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RESUMO

O objectivo deste estudo foi analisar as alteracbes bioquimicas agudas
induzidas por trés diferentes provas de triatlo (Triatlo Longo - TL; Triatlo
Olimpico - TO e Triatlo Sprint - TS). Foram avaliados os comportamentos de
diversos biomarcadores enzimaticos, hematolégicos, de stresse oxidativo e da
funcdo imune em atletas masculinos de triatlo. A amostra foi constituida por 30
atletas (31,5 +1,2 anos de idade; 69,3 +1,9 kg de peso; 177,7 £1,4 cm de
altura; 22,0 £ 0,8 de IMC; 10,1 * 2,2 %GC), divididos em grupos de 10 atletas
por prova, subdivididos em 2 grupos de 5 atletas, de acordo com o nivel
competitivo (Elite e ndo-Elite). Foram recolhidas amostras de sangue venoso
periférico antes e imediatamente apos a realizacdo das respectivas provas. Os
procedimentos estatisticos incluiram a média, desvio-padréo, os testes néo-
paramétricos de Wilcoxon para medidas repetidas e Mann-Whitney para
amostras independentes e o coeficiente de correlacdo de Spearman. Os
resultados foram tratados e analisados nos programas Excel™2000 e SPSS™.
Versdo 16.0. O nivel de significancia foi estabelecido em 5%. A prova de TL
induziu os aumentos mais pronunciados da actividade da enzima CK e do
namero de leucdcitos circulantes em ambos 0s grupos experimentais, sendo
estes aumentos proporcionais a duracdo das provas e mais acentuados nos
triatletas dos grupos ndo-Elite. O maior incremento da actividade da enzima
AST nos Triatletas nao-Elite foi verificado na prova de TL. A prova de TS
induziu o maior aumento da actividade da enzima GGT nos triatletas de Elite.
Foram verificados aumentos da CGR, Hb, HGM, CHGM e diminuicdo do VGM
nos triatletas de Elite ap6s a prova de TL. Ap6s a prova de TO, foram
constatados aumentos da Hb e CHGM nos triatletas de Elite. Foram
encontradas, nas provas de TO e TS, diferencas significativas entre os grupos
relativamente aos valores basais de Hb e RDW. A prova de TL induziu nos
triatletas n&o-Elite uma diminuicdo do ratio CD4/CD8, sendo também
observados aumentos das concentragdes dos linfocitos TCD3'CDS8,
TCD4'reg,TCD4'CD69*, TCD8'CD28" e TCD8'CD45R0O(p<0.05). Ambos 0s
grupos de triatletas registaram aumentos da concentracdo de linfcitos
TCD4"45R0O" apds a prova de TO. Foram constatadas evidéncias de stresse
oxidativo nos triatletas de Elite durante as provas de TL e TS. Ambos os grupos
experimentais apresentaram aumentos do TAS na prova de TO e das
concentracdes plasmaticas de AU na prova de TS (p<0.05). Em concluséo,
verificamos que a intensidade e a duragcéao das provas de triatlo condicionam as
respostas dos biomarcadores em funcéo do nivel de treino dos triatletas.

Palavras-chave: TRIATLO, ACTIVIDADE ENZIMATICA, INDICADORES
HEMATOLOGICOS, SISTEMA IMUNE, STRESSE OXIDATIVO.
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ABSTRACT

This study’s goal was to analyse the acute biochemical changes inducted by
three different performances of triathlon (Long Distance Triathlon — LDT,;
Olympic Triathlon — OT and Sprint Triathlon - ST). The behaviour of several
enzymatical and haematological biomarkers, of oxidative stress and immune
function in triathlon male athletes was assessed. The sample comprised 30
athletes ( 31,5 + 1,2 years old, ; 63,3 £ 1,9 kg weight ; 177,7 £ 1,4 cm height;
22,0 + 0,8 Body Mass Index ; 10,1 + 2,2 % Body Fat),divided into 10 athlete’s
group per performance and subdivided into 2 groups of 5 athletes each
according the performing level ( Elite and non Elite). Samples of peripheral
venous blood were taken before and immediately after the performances. The
statistics procedures included the average and the standard deviation, Wilcoxon
non- parametric tests for repeated measures and Mann - Whitney for
independent samples and the Spearman’s rank correlation coefficient.
Excel™2000 and SPSS™ Version 16.0 programs were employed to care and
analyse the outcomes. The significative level was established in 5%. The
highest raising of Ck enzyme activity and the number of circulating leucocytes in
both experimental groups was inducted by LDT performance, being these
increasing proportional to performance’s length of time and higher on Non Elite
groups. The AST enzyme highest activity increasing on Non Elite Triathletes
was shown on LDT performance. The ST performance inducted the highest
raising of GGT enzyme on Elite Triathletes. After LDT performance the Elite
Triathletes evidenced increasing on CGR, Hb, HGM, CHGM and a shortening
on VGM. After the OT performance the Elite Triathletes gave evidence of
increasing of Hb and CHGM. Significative differences were found between the
groups concerning the base values of Hb and RDW when performing the OT
and the ST. The Long Distance Triathlon led to a shortening of CD4/ CD8 ratio
on Non Elite Triathletes and to an increasing of lymphocyte concentration
namely = TCD3'CD8",  TCD4'reg,TCD4'CD69",  TCD8'CD28"  and
TCD8'CD45RO*(p<0.05). Both groups gave evidence of TCD4'45RO"
lymphocyte concentration increasing after the Olympic Triathlon performance.
During the LDT and ST performances evidence of oxidative stress were shown
among Elite Triathletes. Both experimental groups gave proof of TAS increasing
during the OT performance and of Au plasmatic concentrations during the ST
(p<0.05). The outcomes show that the intensity and the time length of triathlon
performances work as conditioners upon the biomarkers responses concerning
the Triathletes training level.

KEYWORDS: TRIATHLON, ENZYMATIC ACTIVITY, HAEMATOLOGICAL
MARKERS, IMMUNE SYSTEM, OXIDATIVE STRESS.
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RESUME

Le but de cet étude a été d’analyser les changements bioquimies aigues induits
par trois compétitions différentes de triathlon (Triathlon de Long Distance —
TLD ; Triathlon Olympique TO et Triathlon Sprint — TS). Les conduites des
distincts biomarqueurs enzymatiques et hématologiques, du stresse oxydative
e de la fonction immun des athlétes masculins de triathlon on été estimés.
L’échantillon a été composée par 30 athlétes (31,5 £1,2 ans ; 69,3+ 1,9 Kg de
poids ; 177,7+ 1,4 cm hauteur ; 22,0 £ 0,8 IMC ; 10,1 £2,2% GC), divisés en
groupes de 10 athletes par compétition, subdivisés en 2 groupes de 5 athletes,
d’accord avec le niveau compétitive (Elite et non Elite). On été recueillies des
échantillons de sang veineux périphérique avant et immédiatement aprés les
compétitions. Les procédés statistiques ont comporté la moyenne, la déviation
standard, les tests non — paramétriqgues de Wilcoxon pour mesures répétitives
et Mann — Whitney pour des échantillons indépendantes et le coefficient de
corrélation de Spearman. Les résultats ont été soignés et analysés par les
programmes Excel™2000 et SPSS™ version 16.0. Le niveau de signification a
été établi en 5%. La performance de TLD a provoqué l'augmentation plus
prononcée de lactivité de I'enzyme CK et du numéro de leucocytes en
circulation en tous deux groupes expérimentaux, en étant cettes augmentations
proportionnels a la durée des compétitions et plus intensifiées dans les
triathlétes des groupes non Elite. Le plus grand accroissement de I'activité de
'enzyme SAT dans les triathlétes non Elite a été constaté dans la compétition
de TLD. La compétition de TS a induite la plus grande augmentation d’activité
de 'enzyme GGT dans les triathlétes d’Elite.

Ont été constatés des accroissements de CGR, Hb, HGM, CHGM et diminution
du VGM dans les triathlétes d’Elite aprés la compétition de TLD. Aprés la
compétition de TO, ont été constatés les accroissements de Hb et CHGM dans
les triathlétes d’Elite. Ont été trouvées dans les compétitions de TO et TS, des
différences importantes entre les groupes, en concernant les valeurs de base
de Hb et RDW. La compétition de TLD a provoquée dans les athlétes de Non
Elite une décroissance du ratio CD4/CD8, en étant aussi visualisés des
accroissements dans les concentrations des lymphocytes TCD3'CD8", TCD4"
reg, TCD4"'CD69", TCD8'CD28" et TCD8'CD45R0O"(p<0.05). Tous les deux
groupes ont registré des agrandissements de la concentration de lymphocytes
TCD4%45RO" aprés la compétition de TO. Ont été constatées des évidences de
stress oxydatif dans les triathlétes d’Elite pendant les compétitions de TLD et
TS. Tous les deux groupes d’expérimentation ont présenté des accroissements
du TAS dans la compétition de TO et des concentrations plasmatiques d’AU
dans la compétition de TS (p<0.05). Les résultats obtenus mettent en évidence
que lintensité et la durée des compétitions de triathlon conditionnent les
réponses des biomarqueurs en regardant le niveau d’entrainement des
triathlétes.

MOTS- CLEF: TRIATHLON, ACTIVITE ENZYMATIQUE, MARQUEURS
HEMATOLOGIQUES, SYSTEME IMMUN, STRESS OXYDATIF.
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Introducéo

1. Introducéo

Os sistemas biolégicos respondem aos diferentes estimulos
provenientes do exercicio fisico levando a adaptacdes que se traduzem
num incremento da capacidade funcional do atleta. Dentro desta
perspectiva, a problematica traduz-se no nivel da agressao sofrida pelo
organismo, que embora possa apresentar-se transitoria, é tanto mais
expressiva quanto mais severa for a intensidade do exercicio,
considerada esta como intensidade propriamente dita ou como duracao
de uma dada intensidade. A pratica do triatlo implica a realizacdo de trés
diferentes desportos desenvolvidos em regime aerdbio (natacao,
ciclismo e corrida), podendo por vezes, prolongar-se por mais de 10
horas com intensidades superiores a 65% VO2max (Cleave et al., 2001;
Laursen et al., 2001; Laursen et al., 2002; Neumayr et al., 2002; Basset
e Boulay, 2003; Hue et al., 2003). Estudos tém demonstrado que atletas
de esforcos prolongados apresentam reducdes na taxa de concentracao
de hemoglobina, contagem eritrocitaria e hematdécrito (Keizer et al.,
2005; Noakes et al., 2007). E geralmente aceite, que tais alteraces
decorram de um desproporcional aumento do volume plasméatico
relativamente a massa eritrocitaria (hemodiluicdo) em resposta aos
treinos continuos vigorosos (Green et al.,, 1991). Contudo, baixos
valores de hematdcrito mostram-se significativamente correlacionados
com as melhores prestacbes em provas de endurance (Pizza et al.,
1997; O Toole et al., 1999; Sawka et al., 2000; Schumacher et al., 2000;
Nagao et al., 2002; Mujika et al., 2004; Rietjens et al., 2005; Skenderi et
al., 2006), o que valoriza funcionalmente a hemodiluicdo induzida pelo
treino de resisténcia aerdbia. No entanto, a superior capacidade de
utilizacdo metabolica do oxigénio esta relacionada com o incremento da
producdo de espécies reactivas que acentuam o stresse oxidativo
(Pallazetti et al., 2003). Neste sentido, tem sido referido por diversos
autores que a realizacdo de esforgos fisicos, particularmente de elevada
intensidade, fomenta a formacdo acrescida de radicais livres de

oxigénio, provocando a instalacdo de um desequilibrio oxidante/anti-
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oxidante que conduz a perda do controlo da respiracdo mitocondrial,
desencadeando altera¢des funcionais e estruturais das cadeias lipidicas
das membranas celulares, resultando no aumento da sua
permeabilidade e perda da homeostasia celular (Pollack e
Leeuwenburgh, 2000; Leeuwenburgh e Heinecke, 2001; Banerjee et al.,
2003; Cadenas, 2004; Benard e Rossignol, 2008a).

Actualmente, as provas de triatlo também tém merecido atencéo
relevante no que concerne ao estudo da performance em funcdo das
alteracdes de diversos biomarcadores, principalmente nas provas do
triatlo Ironman (3,8 km/180 km/42,2 km), de forma a possibilitar uma
melhor compreensdo da relacdo destes indicadores com importantes
variacdes na funcado neuromuscular, actividades enzimaticas e respostas
hematologicas (Palazzetti et al., 2003; Chenaoui et al. 2004; Kuipers et
al., 2005; Armstrong et al., 2007). Adicionalmente, diversos estudos tém
sugerido uma relacédo entre a susceptibilidade aumentada as infeccoes e
a pratica regular de exercicios intensos ou competicfes exaustivas,
resultando em alteracdes significativas nos sistemas endécrino, nervoso
e imunologico dos atletas (Moldeveanu et al., 2002; Nemet et al., 2003;
Nieman et al., 2004; Gleeson, 2005; Nieman et al., 2005; Finaud, 2006).
Estudos realizados com nadadores de elite verificaram um aumento da
incidéncia de infeccdes nas vias aéreas superiores (IVAS), tendo sido
evidenciados, ap6s as provas, aumentos expressivos da concentracao
leucocitaria, expressos principalmente pelo aumento de neutroéfilos,
acompanhados da reducao da concentracao de imunoglobulina A (Ig A),
para além de alteracdes na actividade citotoxica das células NK (Shinkai
et al., 2003; Ahmed et al., 2004). Contudo, o comportamento dos
indicadores bioquimicos, hematolégicos e imunoldgicos parece
apresentar uma elevada variabilidade inter-individual em funcéo do nivel
de treino dos atletas, estando directamente relacionado a especificidade
da intensidade e duracdo do esforco realizado.

Perante os pressupostos apresentados, o propésito central deste estudo
foi verificar, em atletas masculinos de triatlo de elevado nivel
competitivo (Elite) e praticantes regulares (nao-Elite), o efeito de

diferentes provas de triatlo (Triatlo Longo - TL, Triatlo Olimpico - TO e
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Triatlo Sprint - TS) na modulacdo da resposta aguda de diversos
biomarcadores enziméaticos, hematoldgicos, de stresse oxidativo e da
funcdo imune, de modo a proporcionar uma melhor compreensdo dos
distarbios homeostéaticos induzidos pelo exercicio fisico prolongado e
intenso e suas respectivas repercussdes sistémicas.

A estrutura do presente estudo inclui a sua divisdo em oito capitulos.
Deste modo, a fim de distribuir didacticamente cada capitulo da
dissertacdo, seguiu-se a seguinte ordenacao e descricao:

Capitulo 1 (Introducdo) - Descreve o0 enquadramento tedrico,
pressupostos e o propdsito da investigacdo que levaram a realizacao
deste trabalho, referindo a sua pertinéncia e respectiva estruturacao.
Capitulo 2 (Revisdo da Literatura) — Descreve de forma detalhada, o
enquadramento tedrico conceptual da temética, com a definicdo dos
principais conceitos abordados na dissertacdo relacionados a alteracao
das diferentes actividades enzimaticas e parametros hematoldgicos
induzidos pelo exercicio fisico de diferentes intensidades e duracdes,
assim como a influéncia de diferentes esforcos na modulacdo da
resposta dos sistemas antioxidante e imune em atletas de diferentes
niveis de competicao.

Capitulo 3 (Objectivos) — Contempla os objectivos do estudo (geral e os
especificos), assim como as varidaveis que estdo na origem de todo o
trabalho préatico.

Capitulo 4 (Material e Métodos) — Relata a devida caracterizacdo dos
atletas das amostras estudadas, descreve o referido procedimento
experimental utilizado na investigacdo, juntamente com descriminacao
dos materiais empregados e dos respectivos procedimentos estatisticos
adoptados ao longo deste trabalho.

Capitulo 5 (Resultados) - Apresenta de forma didactica e concisa a
descricdo dos resultados obtidos nas respectivas provas de triatlo
analisadas.

Capitulo 6 (Discussdo) — Descreve uma discussao dos principais
resultados através da analise e interpretacdo dos dados, tendo em conta
0 quadro conceptual de referéncia da literatura consultada.
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Capitulo 7 (Conclusbes) — Concretiza a analise de todo o processo de
investigacdo com a apresentacdo sintética das conclusdes do estudo, de
forma a responder aos objectivos propostos.

Capitulo 8 (Bibliografia) — Relata a base cientifica da presente
investigacdo, através das referéncias bibliograficas consultadas para a
realizacao deste estudo.
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2.Revisdo da Literatura

2.1 O exercicio fisico como modelo indutor da lesdo muscular esquelética

E consensual na literatura, que a pratica regular do exercicio fisico de
intensidade moderada constitui um importante beneficio para o organismo
humano (Tricoli, 2001; Yu et al., 2002; Mougius, 2007; Foschini et al., 2008).
Contudo, a realizacdo de esforcos fisicos de elevada intensidade e longa
duracdo podem representar uma importante forma de agressdo ao tecido
muscular esquelético, perturbando a homeostasia das fibras musculares e
provocando o surgimento de lesbes musculares caracterizadas por alteragdes
morfolégicas miocelulares (Ebbeling e Clarkson, 1989; Fridén e Lieber, 1992;
Margaritis et al., 1997; Clarkson et al, 2002).

O aumento da actividade sérica de determinadas proteinas musculares como a
creatinaquinase (CK), a desidrogenase lactica (LDH), a mioglobina (MG), a
aspartato-aminotransferase (AST) e a presenca de fragmentos de cadeia de
miosina pesada consequente a realizacdo de esforgos fisicos, representam
indicadores de alteracdo na permeabilidade da membrana celular, permitindo,
ainda que indirectamente, determinar o grau de agressdo imposto pelo
exercicio (Sayers et al., 2000; Clarkson et al, 2002; Mikami et al., 2002;
Skenderi et al., 2006; Mougios, 2007; Brancaccio et al., 2007). Adicionalmente,
o aumento do volume mitocondrial, a activacdo das células satélite e dos
fibroblastos com evolugéo para mioblastos, a alteracéo do padrao estriado das
fiboras musculares, o surgimento de areas de necrose segmentar e nucleos
centrais, a activacao lisossomica e a disrupgao e vacuolizacdo sarcoplasmética
constituem algumas alteracdes histolégicas musculares induzidas pelos
esforcos fisicos intensos, principalmente aqueles nos quais se verifica uma
elevada incidéncia de contrac¢bes excéntricas (Fridén e Lieber, 1992; Duarte,
1993; Lieber e Fridén, 1993; Clarkson e Newham, 1995; Tricoli, 2001; Peake et
al, 2005; Liu et al., 2005). Efectivamente, os danos a fibra muscular sdo
atribuidos a desorganizacdo na estrutura das miofibrilas incluindo a ruptura,
alargamento ou prolongamento da linha Z (Newhan et al., 1987; Friden e

Lieber, 1992). No entanto, tem sido referido que filamentos intermediarios como
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a desmina sejam igualmente susceptiveis a leséo (Lieber et al., 1996; Friden et
al., 1998, 2001). Estas alteracdes possuem, de uma forma geral, um caracter
localizado e reversivel, que resulta numa perturbacdo transitéria da
homeostasia das fibras musculares (Armstrong et al.,, 1991; Pedersen e
Bruunsgaard, 1995). Neste sentido, alguns autores tem sugerido que a
quantidade de fibras lesadas e os diferentes mecanismos de lesdo muscular
parecem estar relacionados a factores como o tipo e forma de inervacdo do
muasculo e as caracteristicas do exercicio realizado (Mac Intyre et al., 1995;
Kirolainen et al.,, 1998). Dentro desta perspectiva, as fibras musculares
glicoliticas tipo llb, presentes nos musculos extensores, se apresentam como
as mais susceptiveis a agressdo imposta pelo exercicio (Kirolainen et al.,
1998). O referido padréo de distribuicdo das lesbes, baseado no perfil da fibra
muscular, podera estar relacionado com o caracter selectivo do recrutamento
das unidades motoras, durante a realizacdo do exercicio fisico (Duarte, 1989;
Fridén e Lieber, 1992)

A agressao e lesdo tecidual induzidas pelo esforco de elevada intensidade
promovem uma resposta inflamatdria aguda caracterizada por um conjunto de
reacgdes sistémicas humorais, designada de “resposta de fase aguda”, a qual
constitui um importante indicador da ocorréncia de reaccao inflamatéria tecidual
motivada pelo exercicio fisico (Cannon et al., 1989; Cannon et al., 1990). Esta
infiltracdo das células inflamatorias, nomeadamente neutrdéfilos, linfécitos e
mondcitos (Almekinders e Almekinders, 1992) para o tecido lesado recebe a
denominacdo de “degeneracdo extrinseca” e tem como fungao principal a
remocado dos agentes agressores, a fagocitose dos detritos resultantes da
destruicdo celular e a preparagdo dos tecidos para a posterior reparacao
(Evans e Cannon, 1991; Almekinders e Almekinders, 1992; Macintyre et al.,
1995). Todavia, em resposta a este processo inflamatorio, observa-se um
agravamento das alteracdes das estruturas lipidicas e proteicas das células
lesadas, acentuando de forma significativa a destruicdo das fibras musculares,
quer pela accdo das enzimas proteoliticas e lisossomicas ou através das
espécies reactivas de oxigénio libertadas pelos leucocitos (Appell et al., 1992;
Lieber et al., 1994).

