluor® 488- conjugado goat anti rabbit

31



IgG (ThermoFisher Scientific) and DyLight® 649- conjugado- anti rabbit IgG (Vector

laboratories).

7.4 Ensayos de proliferacion

Los esplenocitos totales fueron obtenidos como se describié en el apartado anterior
(Citometria de flujo) y contados mediante el uso de una camara Neubauer. Posteriormente
las células fueron marcadas con el kit Cell Trace™ CFSE cell proliferation kit
(Invitrogen™), un éster que permea a través de las membranas celulares y que al reaccionar
con los grupos amino se hace fluorescente. El CFSE se distribuye de manera homogénea
entre las poblaciones celulares resultado de la division celular, por lo tanto, permitiendo
rastrear las generaciones de células en division por medio de su intensidad de fluorescencia.
El CFSE fue usado de acuerdo con el protocolo del fabricante y la reaccion detenida con

medio RPMI-1640 (ATCC® 30 2001™),

7.5 Cultivo celular

La linea celular YAC 1 (ATCC® - TIB 160™) fue cultivada en medio RPMI 1640
(ATCC® 30-2001™) suplementado con suero fetal bovino al 10% (SFB, ATCC® 30-
2020™), mantenidas con aire al 95%, de didxido de carbono (CO2) 5%. Y mantenidas a
una temperatura de 37°C. Las células Yac 1 fueron expandidas por una semana tras su
descongelacion, contadas con una cdmara de Neubauer y marcadas con el kit CFSE para su

posterior uso en los ensayos de citotoxicidad.

7.6 Ensayos de citotoxicidad in vitro

Las células Yac 1 fueron marcadas con el kit CFSE™ de acuerdo con el protocolo de los
productores para posteriormente ser usadas como células diana en el ensayo. Se obtuvo una

suspension celular tras la disgregacion del bazo obtenido de las ratas correspondientes a
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cada grupo experimental, y posterior a su entrenamiento (o ausencia de este en el caso de
los grupos controles). Los esplenocitos fueron contados en una cdmara de Neubauer y
ajustada su cantidad al volumen deseado para fungir como las células efectoras en nuestro
ensayo. Finalmente, ambas poblaciones celulares, efectoras y células diana, fueron co-
cultivadas en medio RPMI 1640 suplementado con SFB al 10% durante 4 horas en placas
de 96 pozos. Posterior al co-cultivo, las células fueron removidas del incubador y marcadas
con yoduro de propidio seguido de lavados con buffer de Facs. La adquisicion de la
informacion llevada a cabo en un citometro Attune (Life technologies) y el analisis de los

datos analizados con el software FlowJo (Treestar Inc.).

7.7 Determinacion de los niveles de corticosterona y de IgG en suero

Los animales fueron anestesiados y sacrificados un dia posterior de haber concluido con su
condicion experimental. La sangre fue extraida por medio de puncion cardiaca e
inmediatamente posterior a su recoleccion, ésta fue centrifugada a 4000rpm para separar y
colectar el suero de la sangre. Posteriormente, el suero fue dividido en dos alicuotas y
almacenado a -70°C para su uso posterior. Los niveles de corticosterona fueron
determinados por medio del Corticosterone ELISA kit, y los procedimientos fueron
llevados a cabo de acuerdo al protocolo de los fabricantes. El establecimiento de los niveles
de IgG en suero fue realizado en una placa de 96 pozos con fondo redondo. La placa fue
previamente sensibilizada con una disolucion del suero (1:1000), se lavo y bloqued con una
solucion de albimina al 1%. Se prosiguid con la incubacion de los anticuerpos a IgG rat
HRP por 2 horas, y una vez que dicho periodo hubo terminado se realizaron los lavados, en
seguida el cromogeno fue anadido a los pozos. Posterior a la detencion de la reaccion con el
cromogeno, la placa fue leida con un lector para placas Stat Fax 4200 microplate reader

(Awarness Technology).
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7.8 Analisis de datos

El analisis de los datos correspondientes a los cambios en las subpoblaciones celulares se
realizd6 por medio de un ANOVA de una via, seguido del test post-hoc, Tukey. Las
diferencias encontradas fueron consideradas significativas cuando “p < 0.05”, mostrando el
valor de “p” y “n” correspondiente para cada subpoblacion en cada pie de figura. Previo a
la determinacién de la prueba estadistica (ANOVA) como herramienta para analizar
nuestros datos, comprobamos la normalidad de su distribucion mediante el test Shapiro-
Wilk. Un proceso similar fue llevado a cabo para el analisis de los datos correspondientes a
los ensayos de proliferacion y citotoxicidad, al igual que con aquellos correspondientes a
los niveles de IgG en suero. Para la determinacion de los cambios en la expresion de los
CBR se llevo a cabo un ANOVA de dos vias, con un o = 0.05, dada la consideracion de dos
variables independientes (grupos y CBR). Ademds se realizd un analisis post-hoc
Bonferroni con los mismos criterios de significancia. La informacion de todos los

experimentos fue graficada como media + error estandar. Todos los analisis fueron hechos

en el software Prism 5 para Mac (GraphPad Software Inc.)
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8 RESULTADOS

8.1 El ejercicio cronico a intensidad moderada altera la composicion de las

subpoblaciones de esplenocitos

La determinacion de cambios en la composicion celular del sistema inmune en un
individuo, es un buen parametro que puede proveernos de informaciéon sobre su estado
actual, indicando deficiencias o alteraciones generales del mismo. Por lo tanto, decidimos
evaluar diversas subpoblaciones celulares del SI en bazo. Las subpoblaciones celulares
analizadas correspondientes a la respuesta inmune innata fueron: Natural killers (CD161+)
y macréfagos (CD11b+), subpoblaciones en las cuales no hayamos cambios significativos
atribuibles al entrenamiento fisico (Fig. 4). Las células analizadas correspondientes a la
respuesta inmunitaria adaptativa fueron: Linfocitos T (CD3+), linfocitos T helpers (CD4+),
linfocitos T citotoxicos (CD8+), linfocitos Tyo (TCR yo+) y linfocitos B (CD45 RA+). Para
aquellas células estudiadas, los analisis por citometria de flujo reflejaron una disminucion
de las subpoblaciones de linfocitos T helper (CD4+) dentro de la poblacion de linfocitos T
(CD3+) y en linfocitos B (CD45 RA+) en el grupo de animales EJER al ser comparado con
los dos grupos control, SED y CR (Fig. 5 y 6), por lo tanto, considerando dichos cambios
un efecto del ejercicio. Por otro lado, los linfocitos Tyd mostraron un incremento en
aquellos animales del grupo EJER en comparacion con los grupos SED y CR (Fig. 5), una
vez mas reflejando un cambio atribuible al entrenamiento realizado por los animales.
Aunado a esto los linfocitos T citotoxicos disminuyeron tanto en el grupo CR como en el
grupo EJER, al ser comparados con el grupo SED, demostrando que dicha disminucién no
puede ser atribuida al ejercicio, encontrdndose asociada con la exposicion a la rueda de
ejercitacion o a la manipulacion de los animales pertenecientes a esos grupos
experimentales (Fig. 5). Finalmente, la poblaciéon general de linfocitos T (CD3+) no

presentd ningun cambio significativo entre los grupos analizados.
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Fig. 4 Composicion de las subpoblaciones celulares correspondientes a la inmunidad innata en bazo. A)
Representacion grafica con puntos de los eventos analizados por medio de citometria de flujo y los
respectivos porcentajes de las subpoblaciones. En cada grafico podemos identificar los ejes X y Y: los cuales
representan la medicion del detector “forward scatter” (FSC) 6 a cualquier receptor capaz de detectar la
longitud emitida por el anticuerpo con que hayamos marcado alguna subpoblacion celular de nuestro interés.
B) Determinacion de las subpoblaciones celulares de la inmunidad innata un dia posterior a la fecha de
conclusion en cada condicion experimental para los diferentes grupos: SED, CR y EJER. Ninguna
subpoblacion presentd diferencias significativas como consecuencia del ejercicio: células NK (CD161+) y
macrofagos (CD11b+) (ANOVA, p=0.3768, F=1.010, n=10; ANOVA, p=0.0273, F=4.330, n=10

correspondientemente, los resultados se consideran significativos cuando p<0.05).
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Fig. 5 Cambios en la composicion de las subpoblaciones celulares de la inmunidad adaptativa en bazo. A)
Grafica de puntos representativa del analisis por citometria de flujo y los porcentajes correspondientes a cada
subpoblacion. En cada grafico podemos identificar los ejes X y Y: los cuales representan la medicion del
detector “forward scatter” (FSC) 6 a cualquier receptor capaz de detectar la longitud emitida por el
anticuerpo con que hayamos marcado alguna subpoblacion celular de nuestro interés. B) Determinacion de las
subpoblaciones celulares de la inmunidad adaptativa un dia posterior a la fecha de conclusion en cada
condicion experimental para los diferentes grupos: SED, CR y EJER. Aquellas subpoblaciones que
presentaron cambios significativos entre los grupos experimentales fueron: linfocitos T helper (ANOVA,
p=0.0008, F=13.60, n=5) y linfocitos Tyd (ANOVA, p=0.0002, F=12.25, n=10). El * representa diferencia

estadistica entre los grupos p<0.05.

37



>
w

SED CR EJER % CD45 RA+
30
*

3
5 Z 254 ——
b < 1
+ 8

o 204

> 154 .
CD45 RA+ SED CR EJER

Fig. 6 Cambio en la proporcion de linfocitos B en el bazo de animales ejercitados.

a) Grafica de puntos representativa del analisis por citometria de flujo de la subpoblacién celular. b)
Determinacion de linfocitos B en el bazo de ratas un dia después de haber completado su exposicion a las
diferentes condiciones segun los diferentes grupos experimentales: SED, CR y EJER. El analisis estadistico
arroj6 una disminucion significativa de la poblacion de linfocitos B en el grupo de animales ejercitados

(ANOVA, p=0.3601, n=10). * sefiala una diferencia estadistica, p<0.05 entre los grupos.

8.2 El ejercicio cronico modifica la expresion de los CBR en esplenocitos de animales

ejercitados

Decidimos evaluar la expresion de los CBR en distintos componentes celulares del SI en
bazo de ratas. Correspondientes a la inmunidad innata se analizaron células NK (CD161+)
y macrofagos (CD11b+). Las primeras presentaron una disminucién en la expresion
superficial de CB2 en aquellos animales pertenecientes a los grupos EXE y CR en
comparacion con aquellos del grupo SED. La expresion del receptor CB1 en células NK no
se vio afectada. Por su lado los macrofagos no presentaron ningun cambio en la expresion
de los CBR en la superficie de células del SI entre los grupos experimentales (Fig. 7).
Dentro de las células correspondientes a la inmunidad adaptativa, los linfocitos T helpers
(CD4+) de los animales en el grupo EXE mostraron una mayor expresion de CB1 en
comparacion con ambos controles, CR y SED. Ninguna diferencia significativa fue
observada para esta subpoblacion en cuanto a la expresion de CB2. Caso similar fue el
observado en las células Tyd correspondiente a los animales del grupo EXE, que mostraron
una mayor expresion de CB1 con respecto a las células de los animales en grupos CR y

SED (Fig. 8), y ninguna diferencia entre grupos en la expresion de CB2. En contraste, no se
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encontrd ninguna variacion en la expresion de CBR en la poblacion de linfocitos T (CD3+)
ni en la de linfocitos T citotéxicos (CD8+), cuando los grupos experimentales fueron

analizados (Fig. 8).

Por otro lado, la poblacion de linfocitos B mostré un aumento significativo en la expresion
membranal de CB2 en las células de los animales pertenecientes al grupo EXE en
comparacion con ambos grupos controles (CR y SED). Mientras que ningin cambio en la

expresion de CB1 fue detectado entre los tres grupos experimentales (Fig. 9).