Paralelamente aos processos de degeneracdo e as alteragbes estruturais e

ultra-estuturais do tecido muscular esquelético, € possivel a constatacdo de
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evidéncias de lesdo muscular a partir de marcadores indirectos, dentre os quais
se salientam a sensacdo retardada de desconforto muscular, reducéo
prolongada da for¢ca muscular, diminuicdo da amplitude articular do movimento
e 0 aumento da actividade e da concentracdo de determinadas proteinas
musculares (Newham et al., 1987; Ebbeling e Clarkson, 1989; Armstrong et al.,
1991; Friden e Lieber, 1992; Yu et al., 2002).

2.2 Estudo dos biomarcadores enzimaticos

2.2.1 Aumento da actividade e concentracdo das enzimas séricas

A prestacdo de um atleta numa determinada prova pode ser condicionada por
uma diversidade de factores. A refinada coordenag¢do neuromuscular, a forga e
a resisténcia musculares constituem factores determinantes para o sucesso em
provas de endurance (Landers et al., 2000; Spiropoulos e Trakada, 2003;
Bentley et al., 2003). Nesta perspectiva, a capacidade de adaptacéo do tecido
muscular ao exercicio, expressa através da cinética enzimatica, assume
relevante importancia na performance do atleta, fornecendo importantes
indicacdes do grau de adaptacdo metabdlica e bioquimica do organismo frente
as diferentes exigéncias impostas pelo exercicio fisico (Nosaka e Clarkson,
1994; Margaritis et al., 1997; Hoffman et al., 2005).

Tem sido frequentemente referido na literatura, o aumento da actividade sérica
de proteinas musculares e hepaticas no periodo subsequente a realizacdo de
esforgos prolongados e intensos (Padilla et al., 2000; Halson et al., 2002; Wu et
al., 2004; Rietjens et al., 2005; Mougios, 2007; Brancaccio et al., 2007).

A difusdo de proteinas intracelulares para o0 espaco extra-celular e
consequentemente para a circulacdo sanguinea esta relacionada com a perda
da integridade do sarcolema e das demais estruturas teciduais em decorréncia
de agressbes metabdlicas (Armstrong, 1984; McCully, 1986; Duarte, 1993) e
mecanicas (Ebbeling e Clarkson, 1989; Armstrong et al., 1991; Duarte, 1993)
induzidas pelo exercicio. Adicionalmente, importa referir que de acordo com
Armstrong et al. (1991), a elevada temperatura produzida em resposta ao
grande numero de reaccdes quimicas pode alterar a estrutura proteica e a

fluidez da membrana lipidica, conduzindo a modificagdes idnicas celulares,
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comprometendo desta forma o seu funcionamento normal. De acordo com
estes mesmos autores, a reducao dos niveis de ATP anexos ao sarcolema ou
ao reticulo sarcoplasmatico, constitui também um factor que pode comprometer
a homeostasia de determinadas estruturas ao nivel da fibra muscular. Assim
sendo, os esforcos prolongados podem também originar lesées nos grupos
musculares solicitados, tendo como precursores a deplecdao de substrato
energético e o aumento da temperatura intramuscular (agressao térmica).
Relativamente a amplitude destas alteracfes estruturais, factores como a
duracdo e a intensidade do esforgco, assim como o tipo predominante de
contraccdo muscular realizada, parecem condicionar a dimensdo e
variabilidade estrutural e sintomatolégica das lesdes musculares (Mougios,
2007; Bracaccio et al., 2007). Neste sentido, a realizacdo de esforcos fisicos
exaustivos que evidenciem uma grande incidéncia de contrac¢cdes musculares
excéntricas constitui uma importante forma de agressao ao tecido muscular
esquelético, induzindo nas fibras musculares solicitadas, elevadas tensfes de
stresse mecanico, comprometendo diversas estruturas, em particular o
sarcolema e a membrana do reticulo sarcoplasmatico (McCully, 1986; Duarte e
Soares, 1991; Appell et al., 1992; Friden e Lieber, 1992).

Relativamente a actividade e concentracdo das proteinas presentes no figado,
salienta-se o facto dos sinuséides hepaticos ndo possuirem membrana basal e
os endotélios apresentarem uma vasta porosidade, o que permite nos casos de
alteracdo hepatocelular e comprometimento dos canais biliares, um aumento
dos valores séricos destas proteinas na circulacdo sanguinea (Giercksky et al.,
1999). Esta disposi¢do anatémica apresentada pelo figado permite, em parte,
justificar a ocorréncia de uma alteragdo precoce das concentracdes
plasmaticas das proteinas hepaticas, podendo em determinados casos, indiciar
o surgimento de lesdes agudas (Giercksky et al., 1999).

Diversas lesbes hepaticas originadas por traumatismos s&o, na sua grande
maioria, calcio-dependentes e envolvem a interac¢cdo com o citocromo P- 450,
resultando na formacao de espécies reactivas de oxigénio (ERO) e metabdlitos
toxicos para as ceélulas (Nishikawa, 1994; Kedderis, 1996). Estas espécies
reactivas, ao se ligarem de forma covalente em determinados pontos da
membrana celular dos hepatdcitos, promovem a lipoperoxidagédo, alterando a

morfofuncionalidade das mitoc6ndrias, modificando o calcio intracelular com a
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activacdo de proteinas catabodlicas de efeito celular potencialmente deletério,
dentre as quais importa salientar as fosfolipases, ATpases e proteases
envolvidas no transporte transmembranar e na sintese de proteinas,
necessarias a renovacao dos fosfolipidos (Nicotera, 1992; Gincel, 2001). Em
resposta a estas alteracdes, podem ser observados aumentos dos niveis
plasméticos de proteinas como a alanina-aminotransferase (ALT), aspartato-
aminotransferase (AST) e gama-glutamiltranspeptidase (GGT), as quais
constituem importantes marcadores da funcdo hepatica.

No entanto, o estado de treino do individuo constitui uma das determinantes do
tipo e grau de resposta da actividade sérica ao esforco, podendo em
decorréncia de uma exposicdo regular e sistematica a determinados estimulos,
promover adaptacdes de caracter duradouro e especifico, possibilitando a
realizacdo de uma resposta motora mais eficiente, mantendo as condi¢bes
homeostéaticas fundamentais (Nuviala, 1994). Este fendbmeno € actualmente
referido na literatura como efeito protector da carga repetida (Lieber et al.,
2002).

A creatinaquinase (CK), a aspartato-aminotransferase (AST), a alanina-
aminotransferase (ALT) e a gama-glutamiltransferase (GGT) s&o enzimas com
actividade nas fibras musculares e nos hepatécitos e tém sido conjuntamente
referidas na literatura especializada como indicadores de lesbes provocadas
pelo exercicio fisico (Skenderi et al., 2006; Brancaccio et al., 2007; Foschini et
al., 2007).

2.2.1.1 Creatinaguinase (CK)

E uma enzima intracelular, catalisadora da formacdo e degradacdo da
fosfocreatina (CP) nas fases iniciais do exercicio, permitindo a ressintese do
ATP consumido pelo mecanismo de contraccdo muscular (Maughan et al.,
2000).

A CK consiste numa proteina globular dimérica composta de duas subunidades
(B e M) de peso molecular 43 kDa, e encontra-se presente na parte externa da
membrana mitocondrial e nas solugbes citosdlicas ligada as proteinas
contracteis do sarcOmero e apresenta na sua estrutura, trés formas iso-

enzimaticas: a CK-MM, predominante no musculo-esquelético; a CK-MB, forma
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hibrida, presente principalmente no musculo cardiaco, considerada como um
bom indicador de lesdo no miocardio e a CK-BB, predominante no cérebro, e
em pequenas concentracdes na bexiga e no estdbmago (Fredericks et al.,
2002).

O aumento da concentracdo plasmatica da enzima CK decorre da alteragdo na
permeabilidade da membrana da célula, sendo considerada um indicador de
protedlise muscular relacionada com a intensidade e duragdo do exercicio,
apresentando um pico maximo de actividade sérica no periodo entre 24 e 48
horas apos a realizacdo do esforgo (Clarkson e Hubal, 2002). De facto, dada a
sua elevada dimensao, nédo se verifica a passagem directa da enzima CK do
intersticio muscular para o sangue capilar, o que obriga a sua drenagem pela
via linfatica, justificando desta forma o seu surgimento tardio na circulacao
sanguinea (Ebbeling e Clarkson, 1989).

O aumento dos niveis da CK pode também dever-se as alteracdes da
membrana da célula muscular, possivelmente devido as reacc¢des de hipoxia e
esquema musculares decorrentes do exercicio exaustivo ou a perda da
homeostasia celular dos ies Ca*?, desencadeando um processo de auto-
destruicdo das células caracterizado pela lide das miofibrilas e consequente
disrupcdo das mitocéndrias, do sarcolema e do reticulo sarcoplasmatico,
denominado processo de degeneracéo intrinseca (Armstrong et al., 1991). De
acordo com estes autores, as elevadas forcas mecanicas, particularmente
durante as contraccdes excéntricas, provocam disturbios nas proteinas
estruturais presentes na célula muscular e no tecido conectivo. Associado a
estes factores, os danos estruturais no sarcolema sdo acompanhados pelo
influxo de ides célcio do intersticio para o interior da fibra muscular, resultando
numa sobrecarga de calcio intracelular que precipita uma fase autogénica,
onde um aumento na accéo de proteases e fosfolipases resulta na degradacao
das miofibrilas e da membrana celular.

Embora constitua um importante indicador de lesdo muscular em resposta ao
exercicio fisico, existe, na opinidao de diversos autores, alguma conflitualidade
no que respeita a proporcionalidade entre o aumento da concentracao
plasmatica e o grau de severidade da lesdo muscular, dada a elevada
variabilidade intra e inter-individual observada (Clarkson et al., 1992; Kuipers,
1994, Malm et al. 2000; Raastad e Hallén, 2000). Relativamente a variabilidade
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da resposta da enzima CK ao exercicio fisico, pode-se classificar os individuos
em low CK responders e high CK responders, em funcdo da dimensédo do
aumento apresentado no periodo pés-esforco (Clarkson et al., 1992). De
acordo com estes autores, os individuos low CK responders ndo exibem
aumentos significativos da actividade plasmatica da enzima CK apés a
realizacdo de esforcos fisicos, permanecendo os valores no intervalo situado
entre 300-500 U.L?, enquanto os denominados high CK responders
evidenciam aumentos acentuados desta actividade plasmatica, registando
valores superiores a 2000 U.L™. Importa ainda salientar que conforme
postulado pelos referidos autores, esta variabilidade pode estar relacionada
com uma maior capacidade de remocao desta enzima pelo sistema reticulo-
endotelial, evidenciada em determinados individuos, que lhes confere uma
diminuicdo mais acentuada desta proteina no plasma.

A resposta da enzima CK ao exercicio fisico pode também ser condicionada
por caracteristicas biologicas como a idade (Yagi, 1992; Nakagawa et al., 1995;
Marzético et al., 1997), massa corporal (Olzewsk e Engeseth, 1985) e sexo
(Amelink et al., 1988; Ebbeling e Clarkson, 1989; Northoff et al., 1995),
mostrando-se igualmente sensivel a factores ambientais como altitude, frio e
temperaturas elevadas (Astrand e Rodhal, 1986; Jansen et al., 1989).

A realizacdo de ac¢Bes musculares excéntricas, comparativamente aos
exercicios concéntricos, apresenta uma maior probabilidade de dano muscular,
comprometendo a integridade do sarcolema e/ou da membrana do reticulo
sarcoplasmatico, em resposta ao elevado stresse mecanico imposto nas fibras
musculares solicitadas, induzindo um aumento da concentragdo plasmatica de
proteinas musculares (Clarkson e Hubal, 2002; Mujika et al., 2004). Neste
contexto, Fiedler (2006) estudou o comportamento da enzima CK nos
diferentes segmentos de uma prova de triatlo olimpico (1,5km/40km/10km),
tendo verificado que relativamente aos segmentos de natacdo e ciclismo
precedentes, a corrida evidenciava valores de concentracdo plasmatica mais
elevados. De salientar que, em actividades como a natacdo, onde o impacto
directo é praticamente nulo, a libertacdo de enzimas do tecido muscular
esquelético tem sido atribuida a lesdo do sarcolema decorrente da
indisponibilidade intracelular em gerar ATP para sua ressintese e manutencao

funcionais (Gunderson et al.,, 1983) ou a accdo de agentes agressores,
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nomeadamente de radicais livres resultantes da lipoperoxidagao induzida pelo
exercicio fisico (Kanter et al., 1988).

A observacéo de correlacdes negativas entre os niveis plasmaticos da enzima
CK e os esforcos fisicos realizados sugerem a intensidade como factor
determinante na libertagdo desta proteina intramuscular (Rowbottom et al.
1997; Margaritis et al., 1999). Todavia, outros autores referem o efeito
dominante da duracdo do esforco na actividade enzimatica (Noakes, 1987,
Driessen-Kletter et al., 1990; Palazzetti et al., 2003; Reid et al., 2004). De facto,
num estudo realizado por Niemela et al. (1984) com ultramaratonistas, foi
observado que apdés a estabilizacdo das velocidades de corrida, a elevacao dos
niveis da enzima CK se relacionava de forma positiva com a extensdo da
prova, permitindo constatar a influéncia da duracdo do esforco na expressao
enzimatica.

Fallon et al. (1999) estudaram as altera¢cbes bioquimicas induzidas por uma
prova de ultramaratona de 1600 km de corrida, realizada em 16 dias, tendo
verificado que, ao quarta dia de prova, os valores da enzima CK apresentavam
aumentos superiores a 1000% quando comparados aos valores pré-esforco
(2656 + 2130 vs 123 + 64 U.L*, respectivamente). Nesta perspectiva,
aumentos significativos das concentracdes séricas da CK (178,1 + 17,9 vs
43762,2 + 6763,9 U.L™Y) foram igualmente encontrados por Skenderi et al.
(2006) em atletas finalistas da ultramaratona de 246 km, suportando a hipétese
da elevacédo desta proteina ser condicionada principalmente pela duracdo do
esforco e ndo pelo tempo final de prova, embora estudos relacionados com a
velocidade de execugcdo das accbes excéntricas sugiram que, acgles
realizadas com maior velocidade promovam maior grau de danos musculares
(Farthing e Chilibec, 2003; Shepstone et al., 2005; Chapman et al., 2006)

2.2.1.2 Aspartato-aminotransferase (AST)

A enzima aspartato-aminotransferase (AST) ou transaminase-glutamico-
oxaloacética (TGO) encontra-se distribuida a nivel celular pelo citoplasma
(20%) e pelas mitocondrias (80%), estando presente no coragao, rins,
eritrécitos e principalmente no figado e no musculo esquelético (Brooks et al.,

1995). A enzima AST, assim como as demais aminotransferases, estao
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relacionadas a producéo de energia e reflectem a integridade dos hepatocitos.
Possui uma meia vida sanguinea de 17 horas. Esta enzima catalisa a
conversao dos a-cetoacidos em aminoacidos por transferéncia de grupos

amino:
L-Aspartato + 2- Oxoglutarato —(AST/TGO)— L-Glutamato + 2-Oxalacetato

Assim como a CK, em virtude das suas elevadas dimensdes, a enzima AST
apresenta uma remocao lenta do tecido lesado para a circulacdo sanguinea,
podendo a sua concentracdo plasmatica ser observada algum tempo apés o
término do exercicio fisico (Koutedakis et al., 1993). Entretanto, uma elevada
variabilidade na sua resposta frente ao exercicio tem sido referida na literatura.
De acordo com Margaritis et al. (1999), o treino regular parece atenuar 0s
efeitos provocados pelo exercicio fisico, diminuindo a expressdo das
concentracfes séricas das enzimas CK e AST.

A elevacdo da concentracdo plasmatica da enzima AST, juntamente com o
aumento das concentracdes de mioglobina (MG), fragmentos da cadeia pesada
de miosina (MHC), troponina-l, CK total, CK-MB e da enzima lactato-
desidrogenase (LDH), em resposta ao exercicio fisico agudo, tem sido utilizada
no diagndstico de lesGes musculares cardiacas e lesdo no tecido muscular
esquelético (Brown et al., 1997; Shaskey e Green, 2000; Spiropoulos e
Trakada, 2003). No entanto, elevados niveis de AST também estdo
relacionados com uma diversidade de desordens clinicas como hepatite, lesdes
no parénquima hepatico, cirrose, anemia e distrofias musculares (Warburton et
al., 2002).

Um estudo realizado por Skenderi et al. (2006) com corredores da ultra-
maratona observou um aumento de 4726% (24,5 + 1,9 vs 11824 + 165,1 U.L™)
nos valores referentes a actividade sérica da AST ao final de 246 km de corrida
realizados de forma continua durante o periodo de 36 horas. De acordo com
alguns autores, a actividade da enzima AST modulada pelo exercicio fisico,
constitui um importante indicador de danos no tecido muscular esquelético,
evidenciando situacfes de rabdomidlise induzidas por esforcos intensos,

enquanto a actividade da enzima alanina-aminotransferase constitui um
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marcador mais especifico de danos hepaticos (Nuviala et al., 1992; Fallon et
al., 1999; Spiropoulos e Trakada, 2003; Smith et al., 2004).

Aumentos dos niveis séricos da enzima AST foram igualmente observados por
Bielavsky et al. (2008) em atletas finalistas de uma prova de triatlo longo. Neste
estudo foi verificado que, relativamente aos valores séricos da enzima hepética
ALT, os atletas evidenciavam uma relagdo AST/ALT (Quociente DeRitis, 1972)
nos periodos pré e pos-prova superior a 1 (1,16 + 0, 40 e 1,88 £ 0, 78,
respectivamente), o que poderia indicar sobrecarga ou a extensdo de danos
hepéticos. Contudo, a magnitude das alteracbes na relacdo AST/ALT néo
parece ser conclusiva no diagnéstico de resultados de danos hepaticos ou
musculares, devido ao facto das respectivas concentracbes enzimaticas
estarem condicionadas a factores como idade, nivel de actividade fisica e dieta
(Dufour et al., 2000; Dufour et al., 2001).

2.2.1.3 Alanina-aminotransferase (ALT)

A enzima alanina-aminotransaminase (ALT) ou transaminase-glutamico-
piravica (GPT) constitui um marcador de lesdo hepética, especialmente, apés a
realizacdo de esforcos intensos e/ou prolongados (Lutoslawska e Sendecki,
1990; Nagel et al., 1990; Nuviala et al., 1992; Spiropoulos e Trakada, 2003). A
enzima ALT catalisa a reaccéo:

L-Alanina + 2- Oxoglutarato —(ALT/TGP)— L-Glutamato + Piruvato

A ALT encontra-se em muito maior concentracdo no figado comparativamente
ao musculo esquelético, rim e coracdo, o que pode sugerir a possibilidade de
lesdo hepdética, quando observado um aumento significativo dos niveis
plasméticos desta enzima (> 50U.L™") (Nagel et al., 1990). Possui uma meia
vida sanguinea de 47 horas. No hepatocito, a enzima ALT localiza-se em maior
concentracdo no citoplasma (90%) e também na mitocdndria (10%), podendo
em virtude de uma leséo tecidual ou doenca que afecte o parénquima hepético,
ser libertada em maior quantidade para a circulagcdo sanguinea, elevando desta

forma o seu nivel plasmatico (Ideo, 1972).
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A avaliagcédo paralela das enzimas ALT e AST aplica-se, portanto, na distingao
entre as lesbes do musculo cardiaco ou esquelético e as lesGes hepaticas. A
razdo AST/ALT é utilizada no diagnostico diferencial das doencas e lesfes
hepaticas, sendo que a razao <1 indica lesédo hepatica ligeira, enquanto valores
superiores a 1 estdo associados a doencgas hepaticas mais graves ou cronicas.
A funcé@o preditora de lesdo hepatica evidenciada pelo aumento dos niveis
séricos da enzima ALT, em resposta ao exercicio fisico, foi observada por
Margaritis et al. (1999) apds a realizacdo de uma prova de triatlo longo
(4km/120/km/30km), onde foi verificado um aumento significativo de 31,9%
(26,3 vs 34,7 U.LY nas concentracdes sanguineas dos atletas. Estes
resultados corroboram os estudos de Kanter et al. (1986), Nagel et al. (1990) e
Rehrer et al. (1992), com atletas de esforcos prolongados, onde foram
constatados aumentos significativos das enzimas ALT e GGT, ambas
relacionadas a funcdo hepatica. Resultados similares foram encontrados por
Fallon et al. (1999) em corredores da ultramaratona de Nanango, na Australia,
onde foram observados aumentos estatisticamente relevantes nas
concentragdes séricas das enzimas CK, AST e ALT no decorrer da prova. De
acordo com estes autores, a permanéncia de elevados valores da enzima ALT,
enguanto se observa uma diminuicdo dos valores referentes as enzimas CK e
AST pode constituir um indicativo da ocorréncia de danos hepaticos induzidos
pelo exercicio.

Smith et al. (2004) analisaram os efeitos de uma prova de corrida da maratona
em individuos treinados, constatando que a expressdo das alteracdes
enzimaticas encontrava-se significativamente relacionada com o nivel de treino,
estando o aumento da actividade plasméatica pds-prova da enzima ALT e
consequente agresséo ao hepatocito mais evidenciados em individuos que se

apresentavam menos treinados.

2.2.1.4 Gama-glutamiltransferase (GGT)

A actividade da enzima gama-glutamiltransferase (GGT/ y-GT) ou gama-
glutamiltranspeptidase, assim como as demais aminotransferases, exerce
durante a realizagéo de esforc¢os fisicos prolongados, um papel fundamental na

manutencdo da velocidade das vias glicolitica e oxidativa (Kayashima et al.,
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1995; Van Hall et al.,, 1995). A enzima GGT promove a entrada dos L-
aminoacidos na célula, requerendo contudo, a presenca do glutatido reduzido
(GSH) como co-factor (Van Hall et al., 1995). Desta forma, o L-aminoacido liga-
se ao centro activo da enzima GGT na presenca da GSH, formando um

dipeptido AA-glutamato e cisteinil-glicina:

(GGT)
L-aminoacido + glutatido-reduzido (GSH)— L-AA-glutamato + cisteinil-glicina

Embora esteja presente em maior quantidade nas membranas, a enzima GGT
€ também encontrada no citosol, especialmente nos epitélios dos ductos
biliares e renais (Fleisher, 1968). Sua concentragcdo se mostra relativamente
elevada nos rins e no pancreas, apesar de constituir um indicador sensivel de
doencas obstrutivas hepatobiliares (Witfield, 1972) e de lesdes hepaticas
agudas motivadas pelos esforcos fisicos, particularmente de duracao intensa e
prolongada (Nagel et al., 1990). Esta enzima possui diferentes isoformas, facto
qgue Ihe confere uma grande variabilidade do peso molecular (90000 — 350000
daltons). No que respeita a avaliacdo de doencas hepaticas, a enzima GGT
revela-se mais especifica que as enzimas aspartato-aminotransferase (AST) e
alcalina-fosfatase (ALP) devido ao facto de ndo elevar-se nas situagcdes que se
evidencie a ocorréncia de doencas O0sseas e musculo esqueléticas (Szasz,
1969).

De acordo com Lawlor et al. (2005) e Yokoyama et al. (2006), uma taxa
reduzida de actividade fisica esta relacionada com niveis plasmaticos mais
elevados da enzima GGT, enquanto individuos que apresentam uma
regularidade da pratica desportiva tendem a apresentar um padrdo de
normalidade na sua concentracdo, evidenciando desta forma, o caracter
protector do exercicio fisico sobre a fungéo hepatica.

Aumentos da actividade sérica da enzima GGT foram observados apos a
realizacdo de provas de ultra-maratona de 100 km (Nagel et al., 1990), embora
permanecendo dentro dos valores normais de referéncia. Posteriormente,
Rehrer et al. (1992) encontraram resultados similares desta actividade

enzimatica apés o término de uma prova de 67 km de corrida, corroborando os
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resultados obtidos por Nagel et al. (1992) numa prova de corrida de 1000 km
(realizada em 20 dias) e Rama et al. (1994) numa ultra-maratona de 100 km.
Fallon et al. (1999) verificaram um aumento significativo da concentracéo sérica
da enzima GGT ao término de uma ultramaratona de corrida, onde
comparativamente aos valores de repouso (22 + 8 U.L™), foram observados no
decorrer do quarto, décimo-primeiro e décimo-sexto dia de prova, aumentos da
actividade enzimatica (24 + 8 vs 26 + 7 vs 35 + 14 U.L™, respectivamente) os
quais eram sugeridos estarem directamente relacionados a elevada distancia
percorrida pelos atletas, comprometendo desta forma a integridade dos
hepatécitos. Contudo, apés uma ultramaratona de corrida de 246 km, Skenderi
et al. (2006) verificaram uma actividade enzimatica menos sensivel da enzima
GGT ao esforco intenso (32,2 + 3,0 vs 34,5 + 4,4 U.L™) comparativamente a
expressdo da enzima hepatica ALT (20,3 + 1,6 vs 264,1 + 36,5 U.L™).

2.3 Estudo dos biomarcadores hematoldgicos

2.3.1 Efeito do exercicio aerdbio nos diversos indicadores eritrocitarios

Embora diversos estudos tenham descrito a influéncia do exercicio fisico nos
diferentes parametros hematoldgicos e, no metabolismo de ferro, em particular,
resultados obtidos a partir da analise destas variaveis em diferentes desportos
e niveis distintos de performance tem se mostrado conflituais. A realizagéo de
esforcos fisicos prolongados e de elevada intensidade induz um stresse fisico e
metabdlico capaz de promover importantes alteracdes no perfil hematoldgico
dos atletas participantes de provas de resisténcia (Trakada e Spiropoulos,
2003; Rietjens et al., 2005; Yusof et al., 2007). Individuos treinados em
esforcos de longa duracdo (nadadores, ciclistas, maratonistas, ultra-
maratonistas, triatletas) buscam constantemente aprimorar as suas
performances através da optimizacdo das adaptacdes fisiolégicas induzidas
pelas cargas de treino. Neste sentido, a melhoria da capacidade de transporte
de oxigénio para o tecido muscular esquelético assume fundamental relevancia
no metabolismo aerébio (Saris et al., 1998; Neumayr et al.,, 2001). Diversos
autores referem a constatacdo de redugbes significativas nos valores

relacionados a concentracdo de hemoglobina, ao hematocrito e a contagem
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eritrocitaria em atletas, independentemente das suas respectivas disciplinas,
quando comparados com individuos sedentarios (Pizza et al., 1997; Sawka et
al., 2000; Schumacher et al., 2000; Mujika et al., 2004). De facto, num estudo
realizado por Schumacher et al. (2002) em 92 ciclistas masculinos treinados,
verificou-se uma diminuicdo significativa dos niveis seéricos referentes a
eritrometria, hematdcrito e hemoglobina concomitante ao aumento das
respectivas cargas de treino. Estas alteracdes tém sido atribuidas a factores
como a hemodiluicdo acentuada, a desproporcdo entre a hematopoiese e a
ocorréncia da hemolise intravascular ou a deficiéncia/reducdo de ferro no
organismo (O'Toole et al., 1999; Schumacher et al.,, 2000). Contudo, o
comportamento dos diferentes indicadores eritrocitarios em atletas pode
mostrar-se conflitual, podendo ser condicionado por diversos factores, entre os
quais salientam-se a duracdo e a intensidade das cargas de treino, 0 estatuto
nutricional e o nivel de treino do atleta (Shinkai et al., 1993). No que respeita a
intensidade das cargas de treino, Wilkinson et al. (2002) constataram uma
reducao significativa de 73% dos niveis séricos de ferritina, apds submeterem
um grupo de 11 ciclistas treinados a um programa de 6 semanas de treino
intenso intervalado. Este resultado corrobora o estudo anterior de Nielsen et al.
(1998) que estabeleceram evidéncias de que a realizacdo de esforcos fisicos
de elevada intensidade induz uma diminuicdo dos niveis séricos de ferritina,
aumento da absorcao intestinal de ferro e reducdo das reservas de ferro no
figado e na medula dssea.

Um aumento da massa eritrocitaria traduz-se na melhoria da prestacdo em
esforcos de caracter aerdbio, visto que os eritrécitos novos apresentam uma
maior capacidade de deformacéo, o que favorece um transporte mais eficiente
do oxigénio para o tecido muscular (Schumacher et al., 2002). Neste contexto,
Shepley et al. (1992) observaram acréscimos significativos na massa
eritrocitaria de nadadores treinados, ao final de um periodo de treino intenso,
corroborando os resultados de Van Resburg et al. (1986), Yamamoto et al.
(1988) e Nuviala et al. (1992), enquanto Rudzki et al. (1995) e et al. (2003) ao
estudarem triatletas competitivos em regime de treino intenso, verificaram
apenas um ligeiro aumento dos valores do hematécrito. Entretanto, Reinhart et
al. (1993) ndo encontraram qualquer alteracdo referente ao hematdcrito de

corredores de ultra maratona, divergindo dos resultados obtidos por Nagel et al.
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(1992) que observaram uma diminuicdo do hematdcrito em corredores de
provas de longa duragéao.

A deformabilidade do eritrécito combinada com o hematocrito, 0os constituintes
plasmaticos e a capacidade de agregacdo determinam a viscosidade
sanguinea (Telford et al., 1994; Smith, 1995). A deformacdo do eritrécito é
influenciada pela fluidez interna, pela relagdo volume/area da superficie celular
e pelas propriedades fisicas da membrana, como por exemplo, a composi¢céo
dos fosfolipidos da membrana (Kamada et al., 1993; Smith, 1995). Um estudo
realizado por Smith et al. (1999) com ciclistas treinados constatou que os
eritrocitos presentes nestes atletas apresentavam uma maior capacidade de
deformacédo comparativamente aos individuos destreinados, sendo também
verificada uma menor percentagem de células densas e um volume globular
médio (VGM) superior, 0 que constitui um indicativo de elevada proporgéo de
células jovens (turnover eritrocitario). Estes resultados corroboram estudos
anteriores efectuados com atletas de diferentes desportos de caracter aerébio,
onde foram verificadas elevadas percentagens de reticuldcitos (Mairbaurl et al.,
1983; Clark, 1988; Schimidt et al., 1988; Smith, 1995). O aumento dos
reticuldcitos reflecte, na extensdo sanguinea, a policromatofilia, sendo esta
condicdo acompanhada pelo aumento do indice de amplitude de distribuicdo
dos eritrécitos (RDW).

De igual forma, a taxa de concentracdo de hemoglobina dos atletas pode
mostrar-se inalterada (Nuviala, 1992; Rama et al, 1994), aumentada
(Lutoslawska e Sendecki, 1990; Shinkai et al.,, 1993) ou mesmo reduzida
(Gonin, 1985).

Schumacher et al. (2002) ao analisarem 851 individuos, dos quais 747 atletas
de diferentes modalidades e 104 individuos fisicamente inactivos encontraram
diferencas significativas na contagem eritrocitaria, ndo sendo constatadas no
entanto, alteragcdes no que respeita a concentragcdo de hemoglobina globular
média (CHGM) e valores do hematdcrito.

Um estudo longitudinal realizado por Rietjens et al. (2005) com triatletas
treinados na distancia olimpica (1,5km/40km/10km) analisou o comportamento
dos diversos indicadores eritrocitarios, tendo sido verificado que somente a
contagem eritrocitaria apresentava uma diminuicdo significativa durante o

periodo competitivo comparativamente aos diferentes periodos de treino. No
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entanto, estes autores destacam o facto de 46% dos triatletas avaliados
apresentarem valores hematolégicos abaixo dos limites inferiores da amplitude
normal durante o periodo ndo competitivo.

No gue concerne a hemodiluicdo observada em atletas de esforcos aerdbios
prolongados, caracteriza-se por um desproporcional aumento do volume
plasmético relativamente a massa eritrocitaria, resultando num estado de
anemia relativa denominado pseudo-anemia dilucional (Eichner, 1996). Esta
expansdo do volume plasmatico aumenta o aporte de sangue para o musculo
esquelético e promove uma eficiéncia termoregulatéria através do aumento do
volume sistélico, embora, possa em resposta a um reduzido valor do
hematdcrito, limitar a quantidade de oxigénio transportado por unidade de
sangue. Adicionalmente, a diminuicdo na viscosidade do sangue promove um
aumento da microcirculagdo devido a uma menor resisténcia ao fluxo
sanguineo, o que se traduz numa melhor libertacdo do oxigénio para o tecido
muscular (El-Sayed et al., 2005). A hipervolemia evidenciada em atletas de
provas de endurance, por vezes superior a 20%, pode ser atribuida ao
aumento dos niveis plasmaticos de renina, aldosterona e vasopressina, como
forma de compensacdo da reducdo aguda no volume plasmatico sanguineo
durante o esforco, e ao aumento da concentracdo plasmatica de albumina, a
qual eleva a osmolalidade do sangue, aumentando de forma significativa o
volume liquido extracelular (Foss e Keteyian, 2000). O aumento do volume
plasmatico constitui uma das primeiras adaptacdes do organismo ao exercicio
aerdbio intenso, e parece resultar da sobrecompensacdo induzida pelas
repetidas fases de hemoconcentracdo aguda motivadas pelas cargas de treino
(Eichner, 1996). Dentro deste contexto, a eficiéncia do suprimento de oxigénio
se mostra relacionada com diversos factores, dentre os quais o volume
sanguineo e principalmente, a capacidade de transporte de oxigénio, a qual é
determinada pela concentracdo de hemoglobina e a concentragdao dos

eritrécitos circulantes (Szygula, 1990).

2.3.1.1 Eritrécito (Goébulos Rubros)

Consiste numa célula anucleada que embora desprovida de organelos como as

mitocondrias, apresenta na sua estrutura citoplasmatica todo o aparato
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enzimatico para efectuar a producdo de energia necessaria para assegurar a
integridade da membrana celular, a manutencao das concentracdes ionicas e a
conversdo do dioxido de carbono (CO,;) em ido bicarbonato, prevenindo
também, a oxidacdo da hemoglobina, impedindo a sua conversdo numa forma
ndo funcional, a meta hemoglobina (Telen, 1998). O eritrdcito, para além de ser
responsavel por transportar O, e CO,, possui a capacidade de regular a
contractilidade vascular através de ciclos de ligacao/libertacdo do 6xido nitrico
(NO) pela hemoglobina em funcdo das alteracbes na tensdo do oxigénio
(Pawloski e Stamler, 2002). A eritropoiese responsavel pelo controlo da
producdo do eritrécito é exercida pela hormona eritropoietina, produzida nas
células endoteliais dos rins, que actua na medula 0ssea, estimulando a
proliferacdo das células progenitoras do eritrocito e suas diferenciacdes
(Sherman et al., 1994). O aumento da massa eritrocitaria constitui um indicador
importante na melhoria da prestacdo da performance aerdbia (Schumacher et
al., 2002). Tal facto pode decorrer particularmente, da maior concentracdo de
2,3 difosfoglicerato (2,3 DPG) presente nos eritrocitos mais jovens, responsavel
por reduzir a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, deslocando a curva de
dissociacao da hemoglobina para a direita, permitindo uma maior libertacdo do
oxigénio presente no sangue para 0s musculos em actividade (Maughan et al.,
2000).

Com a destruicdo do eritrécito, ocorre a libertacdo da hemoglobina, que ao
unir-se a proteina haptoglobina, forma o complexo haptoglobina-hemoglobina.
Este complexo, em virtude do seu tamanho, ndo pode ser filtrado nos rins,
sendo por isso transportado para o figado, onde o ferro presente na
hemoglobina sera armazenado, enquanto a haptoglobina ira retornar
posteriormente para a corrente sanguinea (Mateo e Lainez, 2000; Hawswirth e
Lehénaff, 2001). Reduzidos niveis de haptoglobina sérica tém sido observados
em atletas de natacdo e corrida de média e longa distancia (Dufaux et a., 1981;
Casoni et al., 1985; Selby e Eichner, 1986; Pizza et al., 1997). Entretanto, sob
circunstancias especificas, como no exercicio de elevada intensidade, a vida
dos eritrécitos pode ser reduzida, sendo esta destruicdo prematura com origem
nos vasos sanguineos denominada hemolise intravascular (Telford et al, 2003).
O conceito de hemdlise pode também estar relacionado com a ocorréncia de

continuos traumas mecanicos observados durante o impacto dos pés contra o
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solo (hemolise por impacto), responsaveis por provocar um enfraguecimento
progressivo da membrana de eritrocito, que resulta na origem de uma micro-
hemolise acelerada (Kiefer e Snyder, 2000; Mateo e Lainez, 2000; Hawsswirth
e Lehénaff, 2001) que pode ser observada com frequéncia na intensificacao
dos treinos de corrida de longa distancia (Fallon e Bishop, 2007).
Adicionalmente, factores como o aumento da temperatura corporal, a acidose
metabdlica ou aumento das catecolaminas circulantes podem contribuir para a
ocorréncia de hemolise (Mateo e Lainez, 2000, Shaskey e Green, 2000). Neste
contexto, diversos estudos tem analisado o aumento expressivo do turnover
eritrocitario em desportos classificados como de baixo impacto (i.e., natacao,
ciclismo) relacionando a ocorréncia da hemolise intravascular a outros factores
como a presenca de lisolecitina, libertada para o baco durante a realizacdo do
exercicio, que aumenta a fragilidade osmaética do eritrécito (Weight et al., 1991)
ou a ocorréncia da chamada microturbuléncia do fluxo sanguineo nos masculos
em actividade (Selby e Eichner, 1986). Danos na membrana do eritrcito
podem causar deterioracdo da capacidade de deformacdo e aumento da
rigidez, o que conduz a ocorréncia de hemdlise (Kiefer e Snyder, 2000). A
modificacao de proteinas presentes na superficie do citoplasma dos eritrdcitos,
como a espectrina, responsavel pelas propriedades e deformabilidade e
estabilidade, parece resultar num aumento da susceptibilidade a hemolise,
principalmente em resposta a realizacdo de esforcos prolongados como as
corridas de maratona e ultramaratona (Altmann et al., 2002; Yusof et al., 2007).
De acordo com estes autores, a hemolise induzida pelo exercicio fisico
prolongado ocorre particularmente nas fases iniciais de esforcos, onde sao
preferencialmente removidos da circulagdo, os eritrécitos mais maduros que
apresentam uma maior fragilidade das membranas.

Niveis reduzidos de haptoglobina tém sido igualmente encontrados em ciclistas
de Elite durante o inicio da época desportiva, provavelmente em resposta a
destruicdo dos eritrécitos maduros (Chatard et al., 1999). Corroborando estes
resultados, Guglielmini et al. (1999) referem que a hemdlise intravascular pode
estar associada com a diminuicdo significativa da eritropoiese em ciclista
profissionais que perfazem volumes de treino médios de 30.000km por ano, o

gue resulta em valores reduzidos de hemoglobina.
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Tem sido sugerido por alguns autores, que o aumento da contagem eritrocitaria
observado em nadadores e triatletas, durante o periodo pré-competitivo, pode
estar relacionado a reducdo dos volumes de treino (tapering), promovendo
desta forma, um aumento da eritropoiese em relagcdo a hemolise intravascular
(Neufer, 1989; Houmard, 1991; Houmard, 1994; Mujika e Padilla, 1997; Mujika
e Padilla, 2003). Em conformidade com estes resultados, Mujika et al. (2000)
observaram um aumento significativo de 40% na contagem dos reticulocitos em
atletas de corrida de fundo, ap6s um periodo de taper de 1 semana. Este
aumento dos reticulécitos na circulacdo sanguinea expressa uma maior
libertacdo de eritrocitos imaturos, os quais apresentam reduzidos contetdos de
hemoglobina e reduzidos valores de hemoglobina corpuscular média (HCM)
(Mairbaurl et al., 1983; Brodthagen et al., 1985; Seiler et al., 1989).