CBR en células NK CBR en Macréfagos
80- -
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60 cr cr
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S 40 s
0 201
0- 0

CB1 CB2

Fig. 7 Expresion de CBR en células NK y macrofagos. Representacion grafica de la mediana de la expresion
de los CBR (CB1 y CB2) en subpoblaciones de esplenocitos correspondientes a la inmunidad innata y
comparacion entre los grupos experimentales: SED (barra gris), CR (barra blanca) y EJER (barra negra). Las
lineas que conectan las barras representan las comparaciones entre los grupos y * representa diferencia
significativa, p<0.05 ANOVA de dos vias y post-hoc test Bonferroni. En estas subpoblaciones no se

encontraron diferencias significativas atribuibles al ejercicio en la expresion de los CBR.

39



CBR en Linfocitos T (CD3+) CBR en Linfocitos T citotoxicos (CD8+)

409 * P=0.05 B seD 107 i [ sep
I I [ cr 8+ = [ cr
304 Bl EER ] Il EJER
T i
204 =
= 4-
104 24
0- 0-
CB1 CB2 CB1 CB2
CBR en Linfocitos T helpers (CD4+) CBR en Linfocitos Ty®
SR E P o .
[ SED 'P=0.05 [ SED
[ CRrR 60 I CJcr
204 Il EJER Bl EJER
e | [ z o [ ]
104
20
0~ 0<
CB1 CB2 CB1 cB2

Fig. 8 Expresion de CBR en esplenocitos correspondientes a la inmunidad adaptativa. Representacion grafica
de la mediana de la expresion de los CBR (CB1 y CB2) en subpoblaciones de esplenocitos correspondientes a
la inmunidad adaptativa y comparacion entre los grupos experimentales: SED (barra gris), CR (barra blanca)
y EJER (barra negra). Las lineas que conectan las barras representan las comparaciones entre los grupos y *
representa diferencia significativa, p<0.05 ANOVA de dos vias y test post-hoc Bonferroni. Las
subpoblaciones de linfocitos T helpers y Tyd presentan diferencias significativas en la expresion de los CBR

entre los grupos experimentales (p=0.0275, F=3.919, n= 8 y p=0.0039, F=6.343, n=8 respectivamente).
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Fig. 9 Expresion de CBR en linfocitos B. Representacion grafica de la mediana de la expresion de los CBR
(CBI1 y CB2) en la subpoblacién de linfocitos B en los animales correspondientes a los diferentes grupos
experimentales: SED (barra gris), CR (barra blanca) y EJER (barra negra). Las lineas que conectan las barras
representan las comparaciones entre los grupos y * representa diferencia significativa, p<0.05 ANOVA de dos
vias y post-hoc test Bonferroni. Las subpoblacion de linfocitos B presenta diferencias significativas en la

expresion de los CBR entre los grupos experimentales (p=0.0030, F=9.638, n=10)

8.3 Los niveles de inmunoglobulinas G no son alterados por el ejercicio cronico

Las inmunoglobulinas G (IgG) son el tipo mas abundantes de inmunoglobulinas y un
pardmetro utilizado para obtener informacion sobre el desempeiio los linfocitos B. Por
ejemplo, un cambio en los niveles de IgG podria representar un proceso infeccioso que se
pudiese estar desarrollando en el organismo, o de no ser el caso, que existe una alteracion
en el funcionamiento normal de los linfocitos B. Debido a la disminucién de la poblacion
de linfocitos B previamente descrita en este trabajo, decidimos estudiar si la produccion de
IgG también variaria entre los grupos experimentales. Por lo tanto, llevamos a cabo un
ELISA semi-cuantitativo, el cual no arrojo diferencias significativas entre los grupos

experimentales (Fig. 10).
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Fig. 10 Los niveles de IgG en suero no son afectados por el ejercicio cronico. El analisis de IgG totales fue
realizado para cada grupo experimental por medio de una ELISA semi-cuantitativa. Tras realizar el analisis
estadistico de los datos no fueron encontradas diferencias significativas entre los grupos experimentales.

ANOVA, p=0.0676, F=3.286, n=6.

8.4 El ejercicio cronico aumenta la capacidad proliferativa pero no la actividad

citotoxica de esplenocitos

La capacidad proliferativa de las distintas subpoblaciones celulares del SI, asi como la
actividad citotoxica de sus células liticas, fueron calculados con la finalidad de determinar
la competencia del SI en los individuos de nuestros grupos experimentales. Para establecer
si el ejercicio cronico tenia alguna influencia en ambas caracteristicas se realizaron test in
vitro. Para los ensayos de proliferacion, los esplenocitos totales fueron cultivados en medio
RPMI completo (con ionomicina y PMA) por 72 horas. No obstante, la informacion
obtenida no reflejo diferencias significativas al compararse el indice de proliferacion entre
los tres grupos experimentales (Figura 12C). Por otro lado, los esplenocitos provenientes de
los animales en el grupo EJER presentaron una mayor proporcion de células en division en
comparacion con los esplenocitos de aquellos animales en ambos grupos control: CR y

SED (Fig. 11B).
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Dado los resultados obtenidos previamente, decidimos realizar marcajes especificos en las
subpoblaciones del SI que habian cambiado su proporcion en los animales del grupo EJER
en comparacion con los dos grupos control. Los resultados encontrados mostraron que
linfocitos B (CD45 RA+) y las células NK (CD161+) de los animales en el grupo EJER
exhibieron una mayor proporcion de células en division en comparacion con los dos grupos

control, CR y SED (Fig. 11D).
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Fig. 11 Efecto del ejercicio cronico sobre la proliferacion en esplenocitos totales.
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A) Histogramas representativos de las poblaciones celulares proliferantes en el analisis por citometria de

flujo. La linea roja representa a la poblacion de células puestas en cultivo con ionomicina/PMA después de 72

horas, mientras que la linea negra mas tenue, representa a la poblacion de células puestas en cultivo en

ausencia de ionomicina/PMA. La perdida de fluorescencia (desplazamiento de la poblacion hacia el origen

del plano cartesiano) mantiene una relacion directa con la cantidad de divisiones celulares, de tal manera que

menor intensidad de fluorescencia indica una mayor proliferacion celular. Dos parametros fueron medidos

para determinar la capacidad proliferativa de los esplenocitos: B) proporcion de células en division, en donde

se observa un incremento en el grupo de animales ejercitados al ser comparados con los animales de los dos

grupos controles (ANOVA, p=0.0092, F=8.930, n=5), y C) indice de proliferacion, el cual representa el

promedio de divisiones que tuvieron los esplenocitos que proliferaron, lo cual no presentd variaciones debido
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al ejercicio cronico. D) proporcion de células de subpoblaciones especificas: linfocitos T helper y linfocitos T
citotoxicos no mostraron diferencias significativas entre los grupos experimentales; linfocitos B (ANOVA,
p=0.0006, F=7.212, n=6) y células NK (ANOVA, p=0.0191, F=5.213, n=6) del grupo EJER mostraron un

incremento significativo en la proporcion de células divididas en comparacion con ambos grupos controles.

Con el objetivo de establecer la actividad citotoxica de células NK en los animales de los
distintos grupos experimentales, se realizé un test in vitro haciendo uso de células YAC 1
(células diana) y poniéndolas en co-cultivo con los esplenocitos de los animales de los
distintos grupos. Previo al cultivo las células YAC 1 fueron tefiidas mediante el uso del kit
CFSE, y al final del test las células muertas fueron marcadas con yoduro de propidio, de tal
manera que las células con doble marcaje positivo reportaron a las células diana muertas. El
ensayo fue llevado a cabo con tres proporciones de células diana/efectoras: 10:1, 50:1,
100:1, y bajo ninguna de las condiciones anteriores el andlisis estadistico arrojé diferencias

significativas entre los grupos (Fig. 12B).

10:1 100:1

@

IS

% Células diana destruidas
»

% Células diana destruidas
% Células diana destruidas
B

SED CR EJER

Fig. 12 Actividad citotoxica de esplenocitos totales in vitro. A) Diagrama de puntos representativo del analisis
por citometria de flujo, las células diana (YAC-1) muertas fueron determinadas por medio del doble marcaje,
CFSE+ e IP+. B) La actividad citotoxica de los esplenocitos totales fue calculada a tres distintas proporciones
de células efectoras:diana (10:1, 50:1 y 100:1). Ninguna diferencia significativa fue encontrada entre los

grupos a ninguna de las proporciones estudiadas.
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8.5 Los niveles de corticosterona en plasma no son afectados por el ejercicio cronico

Determinar el nivel de corticosterona en los tejidos de animales es considerado una forma
confiable de establecer la cantidad de estrés a las que se les somete. En este trabajo
decidimos analizar si los niveles de corticosterona diferian entre los animales de los tres
grupos experimentales, reflejando un posible efecto del estrés a largo plazo en aquellos
animales ejercitados. A pesar de que es posible visualizar una tendencia en los grupos EXE
y CR al ser comparados con el grupo SED, en donde los primeros mostraban niveles
elevados de corticosterona en plasma, el andlisis post-hoc no arrojé diferencias

significativas en la interaccion entre los grupos (Fig. 13).

Corticosterona
200+

150+ i

ng/mi

100+

50+

L)
SED CR

Fig. 13 Concentracion de corticosterona en suero. La informacion es presentada como la media (ng/ml) +
error estandar para cada grupo. El analisis de varianza determind que las medias entre los grupos
experimentales difieren significativamente, sin embargo el andlisis post-hoc no detecta diferencias

significativas en la intereccion entre grupos. p<0.05, ANOVA, Tukey, p=0.0473, n=6.
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9 DISCUSION

Pese a la gran cantidad de estudios que han tratado los alcances inmunomoduladores del
ejercicio, ésta es un area que se mantiene como un campo promisorio para incrementar
nuestro conocimiento no sélo sobre la fisiologia basica sino, de la fisiologia durante la
enfermedad. No obstante, la mayoria de estudios en esta drea han sido enfocados en los

16,21,90,91 . :
<7570 Por el contrario, el estudio del

efectos que el ejercicio agudo ocasiona sobre el SI
gjercicio cronico y sus consecuencias a largo plazo sobre el SI han sido relegados, pese a la
existencia de evidencia sugerente de que la cronicidad con que el ejercicio es realizado

. . 3,92
determina sus efectos sobre este sistema >~

A parte de la cronicidad, la intensidad a la que el ejercicio es realizado representa otro
factor que afecta la composicion celular del SI, asi como su polarizacion al ser activado,
generandose una relacion intensidad moderada/fenotipo pro-inflamatorio e intensidad

. .. . 90
alta/fenotipo anti-inflamatorio '***>*

. Lo que nos llevo a investigar las consecuencias de
un modelo de ejercicio popular en la actualidad, ejercicio cronico/moderado, sobre la

composicion y funcion de esplenocitos.