Um balanco positivo na producéo eritrocitaria pode também ser evidenciado
atravées do aumento da haptoglobina seérica, uma importante glicoproteina
relacionada com a conservacdo do ferro no organismo e com a diminuicao da
amplitude de distribuicdo dos eritrocitos (RDW), tendo em vista que, uma
elevada amplitude de distribuicdo tém sido associada com uma reduzida
capacidade de deformacdo, reduzida resisténcia osmética e aumentada

fragmentacao do eritrocito (Bessman et al., 1983; Kaiser et al., 1989).

2.3.1.2 Hematbécrito (Hct)

Um valor reduzido do hematdécrito pode representar uma adaptacédo cronica
induzida pela realizacdo de esfor¢cos prolongados em resposta ao treino de
resisténcia. (Weight, 1999). Esta suposicdo € confirmada por O Toole et al.
(1999), que ao analisarem atletas de triatlo de diferentes distancias (triatlo
sprint, triatlo olimpico e triatlo longo), constataram que quanto maior a duracéo
da prova, menor era o valor médio referente ao hematdcrito dos triatletas
(45,0%, 43,4% e 42,5%, respectivamente), corroborando os resultados obtidos
por Eichner (1988) e Convertino (1991), nos quais se sugeriu que, a magnitude
da expanséo do volume plasmatico estava relacionada com a pratica regular do
treino de resisténcia, mostrando também, uma elevada correlagdo com o

consumo maximo de oxigénio (VO,max).

23



Revisdo da Literatura

Efectivamente, os niveis de hematdcrito sdo influenciados por diversos factores
externos, principalmente através do modo, intensidade e duragédo do exercicio
(Neuhaus e Gaehtgens, 1994; Parisotto et al., 2000). O valor 6ptimo do
hematdcrito para os atletas de provas de resisténcia se mostra dependente da
relacdo entre a capacidade de transporte de oxigénio e a viscosidade
sanguinea (Kujala et al., 2000). E geralmente aceite, que elevados valores do
hematdcrito consubstanciam na melhoria das performances em esforcos
aerobios. Contudo, quando estes valores se mostram exponencialmente
elevados (acima de 50%), verifica-se um aumento significativo da viscosidade
sanguinea e da resisténcia periférica total (Pate, 1983; Simon, 1994). Neste
sentido, alguns estudos demonstram que valores do hematdécrito superiores a
55% estéo associados a ocorréncia de reacc¢des adversas como a trombocitose
induzida pela hiperviscosidade, deterioracdo da circulacdo sanguinea com
resultante hipoxia tecidual, embolia pulmonar, enfarto do miocardio e
encefalopatias (Simon, 1994; Selby e Eichener, 1994; El-Sayed et al., 2005).
Um estudo realizado por Rodrigues dos Santos (2002) investigou os efeitos de
um intenso programa de treino de corrida de 17 semanas nos diversos
parametros hematologicos de atletas treinados, onde foi verificada uma
diminuicdo média de 5.2% no valor do hematécrito dos atletas ao término do
periodo de treino. Entretanto, Cameron et al. (2006) estudaram as respostas
hematoldgicas em um grupo de atletas corredores de fundo, durante o periodo
pré-competitivo, verificando um aumento médio de 9% nos valores referentes
ao hematdcrito.

O aumento do hematdcrito eleva a viscosidade sanguinea, que associada ao
comprimento do vaso sanguineo exerce potencial influéncia na resisténcia ao
fluxo sanguineo, principalmente nas arteriolas, onde se verifica uma reducao

da presséao arterial média em torno de 70 a 80% (Powers e Howley, 2007).

2.3.1.3 Hemoglobhina (Hb)

Consiste numa proteina globular conjugada, presente no eritrdcito, formada por
4 cadeias polipeptidicas (globina) e 4 grupos heme (ferro em seu estado
ferroso — Fe?"), tendo por funcdo principal, a fixacdo e transporte do oxigénio

na circulacdo sanguinea (Foss e Keteyian, 2000). A concentracdo média do
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conteldo de hemoglobina presente no sangue, em individuos masculinos,
situa-se entre 14 e 18g/dl (Sherman et al., 1994), sendo sugerido um estado de
anemia, quando a concentracdo se mostra expressivamente reduzida (<
12g/dl). Esta anemia pode resultar de uma baixa producéo, perda ou destruicao
dos eritrocitos, causadas por factores externos adversos, como por exemplo,
um exercicio fisico de elevada intensidade e/ou duracdo prolongada (Escanero
et al., 1997). Reduzidos valores de concentracdo de hemoglobina,
principalmente em atletas de esforcos prolongados, podem ser atribuidos entre
outros factores, a uma diminuicdo da eritropoiese causada por uma deficiéncia
latente de ferro no organismo, que pode resultar numa diminuicdo da
performance aerébia do atleta (Hinton et al., 2000; Horton e Levin, 2001; Haas
e Brownlie, 2001). Adicionalmente, a combinacdo da hemoglobina com as
moléculas de 6xido nitrico, forma através de uma ligacdo com o ido ferro, a
nitro-hemoglobina, que contribui para a diminuigdo dos valores de hemoglobina
(Kruzsina et al., 1998; Chawla-Sakar et al., 2003).

Factores como a demanda energética e a producio de CO, e H" exercem uma
influéncia significativa no processo de libertacdo de oxigénio para as células
musculares (Guyton e Hall, 1998; Maughan et al., 2000). Neste sentido, importa
referir a participacdo da hemoglobina na remocdo de i6es hidrogénio e
moléculas de diéxido de carbono resultantes do processo de respiracao celular.
Desta forma, o aumento da concentracdo de hemoglobina contribui
positivamente para cinética do oxigénio durante o exercicio aerdbio (Saad et
al., 2002).

A reducdo da eritropoiese é acompanhada por uma queda da concentracéo de
ferritina, como consequéncia da perda aumentada de ferro e/ou diminuigcdo na
sua producéo, reflectindo desta forma, em baixas reservas plasmaticas de ferro
(Escanero et al., 1997). De acordo com Murray et al. (1990), em situacOes
fisioldgicas, um sujeito adulto destréi por hora 1 a 2 x 108 eritrcitos, o que
resulta num turnover diario de aproximadamente 6g de hemoglobina. No que
respeita a saturacdo da hemoglobina, pode ser condicionada por factores como
a pressao parcial de oxigénio (pO.), pH, a temperatura, a pressao parcial de
diéxido de carbono (pCO,) e a concentracdo de 2,3 difosfoglicerato (2,3 DPG)
(Maughan et al., 2000). Os atletas de esforcos prolongados apresentam

normalmente, niveis inferiores de saturacdo de hemoglobina comparativamente
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aos demais atletas e sedentarios, estando este facto em concordancia com
uma menor percentagem na concentracdo de hemoglobina presente nestes
atletas, determinando assim, um menor conteudo arterial de oxigénio.
Relativamente ao processo de distribuicdo do oxigénio, a hemoglobina contida
nos eritrocitos do sangue arterial encontra-se com aproximadamente 96% de
saturacdo pelo oxigénio, enquanto no sangue venoso, esta saturacao é de
64%, o que resulta numa diferenca de pressao de aproximadamente 32%.

A presenca de hemoglobina na urina (hemoglobindria) pode resultar de um
esgotamento das reservas de haptoglobina, ndo permitindo a formacéo do
complexo haptoglobina-hemoglobina livre e posterior transporte da
hemoglobina aos hepatdcitos ou de uma situacdo de anemia por deficiéncia de
ferro (O 'Neil et al., 1986). A hemoglobinudria ocorre frequentemente no periodo
de uma a trés horas ap0s a realizacdo do exercicio, enquanto a mioglobinuria
(presenca de mioglobina na urina) é detectada posteriormente, no periodo de
24 a 48 horas a sequir a realizacdo do esforco e parece resultar de alteracdes
nas fibras musculares motivadas por esforcos intensos, promovendo um
aumento da mioglobina plasmatica, que devido ao facto de apresentar reduzido
peso molecular, € facilmente filtrada pelo glomérulo (Abarbanel et al., 1990).

2.3.1.4 Volume Globular Médio (VGM)

O volume globular médio (VGM) é definido pelo quociente entre 0 hematdcrito
(Hct) e a concentracdo eritrocitaria, expresso em fentolitros (fl), constituindo um
importante indicador de diagnéstico da anemia, permitindo a diferenciagdo das
situacbes de anemia microcitica (VGM<80fl), provavelmente de origem
ferropénica e a anemia macrocitica (megaloblastica), evidenciada pelo
aumento expressivo do tamanho dos eritrocitos devido principalmente, a
caréncia de acido folico ou vitamina B1> (VGM > 100fl) (Aguilar, 2002).

Os valores normais do VGM estdo compreendidos entre 80 e 100fl, podendo,
no entanto, sofrer alteracdes por distorcdes de forma e aglutinacao eritrocitaria.
De acordo com Eichner (1988), a hemodlise plantar representa um fenomeno
relacionado com o treino de corrida de duracdo, conduzindo a designada
“macrocitose do corredor”, na qual a destruicdo de eritrécitos maduros promove

uma reticulose compensatoria.
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A diminuicdo do VGM pés-exercicio sugere uma reducdo do volume
eritrocitario e do hematdcrito, que pode estar relacionada com o aumento do
volume de agua no plasma (Magalhdes, 2000). Esta diminuicdo do volume
corpuscular médio se mostra fortemente correlacionada com o aumento da
sensacao de desconforto muscular (r=0.83), que juntamente com o aumento da
actividade plasmatica e concentracdo de determinadas proteinas musculares,
constituem importantes indicadores de lesdo muscular (Schwane et al., 2000;
Raastad Hallén, 2000).

2.3.1.5 Hemoglobhina Globular Média (HGM)

O valor médio do conteudo de hemoglobina por eritrocito é definido como
hemoglobina corpuscular média (HGM) e reflecte o quociente entre a
concentracdo de hemoglobina (Hb) e a concentragdo dos eritrocitos, expresso
em picogramas (pg). A HGM constitui assim, um indicador hematolégico
essencial, podendo apresentar-se elevada em situacbes de macrocitose e
diminuida onde se verifiqgue a presenca de eritrocitos microciticos.

Valores normais da HGM oscilam entre 30 £ 3 pg, ndo podendo contudo,
permitir por si sO, a conclusdo de hipocromia (HCM < 30 pg) ou hormocromia
(HCM = 27-33 pg). Segundo Rietjens et al. (2001), factores como o periodo de
treino e o tipo de exercicio podem condicionar os valores referentes a HGM.

De acordo com estes autores, foi verificado que comparativamente ao periodo
de transicdo, o periodo de treino especifico evidenciou um aumento do valor
médio de HCM (1,83 + 0,11 vs 1,87 + 0,11 fmol) sendo este valor inferior a
média obtida no decorrer do periodo competitivo (1,87 + 0,11 vs 1,90 + 0,13
fmol).

De forma a analisar o efeito agudo do exercicio fisico intenso e prolongado, nos
diferentes parametros hematoldgicos, Yusof et al. (2007) encontraram num
grupo de corredores participantes de uma ultramaratona (216 km) aumentos

significativos nos valores referentes a HGM.
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2.3.1.6 Concentracdo da Hemoglobina Globular Média (CHGM)

A concentracdo da hemoglobina globular média (CHGM) corresponde ao
qguociente entre a concentracdo de hemoglobina (Hb) por litro de eritrocitos
(isento de plasma) e o hematdcrito (Hct), permitindo assim, a avaliagdo do grau
de saturacao de hemoglobina no eritrocito. A saturacdo da hemoglobina normal
indica a presenca de eritrocitos normocromicos (CHGM=31-36%), enquanto ao
apresentar-se diminuida (CHGM <30%), evidencia a presenca de eritrocitos
denominados hipocromicos. De acordo com Crespilho et al. (2006), o
desequilibrio na relacéo eritrocito/hemoglobina observado apds a realizacao de
exercicios fisicos intensos, pode apresentar uma relacao directa com a lesao
de eritrécitos e concomitante libertacdo da hemoglobina do interior da célula
lesada.

A observacdo de um aumento significativo na CHGM apés a realizacdo do
exercicio sugere uma saida de agua dos eritrocitos para o plasma, aumentando
assim, o gradiente de concentracdo da hemoglobina no interior dos eritrocitos
(Magalhédes, 2000). Este mesmo autor refere que, o aumento da CHGM pos-
exercicio apresentou uma correlagao significativa (r=0.52) com a sensacéo de
dor e desconforto muscular, provavelmente decorrentes das agressoes

mecanicas e metabdlicas induzidas pelo exercicio fisico agudo.

2.3.1.7 indice de Anisocitose Eritrocitaria (RDW)

O RDW (Red blood cell Distribuition Width) é o indice que analisa a
heterogeneidade de distribuicdo do volume dos eritrécitos. O RDW reflecte de
forma mais objectiva, o coeficiente de variacdo do volume dos eritrécitos e
pode ser considerado um indice de heterogeneidade, equivalente a anisocitose
observada no esfregagco sanguineo. A amplitude de distribuicdo dos eritrocitos
pode mostrar-se precocemente alterada numa situagdo onde se verifique a
deficiéncia de ferro no organismo (Oppenheimer, 2001). Seu valor normal situa-
se no intervalo entre 11,5 e 14,5%. O RDW é analisado em associacao com
volume globular médio (VGM) do eritrécito e auxilia na conclusdo de
diagnosticos referenciais da anemia ferropriva, onde se verificam valores de

RDW maiores comparativamente aos casos de talassemias menores, que
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evidenciam eritrocitos microciticos em resposta a uma sintese deficiente de
cadeias globulinicas, o que torna os valores do RDW relativamente constantes
(Aslan et al., 2002; Trent, 2006). De acordo com Jayaranee e Sthaneshwar
(2006) o RDW pode também contribuir de forma significativa na diferenciacao
das anemias microciticas e hipocromicas. Acresca-se que, de acordo com
Dusse et al. (2008), o aporte intermitente de ferro a medula déssea, reflexo da
progressiva reducdo das reservas de ferro do organismo e da ingestao
deficiente, durante dias sucessivos, pode igualmente corroborar para uma
anisocitose aumentada.

Elevados valores de RDW evidenciados por atletas de esforgos prolongados
como 0s maratonistas e ultramaratonistas podem ser indicativos de uma
aumentada fragmentacdo mecanica ou uma diminuicdo da capacidade de
deformacéo e resisténcia osmaética do eritrocito (Bessman et al., 1983; Galea e
Davidson, 1985).

Kaiser et al. (1989) verificaram um aumento significativo dos valores basais
referentes ao RDW de individuos submetidos a um periodo prolongado de
treinos intensos para uma corrida da maratona. Importa referir que, conforme
postulado pelos autores, durante o periodo inicial de treino, foi observada uma
diminuicAo dos respectivos valores, 0 que caracteriza uma maior
homogeneidade da populacdo eritrocitaria. No entanto, em resposta as
intensas cargas de treino presentes no periodo especifico, foi constatado um
aumento notério dos valores basais, expresso numa maior amplitude de

distribuicdo destas células.

2.4 Estudo dos biomarcadores da fun¢cao imune

2.4.1 Sistema Imune: consideracdes gerais

O sistema imunoldgico compreende um conjunto de respostas complexas, no
qual estdo integradas diversas células, 6rgdos com caracteristicas especificas,
tecido linféide e multiplos factores soltveis, que actuam de forma determinante
na proteccdo, ataque e destruicAo de microrganismos ou macromoléculas
estranhas ao organismo (Schulenberg et al.,, 2004; Gleeson, 2005). Este

sistema organizado dos mecanismos de defesa do organismo denominado
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imunidade, pode ser sistematizado em duas formas funcionais de resposta: a
resposta imunoldgica inata — caracterizada por responder aos estimulos de

forma ndo especifica. Constitui a primeira linha de defesa do organismo,
compreendendo componentes celulares (neutrofilos, eosindfilos, basofilos,
monaocitos/macréfagos e células natural killer e factores solUveis (sistema do
complemento, proteinas de fase aguda e diversas enzimas); e a resposta

imunologica _adquirida — também designada por resposta imunoldgica

especifica, apresenta uma elevada variabilidade sendo definida por responder
ao estimulo de modo especifico, apresentando memdria e reagindo de forma
direccionada para determinado patogénio especifico. De forma similar a
resposta inata, a resposta adquirida da-se pela imunidade celular, mediada
pelos linfécitos T, pelos linfocitos B e pelos factores humorais, através das
imunoglobulinas (Ig) (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000; Gleeson, 2006).

Os leucécitos, presentes no sangue periférico com uma concentracéo de 7x10°
/Imm?3, s&o as células responsaveis por mediarem as respostas imunoldgicas, e
derivam de um precursor comum, a célula estaminal hematopoiética, a partir da
qual, serdo originados pela linhagem mieléide, os granuldcitos (neutrdéfilos
polimorfonucleares, eosinéfilos e basofilos) e os monécitos, enquanto a
linhagem linféide sera responsavel por dar origem aos linfocitos T, linfécitos B e
as células natural killer (Nieman e Nehlsen-Cannarella, 1994; Crivellato et al.,
2004. Os leucécitos exibem proteinas especificas na sua superficie celular
responsaveis pelas funcdes de identificacdo e origem. Estas proteinas
celulares possuem diversas funcdes relacionadas com a adesao de moléculas,
sendo a sua identificagcdo caracterizada pelo uso internacional do prefixo CD
(Cluster of Differentiation) (Mackinnon, 1999).

Os granulécitos compreendem as células de linhagem mieldide, com origem no
mieloblasto, e representam 60 a 70% dos leucécitos circulantes, dos quais 90%
sdo neutrofilos, 2 a 5% eosinofilos e 0,2% basofilos (Gleeson, 2006). Ap6s a
sua libertacdo da medula 6ssea, os neutrdéfilos polimorfonucleares possuem um
tempo de vida de 4 a 8 horas na corrente sanguinea e de 4 a 5dias nos tecidos,
embora, esse tempo de vida se mostre reduzido em situacdes de infeccdo
grave nos tecidos (Guyton, 2002). Os neutrofilos apresentam-se como células
fagociticas, capazes de realizar um processo de endocitose, no qual ocorre a

captura e ingestdo de particulas de material estranho ao organismo, incluindo
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as bactérias e outros microrganismos patogénicos (Mackinon, 1999). Estudos
realizados com atletas de corrida e de ciclismo verificaram significativos
aumentos na contagem dos neutroéfilos (375% e 349%, respectivamente) apos

esforcos competitivos (Gmunder et al., 1988; Berk et al., 1990).

2.4.1.1 Neutréfilos

Os neutrofilos polimorfonucleares (PMN) apresentam elevada actividade
fagocitica, sendo capazes de reconhecer, aderir e engolir bactérias e outros
microrganismos patogénicos, eliminando-os através do conteudo presente nos
seus granulos citoplasmaticos (desgranulacdo) (Pyne, 1994). Os PMN, na sua
grande maioria, encontram-se marginados ao endotélio de pequenos vasos,
podendo ser mobilizados durante infec¢des ou diferentes tipos de inflamagdes
(Schulenburg et al., 2004). Sdo células sensiveis a factores quimiotacticos
libertados por leucdcitos, (macrofagos, baséfilos e mastdcitos, assim como a
activacao do sistema do complemento (Mabott, 2004), actuando também como
mediadores de lesbes teciduais durante o processo inflamatério através da
libertacdo de espécies reactivas de oxigénio (ERO) e outros factores toxicos
(Pyne et al., 1996).

Evidéncias morfol6gicas comprovam a libertacdo de neutréfilos imaturos pela
medula 6ssea em atletas de endurance durante periodos de treinos intensos ou
competitivos, sugerindo assim, um aumento da renovacao destas células (Keen
et al., 1995; Blannin et al., 1996). Apds a realizacdo de um exercicio fisico,
verifica-se um aumento do numero de neutréfilos circulantes, estando a
persisténcia destas alteragfes, relacionada com a intensidade e a duracéo do
esforco (Bury e Pirnay, 1995, Suzuki et al., 1996).

De acordo com Gray et al. (1993) e Nieman et al. (1995e), quanto mais intenso
for o exercicio fisico, maior sera o aumento do numero de neutrofilos
(neutrofilia). Entretanto, a continuidade do treino de endurance, principalmente
os treinos de elevada intensidade, parece reduzir a extensdo da mobilizacéo
dos neutrdfilos, possivelmente através da diminuicdo das respostas hormonais
relacionadas ao esforco (Pyne et al., 1994; Pyne et al., 1995). Esta mobilizacao
efectiva dos neutrofilos em resposta ao exercicio envolve uma complexa série

de acontecimentos que consiste na sua migracdo para o local afectado em
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resposta aos factores quimiotacticos; aderéncia ao endotélio vascular e
diapedese através da parede dos vasos, libertacdo de enzimas proteoliticas
pelos granulos intercelulares (elastase e mieloperoxidase) e producao espécies

reactivas oxigénio (Mackinnon, 1999).

2.4.1.2 Eosindfilos

Os eosinofilos presentes nas mucosas, tecidos e circulacdo periférica,
apresentam reduzida actividade fagocitica, actuando principalmente na
producdo de espécies reactivas de oxigénio e na desgranulacdo sobre
parasitas (helmintos), sendo esta acc¢éo activada pela imunoglobulina G (IgG),
podendo também, participar nos mecanismos associados as reaccles
alérgicas e asma (Nieman et al., 2005). Embora na literatura ndo sejam
evidenciadas alteracdes expressivas nesta subpopulacdo leucocitaria em
resposta aos diferentes esforcos fisicos realizados, foram detectadas reducdes
na concentracao sanguinea no periodo subsequente (60 minutos) a realizacao
de exercicios de caracter aerébio, podendo esta diminui¢édo ser justificada por
uma progressiva remarginacao e posterior infiltracdo destas células para os

tecidos lesados (Magalhaes, 2000).

2.4.1.3 Basdfilos e Mastocitos

Os basofilos, presentes na circulacdo sanguinea, actuam no mecanismo de
resposta inflamatéria (secrecéo de histamina) e estdo envolvidos na eliminacéo
de parasitas, principalmente em determinadas reac¢fes alérgicas, onde
apresentam afinidade com a IgE actuante em respostas alérgicas e
anafilacticas (Guyton & Hall, 2006). Os mastocitos, presentes nos tecidos,
actuam como células efectoras nas respostas alérgicas, constituindo um
importante componente da imunidade inata (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000),
fagocitando microrganismos e produzindo mediadores inflamatérios como o
factor de necrose tumoral alfa (TNF-a), leucotrieno B4 e histamina (Pedersen &
Hoffman-Goetz, 2000; Gleeson, 2005).
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2.4.1.4 Monécitos e Macréfagos

Os mondcitos (CD4, CD11) séo células mononucleares fagociticas presentes
no sangue periférico, que apds migrarem para os tecidos, se diferenciam em
macréfagos (Mackinnon, 1999). Os macréfagos (CD16) apresentam elevada
actividade anti-tumoral e microbicida, capacidade de aderéncia, quimiotaxia e
producdo de ERO (O,*, H,0,, HOCI), manifestando uma funcédo celular
acessoria como células apresentadoras de antigénio e constituindo uma fonte
de citocinas mediadoras das diversas reaccdes inflamatorias (Adams e
Hamilton, 1992; Mackinnon, 1999; Boscolo et al.,, 2004). Os macrofagos
encontram-se presentes em diversos tecidos e oOrgdos, recebendo em
conformidade com o aspecto morfologico e a localizacdo, diferentes
denominacbes (macréfagos alveolares-pulmdo, células de Kupffer-figado,
células mesangiais-rins, células microgliais-sistema nervoso, histiécitos-tecido
conjuntivo) (Newsholme e Costa Rosa, 1996). Sao células reguladas pelos
linfécitos T e B, pelos mediadores quimicos produzidos pelo sistema nervoso
simpético (SNS) e pelo eixo hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA) (Adams &
Hamilton, 1992).

Tem sido referido por alguns autores, que periodos prolongados de esforcos
fisicos intensos parecem diminuir a expressdao dos receptores “Toll-Like”
(TLRs) presentes em determinadas células, e nos mondcitos em particular,
incapacitando a sua funcdo de apresentacdo de antigénios para o
reconhecimento de patogénios e controlo da activacédo da resposta imunoldgica
adaptativa (Nagler-Anderson, 2001; Medzhitov, 2001). Esta hipotese €
corroborada por Lancaster et al. (2005), que verificaram uma diminuicdo
significativa da expressdo dos TLRs 1, 2 e 4 nos monadcitos de individuos
submetidos a 90 minutos de exercicio em cicloergobmetro a 65% VOzmax-

Os TLRs expressos pelos mondcitos regulam a producéo de diversas citocinas,
dentre as quais as interleucinas IL-6, IL-8 e IL-12 e o factor de necrose tumoral
alfa (TNF-a), assim como a expressdo de moléculas acessoérias CD80 e CD86
e proteinas do complexo major de histocompatibilidade classe Il (MHC II), as
quais sao requeridas para a activacao dos linfocitos T naive (Gleeson, 2006).
Estudos para a determinacdo dos efeitos do exercicio fisico aerébio na

funcionalidade e actividade de mondcitos e macréfagos tem se mostrado
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inconclusivos. Neste sentido, dados conflituais tem evidenciado reducoes,
aumentos e auséncia de alteracdes na funcionalidade destas células em
resposta a realizacédo de esforcos fisicos de diferentes intensidades e duracdes
(McCarthy e Dale, 1988; Verde, 1992, Keast e Morton, 1992; Asselin et al.,
1996; Bagby et al.,, 1996). Relativamente a contagem de monécitos pos-
esforco, tem sido mostrado que apls a realizacdo de esfor¢cos curtos e
exaustivos, verifica-se um aumento dos mondcitos circulantes de
aproximadamente 90% (Bieger et al., 1980; Field et al., 1991). No entanto,
outros autores sugerem gque a monocitose induzida pelo exercicio parece nao
ser significativamente influenciada pela intensidade do esforgo (Gabriel et al.,
1992a). De acordo com Tvede et al. (1989), verifica-se um aumento da
actividade dos macrofagos no periodo subsequente (duas horas) a realizacao
de exercicios fisicos moderados.

Simonson e Jackson (2004) observaram um aumento significativo da
populacdo de mondcitos em individuos destreinados, apds a realizacdo de uma
sessdo de treino de forca ( 3 séries de 10 repeticdes - 75% 1RM). Estudos
realizados por Evans e Cannon (1991) sugerem que 0s mondcitos, assim como
os neutréfilos, ndo retornam para a circulacdo ao término do periodo de
esforco. De acordo com os referidos autores, estas células apés atraidas,
permanecem no tecido muscular lesado pelo exercicio como parte da resposta
de fase aguda. De facto, estudos tem referido a ocorréncia de uma elevada
concentracdo de mondcitos no periodo entre 1 a 7 dias apés a realizacao do

exercicio (Cormak, 1987; Cannon et al., 1989; Evans e Cannon, 1991).
2.4.1.5 Linfocitos

Os linfécitos correspondem a 20-25% dos leucécitos circulantes com uma
concentracdo de 1.5 a 3.0 x 10%L (Gleeson, 2006). Participam na resposta
imunoldgica adquirida, sendo diferenciados quanto a razao nucleo/citoplasma e
a presenca ou nado de granulos citoplasmaticos (Hames e Glover, 1996) e
classificados de acordo com a presenca dos marcadores de membrana, locais
de maturacdo e reaccdes a estimulos (Hames e Glover, 1996). Quando a
maturagdo ocorre no Timo, os linfécitos adquirem caracteristicas especificas

transformando-se em linfocitos T (CD3"), expressando marcadores de
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antigénio de superficie CD4", designados por linfécitos “auxiliares” ou CD8"
denominados linfécitos “citotéxicos” (Nieman e Nehlsen-Cannarella, 1994).

Os linfécitos T CD3" representam 60-75% dos linfécitos presentes no sangue
periférico e embora ndo possuam a capacidade de sintetizar imunoglobulinas
(anticorpos), sendo esta uma caracteristica dos linfécitos B amadurecidos na
medula éssea, actuam como moduladores da resposta imunologica mediada
por células, interagindo com os macrofagos e as células dentriticas (Adams e
Hamilton, 1992; Nieman e Nehlsen-Cannarella, 1994). Uma vez alcancados o0s
orgdos linféides secundarios/periféricos (baco, linfonodos, tecido linfoide
associado as mucosas), os linfécitos T proliferam-se e posteriormente, em
resposta ao estimulo antigénico, completam a sua diferenciacdo podendo ser
classificados como linfocitos T auxiliares, linfocitos T citotdxicos ou linfocitos T

reguladores e linfécitos T memoéria. (Janeway et al., 2007).

2.4.1.5.1 Linfécitos T CD3'CD4"

Os linfocitos T CD3'CD4" representam 60-70% dos linfocitos presentes no
sangue periférico e podem ser diferenciados, através do processo de
polarizacdo, em linfécitos T CD4" tipo 1 (Th;) ou T CD4" tipo 2 (Th,), de acordo
com as citocinas produzidas e libertadas (Ostrowski et al., 1998; Mackinnon,
1999). As células T CD4" Thy assumem um importante papel na defesa contra
patogénios intracelulares, actuando na regulacdo das respostas celulares,
sintetizando citocinas potencializadoras da resposta pro-inflamatéria (IL-2, 1L-3,
INF-y e TNF) estimulando a activagéo das células T, a actividade fagocitica dos
macréfagos, a producdo de espécies reactivas de oxigénio e oxido nitrico, a
proliferacéo de células efectoras com receptores especificos (diferenciacdo dos
linfécitos citotdxicos), assim como a imunidade celular e humoral, uma vez que
também promovem a apoptose de células infectadas. (Fabbri et al., 2003).

As células CD4" Th,, desprovidas da capacidade de citdlise, secretam as
citocinas IL4, IL5, IL6, IL13 promovendo o aumento da resposta humoral
através da sintese de anticorpos (imunoglobulinas) e outros factores sollveis,
estando envolvidas na proteccéo contra parasitas extra-celulares (Pedersen &
Hoffman-Goetz, 2000).
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Nos ultimos anos, tém sido realizados diversos estudos para elucidar os
mecanismos envolvidos na indugcdo e regulacdo do perfil polarizado que
caracteriza as subpopulacdes das células Th (P22 ™" v®" Gleeson, 2006).

De salientar, o interesse particular relativamente ao papel das células
apresentadoras de antigénios (CAA) na caracterizacao do fenétipo das células
naive durante o periodo inicial, principalmente devido aos niveis de expressao
diferencial presentes nas células dentriticas activadas, as quais podem exercer
um impacto decisivo no processo de polarizacéao (Liew, 2002). Neste contexto,
a interac¢do do receptor CD28 dos linfocitos T com o CD80 nas CAA parece
favorecer a diferenciagdo em linfécitos Thi, enquanto a interaccdo deste
mesmo receptor com o CD86 promove o fendtipo Th, (Liew, 2002). Todavia,
produtos derivados de patogénios, estagio de maturacdo das CAA, bem como
factores genéticos podem influenciar de forma significativa o processo de
diferenciacdo das células Th; e Th, (Boonstra et al., 2003).

2.4.1.5.2 Linfocitos T CD4" requladores

Relativamente aos linfocitos T CD4", as células T reguladoras podem assumir
diferentes fendtipos, sendo actualmente mais estudados os fendotipos
CD4'CD25*, CD4'CD25 e CD4'CD25" FoxP3 (Belkaid et al., 2002). Estas
células representam 5-10% da populagdo periférica dos linfocitos T CD4",
sendo timo-dependentes, uma vez que sofrem diferenciagdo no timo,
constituindo uma subpopulacéo funcional dos linfécitos T maduros, e também
MHC restritas. Podem ser classificados como linfécitos T reguladores naturais
(originados no timo) ou linfécitos T reguladores adaptativos (originados na
periferia a partir de células naive) (Joffre et al., 2004). Em particular, os
linfocitos Treg CD4" expressam niveis elevados da molécula CD25, do factor
de transcricdo Fox P3-Forkhead box P3 (quando referido o fendtipo
CD4'CD25" FoxP3), dos receptores CTLA-4 (Cytotoxic T Lymhocyte
associated Antigen-4) e GITR (Glucocorticoid Induced TNF Receptor) (Belkaid
et al., 2002; Enk, 2006). A molécula CD25 constitui a designacao pela qual se
reconhece a cadeia a do receptor da interleucina 2 (IL-2), enquanto o CTLA-4
pode actuar na indugdo de sinais intracelulares, inibindo a proliferacédo e

sintese de IL-2. No que respeita aos linfocitos T reg CD4", a sua principal

36



Revisdo da Literatura

funcdo consiste na supressdo das respostas mediadas pelos linfécitos T
efectores auto-reactivos em situacoes inflamatérias e ndo-inflamatérias (Enk,
2006). Estas células desempenham uma importante funcdo imunomoduladora,
actuando também na prevencdo da auto-imunidade e no controlo das
respostas a infeccao (Joffre et al., 2004). Embora alguns autores sugiram que a
realizacdo de exercicios fisicos regulares de intensidade moderada atenuem a
diminuic&o dos linfocitos T CD4", em particular, as células CD4"'CD25" (Fu et
al., 2003), outros estudos divergem, afirmando que o efeito do treino ndo altera

a contagem destas células (Baum et al., 1999; Kapazi et al., 2003).

2.4.1.5.3 Linfécitos T CD8*

Os linfocitos T CD3'CD8" possuem a capacidade de reconhecer e eliminar
células préprias alteradas, tendo como principais funcbes a citotoxidade, a
supressao linfocitéria, a lise de células infectadas, a lise de microrganismos e
de células tumorais, estando restritos ao reconhecimento somente dos
antigénios ligados ao complexo major de histocompatibilidade de classe | (MHC
I) (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000).

Tem sido referido por diversos autores, aumentos da concentracdo absoluta
das células T CD8" em resposta a diversos protocolos de esforcos (Shinkai et
al., 1992; Gabriel et al., 1992; Nieman et al., 1994b; Shek et al., 1995; Shinkai
et al, 1996; Nehlsen-Cannarella et al., 1997; Nehlsen-Cannarella, 1998;
Natale et al., 2003). De acordo com Nieman et al. (1994b), a magnitude do
aumento dos linfocitos T CD8" parece estar dependente da intensidade do
exercicio, tendo sido verificados acréscimos de 7% e 74% em resposta as
intensidades de esforcos a 50% e 80% VOsmax, respectivamente. Estes
resultados reforcam os dados obtidos por Gabriel et al. (1992) que constataram
um maior incremento dos valores das células T CD8" (18% vs 15%) apds um
protocolo de exercicio (100% vs 85% do limiar anaerébio individual), sugerindo
desta forma, a intensidade como factor determinante na modulacdo desta
resposta imune. Todavia, Tvede et al. (1993) ndo observaram alteracbes
significativas das células T CD8" ao submeterem ciclistas treinados a
protocolos de esforco de diferentes intensidades (25%, 50% e 75% VO2max)-
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2.4.1.5.4 Linfécitos NK ( Células Natural Killer)

Os linfécitos NK compreendem uma populacéo de linfécitos originados a partir
de uma célula progenitora da medula Ossea, distinguidas pela presenca da
glicoproteina de membrana CD3" e identificada pela superficie dos antigénios
CD16" e CD56" (Gleeson, 2006). Correspondem a 10-15% dos linfécitos
presentes no sangue periférico e possuem Receptores de Reconhecimento
Padrdo (RsRP), capazes de reconhecer e eliminar células tumorais e células
infectadas por virus (Pedersen et al., 1998; Gleeson, 2006). Uma vez
reconhecida a célula infectada, as células NK libertam granulos citotoxicos
(citolisina e perforina) causando a cisdo da membrana da célula, resultando na
desintegracéo ou lise da célula infectada (Cerwenka & Lanier, 2001)

Os linfocitos presentes na circulagcéo periférica e nos tecidos encontram-se em
estado quiescente, apresentando-se metabolicamente pouco activos (Hames e
Glover, 1996). Contudo, um estimulo invasivo ou neoplasico pode desencadear
a activacdo destas células, promovendo a sua proliferacdo e resultante

producao de citocinas envolvidas na resposta imune (Adams e Hamilton, 1992).

2.4.1.6 Linfécitos B

Os linfocitos B (CD19* CD20" CD21%) s&o células ndo-fagociticas, precursoras
dos plasmdcitos, 0os quais actuam na resposta imune humoral através da
sintese de glicoproteinas plasmaticas efectoras (imunoglobulinas) (Ostrowski et
al., 1998). Todavia, os linfocitos B podem também, exercer a funcéo de célula
apresentadora, no caso do antigénio endocitado ser clivado e os péptidos
associados ao complexo major de histocompatibilidade II (MHC Il) serem
apresentados aos linfocitos T CD4" (Pedersen & Toft, 2000).

As células B distinguem-se por expressar na sua membrana plasmatica um
complexo proteico (BCR — receptor da célula B) constituido por uma
imunoglobulina membranar (responsavel pelo reconhecimento do antigénio) e
um heterodimero composto de duas proteinas invariaveis (lga / IgB), capaz de
realizar a transducédo de sinais (Doherty e Farrelly, 2000). Ap6s o processo de
maturacgdo inicial na medula 6ssea, os linfécitos B imaturos que expressam a

glicoproteina CD19 sao posteriormente transportados pelo sangue para 0s
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orgaos linfoides periféricos (baco, linfonodos e tecidos linféides associados a
mucosa-MALT) onde ocorre a sua diferenciagdo final e subsequente
proliferacdo (Sherman et al.,, 1994). Neste sentido, importa salientar que €
fundamental para o processo de maturacdo das células B, a presenca do gene
Btk, o qual codifica a enzima tirosina-quinase de Bruton, permitindo assim, o
envio de sinais para a célula (McHeyzer-Willians, 2003).

Os linfocitos B podem ser divididos em trés subpopulacdes distintas: os

linfécitos B memoria — que actuam como ceélulas apresentadoras de antigénio

para os linfécitos T CD4", os linfocitos B produtores de citocinas e 0s

plasmacitos — células secretoras de imunoglobulinas (Igs) (McHeyzer-Willians,
2003).

As células B quiescentes respondem a diferentes tipos de antigénio, podendo
desta forma serem activadas pelos linfocitos T CD4" (antigénios timo-
dependentes) ou directamente por antigénios livres, por meio de diferentes
receptores e co-receptores de células B (antigénios timo-independentes)
(Jenkins et al., 2001).

2.4.2 Sistema imune e o0 exercicio fisico: regulacao, integracdo e activacdo

O exercicio fisico, enquanto modelo indutor de stresse, promove a alteracdo do
estado de homeostasia organica, conduzindo a reorganizagdo da resposta de
diferentes sistemas, entre os quais, o0 sistema imunoldgico (Pyne & Gleeson,
1998). Neste contexto, a realizacdo de diferentes esforcos fisicos provoca
alteracdes distintas nos diversos parametros imunologicos (Brenner et al.,
1998; Natale et al., 2003; Mijika et al., 2004).