En cuanto a la composicion de las subpoblaciones celulares, nuestro modelo de ejercitacion
no alter6 a aquellas células del SI innato que fueron analizadas. Sin embargo, las
subpoblaciones de linfocitos T helpers y linfocitos B se encontraron disminuidas en
aquellos animales del grupo EJER en comparacion con ambos grupos control SED y CR,
contrario a lo esperado. Opuesto a esas subpoblaciones, linfocitos Tyd fueron
incrementados en los animales ejercitados, estas células se encuentran relacionados con la
inmunidad en mucosas, incluyendo al tracto respiratorio superior, idea que va en acuerdo
con el mejoramiento de la resistencia a contraer infecciones en estas vias aéreas y opuesto a
la frecuente susceptibilidad de contraerlas en sujetos que realizan cuotas de ejercicio
extenuante y atletas de alto rendimiento (23,25,27-30). Por su lado, los linfoctitos T helper
y linfocitos B representan a los elementos mas iconicos de la inmunidad adaptativa, asi
como también importantes elementos en la regulacion de la inmunidad innata, por lo que
nos preguntamos si la disminucion observada por si sola representaba un SI deficiente por

parte de los animales del grupo EJER.
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Para determinar el estado funcional de los esplenocitos de los animales correspondientes a
cada grupo experimental, realizamos ensayos de proliferacion y citotoxicidad in vitro. Para
el caso del ensayo de proliferacion dos parametros fueron evaluados: el indice de
proliferacion y el porcentaje de células divididas. El primero representa el promedio de
divisiones de las células que proliferaron durante el ensayo, lo cual no arrojé diferencias
entre los grupos experimentales. En cambio, el porcentaje de las células que se dividieron
fue mayor en el grupo EJER, en comparacion con ambos grupos control. En conjunto, esta
informacion puede ser interpretada como que los esplenocitos de los diferentes grupos
experimentales no varian su eficiencia para proliferar cuando han sido activados, no
obstante, una mayor proporcion de ellos en el grupo EJER tienden a proliferar, lo cual
podria tratarse de un efecto compensatorio por la menor cantidad de linfocitos T helper y B.
El hecho de que hubiese mas proliferacion por parte de los esplenocitos del grupo EJER
nos hizo plantearnos la posibilidad de que dicha diferencia pudiese ser persistente inclusive
bajo condiciones basales, lo cual representaria un estado hiper-reactivo incluso en ausencia
de un activador o amenaza patoldgica, por lo que comparamos el porcentaje de
proliferacién de los esplenocitos entre los grupos experimentales sin la activacion por
PMA/ionimicina, y los resultados no mostraron diferencias entre grupos, reflejando que el
incremento en la proliferacion era consecuencia de la activacion por PMA/Ionomicina. A
continuacion, determinamos los porcentajes de proliferacion para subpoblaciones
especificas: linfocitos T helper, citotoxicos, B’s y células NK, encontrando una mayor
proliferacion en las Ultimas dos subpoblaciones en aquellos animales ejercitados. Por otro
lado, los ensayos de citotoxicidad para células NK no mostraron diferencias entre los
grupos experimentales para ninguna de las proporciones células diana/efectoras. En
conjunto esta informacion podria sugerir que el ejercicio promueve una mayor accion en
contra de células transformadas y células infectadas viralmente en aquellos sujetos que lo

practican.

La informacion aqui presentada demuestra que la realizacidon de ejercicio cronico, a
intensidad moderada, no merma la capacidad proliferativa de esplenocitos ante una
activacion con PMA/Ionomicina, ni la capacidad citotoxica de células NK del bazo en

animales ejercitados, por el contrario, los esplenocitos de tales animales parecen mas
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encausados a proliferar una vez que han sido activados que sus contrapartes en aquellos
animales de los grupos control. Dicha informacién en un inicio pareciera ser contradictoria
con la disminucidén de las subpoblaciones linfociticas (CD4+ y CD45 RA+). No obstante, la
disminucién de algunas subpoblaciones leucocitarias ya ha sido reportada en sujetos que se
ejercitan de manera cronica, sin que dicha disminuciéon ocasione una mayor morbilidad o
susceptibilidad a infecciones, lo que indicaria una deficiencia del SI **°***. Esta
informacion sugiere un incremento en la eficiencia celular del SI, indicando que una menor
cantidad de elementos es capaz de responder ante las mismas amenazas con la misma
eficacia. En nuestro trabajo esta hipdtesis también es apoyada por los resultados obtenidos
por el analisis de ELISA para calcular la cantidad de IgG, en donde se mostré que el
ejercicio no afecta los niveles basales de estas inmunoglobulinas, pese a la marcada

disminucion de las poblaciones linfociticas.

Finalmente, los resultados sobre la expresion de CBR en las subpoblaciones celulares
estudiadas indican un incremento en la expresion de CB1 en la membrana celular de
linfocitos T helper y Tyd, como consecuencia del ejercicio, mientras que linfocitos B
presentan una mayor cantidad de CB2 en su superficie. Cabe destacarse que los resultados
presentados en este trabajo son esperados, con base en los trabajos previos de Heyman y

Sparling "*7”

, quienes comprobaron que el ejercicio moderado es capaz de inducir un
aumento en los niveles de anandamida, endocanabinoide capaz de unirse y activar a ambos
CBR. Otros trabajos reportaron que la expresion del RNAm de CBR en células del SI
aumenta a la par de la concentracién de sus ligandos, si bien esto ha sido mostrado

93,94

unicamente mediante A9-THC, in vivo e in vitro™"", su capacidad para activar ambos

receptores, sugiere que dicho fenémeno puede trasladarse al uso de anandamida.

A su vez, es necesario remarcar que la actividad fisica es capaz de afectar diversos sistemas
y la liberacion de moléculas con diversas funciones, por lo que es prudente tener en cuenta
la existencia de otros cambios moleculares que directa o indirectamente sean capaces de
modular la expresion de CBR, como el aumento en la concentracion de glucocorticoides y
catecolaminas consecuencia de la activacion del eje hipotalamo-pituitario-adrenal, la
sobre-expresion y liberacion de IL10 y el antagonista del receptor a IL1p, o simplemente el

. . - 11 .
agotamiento de reservorios energéticos (glucosa) ", todos ellos cambios moleculares que
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indirectamente promueven una alteracion de la expresion de CBR debido a la polarizacion
de diversas células del SI a un perfil anti-inflamatorio. Por otro lado la sefalizacion por
medio de IL’s también es capaz de modular la expresion de CBR, llevando acabo tal efecto
de manera directa *°, como es el caso de la IL4, que es capaz de inducir marcadamente la

transcripcion de CB1 .

Como se comentaba previamente, la expresion de CBR en las células del SI varia de

96,97 _ s TR ) ., .
“7 asi como de su activacién ¥ y polarizacion a ciertos

acuerdo a la subpoblacion celular
fenotipos una vez que han sido activadas. De manera clésica el rol de la activacion de CBR
en el SI ha sido considerado inmuno-supresivo, sin embargo, nueva evidencia sugiere que
el CBS funge mas una funcién moduladora, siendo los CBR expresados mas intensamente
en la superficie de células con un perfil pro-inflamatorio mientras que en fenotipos anti-

inflamatorios se expresa con menor abundancia *%**

. De esta forma, una mayor expresion
de CBR en linfocitos se mostraria en concordancia a la idea de que dichos elementos se
hallan mas reactivos que sus contrapartes en aquellos animales no ejercitados. En nuestro
trabajo, tal fue el caso para las diferentes poblaciones linfociticas estudiadas: encontrandose
incrementada la expresion de CB1 en linfocitos T cooperadores y Tyd, asi como CB2 en
linfocitos B. Lo que en conjunto con nuestros datos previos, sugiere una inmunidad
adaptativa mas eficiente ante el reconocimiento de amenazas patogénicas con un debido

sistema modulador para apaciguar respuestas exacerbadas o inespecificas en aquellos

animales ejercitados.

Por ultimo, en este trabajo se presentaron variaciones que no pueden ser atribuidas al
gjercicio como: la disminucion de la poblacion de linfocitos T citotdxicos (CD8+), tanto en
el grupo EJER como en el CR, caso similar para la variacion en la expresion de CBR en
células NK y linfocitos T citotoxicos. En dichos casos, la respuesta inmediata pareciera
relacionarse con el efecto cronico del estrés ocasionado por el contexto de ejercitacion
(debido a la presencia de estas alteraciones en ambos grupos expuestos a la rueda de
gjercicio), sin embargo, el andlisis de corticosterona dio como resultado la ausencia de
variacion en los niveles de la hormona. No obstante, debe ser considerada la complejidad
de los ejes hipotdlamo-pituitario-adrenal y el simpdtico-adrenal-medular, los cuales

desarrollan y modulan finamente las respuestas fisiologicas del estrés, haciendo uso para
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ello, de una gran cantidad de moléculas efectoras y receptores * . Por lo que, una
consideracion mas amplia de estos componentes sera necesaria, tomando en cuenta
hormonas y catecolaminas (capaces de alterar la produccion de ILs a través de NF-xB y
AMPc). Ademds es necesario destacar que la expresion de sus receptores se presenta
diferencialmente entre las subpoblaciones celulares del SI, traduciéndose a su vez, en

. o1 eqe . . 99.100
diferentes sensibilidades hacia sus ligandos efectores ~> .
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10 CONCLUSIONES

El ejercicio cronico a una intensidad moderada afecta la composicion celular del SI
en el bazo de ratas macho:
o Nuestro modelo de ejercicio disminuye la poblacion de linfocitos T helper.
o Nuestro modelo de ejercicio disminuye la poblacion de linfocitos B.
o Nuestro modelo de ejercicio aumenta la poblacion de linfocitos Tys.
El ejercicio cronico a una intensidad moderada altera la expresion de los CBR en la
superficie de células del SI en el bazo de ratas macho:
o Nuestro modelo de ejercicio aumenta la expresion de CBI en células T
helper.
o Nuestro modelo de ejercicio aumenta la expresion de CB1 en células Tys.
o Nuestro modelo de ejercicio aumenta la expresion de CB2 en linfocitos B.
El ejercicio crénico a intensidad moderada aumenta la capacidad proliferativa en
células del SI en el bazo de ratas macho.
o Nuestro modelo de ejercicio incrementa el porcentaje de células NK
proliferantes.
o Nuestro modelo de ejercicio incrementa el porcentaje de linfocitos B
proliferantes.
El ejercicio cronico a intensidad moderada no tienen efecto sobre la actividad

citotoxica de células NK.
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11 PERSPECTIVAS

En este trabajo se a ha mostrado que un paradigma de ejercicio crénico moderado genera
cambios en la composicion celular del SI en el bazo de ratas macho, en su funcionamiento,
y en la expresion de los CBR en la superficie de algunos de sus componentes celulares.
Tales cambios sugieren una adaptacion del SI, el cual pudiera repercutir de manera positiva
en un escenario donde se presentase un reto inmunoldgico real, por lo que a continuacion

planteamos las siguientes perspectivas a seguir dado los datos encontrados en este trabajo:

1. Determinar el efecto que nuestro paradigma de ejercicio tiene sobre la morbilidad y
mortalidad ante un modelo de cancer.

2. Explorar el papel especifico del sistema canabinérgico, mediante el uso de agonistas
y/o antagonistas canabinérgicos sobre elementos celulares del SI.

3. Determinar los cambios que este paradigma de ejercicio genera en las células del SI
en otros tejidos de ratas macho.

4. Explorar los cambios que nuestro paradigma de ejercicio genera en el perfil
inflamatorio de las células de SI, mediante la medicion y caracterizacion de sus

interleucinas.
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Abstract

The impact of performing exercise on the immune system presents contrasting effects on
health when performed at different intensities. In addition, the consequences of performing
chronic exercise have not been sufficiently studied in contrast to the effects of acute bouts
of exercise. The porpoise of this work was to determine the effect that a popular exercise
regimen (chronic/moderate/aerobic exercise) has on the proportion of different immune cell
subsets, their function and if it affects the cannabinoid system with potentially functional
implications on the immune system. A marked increase in several immune cell subsets and
their expression of cannabinoid receptors was expected, as well as an enhanced prolifer-
ative and cytotoxic activity by total splenocytes in exercised animals. For this study male
Wistar rats performed treadmill running 5 times a week for a period of 10 weeks, at moder-
ate intensity. Our results showed a significant decrease in lymphocyte subpopulations
(CD4+, Tyd, and CD45 RA+ cells) and an increase in the cannabinoid receptors expression
in those same cell. Although functional assays did not reveal any variation in total immuno-
globulin production or NK cells cytotoxic activity, proliferative capability of total splenocytes
increased in trained rats. Our results further support the notion that exercise affects the
immunological system and extends the description of underlying mechanisms mediating
such effects. Altogether, our results contribute to the understanding of the benefits of exer-
cise on the practitioner’s general health.
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Introduction

The beneficial impact of exercise on the practitioner’s general health is a well-known fact [1-
3]. Studies suggesting a connection between physical activity and the improvement of health
have generated information that ranges from describing adipose tissue loss to changes in
genetic expression [4,5]. It is well known that the proper composition of the immune system
(IS) and its correct function will allow it to actively overcome challenges that otherwise would
compromise the organism’s health, such as infections, autoimmune diseases, cancer, etc. It is
worth mentioning that the acknowledgment of those benefits conferred by the regular practice
of exercise has led to its implementation as an alternative/complementary therapy against met-
abolic diseases [6,7], and in recent works even for the treatment of cancer [8].