Em decorréncia da activacdo do sistema nervoso simpatico (SNS) durante o
exercicio, ocorre 0 aumento da secre¢cdo endocrina de catecolaminas
(dopamina e noradrenalina a nivel cerebral), estimulando o hipotalamo a
aumentar a produgédo da hormona libertadora de corticotropina (CRH) (Brenner
et al.,, 1998). Em resposta a estas alteracbes, € observado o aumento da
libertacdo da hormona adrenocorticotrofica (ACTH) e [-endorfinas pela
glandula pituitaria anterior (Gaillard, 1994; Brenner et al., 1998), estimulando
desta forma, o cortex supra-renal a produzir glucocorticoides e aminas
biogénicas (Herbert e Cohen, 1993; Gaillard, 1994; Brenner et al., 1998). A
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associacdo destes factores sugere uma estreita relacdo entre o sistema
imunoldgico e os demais sistemas organicos, em particular, a interac¢cdo com
0s sistemas nervoso e endocrino (Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000). Estes
mecanismos de integracdo sao multifactoriais quando associados as alteracfes
imunoldgicas, e incluem diversos factores neuroenddcrinos como a adrenalina,
noradrenalina, hormona do crescimento, cortisol e B-endorfinas (Atanackovic et
al., 2004)

A activacao do sistema nervoso simpatico durante o exercicio fisico influencia a
resposta imunoldgica, estimulando a producéo e libertacdo de catecolaminas e
glucocorticoides (Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000). A accdo das
catecolaminas e do cortisol libertados durante o exercicio promove a
redistribuicdo dos linfocitos, exercendo uma ac¢cado imunossupressora sobre o
organismo (Gleeson, 2005). De acordo com Millan et al. (1996), a expresséo de
B-receptores presentes nas diversas células imunes parece fornecer a base
molecular para a ac¢ao das catecolaminas. Estudos anteriores evidenciaram a
presenca de receptores B-adrenérgicos em macréfagos peritoniais e células
linféides de ratos (Bermudez et al., 1990), sendo também constatada a
inervacdo de diferentes érgaos linfoides por fibras nervosas (Vizi et al., 1998).
Relativamente a densidade dos receptores adrenérgicos (B receptores)
presentes nas diferentes subpopulacdes leucocitarias, o0s neutréfilos
juntamente com os linfécitos NK parecem possuir um maior namero de
receptores, sendo seguidos, numa ordem decrescente, pelos linfocitos T CD8"
e os linfécitos B, enquanto os linfocitos T CD4" apresentam uma menor
densidade (Gaillard, 1994).

O recrutamento de neutréfilos e linfécitos para o compartimento vascular
durante o exercicio parece ser mediado pela accdo das catecolaminas,
principalmente pela adrenalina, e em menor grau, pela noradrenalina (Ottaway
e Husband, 1994). De acordo com Pedersen e Hoffman-Goetz (2000), a
concentracdo sanguinea desses mediadores aumenta de forma linear com a
duracdo do esforco e exponencialmente com a intensidade. No entanto, a
activacdo do sistema nervoso simpatico durante o exercicio fisico parece ser
também influenciada pelo estado de treino, sendo observado um aumento mais
pronunciado na concentracdo plasmatica de noradrenalina em individuos

destreinados comparativamente a atletas. (Sothmann et al., 1991).
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O aumento da concentracdo de cortisol durante o exercicio fisico altera a taxa
de degradacgdo proteica do musculo, inibindo a libertagdo de glutamina pelo
muasculo esquelético, resultando numa diminuicdo dos niveis de glutamina
plasmatica (Field et al, 2000). A glutamina constitui um aminoacido versatil,
actuando na detoxificagdo da amdnia, transporte de nitrogénio entre os tecidos,
e manutencdo do equilibrio acido-base, sendo considerada um substrato
essencial para diferentes células do sistema imune, particularmente linfécitos e
macrofagos (Field et al, 2000). Estudos tém demonstrado, que a realizacao de
exercicios prolongados e de elevada intensidade reduzem as concentracdes
plasmaticas de glutamina, comprometendo a proliferacdo de linfécitos e
monaocitos, a sintese de imunoglobulinas e a concentracdo de citocinas
circulantes (Mackinnon & Hooper, 1996; Rowbottom et al., 2000; Nieman, 2000;
Pedersen et al., 2001). As prostaglandinas e os radicais livres aumentados em
resposta a activacao dos neutréfilos e mondcitos também influenciam a funcéo
linfocitaria (Brenner et al., 1994; Suzuki et al., 2000).

Factores fisioldgicos como, o aumento da temperatura corporal em resposta ao
exercicio fisico, o balango nitrogenado e o nivel de glicemia podem condicionar
as respostas imunoldgicas (Brenner et al., 1994; Pedersen e Hoffman-Goetz,
2000; Tzai-Li et al., 2004). Neste contexto, diversos estudos tém demonstrado
gque a manutencdo das concentracdes plasmaticas de glucose durante a
realizacdo de esforcos prolongados atenua o aumento do trafego leucocitario
(Bingham et al., 1995); a resposta da adrenalina e do cortisol (Jackson, 1998);
a relacao neutrofilos/linfécitos (Leeuwenburgh e Heineck, 2001; Gleeson, 2006)
e a concentracdo da IL-6 (Leeuwenburgh e Heineck, 2001). De acordo com
Halliwell (1999), a hipoglicémia pode diminuir a eficiéncia da resposta imune
neutrofilo-dependente e também provocar um aumento da apoptose destas
células.

A realizacdo de exercicios fisicos intensos e prolongados (>70%VO2max) €
exercicios muito intensos de curta duracdo (>85%VOzmax) provocam um
aumento das concentracdes de B-endorfinas na circulagcdo (Van Eeden et al.,
1999; Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000). Este aumento é sugerido influenciar
de forma negativa a producdo de imunoglobulinas em humanos (Mathews et
al., 1983; Morgan et al., 1990), podendo, em animais, inibir a proliferacao
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linfocitaria e promover um aumento da actividade fagocitica e da quimiotaxia de
macréfagos peritoniais (Carlson et al., 1989; Ortega et al., 1996).
Estudos tém demonstrado que a realizacdo de exercicios de intensidade
moderada (<70%VO2max) provocam alteracbes na distribuicdo das células
imunocompetentes, que coadjuvadas por alteracbes funcionais, promovem a
melhoria das fun¢des imunoldgicas, aumentando a actividade anti-tumoral e
citotoxica de linfocitos e macréfagos, a accdo fagocitica dos neutrofilos e a
actividade citotoxica das células NK (Gabriel et al., 1992, Nieman et al., 1993;
Nieman et al., 1994; Woods et al., 2000; Klentrou et al., 2002; Suzuki et al,
2003; Natale et al., 2003; Steensberg, 2003). No entanto, diversos autores tem
proposto a existéncia de um periodo de imunossupresséo transitoria apds a
realizacdo de esforcos intensos (>70%VO2max), (Cannon, 1993; Pedersen &
Bruunsgaard, 1995; Mars et al., 1998; Matheus et al., 2002; Gleeson, 2005).
O exercicio fisico provoca alteracfes agudas no sistema imunoldgico, que se
mostram condicionadas por diferentes factores como a intensidade e o volume
dos estimulos-carga (Nieman e Nehlsen-Cannarella, 1994). As adaptacoes
cronicas do sistema imune ao exercicio fisico, presentes em individuos
treinados, permitem uma menor activacdo do SNS, resultando numa menor
sensibilidade aos estimulos stressores e consequentemente, uma menor
libertacao de catecolaminas e cortisol (Cavaglieri et al., 2003).
A alteracdo transitéria da resposta imune provocada por uma sessao de
exercicio fisico é conhecida por resposta aguda ao exercicio e pode ser
modulada por trés diferentes mecanismos:

(i) hormonais - relacionados as ac¢bes das catecolaminas, dos

glucocorticoides, da hormona do crescimento (GH) e das endorfinas
(Pedersen et al., 1997);

(ii) _metabolicos — referentes a concentracdo de glutamina, a hipoxia e

hipertermia (Pedersen et al., 1997; Curi et al., 1999);

(il mecanicos — expressos pela lesdo muscular motivada pelo exercicio
fisico, gerando um processo inflamatorio localizado (Evans e
Calmon, 1991).
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2.4.2.1 Resposta do sistema imune ao exercicio fisico agudo

O exercicio fisico agudo pode alterar a contagem, redistribuicdo e capacidade
funcional das diferentes células imunocompetentes (Green et al., 2002). Neste
sentido, a libertacdo de catecolaminas pelo exercicio parece constituir o
principal factor indutor do aumento dos leucdcitos circulantes (Pedersen e
Hoffman-Goetz, 2000; Nieman, 2005).

Gabriel et al. (1992b) verificaram um aumento significativo na concentracao
leucocitaria imediatamente ap6és 1 minuto de exercicio supra-maximo
(>100%VO2max). E sugerido por alguns autores, que em esforgos com duracio
inferior a 1 hora, a leucocitose é mais dependente da intensidade do esforco e
nao da duracdo do mesmo (Gimenez, 1986; McCarthy e Dale, 1988).

A realizacdo de exercicios de elevada intensidade estd associada a uma
alteracdo bifasica dos leucécitos circulantes. Imediatamente apés o esforco, €
observado um incremento de 50 a 100% no numero total de leucdcitos,
principalmente através do aumento nas concentragfes dos neutréfilos e
linfécitos e em menor proporcdo dos mondcitos (Nieman e Nehlsen-Cannarella,
1994). Entretanto, apds um periodo de recuperacao, proximo de 30 minutos, €
detectada uma diminuicdo acentuada do numero de linfécitos (30 a 50%) e em
menor expressdao do numero de eosindfilos, persistindo a condicdo de
neutrofilia (Kendall et al., 1990; Gabriel et al., 1991). Esta resposta dos
leucdcitos decorre da accdo da adrenalina e cortisol libertados durante
exercicios com elevada intensidade (70 a 85% VOgzmax), Oonde também se
verifica um aumento da densidade dos receptores B,-adrenérgicos (Khan et al.,
1986; Maisel et al.,, 1990). As concentracdes de adrenalina diminuem
rapidamente ao término do exercicio, em contraste com o cortisol, cuja
concentracdo permanece elevada na circulacdo por periodos superiores a 2
horas (Nieman e Nehlsen-Cannarella, 1994).

Esta perturbacdo bifdsica da contagem leucocitaria motivada pelo exercicio
fisico foi estudada por Tvede et al. (1993) em ciclistas profissionais submetidos
a um protocolo de 60 minutos em cicloergémetro a diferentes intensidades de
esforco (25, 50 e 75% VO2max). Neste estudo foi observado que, imediatamente
ap0s o exercicio realizado as intensidades de 50 e 75% VO:nax, 0S atletas

evidenciavam uma linfocitose significativa, a qual era posteriormente seguida
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de uma linfopenia no periodo subsequente (2 horas). De acordo com Hellstrand
et al. (1985), a redistribuicdo destas células parece decorrer dos niveis
aumentados das catecolaminas, embora, outros autores possam sugerir que
estas alteracdes resultem da migracdo de células dos 6rgdos linféides
secundérios, como o0 baco e os linfonodos, para a circulagdo sanguinea ou
possam estar relacionadas ao mecanismo de resposta inflamatoéria as lesdes
no tecido muscular (Pedersen et al., 1998; Gabriel & Kindermann, 1998;
Brenner et al., 1998).

A resposta dos neutréfilos polimorfonucleares (PMN) ao exercicio, embora
apresente resultados contraditorios, parece estar condicionada a intensidade
do esforco e ao estado de treino do individuo. Desta forma, a capacidade de
aderéncia dos PMN ao endotélio vascular ndo se mostra afectada pelo
exercicio moderado (Ortega et al., 1993) ou de natureza exaustiva (Lewick et
al., 1987; Rodriguez et al., 1991), embora, tenha sido observada uma reducéo
desta funcdo, durante uma sessdo de exercicio moderado em individuos
treinados (Lewick et al.,, 1987). A quimiotaxia nos PMN observada em
individuos destreinados parece ser aumentada em resposta a uma sessao de
exercicio moderado (Pyne et al., 2000; Suzuki et al., 2003; Nieman et al., 2005)
ou permanece inalterada nos exercicios exaustivos (Rodriguez et al., 1991),
enquanto em individuos treinados, esta capacidade se apresenta aumentada
(Ortega et al., 1993).

Relativamente a actividade fagocitica dos leucécitos, Muns et al. (1994)
observaram um aumento da actividade fagocitica dos neutrdfilos, em individuos
treinados, 24 horas ap0s a realizagdo de uma corrida de 20km a intensidade de
60%VO02max Posteriormente, Nieman et al. (1998) verificaram um aumento da
actividade fagocitica dos granulécitos, especialmente dos PMN, em resposta a
150 minutos de exercicio aerébio a 75%vo2max- NO entanto, Chinda et al. (2003)
ao analisarem a actividade fagocitica dos PMN em funcdo da corrida da
maratona, verificaram que ao final do esforco, a percentagem destas células
engajadas na fagocitose estava aumentada, enquanto a capacidade fagocitica
dos neutrofilos activados se mostrava diminuida.

O esforco fisico moderado também parece promover o aumento da
desgranulacdo dos neutréfilos (Smith et al., 1990; Suzuki et al., 2003), embora,

de acordo com Hetherington e Quie (1985), os neutrofilos imaturos libertados
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da medula Gssea, pela acc¢do do cortisol, parecem apresentar uma aumentada
desgranulacdo espontanea. Nesta perspectiva, tem sido sugerido que a
desgranulacdo induzida pelo exercicio fisico pode constituir parte de uma
resposta inflamatoria no musculo ou tecido lesado, estando associada a uma
aumentada concentracdo plasmatica de elastase e mioloperoxidase,
principalmente, em exercicios caracterizados por uma elevada componente
excéntrica (Camus et al., 1992; Blannin et al., 1996; Suzuki et al., 2003). Os
efeitos do exercicio fisico na actividade oxidativa dos PMN permanecem
conflituais. Tem sido sugerido por alguns autores, que esfor¢cos de intensidade
moderada auxiliam a actividade oxidativa dos neutréfilos (Macha et al., 1990;
Ortega et al., 1993; Muns et al., 1996; Smith et al., 1996). No entanto, Pyne et
al. (1996) apdés submeterem um grupo de atletas a 40 minutos de esforco
aerdébio moderado (65%V0O2max), €ncontraram uma diminui¢cao desta actividade.
Esta reducdo da actividade oxidativa parece ser mais pronunciada a seguir a
realizacdo de exercicios intensos (85% VO2max) (Hack et al., 1992; Pyne et al.,
1994; Pyne et al., 1996; Pyne, 2000). No entanto, a evidéncia de que o
exercicio progressivo, até a exaustdo, provoca 0 aumento da capacidade
fagocitica dos PMN, associada ao incremento da actividade de elastase
plasmatica, indicando desgranulagcédo, sugere que a supressdo das funcdes
neutrofilicas possa estar relacionada a um periodo refractario pds-exercicio
(Dufaux e Order, 1989).

Apesar da magnitude da neutrofilia estar directamente relacionada com a
intensidade do esfor¢o, € sugerido por alguns autores, que a duracdo do
exercicio pode influenciar de forma significativa a sua resposta. De acordo com
Pedersen e Bruunsgaard (1995), o estado de imunossupressédo observado €
somente evidenciado em situacbes de esfor¢cos intensos e de duracéo
prolongada, superiores a 1 hora. Robson et al. (1999) analisaram as alteracfes
nas funcgbes dos neutrdfilos moduladas pela duracdo do exercicio, onde foi
observado que a realizacdo de um esforgo de intensidade moderada (55%
VO2max) durante um periodo de 3 horas reduzia de forma mais pronunciada as
actividades oxidativa e anti-bactericida dos PMN comparativamente ao
exercicio de intensidade mais elevada (80% VOymax) realizado durante 1 hora.
A leucocitose evidenciada pelo aumento dos neutréfilos, imediatamente apés o

término do esforco, decorre da desmarginacdao dos PMN das paredes dos
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vasos sanguineos para a circulagdo periférica, em resposta a accao das
catecolaminas (Galbo, 1983) e ao aumento do débito cardiaco (Foster et al.,
1986). De acordo com Boxer et al. (1980), associado ao aumento do débito
cardiaco, ocorrem alteracdes hemodinamicas como a mobilizacdo do fluxo
sanguineo das visceras para o pulmao (via receptores a;), permitindo um
aporte sanguineo aumentado para os musculos esqueléticos (via receptores
B2), que resulta numa desmarginacdo aumentada da parede destes vasos. A
baixa regulacdo da expressdo das moléculas de adesdo presentes na
superficie dos leucécitos, motivada pela accdo da adrenalina durante o
exercicio, pode contribuir para a desmarginacado dos leucécitos, reduzindo a
aderéncias destas células ao endotélio vascular (Nielsen e Lyberg, 2004).
Entretanto, nas situacdes de exercicios aerébios prolongados, observa-se,
apos um periodo de recuperacdo, um novo incremento da contagem dos
neutrofilos, (predominante de uma aumentada libertacdo da medula éssea)
consequente a elevacdo da concentracdo de cortisol, referido como
“leucocitose retardada” (Robson et al, 1999).

No que respeita as células fagociticas mononucleares, o exercicio exaustivo de
curta duracdo parece reduzir a actividade fagocitica dos mondcitos (Bierger et
al. 1980). Em contraste, Nieman et al. (1998) observaram que apos 150
minutos de exercicio moderado (<75%VO2.max), a actividade fagocitica e a
quimiotaxia se apresentavam aumentadas nos mondcitos, embora,
permanecendo a actividade oxidativa inalterada.

O exercicio fisico agudo, especialmente de intensidade moderada, parece
estimular diversas fungbes dos macrofagos incluindo a aderéncia, a
quimiotaxia, a producdo de anido-superoxido e a capacidade fagocitica (Field
et al.,, 1991; Nieman e Nehlsen-Cannarella, 1994; Nehlsen-Canarella, 1998;
Costa Rosa et al.,, 1995; Woods et al.,, 2000), estando estes mecanismos
subjacentes provavelmente associados a factores neuroendécrinos (Ortega et
al., 1993; Ortega et al., 1999). Entretanto, a realizagao de esfor¢os extenuantes
e prolongados parece reduzir a actividade anti-viral de macrofagos alveolares
(Davis et al.,, 1997), diminuindo também, a capacidade de apresentacdo de
antigénios por macrofagos peritoniais (Woods et al., 2000). No entanto, o
exercicio exaustivo, em resposta ao aumento das concentracdes plasmaticas

das catecolaminas, esta associado a diminuicdo da expressdo do MHC de
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classe Il, assim como a queda da funcéo antiviral dos macréfagos alveolares
(Ceddia e Woods, 1998).

De acordo com Pedersen e Hoffman-Goetz (2000), o aumento da concentracao
linfocitaria no decorrer do exercicio fisico parece constituir um mecanismo de
resposta altamente especifica. Assim, os linfécitos T CD8" apresentam um
aumento de 50 a 100% na contagem periférica apds a realizagdo de um
exercicio agudo intenso (>75% VO2max), €nquanto um esforco moderado (65 -
75% VO2max) parece nado alterar as concentracdes sanguineas dos linfécitos T
CD4", T CD8" e linfocitos B (Tvede et al., 1993; Pedersen e Hoffman-Goetz,
2000).

Em relacdo as subpopulacdes linfocitarias, verifica-se habitualmente, uma
linfocitose durante e imediatamente apds o exercicio fisico, sendo, no entanto,
0 seu aumento menor que o0 observado na concentracdo dos neutrdfilos
(Mackinnon, 1999). O grau de linfocitose provocada pelo exercicio fisico parece
variar consoante o estado de treino, sendo maior nos individuos ndo-treinados
(Ortega et al. 2003). Tem sido observado em alguns estudos, aumentos
temporarios nas concentracdes das células T CD4'CD45RO" (memoria) e
células T CD4"CD45RA" (naive) em resposta a uma sessédo de exercicio fisico
agudo. No entanto, parece que 0 aumento observado na relacéo
CD45RO/CD45RA decorre de uma maior mobilizacdo da sub-populacéo
CD45RO" (Gannon et al., 2002; Lancaster et al., 2003).

As células NK demonstram as maiores alteracbes frente ao exercicio agudo,
podendo evidenciar aumentos de 150 a 300% na contagem do sangue
periférico, provavelmente em decorréncia da maior densidade de receptores 3,-
adrenérgicos presente na sua superficie celular (Gabriel et al. 1991; Nieman e
Nehlsen-Cannarella, 1994; Gleeson, 2006). Com relacéo a actividade funcional
das células NK, parece ser modulada por factores como tipo de exercicio,
duracéo e intensidade do esfor¢o (Ceddia et al., 1999), podendo também ser
influenciada pela accdo de endorfinas (Nieman e Nehlsen-Cannarella, 1994).
Diversos autores tém observado o aumento da actividade citolitica das células
NK e da linfocina activadora das células NK ao término de exercicios fisicos
moderados (Pedersen et al., 1998; Bacurau et al., 2000; Woods et al., 2000) e
intensos (Tvede et al., 1993; Natale et al., 2003; Roberts et al., 2004; Gleeson,

2005), embora, a realizacdo de esforcos extenuantes e prologados pareca
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atenuar a actividade citolitica destas células (Kappel et al., 1991; Pedersen e
Bruunsgaard, 1995; Nielsen et al., 1996; Pedersen et al., 2001; McFarlin et al,
2004).