Nonetheless, data regarding the changes induced by exercise in cell subpopulations of the
IS and their function seems to be controversial [9-11]. This may be partly explained by the use of
different exercise paradigms. Along with this, a classic idea has been established about such
changes promoted by exercise, being those models of moderate/chronic exercise the promoters of
an enhanced IS, while acute/high intensity models the responsible of hindering it. Finally, evi-
dence suggesting a beneficial effect of the performance of exercise, on modalities previously
described as detrimental, has been gathered and old data reinterpreted as in Campbell and Tur-
ner’s review [12], so nowadays evidence debunking the previous conception of high intensity/
long duration or chronic exercise evoked immune suppression increases, at least for several
aspects of the immune function. On the same line, many studies document the immediate
changes on the IS induced by a single bout of exercise, as opposed to the effects of its chronic per-
formance, which suggest different outcomes and in some cases opposite effects over the IS
[11,13,14]. Less attention has been paid to such studies and to the long-term alterations that it
may produce on the IS. For instance, macrophages extracted from mice trained for 12 weeks
exhibited increased phagocytic activity, superoxide anion production and glucose consumption
when compared to macrophages obtained from sedentary mice [11]. Consistently other studies
have shown that chronic exercise alters the function of T cells, affecting their production of pro-
and anti-inflammatory cytokines, including the up-regulation of IL-2, an important cytokine
related to proliferation and activation [14]. Likewise, trained rats presented increased glucose con-
sumption, IL-2 production and IL-2R expression by their lymphocytic subpopulations. Further-
more, those changes obtained in trained animals seem to last days after the last exercise bout [14].

Many molecular pathways that are affected by exercise possess an immunoregulatory
potential, ranging from variations in the energy substrates [15,16] to the activation of signaling
pathways with direct immune-regulatory relevance, such as: the release of IL 6 by skeletal mus-
cle [4,13], release of stress hormones, catecholamines [4,17] and neurotransmitters by the sym-
pathetic and para-sympathetic system, among others. Hence, in order to contribute to the
further understanding of these effects we decided to evaluate the cannabinergic system (CBS).
Regarding this system, some studies have reported a subtle increase of anandamide, a widely
studied molecule that acts as a CB1 and CB2 receptor agonist, after short bouts of aerobic exer-
cise. Such increase was sustained up to several minutes after the conclusion of the physical
activity [18-20]. Furthermore, both receptors are widely distributed in the immune cells and
IS structures [21-23] and when activated, together or independently, produce changes in the
function of several immune cells, suggesting that their activation is able to modulate the IS
function. These modulatory actions have been explored in vitro [24,25] and in vivo [23]. Like-
wise, the expression of cannabinergic receptors (CBR) on the surface of immune cells, varies
according to their activation and inflammatory status. Given that new data suggests its rele-
vance as an immune-modulatory system, the expression of these receptors provides us with
interesting and relevant information about the IS status.
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Altogether, the objective of our study is to explore the long-term changes that chronic exer-
cise (CE) produces in the proportion of splenocytes from the adaptive and innate immunity,
and to assess the effects that it has on their function (by performing proliferation tests and
cytotoxicity test with total splenocytes in vitro), and finally to determine if the expression of
CBR in these cells is affected by this model of exercise. Furthermore, coherently with previous
works on this topic, we expect that the changes evoked by CE will alter the composition of sev-
eral of the immune cell subsets studied, mainly those from lymphoid origin. CE will also boost
their cytotoxic activity and proliferative capacity. In terms of the cannabinoid receptor expres-
sion, we anticipate that CE will increase their expression in the entire cell subsets studied.

Finally, this study provide relevant information about those changes elicited on the IS by a
way of exercising chosen by a big proportion of the society nowadays. Besides, our results fur-
ther support the notion that exercise affects the IS and extends the description of underlying
mechanisms mediating such effects.

Materials and methods
Ethic statement

Animal care and experimental practices were conducted at the Animal Facilities of the Insti-
tuto de Fisiologia Celular (IFC), Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). All
procedures in the experimental animals were approved by the Institutional Care and Animal
Use Committee (CICUAL), adhering to Mexican regulation (NOM-062-Z00-1999), in accor-
dance with the recommendations from the National Institute of Health (NIH) of the United
States of America (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals). Euthanasia of experi-
mental animals was performed in a humanitarian way.

Animals

For this study, male Wistar rats ranging between 250 to 300 g were used, proceeding from our
own breeding at the animal facilities of IFC, UNAM. The animals were housed at IFC with
controlled temperature (22°C) and 12h light-dark cycles, with water and Purina LabDiet 5015
chow ad libitum (Purina, St. Louis MO). Sacrifice of those animals used exclusively for flow
cytometry or samples extraction for cellular culture, was carried out by cervical dislocation
after pentobarbital sodium (Pisabental ™, México) anaesthesia. Animals that also were used for
the extraction of the brain were sacrificed by an overdose of pentobarbital sodium (Purina,

St. Louis MO). All procedures were carried out in a humanitarian way ensuring the maximisa-
tion of efforts in order to alleviate suffering.

Exercise protocol

Animals were set in one of three experimental groups: Exercised (EXE), Treadmill control
(TC) and sedentary group (SED). Animals in the exercised group performed treadmill running
5 times a week for a period of 10 weeks, for which a previous habituation of one week was
completed. During the habituation week, animals were placed inside the treadmill and then it
was turned on at minimum capacity (4m/min) for 5 minutes per day. Once the habituation
period was completed, animals started training. On the first day of training, rats ran at 7.5 m/
min for 10 minutes, then speed and duration of exercise was escalated gradually each consecu-
tive day, in order to achieve a daily exercise bout of 40 minutes at 15 m/min by the third week.
Remaining weeks of training were kept constant in speed and duration until the sacrifice of
the animals. It is noteworthy, that this training protocol equals to moderate chronic exercise,
as it has been demonstrated in the works by Pilis and Carvalho [26,27] through the calculation

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220542 November 18, 2019 3/17


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220542

@ PLOS|ONE

Chronic exercise is affected by cannabinoids

of the velocity at the lactate threshold. No electrical stimulus was used to incentive animals to
run inside the treadmill.

Animals sited in the TC group were placed inside the treadmill at minimum capacity (4m/
min) for 10 minutes, 5 times per week, for the same period of time than the exercised group
(10 weeks). While being inside the treadmill, animals from TC group were exposed to the
same context than animals from the EXE group without being exercised, reflecting any effect
in the results prompted by sources other than exercise itself. Animals conforming the SED
group were kept alive in standard conditions for the same amount of time than the other two
groups.

At the end of the training period animals from every group were allowed to rest for one day
in order to eliminate any possible effect of acute exercising. Afterwards, animals were sacri-
ficed either by an overdose of pentobarbital sodium or by anesthesia with the same product
followed by cervical dislocation (Pisabental ™, México), afterwards the samples were taken.

Flow cytometry

Spleens were manually disaggregated using a 50pm nylon mesh, and cells resuspended in PBS.
Erythrocytes in the solution were lysed using ACK buffer (150 mM NH,Cl, 10mM KHCOs,
0.1mM Na,EDTA, pH 7.3) for 10 minutes and washed three times with PBS, then cells were
resuspended in FACS buffer (PBS, FBS, 0.02% NaN3).

Approximately 1x10° cells were incubated with the following antibodies in order to charac-
terize spleen immune subpopulations: Alexa Fluor™ 488-conjugated- anti rat CD3 (IF4,
Biolegend), PE Cy5-conjugated- anti rat CD4 (biolegend), PE-conjugated anti rat CD8a
(Biolegend), PE-conjugated -anti rat CD45RA (Biolegend), Alexa Fluor™ 647-conjugated-
anti rat CD161 (biolegend), biotin-conjugated- anti rat CD11b (OX-42, Bioloegend), PE-
conjugated anti rat TCR (V65, Biolengend). For the determination of macrophages, addi-
tionally to the use of anti CD11b antibody, a different gating was used, corresponding to
bigger and more complex cells, in order to exclude other cells from the myeloid linage.
Staining of the cell subpopulations was made by duplicate in order to additionally mark on
each set one of the cannabinoid receptors.

For the staining of cannabinoid receptors, the polyclonal primary antibodies used were:
rabbit anti Cannabinoid receptor I (abcam®) and rabbit anti Cannabinoid receptor I
(abcam™), followed by the Secondary antibodies: AlexaFluor® 488- conjugated goat anti rab-
bit IgG (ThermoFisher Scientific) and DyLight® 649- conjugated- anti rabbit IgG (Vector
laboratories).

In order to assess proliferation, a Cell Trace™ CFSE cell proliferation kit was used (Invitro-
gen™). Propidium iodide was used to determine viability of cells during cytotoxic assays.
Attune Cytometer (life technologies) was used to obtain data which was further analyzed with
Flow]o software (Treestar Inc.).

Proliferation assays

Total splenocytes were obtained as previously described and quantified on a Neubauer cham-
ber. Subsequently, splenocytes were marked with CFSE cell tracer, which was used according
to the manufacturer’s protocol. Finally, cells were resuspended in RPMI-1640 medium
(ATCC™ 30 2001™). Splenocytes were cultivated in RPMI-1640 medium plus Ionomicyn (SIG-
MA-ALDRICH® 10634™) and PMA (SIGMA-ALDRICH® P8139-1MG™) at concentra-
tions100 nm and and 25ng/ml for 72 hours. Proliferation was assessed using an Attune
cytometer (Life Technologies) with blue and red lasers, obtained data was further analyzed
with FlowJo software (Treestar Inc.).
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Cell culture

Yac 1 cell line (ATCC® - TIB 160™) was cultivated in RPMI 1640 medium (ATCC™® 30-
2001™) supplemented with 10% Fetal bovine serum (FBS, ATCC®) 30-2020™) and kept with
air, 95%; carbon dioxide (CO?), 5% at 37°C. Yac 1 cells were expanded for a week then counted
on a Neubauer chamber and finally stained with CFSE kit for further use in cytotoxic assays.

In vitro cytotoxic assay

Yac 1 cells were stained with cell trace™ CFSE kit according to the manufacturer’s protocol and
used as target cells for the assay. A single cell splenocyte suspension was obtained from rats in
the different experimental conditions as previously described, they were counted and used as
the effector cells in the assay. Finally both, effector and target cells were co-cultivated in RPMI
medium supplemented with 10% FBS for 4 hours, into 96 round well plates. Thereafter co-cul-
tures were removed from the incubator and stained with Propidium Iodide and washed with
Facs buffer. Acquisition was performed in an Attune Cytometer (life technologies) and data
further analyzed with Flow]Jo software (Treestar Inc.).

Corticosterone and IgG levels assesssment

Animals were anesthetized and sacrificed one day after concluding their experimental condi-
tion, at the same time that they had been set for exercising (14:00-16:00 hr.). Cardiac puncture
was performed in order to extract blood, which was immediately centrifuged at 4000rpm to
collect the blood serum. Subsequently, blood serum was divided into two aliquots and stored
at -70°C for later use. Corticosterone levels were assessed with a Corticosterone ELISA kit
(Abcam®) ab-108821) and procedures underwent according to manufacturer’s protocol.
Assessment of the levels of IgG in serum were carried out on a 96 flat bottom well plate. The
plate was previously sensitized with a dilution of blood serum (1:1000), washed and blocked
with a 1% albumin solution. Subsequently, the plate was incubated for 2 hours antibodies o
IgG rat HRP were incubated, and once incubation finished, several washes were performed,
chromogen was added to the wells, the reaction was stopped and the reading of the plate was
carried out on a Stat Fax 4200 microplate reader (Awarness Technology).

Statistical analysis

For data regarding the changes of every cell subpopulation, a one-way ANOVA (o = 0.05) was per-
formed followed by a Tukey post-hoc test. Differences were considered significant when p < 0.05,
with the actual p value and n being stated in each figure legend. Before the selection of the
ANOVA test the normal distribution of the data was assessed via Shapiro-Wilk test. A similar pro-
cess was carried out for the statistical analysis of the data regarding the proliferation and cytotoxic-
ity tests, as well as for the data concerning the levels of corticosterone and IgG in serum. For the
assessment of the expression of CBR, a two-way ANOVA (o = 0.05) was performed, because of the
consideration of two independent variables (group and CBR), followed by a Bonferroni post-hoc
test with the same significant difference criterion. Data from all the experiments were charted as
mean + standard error, and analysed with Prism 5 software for Mac (GraphPad Software Inc.)

Results

Chronic-moderate exercise affects body composition parameters but not
total ingestion of food or water

After ten weeks of rats being exposed to each experimental condition, animals were weighted,
and results showed a significant gain of weight on those animals corresponding to both control
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groups (SED, 490.8g; TC, 495.8g) against those from the EXE group (452g). ANOVA,

p =0.0007, n = 6, P<0.05. Accordingly, when samples were extracted, an observable difference
in fat accumulation was perceived among the experimental groups, being those animals that
performed the physical activity the ones with the lower amount of visceral fat. Interestingly
water and food ingestion per week did not change among animals from the different experi-
mental groups (p = 0.3309, n = 6, P<0.05, and p = 0.3312, n = 6, P<0.05 respectively).

Chronic-moderate exercise alters the composition of splenocyte
subpopulations

Distribution of immune cells is a parameter that provides information about deficiencies or
alterations from the IS, therefore we decided to evaluate several cell subpopulations from the
innate and adaptive immune system in the spleen of rats that underwent different experimen-
tal conditions (S1 Fig). The immune cell subpopulations from the innate immune response
that were analyzed corresponded to: NK cells (CD161+) and macrophages (CD11b+) for
which flow cytometry analysis did not reflect a significant difference among groups (Fig 1).
Analyzed cells from the adaptive immune response were: total T lymphocytes (CD3+), T
helper lymphocytes (CD4+), cytotoxic T lymphocytes, Tyd lymphocytes (Ty8+) and B lym-
phocytes (CD45 RA+). For those cells studied, flow cytometry analysis reflected a decrease in
the proportion of T helper lymphocytes (Fig 2) and in B lymphocytes (Fig 3) from the EXE
group when compared to both control groups, SED and TC (Fig 2 and Fig 3), therefore consid-
ering such changes an effect of CE. On the other hand Ty8 lymphocytes showed an increase in
the EXE group when compared to SED and TC groups (Fig 2), once more reflecting a change
attributable to training. On the other hand, T cytotoxic cells decreased in TC and EXE groups
in contrast to SED control group, reflecting an effect non attributable to exercise, but to the
exposure to the treadmill (Fig 2). Total T lymphocytes (CD3+), did not show changes among
the experimental groups (Fig 2).
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Fig 1. Changes in the composition of splenocyte populations related to the innate immune response. (A)
Representative dot plot of the cytometric analysis of the subpopulation percentages. (B) Determination of splenocyte
subpopulations from the innate immune response one day after being exposed to each condition in the different
groups: SED, TC and EXE; data from 4 independent experiments are expressed as mean + SE. No subpopulation
showed statistically significant changes: Natural killer cells (ANOVA, p = 0.0683, n = 10), and Macrophages (ANOVA,
p =0.0273,n = 10).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220542.9001
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Fig 2. Changes in the composition of splenocyte populations related to the adaptive immune response. (A)
Representative dot plot of the cytometric analysis of the subpopulation percentages. (B) Determination of splenocyte
populations from the adaptive immune response in the different groups: SED, TC and EXE; data from 4 independent
experiments are expressed as mean + SE. Subpopulation that showed statistically significant changes were: T helper
lymphocytes (ANOVA, p = 0.0008, n = 5) and Tyd lymphocytes (ANOVA, p = 0.0002, n = 10). T lymphocytes
(ANOVA, p =0.3739, n = 12), cytotoxic T lymphocytes (ANOVA, p = 0.0016, n = 12). * Means statistically different
from the two other groups, P<0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220542.g002

Modulation of CBR Expression in splenocytes after chronic exercise

CBR are widely distributed among immune cell subpopulations and structures from the IS.
The expression of CBR on immune cells has been demonstrated to vary depending on activa-
tion or inflammatory profile, among other parameters. Thus, we decided to evaluate if CE
would promote changes in the expression of CBR on splenocytes.

From the innate immune system, NK cells (CD161+) and macrophages were analyzed. NK
cells from EXE and TC groups showed a decrease in CB2 expression, compared to SED, while
no change was observed in CB1 expression. Macrophages (CD11b+) did not present changes
in the expression of any CBR among groups (Fig 4). From the adaptive immune response, T
helper lymphocytes (CD4+ cells) presented an increase in the expression of CB1 in animals
from EXE group when compared to both control groups SED and TC, while no statistically
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Fig 3. Changes in the composition of B-lymphocytes from spleen. (A) Representative dot plot of the cytometric
analysis of the subpopulation percentages. (B) Determination of B-lymphocytes of spleen of rats in the different groups:
SED, TC and EXE; data from 4 independent experiments are expressed as mean + SE. B lymphocytes showed a
statistically significant change (ANOVA, p = 0.3601, n = 10). * Means statistically different from the two other groups,
P<0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220542.9003

significant difference was observed regarding CB2 expression. A similar phenomenon was
observed in Ty subpopulation from EXE animals, which showed a higher expression of CB1
when compared to SED and TC groups (Fig 5), with no change in the expression of CB2. The
expression of CBR did not vary in the subpopulations of T lymphocytes (CD3+) and cytotoxic
T lymphocytes when experimental groups were compared (Fig 5).

On the other hand, B lymphocytes from the spleen of EXE animals showed a significant
increase in CB2 expression, compared to those from SED and TC groups, whilst no change
was reflected between groups in the expression of CB1 (Fig 6).

Immunoglobulin G levels are not altered by chronic exercising

Immunoglobulin G (IgG) is the most abundant type of immunoglobulins and a reliable
parameter to assess the function of plasmatic cells. A change in the amount of IgG could repre-
sent an ongoing infectious process or an alteration on the normal function of plasmatic cells
when observed in intact animals. We decided to assess if the total production of IgG would
vary among our experimental groups. To do so, we performed a direct semi-quantitative
ELISA. When data was analyzed statistically (ANOVA, n = 6, p = 0.0676) results did not show
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Fig 4. Expression of CBR in splenocyte populations related to the innate immune response. Analysis of the expression of CB1 and CB2
CBR in splenocyte populations from the innate immune response (NK’s and macrophages) among experimental groups: SED (shaded bar),
TC (white bar) and EXE (Solid bar); data from 4 independent experiments are expressed as mean + SE. Lines connecting bars represent
comparison among groups, * p<0.05. Two way ANOVA and Bonferroni post-test, n = 9.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220542.9004
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Fig 5. Expression of CBR in splenocyte populations related to the adaptive immune response. Analysis of the expression of CB1 and CB2 CBR in
splenocyte populations from the adaptive immune response (T lymphocytes; n = 10, T helper lymphocytes; n = 8, cytotoxic T Lymphocytes; n = 10
and Tyd n = 8) among experimental groups: SED (shaded bar), TC (white bar) and EXE (Solid bar); data from 4 independent experiments are
expressed as mean + SE. Lines connecting bars represent comparison among groups, * p<0.05. Two way ANOVA and Bonferroni post-test.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220542.9005

any significant difference among the experimental groups: SED (optic density 2.731),TC and
EXE (OD 2.973 and 2.871 respectively, S2 Fig).

Chronic exercise enhances proliferative capacity but not cytotoxic activity
of total splenocytes

Proliferative capacity and cytotoxic activity have been tested before in order to assess the
degree of competence of a subject’s immune system. In order to observe if chronic exercise has
any effect on both features we performed in vitro tests. For the proliferation assay we obtained
total splenocytes and cultivated them on complete RPMI medium plus PMA and ionomycin
for 72 hours. Data analyzed reflected no difference among groups in their proliferation index
(Fig 7B). Nevertheless, total splenocytes from EXE group showed a higher proportion of divid-
ing cells when compared to SED and TC groups (Fig 7C). Furthermore, we decided to test the
proliferative capacity of the immune cell subpopulations and we found that B lymphocytes
and NK cells from the EXE group exhibited a higher proportion of dividing cells than both
SED and TC groups (Fig 7D).
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Fig 6. Expression of CBR in B lymphocytes from spleen. Analysis of the expression of CBI and CB2 CBR in B
lymphocytes from spleen among experimental groups: SED (shaded bar), TC (white bar) and EXE (Solid bar); data
from 4 independent experiments are expressed as mean + SE. Lines connecting bars represent comparison among
groups, * p<0.05. Two way ANOVA and Bonferroni post-test, n = 10.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220542.9006

MFI

In order to measure the cytotoxic capacity of splenocytes from the different groups, we per-
formed a cytotoxicity test utilizing Yacl cells as target cells and cultivating them with total sple-
nocytes from animals of the different groups. Yacl cells were previously marked with CFSE,
and at the end of the test dead cells were dyed with propidium iodide, so double positive cells
represented the target cells killed. The assay was carried out at three different effector/target
ratios: 10:1, 50:1 and 100:1 and none showed any significant difference among treatments after
the statistical analysis (Fig 8).

Corticosterone level is not altered by chronic exercise

Corticosterone level is considered a reliable stress marker in animals. In order to further com-
prehend the data obtained, we decided to analyze if corticosterone levels of blood serum differ
among groups, reflecting a possible long-term effect of stress in exercised animals. When data
was statistically analyzed (ANOVA, n = 6, p = 0.0473, Tukey’s) results show a significant differ-
ence among the experimental groups. Nonetheless, The post hoc analysis did not show any sig-
nificant interaction among the experimental groups. Means of the groups: TC and EXE (102.6
and 96.5 ng/ml respectively) were notoriously higher than that of the SED group (46.8 ng/ml,
S3 Fig).