A realizacdo de esforcos muito intensos (>85%VO0.max) parece provocar uma
reducdo da concentracdo dos linfocitos T CD4", permanecendo os valores
sanguineos dos linfocitos T CD8" inalterados, o que resulta na diminuicdo da
relagdo CD4'/CD8", comportamento este que pode reflectir uma situacdo de
imunossupressao (Ceddia et al., 1999; Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000).

Tem sido proposto, que o aumento da concentracdo linfocitaria na

circulacdo, em resposta ao exercicio fisico, em especial, os esfor¢cos de curta
duracéo e elevada intensidade (>85%V0O2max) decorre principalmente da accéo
das catecolaminas, mobilizando, na sua grande maioria, linfocitos provenientes
do baco e outros érgaos linféides secundérios (Gabriel et al, 2000; Pedersen et
al., 2000; Minetto et al., 2005; Hong et al., 2005). Entretanto, a reducdo do
namero de linfocitos presentes na circulacdo, observada nos exercicios
intensos de duracdo prolongada, parece decorrer, particularmente, da
influéncia do cortisol (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000; Jozsa et al., 2005). O
cortisol também parece inibir a proliferacéo de linfocitos por ac¢édo directa na
célula e por inibicdo da producéo de interleucina 2 (IL-2) (Newsholme et al.,
1996). Um mecanismo adicional de inibicdo linfocitaria pode ser a ac¢ao sobre
0os mondcitos, diminuindo a expressao do MHC de classe I, portanto, a
capacidade de actuar como célula acessoria (Nieman & Nehlsen-Cannarella,
1994; Azevedo et al., 1997).
A resposta proliferativa mitogénica dos linfécitos T e a expressao do marcador
de activacédo (CD 69) tem sido sugerido reduzidas em resposta a um esfor¢o
agudo intenso (85%V0.max) (Tvede et al., 1994; Mackinnon, 1999; Ronsen et
al., 2001), reforcando o efeito imunossupressivo do aumento da concentragédo
de cortisol apds exercicio intenso.

A resposta dos linfocitos B a uma carga subita de exercicio demonstra
que, contrariamente ao observado nas subpopulacdes dos linfocitos T, as quais
evidenciam aumentos pronunciados, estas células ndo apresentam alteracées
significativas nos valores de repouso em resposta a um exercicio de 45
minutos a intensidade de 80%VO2mnax (Nieman et al., 1994), embora, no que

concerne a concentracdo e actividade das imunoglobulinas (Ig), apresentam
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resultados conflituais. Embora alguns estudos nao tenham observado
alteracbes nas concentracdes das diferentes imunoglobulinas em resposta a
realizacdo de exercicios de intensidade moderada (Nieman et al., 1989; Tvede
et al., 1989; Nieman et al., 1990a; Nieman et al., 1990b; Mackinnon et al., 1994;
Nehlsen-Cannarella, 1998), tem sido referido por alguns autores, reducoes
significativas da concentracdo de IgA salivar, apdés sessdes de treino de
natacdo (Gleeson et al.,, 1999) e corrida prolongada (Blannin et al., 1998;
Nieman et al., 2001). Relativamente ao exercicio intenso e prolongado, parece
influenciar a resposta dos linfocitos B, reduzindo as concentracdes de IgA
presentes na saliva e na mucosa nasal (Nieman et al., 1990b; Mackinnon et al.,
1994; Nehlsen-Cannarella, 1998), aumentando. desta forma, a susceptibilidade
a infeccdes no tracto respiratorio superior (ITRS) (Gleeson, 2006).

O exercicio de alta intensidade esta associado a leséo de células musculares,
e por consequéncia, o surgimento de uma resposta inflamatéria tecidual
(Stauber et al., 1988). No decorrer ou ap0s a realizacdo de exercicios fisicos
intensos, € desencadeado um conjunto de reaccbes sistémicas humorais,
denominado resposta de fase aguda (Evans e Cannon, 1991). Esse
mecanismo de resposta compreende altera¢des funcionais do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA), aumento plasmatico das concentracdes de proteinas
de fase aguda (neoptarina, proteina C reactiva, a1-antitripsina) e a mobilizac&o
e activacdo leucocitaria (Almekinders e Almekinders, 1992; Pedersen e
Bruunsgaard, 1995). Esta resposta inflamatéria aguda, evidenciada pela
infiltracdo dos neutrofilos, mondcitos e linfocitos, para os tecidos lesados,
designada por degeneracdo extrinseca, tem por funcdes, a fagocitose dos
detritos resultantes da destruicédo celular e a preparacéo dos tecidos para uma
posterior reparacdo (Almekinders e Almekinders, 1992). Este processo
degenerativo mediado pelos leucécitos, que deveria constituir um processo de
recuperacgdo tecidual, pode, em razdo da sua natureza catabdlica, agravar a
alteracdo das estruturas lipidicas e proteicas das células lesadas, acentuando
de forma decisiva a destruicdo das fibras musculares, seja pela accdo das
enzimas proteoliticas e lisossomicas, activadas durante o processo de auto-
destruicdo das células motivado pela perda da homeostasia dos i6es calcio

(Ca*®) (degeneracdo intrinseca), ou através das espécies reactivas de oxigénio
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(ERO) ou demais substancias libertadas pelo intersticio (Armstrong, 1990;
Appell et al., 1992; Lieber et al., 1994).

No que respeita a producdo sistémica das citocinas, sdo observados, no
periodo pds-exercicio, aumentos plasmaticos da IL-1 e IL-6, juntamente com o
aumento da excrecdo urinaria de IL-1B e dos receptores soluveis da IL-2, IL-6,
IFN-y e TNF-a (Sprenger et al., 1992; Northoff et al., 1994; Shephard e Shek,
1994; Ostrowski et al., 2000; Nemet et al., 2003; Jankord e Jemiolo, 2004). No
entanto, de acordo com Steensberg et al. (2001), a realizacdo de um exercicio
concéntrico, como o ciclismo, resulta em aumentos menos pronunciados da IL-
6 comparativamente com a corrida, a qual, apresenta predominancia de ac¢des
excéntricas. Esta assercdo € confirmada por Nieman et al. (2001), que
constataram, apds uma corrida da maratona, aumentos de 100% nas

concentracoes de IL-6 dos atletas competidores.

2.4.2.1.1 Activacdo dos linfocitos T

O mecanismo de activacdo celular constitui o estagio inicial do processo que
conduz a producédo de citocinas pelos linfécitos T e respectiva proliferacéo e
citotoxidade. Diversos estudos tém avaliado os efeitos do exercicio agudo
intenso na activacao dos linfécitos T que expressam marcadores de activacao
celular como CD69 (marcador de activacao precoce), CD25 (receptor da IL-2),
CD45RO (marcador de linfocitos T memoria e efectores) e HLA-DR
(determinante no MHC IlI). O marcador de activacdo linfocitaria CD69 néo
parece ser particularmente responsivo a periodos de exercicio fisico proximos
a 1 hora. Neste sentido, Ronsen et al. (2001) n&o verificaram alteragbes
significativas na expressdo do CD69 nas células CD4" e CDS8", in vivo, em
resposta a 75 minutos de exercicio em cicloergbmetro a 75%VO2max-
Corroborando este estudo, Green et al. (2003) ndo observaram diferencas
significativas na expressédo do CD69, estimulada por mitogénio, em individuos
submetidos a 60 minutos de corrida em tapete rolante a 95% do limiar
anaerobio ventilatério (Lan ent). NO entanto, resultados controversos foram
constatados por DuBose et al. (2003), com individuos militares submetidos a
uma corrida de 3200 metros, onde foi detectada uma significativa diminuicdo na

percentagem de células CD4" expressando CD69 em resposta a estimulagio
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por mitogénios. Estes autores referem também, que a resposta estimulada por
mitogénio nas células T CD4" e T CD8" eram menos pronunciadas apds o
exercicio e durante o periodo de recuperacdo em individuos submetidos a
esforcos sob elevadas temperaturas. Adicionalmente, Vider et al. (2001)
observaram uma reducéo significativa da expressdo do CD69 nos linfécitos T
CD4" e T CD8", igualmente estimulada por mitogénios, em atletas jovens
masculinos bem treinados, apds a realizacdo de um protocolo de corrida em
tapete rolante até a exaustdo. De acordo com estes autores, o referido
comportamento do marcador de activacdo CD69 pode estar relacionado, entre
outros factores, com a duragdo e a intensidade do esfor¢o realizado. A
activacdo das células T in vivo ou por estimulacdo de mitogénios pode reflectir
o recrutamento selectivo de subpopulaces de células activadas na circulacao.
Nesta perspectiva, Gray et al. (1993) encontraram um aumento significativo no
namero de linfécitos T expressando o antigénio HLA-DR imediatamente apos a
realizacdo de um protocolo de corrida intervalada em tapete rolante até a
exaustdo. Este aumento reflecte, em particular, o recrutamento das células
CD3"HLA-DR presentes na circulagido, em resposta a linfocitose induzida pelo
exercicio (Gray et al., 1993). De forma similar, um estudo anterior realizado por
Fry et al. (1992) verificou um aumento significativo no nimero de células
mononucleares expressando a molécula CD25" imediatamente apds a
realizacdo de um protocolo de exercicio progressivo em tapete rolante até a
exaustdo. Entretanto, a relacdo entre as células CD3" e CD25" ndo se mostrou
alterada, sugerindo que o aumento relativo a expressdo das células CD25"
ocorreu principalmente devido ao maior recrutamento das células CD3"CD25"
presentes na circulagdo e ndo em resposta as alteracdes induzidas no estado

de activacao das células T.

2.4.2.3 Efeitos crénicos do exercicio fisico na resposta imune

Os efeitos cronicos do treino fisico regular na funcdo imune tém sido
investigados através de uma diversidade de estudos, incluindo estudos
longitudinais com populacdes sedentarias, estudos longitudinais de
monitorizacdo de atletas durante a época desportiva, estudos transversais de

comparacao entre atletas e individuos sedentarios e estudos transversais
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comparando atletas de diferentes niveis de prestacdo (Gleeson et al., 1995;
Robson et al. 1999; Nieman, 2000; Mackinnon, 2000; Ronsen et al., 2001;
Lancaster et al., 2003; Gleeson, 2005; Gleeson, 2006).

De uma forma geral, em estado de repouso, ndo se verificam diferencas
significativas na funcdo imune quando comparados atletas e individuos
sedentarios (Nieman, 2000). Entretanto, o nimero de leucdcitos circulantes em
atletas de resisténcia parece mostrar-se diminuido (Lehmann et al., 1997). Esta
diminuicdo da contagem leucocitaria pode resultar da hemodiluicdo acentuada,
em resposta a expansao do volume plasmético, associada as elevadas cargas
de treino (Gleeson, 2005), pode ainda indicar uma apoptose aumentada
decorrente da producdo acrescida de espécies reactivas de oxigénio e do
aumento nas concentracfes de calcio intracelular (Carraro e Franceschi, 1997;
Bejma, 1999) ou estar atribuida a uma alteracdo da cinética leucocitaria,
incluindo a diminuicdo da libertacdo destas células pela medula 6ssea, em
especial dos neutrofilos, em resposta a uma possivel deplecdo das reservas de
neutréfilos maduros (Nieman, 1998).

Pyne (1994) e Keen et al. (1995) observaram que atletas submetidos a
periodos de treino intenso e prolongado apresentavam uma maior
concentracdo de leucdcitos imaturos comparativamente a individuos
sedentarios. Intervencdes longitudinais realizadas com atletas de diferentes
modalidades verificaram que individuos treinados apresentam valores de
concentragdo sérica do complemento inferiores aos encontrados em individuos
destreinados (Mackinnon, 1998), sendo também observada uma diminuicdo
das actividades fagocitica e oxidativa dos neutréfilos em ciclistas treinados
guando comparados com individuos sedentarios (Blannin et al., 1996).
Lancaster et al. (2003) estudaram os efeitos de 4 semanas de treinos intensos
(>74%VO2max) NoOs diversos parametros imunes de ciclistas treinados, tendo
sido observadas redugdes significativas na produgéo de INF-y pelos linfécitos
T, na actividade oxidativa dos mondcitos e nos valores basais de IgA salivar.
AplOs 7 meses de treinos intensos, Gleeson et al. (1995) constataram em
nadadores australianos de elevada performance uma supresséo significativa
dos niveis séricos de IgA, 1gG e IgM e de IgA salivar, sendo também verificada
uma reducdo na concentracdo de células NK. De acordo com estes autores, a

concentracdo de IgA salivar (s-lgA), em repouso, estava correlacionada com a
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incidéncia dos episédios de infeccdo durante o periodo de treino. Estes
resultados corroboram o estudo de Mackinnon & Hooper (1994), que apos
submeterem um grupo de nadadores de Elite a 6 meses de treinos intensos,
constataram uma reducdo acentuada nas concentracfes de IgA salivar. A
flutuacdo dos niveis séricos de IgA, IgG e IgM e IgA salivar em resposta ao
treino fisico parecem constituir indicadores Uteis da imunidade humoral e da
mucosa, respectivamente, estando estas concentracdes associadas a
incidéncia de episddios de infecgbes no tracto respiratorio superior (ITRS) de
atletas engajados em regimes de treino intenso (Nieman et al., 1989; Nehlsen-
Cannarella, 1991; Gleeson et al., 1995; Gleeson et al., 1999; Gleeson, 2000;
Gleeson e Pyne, 2000; Potteiger et al., 2001).

Embora se verifigue uma grande variabilidade individual na resposta das
imunoglobulinas ao treino fisico regular, tem sido sugerido que individuos
treinados apresentam valores basais de IgA salivar inferiores aos registados
em sedentarios (Tomasi et al., 1982; McDowell et al., 1992; Gleeson, 2002).
Contudo, Klentrou et al. (2002) evidenciaram um aumento de 57% nas
concentragfes de IgA salivar apds 12 semanas de treino aerdbio moderados
(70%VO2max).

Relativamente as subpopulacfes linfocitarias, Baj et al. (1994) estudaram a
influéncia de um periodo de 6 meses de treino (+x 500km/semana) na resposta
imune de ciclistas competitivos, tendo encontrado uma diminui¢ao significativa
nos valores absolutos dos linfocitos T CD4" e na producéo de IL-2.

Um estudo de Gleeson (2006) com uma equipa da liga inglesa de futebol
observou, ao final de um periodo de 33 semanas de treino, uma diminuicdo
significativa da contagem de células T CD45RO* (memdria), enquanto os
valores referentes as células T CD45RA" (naive) se mostravam aumentados.
Foram também evidenciadas, neste estudo, redu¢cdes na contagem das células
NK, nos niveis de IgA salivar e na expressdo do MHC Il nos mondcitos dos
atletas.

Lin et al (1993) verificaram que ratos submetidos a 10 semanas de treino
aerobio moderado (70%VO2max) apresentavam, ao final de uma carga aguda de
exercicio fisico intenso, uma diminuicdo da resposta mitogénica de linfécitos B
do baco e dos niveis sanguineos de IL-2. De forma similar, Fu et al. (2003)

observaram que 4 semanas de treino moderado (60-70%VO,max) parece ter

53



Revisdo da Literatura

exercido um efeito protector na resposta imune de ratos treinados, prevenindo
a diminuicdo dos linfécitos T CD4" e estimulando concomitantemente o
aumento de linfocitos T CD8'CD25" apdés um esforco agudo exaustivo,
atenuando, desta forma, a imunossupressdo induzida pelos exercicios fisicos
intensos.

De acordo com Nieman et al. (2003), a modulacao positiva do exercicio fisico
cronico na resposta imune € evidenciada, a longo prazo, por uma maior
proteccao contra as infeccdes, a imunossupressdo motivada pelo stresse e as
doencas cronico-degenerativas.

Embora n&o se apresentem completamente esclarecidos 0s mecanismos
subjacentes as respostas imunes condicionadas pelo treino regular, tem sido
proposta uma possivel associacdo com o aumento da tolerancia das células
imunes em resposta as diferentes situagbes indutoras de stresse (Pastori &
Foyer, 2002). Assim, a chamada tolerancia cruzada, parece permitir aos seres
vivos uma adaptacdo a uma diversidade de estimulos indutores de stresse
ap0s a exposicdo a um unico agente stresseor (Foyer et al.,, 1997). Neste
sentido, a associacao entre o treino fisico e as altera¢cdes na imunorregulacédo
parece reforcada devido ao facto de uma Unica sessao de treino fisico prévio
promover uma atenuacao das respostas homeostaticas induzidas por estimulos

agressivos (Ascensao et al., 2003).

2.4.3 Exercicio fisico e a susceptibilidade as infeccoes

A pratica regular e sistematica do exercicio fisico moderado, esta associada a
melhoria da funcionalidade do sistema imune, diminuindo a ocorréncia de
episodios infecciosos, particularmente as infecgcbes do tracto respiratorio
superior (ITRS). (Shephard e Shek, 1999; Kostka et al, 2000; Pedersen e
Hoffman-Goetz, 2000; Mathews et al., 2002; Nieman et al., 2005; Nieman e
Bishop, 2006). Estudos epidemioldgicos sugerem que individuos que se
exercitam regularmente apresentam uma menor incidéncia de infec¢des
bacterianas e virais, comparativamente a individuos inactivos (Hoffman-Goetz,
1994; Shephard e Shek, 1994; Nieman et al., 1998; Nieman, 2000; Nieman et
al., 2005). No entanto, tem sido demonstrado que a realizacdo de esforgcos

intensos e elevados volumes das cargas de treino parecem enfraguecer 0s
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mecanismos de resposta de defesa organica, alterando de forma significativa o
fluxo linfatico e o padrdo dos leucdcitos e suas subclasses circulantes,
conduzindo para uma situagcdo de Iimunossupressdo transitéria, com
aumentada susceptibilidade as infeccbes (Pedersen et al., 1998; Mars et al.,
1998; Nieman et al., 2000; Gleeson, 2006).

De acordo com Nieman (2000), a diminuicdo da incidéncia de ITRS motivada
pelo exercicio fisico moderado, pode estar relacionada ao aumento da
“vigilancia imunolégica”, proporcionando uma resposta mais efectiva do
organismo contra os agentes infecciosos. Contudo, no que respeita a
Imunossupressao observada em atletas, parece resultar de um
comprometimento das células imunes em resposta a uma carga intensa de
esforco fisico, evidenciando um desgaste aumentado das funcdes organicas
com elevada producdo de espécies reactivas de oxigénio e incremento do
stresse oxidativo ao nivel tecidual.

O aumento da susceptibilidade as infeccbes e a incidéncia de episoddios de
“sindrome da baixa performance inexplicada” (UPS) (Budgett et al., 2000)
decorrentes da realizacdo de esforgos fisicos intensos possui diversas
hipéteses e modelos de explicacdo descritos na literatura, que sob enfoques
distintos, evidenciam a existéncia de um periodo de imunossupressado pos-
exercicio.

O modelo do “J” proposto por Nieman (1994) descreve a relagdo entre as
diferentes cargas de treino e a incidéncia de infeccbes no tracto respiratorio
superior (ITRS). Este modelo, fundamentado em diversos estudos
epidemioldgicos, sugere que, enquanto individuos submetidos a esforgos
fisicos moderados podem melhorar as suas func¢des imunoldgicas, reduzindo
os episodios de ITRS, atletas engajados em treinos intensos e prolongados se
apresentavam mais susceptiveis a imunossupressao, exibindo altos indices de
infeccbes. Esta debilidade transitéria do sistema imune acredita-se estar
relacionada com o aumento da frequéncia respiratéria durante o exercicio
intenso e prolongado, afectando a superficie das mucosas das vias
respiratorias, resultando no aumento das alteracdes cronicas na funcao
imunoldgica (Nieman et al., 2000).

A imunossupressao induzida pelo exercicio prolongado intenso envolve

importantes mecanismos multifactoriais incluindo, a alteracdo da concentracéo
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de cortisol; a libertacdo de citocinas pré-inflamatoérias (TNF-a, IL-6) e anti-
inflamatorias (IL-10, IL-1ra); a actividade citolitica das células NK e a reducéo
das concentracdes plasmaticas de glutamina (Gleeson e Bishop, 1999; Nemet
et al., 2003).