Discussion

Although widely studied, the consequences of physical activity over the IS remain as a promis-
ing field not only to expand our comprehension on basic physiology, but also on physiopathol-
ogy and the different processes that take part on the orchestration of the immune response. At
first instance, our investigation tries to emulate in rats a popular paradigm of exercising in
modern times across the global population, which involves the chronic performance of
medium intensity aerobic exercise. Such particularities in our model have led us to asses its
raw impact over the IS composition and its function. Notwithstanding, the vast majority of
studies have focused in the effects of short bouts of exercise over the immediate changes in
composition and function of the IS [1,11,28,29], and neglecting those focused on the effect of
CE and its long lasting effects over the IS [13,30]. In this study we observed that components
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Fig 7. Effect of chronic exercise on splenocyte proliferation. (A) Representative histograms of cytometric analysis of dividing cells. Two
parameters were considered to assess the proliferative capacity of splenocytes: (B) the proliferation index, which did not change due to chronic
exercise and (C) the proportion of dividing cells, where we observed an increase in the exercised group when compared to both control groups
(ANOVA, p =0.0092, n = 5). (D) Analysis of proliferative capacity of specific splenocyte subpopulations: T helper lymphocytes (ANOVA,

p = 0.4543, n = 5) and cytotoxic T lymphocytes (ANOVA, p = 0.5248, n = 6) did not show any change between groups; B lymphocytes
(ANOVA, p =0.0006, n = 6) and Natural killers (ANOVA, p = 0.0191, n = 6) from EXE did show an in increase in the proportion of dividing
cells when compared to both control groups. In graphic bars SED is represented by shaded bar, TC by white bar and EXE by the solid bar.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220542.g007

from the innate immune response were not affected by chronic-moderate exercise, while ele-
ments from the adaptive immune response did change in those animals that underwent physi-
cal training. T helper lymphocytes and B lymphocytes were decreased in trained animals,
contrary to what would be expected according to the popular statement of moderate exercise
enhancing a pro-inflammatory state [31,32]. On the other hand, Tyd lymphocytes increased in
animals from the EXE group, increase that could reflect an intensification in surveillance and
protection of the upper respiratory tracts (URT) and mucosa tissue, idea that would be in
accordance with the strengthened resistance against URT infections due to moderate exercis-
ing and opposite to the supposed effect of higher susceptibility to these infections in high per-
formance athletes [29,33-37]. Nonetheless, the reduction of T helper and B lymphocyte
populations was unexpected, since these cells play a major role at recognizing antigens and
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Fig 8. Cytotoxic activity of total splenocytes in vitro. (A) Representative dot plot of cytometric analysis of killed target cells percentage. (B) Cytotoxic
activity of total splenocytes was assessed in vitro at three different ratios (effector cells: target cells, 10:1, 50:1 and 100:1); data from 2 independent
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bar graphics SED is represented by the shaded bar, TC by the white bar and EXE by the solid bar.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220542.9g008

therefore at orchestrating immune responses against new and already known threats and once
activated they can polarize towards a pro-inflammatory or anti inflammatory state which mod-
ulates the activity of several other components from the innate and adaptive immune response.
Consequently, the decrease of T helper lymphocytes as well as that of B lymphocytes made us
wonder if it could be translated into a deficient immune response of animals of the EXE
group.

Once we determined that our exercising paradigm did affect the composition of immune
cells subpopulations, our next goal became to assess if those changes would be translated into
functional alterations. To accomplish our purpose, we determined total IgG in serum among
experimental groups and we also performed proliferation and cytotoxicity test in vitro. On the
proliferation test, two parameters were evaluated: the proliferation index and the percentage of
dividing cells. The first represents the mean of divisions that dividing cells underwent during
the assay, which showed no difference among groups. In turn, the percentage of dividing cells
among groups during the experiment showed statistical differences, being higher in spleno-
cytes from the EXE group. Altogether, this data suggests that cells from EXE group are not
more efficient at dividing once they have been activated but that more cells in proportion from
EXE group are prone to proliferate once they have been exposed to PMA and ionomycine.
These results made us wonder if this trend would be persistent in basal conditions, so we com-
pared the percentage of proliferation in splenocytes among the experimental groups without
activation by PMA and ionomycine and the statistical analysis showed no difference among
them, reflecting a response produced by activation and not an anomaly that could reflect an
inflammatory state that in turn could favor an autoimmune response. Thereafter, we evaluated
the percentage of dividing cells from specific subpopulations, T helper cells, cytotoxic T cells,
B lymphocytes and NK cells, showing an increase in the percentage of dividing cells in the last
two subpopulations by effect of exercise. On the other hand, statistical analysis from the cyto-
toxicity test did not show variation among the experimental groups in any of the target/effector
cell ratios tested, so data provided from this experiment does not suggest a higher cytotoxic
activity from NK cells as a consequence from exercise. Nonetheless, exercise enhances the
amount of NK cells that proliferate, which may indicate a higher immune-surveillance against
transformed and virally infected cells in chronically exercised subjects.

Even though we found a decrease in major lymphocyte subpopulations (CD4+ and CD45
RA+ cells), which has been reported before for other immune cells in long term exercised indi-
viduals [32,38-40], we also determined that a bigger proportion of splenocytes is prone to
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activate when stimulated, plus other functions of splenocytes from the EXE animals were not
impaired. Given the fact that long-term exercised subjects do not report any kind of immune
suppression, we have come to hypothesize that the decrease in the composition of some cell
subpopulations may represent a more efficient IS, which requires less elements but presents a
stronger reaction when needed. This idea is also supported by the results shown by the ELISA
test, which showed that levels of IgG did not change among the groups, even though the sub-
population of B lymphocytes is decreased in EXE animals.

Finally, recent works have denominated the endocannabinoid system (ECS) as an immuno-
modulatory system; inhibiting the function of highly reactive and pro-inflammatory cells
[25,41,42]. The ECS exerts its functions through the activation of its receptors, which expres-
sion vary greatly depending on cell subpopulation, activation or inflammatory status
[24,41,43,44], being increased in the surface of more reactive cells. In this work we demon-
strated that CE promotes changes in the expression of both CBR’s in splenocytes, through the
staining of each receptor on different cell suspension aliquots and due to the shared epitope
for the secondary antibody. Our findings concur with previous works showing that during
moderate exercise bouts there is an increase of circulating ECS agonists [18,19]. We must
emphasize that changes in CBR’s expression remained after one skipped day of training, which
suggests that subjects exercising on a daily basis or in intervals of every two days might be
maintaining this alterations. Our methodology allowed us to determine differences in the
expression of CBR among cell subpopulations even between control groups. These differences
might be explained by the intrinsic variability among cell subpopulations [21,45]. We also
assessed an increased expression of CB1 receptor in the subpopulations of T helper and Tyd
lymphocytes and an increase in the expression of CB2 receptor in B lymphocytes of exercised
animals. Therefore enhanced expression of CB1 in T helper, Ty, and CB2 in B lymphocytes
could represent a mechanism to down regulate the activity of these probable high metabolic
cells from EXE animals, as reflected by the proliferation tests. Some of these data differ from
anterior reports concerning expression of CBR, nonetheless most of those reports used differ-
ent techniques and did not measure the protein conforming CBR’s but mostly mRNA
[21,46,47], which highlights the novelty of the data presented in this work, by showing a direct
measure of the expressed protein in question under this particularly conditions of exercise. On
the same line, the increased expression of CBR in splenocytes, particularly in lymphocytes
from the EXE group, concurs with previous data reporting changes in the expression of the
protein through the assessment by different techniques, like western blot and immunofluores-
cense [21,48,49], adding validity to our results.

We would like to address those changes presented on this work that can not be attributable
to CE, like the composition of cytotoxic T cells for which TC and EXE groups differ when
compared against SED group, reflecting an effect relying probably on the stress produced by
the placement of the animals inside the treadmill, being that, the one thing that those groups
had in common. The same explanation seems plausible for the expression of CBR in NK and
cytotoxic T cells. Nevertheless analysis of corticosterone did not showed significant difference
among the experimental groups, different sensitivity to several molecules has been reported
for the wide variety of cells from the IS, leaving the possibility of other molecular interactions
that escaped our control and awareness.

Supporting information

S1 Fig. Gating strategy for the flow cytometric analysis of rat spleen subpopulations and
their expression of CB1 and CB2 receptors. Single cell suspension was prepared and stained
with fluorochrome-conjugated antibodies to separate splenocyte subpopulations and to mark
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cannabinoid receptors (CB1 and CB2). Data was analyzed with Flow]Jo software 8.7 for Mac.
Lymphocytes were identified by their scatter properties (FSC-A x SSC-A plot). Splenocyte sub-
populations were characterized by surface staining and gated for their quantity assessment.
Subsequently each cellular subpopulation was analyzed for their expression of both cannabi-
noid receptors in their surface.

(TIFF)

S2 Fig. Levels of IgG are not affected by chronic exercise. The analysis of total IgG was
assessed for every experimental group with the use of a direct semi-quantitative ELISA. Statis-
tical analysis did not show any significant difference among the experimental groups: SED
(shaded bar), TC (white bar) and EXE (Solid bar). P>0.05. ANOVA, p = 0.0676, n = 6.

(TIF)

S3 Fig. Serum corticosterone concentration one day after the last exercising bout. Data is
shown as mean (ng/ml) +- SE for each group. There was no significant difference among
group values in concentration of serum corticosterone. Groups analyzed: SED (shaded bar),
TC (white bar) and EXE (Solid bar). When data was statistically analyzed (ANOVA, n = 6,

p = 0.0473, Tukey’s) results show a significant difference among the experimental groups.
Nonetheless, The post hoc analysis did not show any significant interaction among the experi-
mental groups. Means of the groups: TC and EXE (102.6 and 96.5 ng/ml respectively) were
notoriously higher than that of the SED group (46.8 ng/ml).

(TIF)
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Abstract. The relationship between exercise and the immune system (IS) is a subject that has had widespread attention
across time. Both types of behavior, lack of exercise/exhausting exercise, are suggested to weaken immunity. On the contrary,
regular moderate exercise seems to boost it. The effects of exercise over the immune responses must be well determined in
order to understand how lack of exercise increases the susceptibility to viral, bacterial, and parasitic infections. Nonetheless,
we must keep in mind that the relation between physical activity and health is not as direct as it seems, for instance, greater
susceptibility to infections after strenuous exercise bouts has been reported, and no impact at all over the immune system is
reported during and after low-intensity bouts. Some of the parameters from the immune system that are affected when exercise
is performed to exhaustion are: levels of salivary IgA, impaired mitogenic proliferation of lymphocytes, decreased HLA-DR
expression, up-regulation of CD14+ cells, variations in CD4+ and CD8+ T lymphocytes proportion, among others. This
review discusses the evidence of the effects that exercise elicits on the immune response on different conditions, presenting
an updated view about it. Furthermore, we will underline the evidence about the different effects provoked by exercise when
performed at distinct intensities and durations. Finally, we will focus on the molecular mechanisms that offer substrate to
these interactions and how they help us understand it.

Keywords: Exercise, metabolism, immunomodulation, physiology

INTRODUCTION

The relationship between exercise and the immune
system (IS) has been amply studied across time. It has
long been suggested that physical activity brings ben-
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efits to health in general. However, the mechanisms
that allow exercise to impact on the immune system
have not been sufficiently studied [1].

Furthermore, it has been consistently demonstrated
that exercise can affect the components of the IS
in terms of the cellular proportions found in the
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circulating blood and in the so-called, marginal
pools [2—-6]. Moreover, exercise alters the IS activity,
either by boosting or hindering it, and an acceptable
explanation to this dual and apparently incongruent
phenomenon seems to relay on the exercise inten-
sity and chronicity. Even though there are many
researches focused on this topic, the parameters to
delimit the exercise intensity are not clear enough,
usually relying on heart rate or the maximal oxygen
consumption (VO2 Max.), and the classification of
intensities varying among experiments. Thereafter,
in this review we will show the parameters consid-
ered by the authors of some works for determining the
different intensities on their own experimental model.

Remarkably, high-intensity exercise, as well as
sedentary behavior, affects negatively the function of
the IS, nonetheless, in this review, we will focus only
in the effects of physical activity.

Some of the changes induced by high-intensity
exercise are reflected as: a decreased lymphocyte
proliferation, decreased cytotoxic activity by Natu-
ral Killer cells (NK), and reduced B cells antibody
production. Furthermore, exhausting exercise bouts
have also been related to an increased suscepti-
bility to acquire infections [7, 8], in contrast to
non-exhausting/moderate exercise, which causes the
opposite effect [9].

To date, several authors have tried to untangle the
complexity of this topic by enumerating the multi-
ple factors taking part in the immunoregulation by
exercise, but so far with little success. The aim of
this review is to present a novel view about the
exercise-promoting effects on the IS, underlying the
importance of the intensity and chronicity at which is
performed, and finally, we will address the data avail-
able about some molecular mechanisms that seem to
be crucial in fostering such changes.

EFFECTS OF EXERCISING ON THE
IMMUNE CELLS

Monocytes

These cells have been vastly studied in this con-
text [7, 10, 11] and data tend to be controversial [2,
4, 11-13]. Nonetheless, recent reports postulate that
enduring exercise increases monocytes subpopula-
tion [2, 8, 12]. Regarding the post-exercise period
(PE), data appear to be less consistent, some studies
described a decline during this period, while oth-
ers found a continuous increment for up to 4 hours
after an exercise bout [2, 4, 11], such a marked dif-

ference seemed to reside on the different exercise
paradigms used. Other interesting outcomes showed
that peritoneal phagocytes in rats increased in number
when animals were previously habituated to an exer-
cise condition, suggesting a training effect, while a
decrease was perceived when such habituation did not
occur, demonstrating that contrary results may rely on
the presence or absence of previous habituation [12].

On the other hand, other works determined that
the relationship between exercise intensity and health
was inverted, the higher the intensity the more neg-
ative the impact on the exercise performer’s health
[4, 8, 9, 11, 14]. As seen in other work, chronic-
ity plays a role too. Chronic training at moderate
intensity diminished morbidity and mortality in mice
infected with HS V-1 virus, while single bouts of exer-
cise presented no changes on those parameters [7,
10], this protective effect was completely blunted
by depleting macrophages with clodronate encap-
sulated liposomes. Other investigation demonstrated
that, chronic exercise performed moderately was also
related to an enhancement of the phagocytic activ-
ity, increasing the index of the reticule-endothelial
system, glucose consumption and superoxide anion
production in mice, which suggested a more reactive
and highly metabolic state of macrophages in animals
that performed exercise under these conditions [15].

In contrast, chronic exercise performed at a higher
intensity decreased the proportion of these cells in
specific tissues of rat, in addition to affecting neg-
atively their phagocytic activity when compared to
a group of trained rats at a lower intensity and
non-trained [12]. Moreover, a recent investigation
demonstrated that exercise performed to exhaustion,
generated a rise of a pro-inflammatory phenotype of
macrophages (CD14++/CD16+) and a non-classical
one (CD14 +/CD16++), such changes were accom-
panied by a major production of pro-inflammatory
cytokines (IL6 and TNFa) [8]. Further investiga-
tion might be needed to determine which other
aspects could be affected and which mechanisms are
involved.

Neutrophils

This population conforms nearly 60% of the total
cells from the pool in circulation in humans. As major
effectors of the innate immunity [2, 4, 11], neutrophils
became the center of attention of many studies involv-
ing the effects of exercise on the IS.

The information about the effects that exercise
produces on these cells is consistent [2, 11, 13,
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16-18]. In one experiment, an increase of neutrophils
was reported during an exercise bout (resistance and
endurance exercise), which was sustained for up to
9 hours after the exercise quote [2]. Such results
were tested under different conditions, two different
intensities of exercise performed acutely on a single
bout: moderate (70% of ventilation threshold) or high
intensity (90% of ventilation threshold), both cases
turned out to increase the amount of these cells in
circulating blood [18].

Physical activity not only increases the number of
neutrophils in circulation, but also activates them and
turns them into a more reactive state too [16, 17,
19, 20]. This has been tested through the measure-
ment of several markers such as CR3 and FcYIII
(a pattern recognition receptor capable to bind to
bacterial molecules and a receptor that binds to the
Fc fraction of antibodies), and results indicated that
intense exercise increased the expression of these
molecules, suggesting their activation and a more
reactive state towards infections [19]. Nevertheless,
there is information demonstrating that exercise per-
formed at lower intensity decreases the expression of
CD62 L on this cells, an adhesion molecule involved
in the interaction between immune cells and endothe-
lial cells [17], suggesting in this case, an impaired
migration capacity.

Interestingly, some studies focused on the effects
of the chronic performance of exercise showed
a reduction of this cellular subpopulation. In the
same line, one study carried out in fit people (sub-
jects who had worked out for at least 10 years of
enduring exercise) demonstrated that these subjects
possessed a reduced count of circulating neutrophils
at rest compared to age match but non-trained con-
trols. After an acute bout of exercise, the count
of neutrophils increased in both groups, but the
number of cells in the pre-trained group remained
lower than that of the non-trained [16]. Similar
findings were obtained when the phagocytic activ-
ity of neutrophils was examined, demonstrating
that the performance of chronic training is able to
elicit negative, long-term changes in the neutrophil
population.

Moreover, the effects of the regular practice of
exercise at a moderate intensity can be tracked
down after a two months period of exercise detrain
[20]. In this investigation, subjects who were trained
chronically at a moderate intensity, increased several
neutrophil features, such as chemotaxis, phagocy-
tosis, citrate synthase activity and mitochondrial
membrane potential [20].

T-Lymphocytes

This immune cell population has been amply
studied on this subject due to its importance at orches-
trating cell-mediated immune responses, in addition
to the central role that T lymphocytes possess on
adaptive ones [11, 13].

In terms of the impact that exercise has on
this population of cells, a prevalent view suggests
that T-lymphocytes increase during exercise, and
shortly after the training period a slow recovery
is observed [21]. This recovery can reach nega-
tive values when compared to basal measurements
[17, 21-26]. Thereafter these cells seem to follow a
similar dynamic than previously reviewed cell sub-
populations, meaning that changes in T-lymphocytes
vary depending on intensity and duration of the
exercise. For instance, one report suggested that mod-
erate to intense exercise (70-90% of the subject’s
maximal exercise intensity, VO2 max. As estimated
from a preliminary maximal oxygen consumption
test.) promoted an increase of T cells up to 48% in
well-trained individuals [27]. In turn, lower intensi-
ties (under 60% VO2 max.) left this subpopulation
unchanged [17].

Nevertheless, the effects of exercise can also
change the differentiation of T-lymphocytes, decreas-
ing the ratio between CD4 +/CD8+ cells in humans
[18, 27].

As discussed earlier, the relation between high-
intensity exercise and the propensity of getting
upper respiratory tract infections (URTIs), has led
to explore the role that different immune cells have
on this phenomenon, being the T-lymphocytes no
exception. One recent research proved that long
term training at a high intensity (>90% VO2 max.)
increased the proportion of T cells CD4 +/CD25+ in
mice, such effect was not obtained when mice per-
formed at a lower intensity (60% VO2 max. [26]).
In other studies carried out in humans, subjects were
asked to perform until exhaustion (112% VO2 max.),
resulting in an acute decrease in the total popula-
tion of T cells [21]. Some other findings suggest
that a long-lasting performance of physical activity
can also impair T-lymphocytes proliferative capabil-
ities independently of intensity [28]. In addition to
these findings, one recent work demonstrated that
strenuous exercise not only reduced the number of
these cells but also promoted their change to a type
2 profile and to a regulatory type [29]. These results
could partially explain the vulnerability seen in high-
performance athletes.
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In terms of the proliferative capability of these
cells, the consensus stipulates that high intensity exer-
cise impairs T cells proliferation [1, 26, 28, 30],
while moderate-intensity exercise enhances it [1, 31].
Nonetheless, a meta-analysis of 24 selected articles
concluded that long-lasting exercise (>1 hour), simi-
lar to high intensity exercise, impairs the proliferative
response of lymphocytes [28].

On the other hand, the expression of relevant acti-
vation molecules on T cells has been analyzed [17,
23-26, 31]. One experiment was carried out in old
subjects, which showed an increase in the expression
of CD4 + /CD28+ cells in those individuals who were
moderately trained. Being the CD28+ bearer cells
associated with enhanced cytokine production, cell
proliferation and differentiation [25]. In the same line,
T cells from rats trained chronically (6 weeks at 60%
of their VO2 max) increased the expression of CD54
and CD30 molecules, considered by the authors indi-
cators of enhanced activation and migration [31].

Other investigations have focused on the changes
in the production of interleukins by T-lymphocytes,
trying to elucidate if exercise is able to favor profile
1 or 2 [25, 31-34]. Once again, data provided is con-
troversial, albeit the majority of studies report that
moderate-intensity exercise increases the proportion
of T cells producing IFNvy, TNFa and IL6 [25, 33,
34], and diminishes those producing IL.4 and IL10,
(favoring a TH1 response) [32, 33]. On the other
hand, strenuous exercise evokes the opposite effect,
favoring the production of IL10 and IL4 in these
cells. These changes as we will discuss later might
be responsible for a further affectation of the cate-
cholamin, glucocorticoid, and prostaglandin systems
[29].

B-Lymphocytes

This subpopulation is another major component of
the adaptive response against pathogens and besides
that, B cells represent a key component of the humoral
response.

Information of the relation between these cells and
exercise is scarcer than that of T cells, and their abil-
ity to produce immunoglobulins represents another
factor to keep in mind [2, 13, 35].

One group of research described that exercise
at a high intensity, (112% VO2 maximum work
capacity), decreased the amount of these cells [36],
while lower intensities, in a huge range (70-95%
VO2 max.) evoked the opposite effect [27, 37].
Nevertheless, a recent work reported no change in

B-lymphocytes composition independently of the
duration and intensity during an exercise bout (PE,
at 76%, 87%), including a report of a post exer-
cise period of one hour after finishing it [23]. Such
findings may highlight the variability of effects
obtained through different paradigms of exercise.
For example, unlike the effects attained with high
intensities-aerobic-exercise, strength exercise at sim-
ilar intensities increased the amount of circulating
B-lymphocytes [22, 38].

B-lymphocyte’s proliferation responds inversely
to the intensity of the exercise performed, being
increased when moderate exercising tasks are per-
formed chronically (60-75%) and being diminished
at high, strenuous ones [31, 39, 40]. Similarly to
T lymphocytes, strenuous bouts of exercise (100%
VO2 max.) impaired B lymphocytes production of
superantigen B and their proliferative capacity, this
was tested in vitro against Staphylococcus aureus
[40]. These results were related to a redox imbal-
ance in total lymphocytes, which was assessed by
the increase of thiobarbituric acid reactive substances
and a decrease in activity of the antioxidant enzyme
catalase.

On the other hand, an increased reactivity of B
cells related to chronic moderate exercise has been
associated with a major consumption of glucose and
glutamine, as well as a glutamate and aspartate for-
mation [31], which could hint that the opposite effect
produced by high intensity exercise could be partially
explained by the exhaustion of energy reservoirs.

As said before the affectation of B cell’s production
of Ig’s by exercise must be kept in mind, and sev-
eral data stipulates that chronic-moderate-exercise
enhances their production, particularly IgG, IgM and
IgA [31, 41-43], partly though the synthesis of IL4,
IL6, 1110, TNFa and TGF, all of them molecules
involved in the regulation of immunoglobulin’s pro-
duction [31]. In accordance to the previous statement,
voluntary exercise in mice during a period of 43 days
enhanced the production of IgG specific to a previ-
ous exposed antigen up to 1.9 times the amount seen
in the control non-exercised groups. Interestingly the
IgG developed against such antigen possessed a sig-
nificant longer half-life in exercised vs. non exercised
animals [42].

On a different experiment, other molecular mark-
ers reflecting activation on B-lymphocytes have been
analyzed, like CD54 and CD30 molecules, and in this
work moderate-chronic-trainings was able to increase
the expression of both molecules [31], while the
migration marker CX3CRI was found increased only



S. Valencia-Sdnchez et al. / Different Exercise Paradigms and Immunity 191

in subjects submitted to a higher intensity without
reaching strenuous levels [23].

Natural killer cells

Natural killers (NKs) represent the first line of
defense against transformed cells or infected ones,
these cells can act immediately without any previous
activation and due to its role, it is not surprising that
they are widely distributed through all the body [11,
13].

Once more, information about this cell subset and
its relationship to exercise seem to be inconsistent
[27, 30, 36, 44-46]. Nevertheless, a particularity
to be underlined rises: NKs population seems to
be increased by high intensity and exhausting exer-
cise bouts (75-112% VO2 max.) [27, 30, 36]. Some
studies explored the effect of a gradually increasing
intensity of enduring exercise on this cell subpopula-
tion and found that, the higher the exercise intensity
the bigger the amount of NKs that were driven into
circulation, when analyzed in detail, this increase
was particularly given for the CD16 +/CD57+ cells,
markers that suggested a mature NK subpopulation
and with enhanced lytic capacity [18, 47]. Notewor-
thy, such effect was not emulated by two bouts of
exercise performed one after the other, denying an
accumulative effect [24].

Likewise, changes in the function of NKs have
been assessed, and an improvement of their prolifer-
ative capacity was perceived after a strenuous bout of
exercise performed at 112% of maximal work capac-
ity [36]. Similar findings were reported for their lytic
capacity, which was tested on individuals that under-
went an intense exercise quote of 60 minutes [45].
Along with this data a recent study carried outinmice,
determined the effects of voluntary wheel running on
the incidence and growth of tumors. Results showed
areduction of nearly 60% in both parameters in those
mice that ran versus those that did not. Running mice
showed a significantly increased infiltration of NKs
in tumors, and when depleted, the beneficial effects
of exercise were completely blunted, similar results
were achieved when (3 adrenergic and IL6-activity
were blocked [48].

In terms of the molecular mechanisms that might
contribute to the changes in function and composition
induced by exercise on these cells, some data showed
that glutamine oxidation and lactate production are
key on determining an impairment on NK’s function
during exhausting exercise bouts [24, 36].

Cytotoxic T lymphocytes

These cells have been less studied within this topic.
Albeit the effect that exercise elicits on their com-
position has been poorly studied, data once more
contradicts among reports. Some of them suggest-
ing an increase in their quantity in blood, during
and immediately after exercise [2, 3, 13, 27], while
others and more recent studies demonstrated that
they are particularly resistant to change as a conse-
quence of exercise at moderate intensities [39, 43,
46]. Nevertheless, this cells subpopulation like NKs
increase in composition with high-intensity exercise
[27, 49]. And such an increase is favored in those
cells that have been activated, like CD8+/CD62-
/CD11high cells and CD27- cells (alate differentiated
cell marker) [17, 21]. Even though moderate exercise
does not change the composition of cytotoxic T cells,
it enhances their production of IL2, IFN, TNF, IL6,
IL4, and IL10 [5, 49].

Other studies focused on the expression of
apoptotic or migration markers, showed that both
processes were favored by intense exercise. For test-
ing apoptotic processes, Annexin V expression was
estimated at different intensities of exercise, demon-
strating that at high intensities the expression of this
molecule increased, while CX3CR1 molecule, a typ-
ical molecule for reporting migrating cells, arose
at moderate but diminished at high intensities exer-
cise and post-exercise [23, 50]. There is no doubt
that more research needs to be done in regard to
these cells, which perform such an important role in
immune surveillance tasks.

MOLECULAR CHANGES BY EXERCISE
WITH IMMUNE-MODULATORY
RELEVANCE

Several molecular pathways that are activated by
exercise potentially affect several immune aspects.
This statement arises the problem of considering how
these molecular changes, belonging to different sys-
tems, overlay and interact to generate positive or
negative feedbacks that impact on different processes
of the IS function.

The amount of systemic changes produced in the
body by physical activity is huge, involving the CNS,
endocrine system, and immune system among others
that have been less explored. The biochemical con-
sequences of exercising could explain not only the
changes in composition or functionality of specific
immune subpopulations but they can provide answers
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about the dual effect shown by exercise at different
intensities over the immune system.

Among the consequences of physical activity, we
encounter the fall of glycogen content in skele-
tal muscles, which along with the accumulation of

intracellular calcium and the augmentation in the for-
mation of reactive oxygen species [51], causes the
synthesis and release of IL6 from skeletal muscles,
also known as myokine [52]. The increase of IL6
albeit transient can augment up to 100-fold its lev-
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els at rest, depending on the time or intensity of the
exercise performed [13, 51].

Concomitantly, this transient increase in IL6
induces the rise of the anti-inflammatory cytokines
IL10 and IL1 Receptor Antagonist (IL1 RA). ILIRA
is secreted mainly by monocytes and macrophages
and inhibits the activity of IL1[3, a potent detonator
of pro-inflammatory responses [51, 53]. IL10 is pro-
duced by a wide variety of leukocytes, including T
cells, B cells, monocytes, macrophages, and dendritic
cells, and its functions focus on the downregula-
tion of adaptive immune responses and inflammation,
through the decrease in the expression of molecules
such as MHC, ICAM I, CD80 and CD86 on antigen-
presenting cells (APC, [32, 51]).

The increase of IL6 levels in circulation can pro-
mote the release of cortisol from the adrenal glands
[53], an important effector of the endocrine system,
and also a product of the activation of the hypothala-
mus Pituitary Adrenal Axis (HPA), which reinforces
an anti-inflammatory profile of the IS on a systemic
level [51, 54].

Another factor to consider is that performing
exercise and physical activity elicit an incre-
ment of glucocorticoids and catecholamines on
a systemic level, this being carried out through
the activation of the HPA axis and from affer-
ent impulses sent by working muscles which in
turn increase the sympathoadrenal activity. Both
glucocorticoids and catecholamines reinforce the
anti-inflammatory systemic response evoked by IL6
through the downregulation of TNF and IL1J3
[32, 51, 54, 55].

In terms of energetic metabolism, exercise devel-
ops adeficitin energy sources that must be considered
[56]. Glucose consumption by the brain, muscles and
other organs lessen the systemic glucose levels, which
in turn can condition the activation, growth, prolif-
eration and inflammatory profile of several immune
cells, including all of the above mentioned [57-59].
Moreover, many cells like macrophages, T cells, B
cells, and neutrophils, while in a quiescent state, rely
preferentially on oxidative and mitochondrial mecha-
nisms to obtain the energy they need. When activated,
these cells change their metabolic profile switching to
glycolysis as their main source of energy, which albeit
less efficient at producing ATP molecules, is a faster
process and transforms pyruvate into lactate which
affects glycolysis positively [15, 36, 56, 58, 59]. One
major factor that allows this switch to take place is the
increased expression of the glucose transporter Glut
1 in the membrane of these cells [57, 59].

A decrease in glucose availability in the extra-
cellular space directly interrupts glycolysis, which
undermines leukocyte growth, activation, prolif-
eration, and even favors their turning into an
anti-inflammatory phenotype [36, 57, 58]. Glycolytic
enzyme GAPDH, when not engaged in glycolysis
can bind to TNFy mRNA post-transcriptionally and
block its translation [57, 59].

Several other factors released or depleted during
exercise may contribute to influencing the immune
response, thereafter more integrative studies must be
carried out to increase our understanding of it and
even to take advantage of its full potential.

DISCUSSION/CONCLUSION

As has been discussed, the amount of information
produced in the past regarding the ways exercise can
produce an impact on health, and more specifically
on the immune system, is vast and increasing, as it
becomes clearer that exercise is a key factor to induce
and maintain health, thereby gaining all the benefits
that come with it. Such benefits are perceived even at
a global economic level.

As seen in other fields of knowledge, the way of
approaching this subject has evolved. In the very
beginnings, major immune system aspects were stud-
ied, and now specific changes in the production and
expression of molecules arise as the focus of many
pieces of research.

A major issue to consider that we tried to
emphasize in this review, is the difficulty to repli-
cate the general conditions and parameters used in
each methodology, thereafter generating variation in
the data obtained. This variation can be partially
explained by the fact that exercise is a complex pro-
cess that impacts on pretty much every system of an
organism, thereafter becoming a complex task to inte-
grate and consider every factor that impinges upon the
immune system. Regarding this issue, one objective
of this review has been to highlight the importance of
the relationship between, intensity, duration and type
of exercise performed. In this context, studying the
impact of different intensities of exercise raises more
questions than answers, particularly at the molecular
level.

High-intensity exercise diminishes the number of
cells in various immune cell subsets, particularly
from the lymphoid lineage [21, 29, 36], and also
polarizes them towards a less reactive phenotype,
increasing their production of type 2 interleukins [26,
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31]. These changes have shed light to understand how
such intensities promote a susceptibility of suffering
URTT’s, as seen in high performance athletes [7, 8, 14,
60]. On the contrary, moderate exercise reduces the
possibility of contracting them, as well as improving
the ability of the IS to eliminate transformed cells [9,
15, 25, 33]. Moreover, it also favors the production
of type 1 interleukins in several cell subpopulations
[34].

Up to date, the impact of exhausting exercise on the
immune system seems to reside, at some level, on the
expenditure of energy-related molecules that become
low during and after the exercise bout [56, 57]. The
availability of these energy substrates in the blood
decreases proportionally to the intensity and/or dura-
tion of the exercise performed, thereby, impairing the
response of several immune components. Another
related pathway between exercise intensity/duration
and immune function relays on catecholamine release
and other stress-related molecules [3, 13, 51]. One
fact to underline is the emergence of different
responses that individual cell subpopulations of the
IS exhibit due to different sensitivities to the bio-
chemical changes as consequences of the exercise
[13].

On the other hand, exercised performed moder-
ately increases the amount of some immune cell
subsets as shown in this review [12, 27, 37], and
opposite to those effects developed when exercise is
performed at higher intensities, reducing the proba-
bility of contracting URTT’s [4, 9, 21]. Nevertheless,
information regarding the changes in the composi-
tion of these cells not only seems to be inconsistent
but poorly relevant for predicting the efficiency of
the IS when challenged. For this reason, focusing
our attention towards the functional aspects of each
individual cell subset and the whole system might
represent a more objective path to face this problem.
In general, cells from the IS seem to perform better
in those subjects who have undergone moderate-
intensity exercise [7, 10, 15, 31, 42], and in some
cases even better results were obtained when subjects
performed it chronically [26, 31, 42, 48, 61].

In accordance, the interleukine production is also
modulated by the exercise. While high-intensity exer-
cise directs many cells towards a Th2 profile [29,
34], mainly lymphocytes, moderate-intensity exer-
cise favors the production of Thl interleukins [25,
33]. This phenomenon highlights the importance of
a context for subjects who exercise, whether sub-
jects are healthy or not, or if it is an infectious or an
autoimmune disease, researches will need to expand

the knowledge on this area to warn about risks and
benefits of exercising and whether it can be used as
a therapy replacement, as it has already been proven
against metabolic diseases [62, 63].

Lastly, the integration of more molecular variations
with immunomodulatory relevance during exercise
is a fertile field to expand our comprehension on
this topic. Other systems need to be considered, like
the nervous system, which releases neurotransmitters
and growth factors which interact with the cells and
organs of the IS during and after an exercise bout [51,
55, 64, 65], or the cannabinoid system which has been
proven to change during and after the exercise period
and in recent works denominated an immunomodu-
lator system [66—69].
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