A apresentacdo do modelo neuroenddcrino, proposto por Smith e Weideman
(1990) sugere a relagdo entre a susceptibilidade as infec¢des e a variacdo da
intensidade do treino. De acordo com estes autores, durante a realizacdo do
exercicio, ocorre a libertacdo de diversas hormonas imunomoduladoras que
poderdo estimular ou suprimir o sistema imunologico, dependendo da
intensidade do esforco. Desta forma, o exercicio fisico de intensidade
moderada libertaria hormonas imunoestimuladoras como a hormona do
crescimento, a prolactina, as endorfinas e citocinas estimuladoras, enquanto a
realizacdo do exercicio intenso resultaria na libertacdo de importantes
hormonas imunossupressoras do hipotalamo como as catecolaminas e o
cortisol.

A hipotese da chamada “janela aberta” sugerida por Pedersen e Ullum (1994),
descreve o periodo de tempo (de 3 a 72 horas) ap0s a realizacdo de um
exercicio intenso, durante o qual, o atleta se mostra mais susceptivel ao risco
de contrair infeccbes. De acordo com estes autores, 0 exercicio moderado
estimula o sistema imunolégico durante e apds 0 exercicio, enquanto o
exercicio intenso, estimula inicialmente o sistema imune, passando a suprimi-lo
posteriormente. Este periodo de supressdo se mostra propicio para a
contraccdo de infeccBes, denominadas “oportunistas”. Esta hipotese foi
reforcada por Davis et al. (1997) que ao realizarem um estudo com modelo
animal, observaram que a resisténcia anti-viral dos macrofagos alveolares de
ratos submetidos a exercicios intensos até a exaustao permaneceu suprimida
por 8 horas ap0s a sua realizagao.

Proposta por Newsholme (1994), a hipotese da glutamina descreve a relacao
entre 0 aumento da susceptibilidade as infec¢des, em especial, as infec¢des no
tracto respiratorio superior e a diminuicdo das concentracdes de glutamina
plasmatica induzida pelos exercicios fisicos. Estudos tém demonstrado que
atletas sujeitos a esforgos fisicos intensos e periodos de treino intensos e de
longa duracdo apresentam uma diminuicdo das taxas de libertagcdo de

glutamina pelo musculo, resultando, desta forma, numa reducéo dos niveis de
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glutamina plasmatica (Newsholme, 1994; Kingsbury et al., 1998; Mckenzie,
1999; Pedersen e Toft, 2000; Nieman, 2000; Mackinnon, 2000; Petibois, 2002).
Esta diminuicdo, embora transitoria, exerce influéncia funcional na resposta
imune, comprometendo os niveis de proliferacdo de linfécitos e mondcitos,
aumentando a incidéncia de infeccbes em atletas (Pedersen, 2000; Nieman,
2000; Petibois, 2002).

Uma teoria apresentada mais recentemente por Smith (2003), denominada
“teoria da lesao tecidual’, propdée que a imunossupressao induzida pelo
exercicio fisico, associada a diminuicdo repentina da performance, parece
decorrer de traumas teciduais excessivos (i.e., lesbes nas fibras musculares)
provocados por esforcos intensos e prolongados, que activam a producéao de
citocinas especificas (IL-4, IL-5, I1L-13) libertadas pelos linfocitos T CD4" (th2),
as quais estao relacionadas a imunidade humoral (Pedersen e Hoffman-Goetz,
2000). A regulacéo dos linfécitos T th2 é sugerida estar associada a elevacao
dos niveis sanguineos de glucocorticoides, catecolaminas e prostaglandinas
E2, em resposta a realizacédo de esforcgos fisicos prolongados (Smith, 2003). De
acordo com Liew (2002), a accao autdcrina de determinadas citocinas, como a
IL-4, secretada pelas células th2, promove a expansdo desta subpopulacao
linfocitaria, enquanto suprime a proliferacdo das células thl, reduzindo a
imunidade mediada por células e aumentando a susceptibilidade as infeccées
virais. A susceptibilidade aumentada as ITRS em atletas de diferentes
modalidades engajados em programas de treino intenso tem estado associada
a uma elevada incidéncia de casos de overtraining (Lehmann et al., 1991;
Hooper et al., 1997; Koutedakis e Sharp, 1998; Shona e Jeukendrup, 2004).
Nieman et al. (1990a) estudaram a influéncia das cargas de treino na incidéncia
de ITRS em atletas da maratona, tendo observado um aumento de 40% nos
episodios de imunossupressao em corredores com volumes de corrida semanal
superiores a 96 km. De forma similar, Koutedakis e Sharp, (1998) ao avaliarem
257 atletas de Elite de diferentes modalidades, encontraram um aumento de
17% nos casos de ITRS durante o periodo de 3 meses de treinos intensos e
competicdes. Estes resultados corroboram o estudo de Morgan et al. (1997)
realizado com nadadores de elevada prestacdo competitiva, onde foi
evidenciado um aumento de 5-10% nos episodios de ITRS em atletas com

volumes de treino superiores a 14 km/dia.
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O processo de intensificagdo das cargas de treino ao qual os atletas sé&o
frequentemente submetidos na busca da optimizagdo das suas capacidades
funcionais pode ter como consequéncia, a percepcao do sentimento de fadiga
aguda e a diminuicao transitoria das suas respectivas performances (Urhausen
e Kindermann, 2002). Esta imunossupressao induzida pelo exercicio fisico
parece ser atenuada através de uma suplementacao antioxidante, combinando
as vitaminas C e E, reduzindo de forma significativa os niveis circulantes de IL-
6, inibindo assim a accdo do cortisol (Peters et al., 1993). A diminuicdo da
concentracdo de IL-6 e da resposta do cortisol pela administracdo de
suplementos antioxidantes pode atenuar a supressao da funcao imune induzida
pelo exercicio, permitindo a este mecanismo, reduzir a incidéncia de episodios
de ITRS em esforcos prolongados (Peters et al., 1993, Peters et al., 1996).

O consumo de hidratos de carbono durante os esforcos fisicos também atenua
as elevacbes plasméticas da IL-6, das catecolaminas, da hormona
adrenocorticotrofica e do cortisol (Nehlsen-Cannarella et al., 1997; Nieman,
2000; Watson et al., 2005), resultando numa leucocitose menos pronunciada e
uma reducdo menos expressiva da proliferacdo de linfocitos T estimulada por
mitogénios, prevenindo a diminuicdo dos niveis de IFN-y (Lancaster et al.,
2003). De acordo com Northoff et al. (1998) a supresséo da producéo de IFN-y
pode constituir um factor decisivo no aumento do risco de infeccdes apds

exercicios prolongados.

2.5 Estudo dos biomarcadores de stresse oxidativo

2.5.1 Radicais livres e espécies reactivas de oxigénio: consideracdes gerais

Radicais livres sdo definidos como qualquer atomo ou molécula contendo um
ou mais electrbes desemparelhados nas suas camadas de valéncia, situacdo
gue lhes confere elevada instabilidade e reactividade bioquimica (Horenstein et
al., 2000). Os radicais livres sdo produzidos naturalmente no organismo atraves
de processos metabolicos oxidativos, principalmente através da accao
catalitica das enzimas durante os processos de transferéncia de electrbes
presentes no metabolismo celular (Cooper et al., 2002). Esta ac¢do enzimatica

assume uma maior relevancia na parte terminal da cadeia de transporte de
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electrées (CTE), onde a enzima citocromo-oxidase, remove um electrao de
cada uma das quatro moléculas de citocromo C, oxidando-as, e adiciona 0s
quatro electrbes ao oxigénio para subsequente formacao de agua. No entanto,
tendo em vista a sua configuracdo electronica, a reducédo do oxigénio a agua,
faz-se de forma univalente, com o recebimento de apenas um electrdo por vez.
A adicdo de um electrdo a uma molécula de O,, no estado fundamental, forma

o radical anido superoxido (O,"):

O,+e — 02.-
Ao receber mais um electrdo e um ido hidrogénio, o radical O,” forma o
perdxido de hidrogénio (H.0,), através do processo de dismutacdo, sendo esta

reaccao catalisada pela enzima superéxido-dismutase (SOD):

(SOD)
20, +2H" — H,0, + O,

O H;0, formado é menos reactivo que o radical O,*, sendo electricamente
neutro, o que facilita a sua difuséo intra e extra-celular (Reid, 2001). Ao receber
mais um electrdo e um ido hidrogénio, o H,O, gera o radical mais reactivo dos
intermediarios, o radial hidroxilo (OH®), capaz de reagir com diferentes
estruturas  celulares, influenciando as actividades enzimaticas e
comprometendo a integridade das membranas e o do acido nucléico
(Leewenburgh et al., 1999). A formacédo do radical OH®* pode também resultar
da reaccdo de uma molécula de H,O, com um &tomo de ferro reduzidos (Fe?),

através da reaccédo de Fenton:

H,0, + Fe>* — OH®+ OH + Fe®

Os ibes de metais de transicao podem igualmente catalisar a reaccao entre o
H.O, e o radical O,*",conduzindo a formacao do radical OH*® (reaccéo de Haber-
Weiss):

( Fe/Cu)
H,O, + O, — OH*+OH + O,
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De salientar, que o radical O,* pode, ao reagir directamente com o 6xido
nitrico (ON), um radical livre centrado no nitrogénio, gerar peroxinitrito (ONOQO")
uma espécie reactiva de nitrogénio (ERN), a qual pode levar a formacao de um

oxidante com caracteristicas do radical OH".
05" + NO — ONOO™ — ONOO™ + H* — OH*

Sao exemplos de radicais livres, o radical hidroxilo (OH®), radical superéxido
(O2*), radical peroxilo (ROQ?®), radical hidroperoxilo (ROOH*) e o radical alcoxilo
(RO®). (Sen, 2001). O radicais OH® e O, assumem uma maior relevancia
biologica, devido ao facto de serem formados durante o processo normal ou
exacerbado de reducdo do oxigénio a agua no interior das mitocondrias,
durante a metabolizacdo das bases purinicas ou devido a reducdo do peroxido
de hidrogénio pelo anido superodxido, reaccao esta catalisada por i6es redutores
como o Fe?* ou Cu* (Thomas, 2000; Sen, 2001). Existem no entanto,
compostos celulares que embora ndo possam, por definicdo, serem
designados como radicais livres, pelo facto de ndo possuirem qualquer electréo
desemparelhado na sua estrutura quimica, mostram-se extremamente
reactivos e apresentam elevada capacidade de gerar radicais livres. Estes
compostos incluem: as espécies reactivas de oxigénio (ERO): ozénio (O3),
oxigénio singleto (,0%), peroxido de hidrogénio (H-.O,), acido hipocloroso
(HOCL) e as espécies reactivas de nitrogénio (ERN): radical éxido nitrico
(NO°®), radical diéxido nitrico (NO;*) e peroxinitrito (ONOO’) (Finaud et al.,
2006). De acordo com Halliwell e Gutteridge (1999), a maior reactividade
exibida pelos radicais livres comparativamente as espécies reactivas pode ser
evidenciada pelo menor tempo de vida média que possuem, comportamento
este que Ihes confere uma maior instabilidade electronica.

O 0O, e H,0; séo considerados espécies reactivas primarias, sendo formadas
no organismo em diversas condic¢des fisioldgicas normais, enquanto as demais
constituem espécies reactivas intermediarias (Banerjee et al., 2003). Devido ao
facto do radical O," néo conseguir transpor com facilidade a membrana celular,
permanece, normalmente, no seu local de formag&o, a matriz mitocondrial
(Evans, 2000). No entanto, esta transposicdo é realizada de forma facil pelo

H.O,, cuja estabilidade encontra-se dependente, entre demais factores, da
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reaccdo com ides metélicos de transicdo como o ferro (Fe™) e o cobre (Cu®)
(Clarkson eTompson, 2000).

A molécula de O, constitui um bi-radical, embora possua na sua orbital externa
dois electrdoes desemparelhados com spins paralelos, dificultando a reaccéo
quimica com as demais moléculas, tornando-a quimicamente mais estavel que
o oxigénio singleto (-O'), o qual constitui uma ERO spin-alterada,
apresentando-se mais reactivo que a molécula de oxigénio no estado
fundamental (Reid, 2001).

A producéo de espécies reactivas de oxigénio e nitrogénio (ERON) participa na
regulacdo de uma diversidade de mecanismos celulares, incluindo a
sinalizacao intracelular, a transcricdo, a activacao, a proliferacdo e a apoptose
(Fehrenbach e Northoff, 2001; Cooper et al., 2002), podendo também contribuir
para a biogénese mitocondrial (Nemoto et al.,, 2000; Cadenas, 2004). A
formacao destas espécies reactivas assume grande importancia no processo
de adaptacdo muscular ao stresse oxidativo, promovendo a activacdo da
transducédo de sinais para a sintese de antioxidantes enzimaticos sensiveis ao
estado redox da célula (Allen e Tresini, 2000). No entanto, evidéncias
apresentadas por Powers e Howley (2001) sugerem que a producao
aumentada das ERO, geradas pelo exercicio fisico intenso, pode resultar na
lesdo do reticulo sarcoplasmatico, implicando numa menor libertacdo de Ca*?
durante a despolarizagcdo, e consequentemente, na ocorréncia de fadiga

muscular.

2.5.2. Formacao das espécies reactivas de oxigénio e nitrogénio

O exercicio fisico, seja de caracter predominantemente aerébio ou anaerdébio,
pode promover importantes adaptacdes metabolicas e funcionais no
organismo, embora sua pratica esteja também relacionada a producédo
acrescida de espécies reactivas de oxigénio de nitrogénio (Ashton et al., 1999).
Efectivamente, durante a realizacdo do exercicio fisico, 0 consumo de oxigénio
aumenta de forma significativa, resultando num aumento da demanda
energética, que por vezes, supera em 35 vezes o0s valores de repouso (Vina et
al., 2000). Neste sentido, a producdo das ERO estd inserida no processo

metabdlico normal de todos os seres vivos. Sob circunstancias fisiologicas, a
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producdo destas espécies reactivas no organismo pode ocorrer através de
diferentes mecanismos, dentre os quais se salientam, a formag&o mitocondrial,
a formacado associada a degradacao acentuada de nucledtidos de adenina e a
enzima xantina-oxidase, a formacéo intermediada pelosos ifes Fe™ e Cu*, a
formacao resultante da oxidacdo da hemoglobina e mioglobina e a formagé&o
pela activacdo das células fagociticas imunocompetentes, entre outras (P
Y®"Finaud et al., 2006).

2.5.2.1 Formacao mitocondrial

Diversos estudos tém demonstrado ser a mitocondria uma importante fonte
celular da producéo de ERO, principalmente, durante as reaccdes precedentes
a fosforilagdo oxidativa (Ji, 1999; Pollack e Leeuwenburgh, 2000;
Leeuwenburgh e Heinecke, 2001; Cadenas, 2004; Benard e Rossignol, 2008a).
De acordo com Di Meo e Venditti (2001), a formacdo de intermediarios
oriundos da reducéo unieletrénica do oxigénio e a fuga de electres para o
oxigénio molecular, a partir da cadeia de transporte de electrdes,
nomeadamente durante as reaccdes catalisadas pela coenzima NADH Q,
coenzima succinato e coenzima QH, citocromo C-reductase, constituem o0s
principais mecanismos de producdo das ERO neste organelo celular. Segundo
estes autores, a formacdo mitocondrial das ERO é proporcional a actividade da
cadeia respiratoria, onde a distribuicdo e quantidade das espécies reactivas,
em especial, o radical O, parece estar relacionada a indicadores como ATP,
VO, e temperatura central modelados pelo exercicio fisico. No entanto, Nohl et
al. (2003) referem que a formagdo mitocondrial de ERO né&o ocorre
espontaneamente, mas sim, quando € atingido o valor maximo do potencial da
membrana.

A hipotese da mitocdndria constituir a principal via metabdlica geradora de
ERO no organismo mostra-se reforcada pela constatacdo de evidéncias
indirectas de lesdo mitocondrial, nomeadamente pela observacdo de
indicadores de lipoperoxidacdo como a presenca de malondialdeido (MDA) e
substancias reactivas ao acido tiobarbiturico (TBARS) em tecidos submetidos a
condicdo de homeostasia celular alterada (Liu et al., 2000; Bejma et al., 2000).

Contudo, tem sido sugerido por alguns autores, que a mitocondria também
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representa uma fonte de producdo espécies reactivas centradas no nitrogénio
(ERN), como 6xido nitrico (ON), que revela grande importancia nos processos
que desencadeiam o relaxamento dos vasos sanguineos (Leeuwenburgh &
Heinecke, 2001). De facto, a matriz mitocondrial possui formas Unicas de 6xido
nitrico sintetase (ONS), o Ihe confere um papel preponderante no metabolismo
mitoncondrial (Giulivi et al., 1998), uma vez que o 6xido nitrico ao interagir com
a citocromo C oxidase, resulta na inibicdo da respiracdo mitocondrial através
da formacao do radical O,* (Subudhi et al., 2001). A reaccao do radical O,”
com o ON exerce um efeito pré-oxidante, formando o peroxinitrito, um potente
oxidante capaz de inibir a accdo de importantes enzimas, afectando desta
forma, a integridade e funcdo mitocondrial (Brown e Borutaite, 2002; Radi et al.,
2002).

2.5.2.2 Activacao da enzima Xantina-Oxidase (XO)

Constitui juntamente com a formacdo mitocondrial, uma das principais fontes
geradoras de ERO, estando associada ao fenédmeno de isquemia-reperfusdo e
degradacdo acentuada de nucleétidos de adenina (Hellsten, 2000; Fehrenbach
e Northoff, 2001). Durante a realizacdo de um exercicio fisico intenso, verifica-
se a elevacdo da actividade do ciclo de degradacdo das purinas (citosol
muscular), onde ocorre a desaminagdo da adenosina monofosfato (AMP) em
inosina monofosfato (IMP) e amonia (NH3) pela accdo da enzima AMP-
desaminase (Maughan et al., 2000). A IMP permanece acumulada no musculo
esquelético, devido a lenta difusdo verificada durante os exercicios intensos,
levando a necessidade de uma via secundaria de metabolizacdo, a qual da
origem a formagéo de hipoxantina, xantina, acido urico, oxi-radicais e peroxido
de hidrogénio, produtos finais das adeninas (Maughan et al., 2000; Vina et al.,
2000). Na presenca de oxigénio molecular, a enzima xantina-oxidase (XO),
localizada principalmente no endotélio vascular de diversos tecidos, incluindo o
tecido muscular e cardiaco, catalisa a conversdo da hipoxantina (Hx) em
xantina e desta em acido urico (White et al., 2000). Em condi¢des de repouso e
na auséncia de qualquer estimulo indutor de isquemia tecidual, a enzima
xantina-oxidase encontra-se na forma de xantina-desidrogenase (XDH),

utilizando a nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") como receptor de
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electrdes Entretanto, em situacdes de exercicio intenso, onde ocorre elevada
taxa de degradacdo de nucleétidos de adenina (ATP, ADP, AMP), diminuicao
do fluxo sanguineo e de oxigénio para os tecidos (hipoxia) ou aumento das
concentracbes intracelulares de calcio por interrupcbes temporarias das
bombas de ATP dependentes de célcio (Ca®*), a XDH é convertida em XO, que
passa a utilizar o oxigénio molecular ao invés do NAD" como receptor de
electrbes, gerando assim O, e H,0O, (Hellsten, 2000). A conversao da enzima
XDH em XO exige duas condi¢cdes essenciais: (i) elevada disponibilidade de
hipoxantina (Hx) como substrato e (i) aumento das concentracdes
intracelulares de célcio (Ca®") pela activacdo das proteases citoplasmaticas

presentes no musculo (calpainas) (Hellsten et al., 1999; Hellsten, 2000).

2.5.2.3 Oxidacdo dos metais de transicdo (Fe*? e Cu®)

Os ibes ferro e cobre apresentam-se muitos activos em reaccfes de 6xido-
reducdo, desempenhando um papel fundamental na formacdo de ERO nos
organismos (Jenkins et al., 1993). Estes i0es, quando reduzidos e na presenca
de H,0O,, formam OH®, capaz de retirar um atomo de hidrogénio dos acidos
gordos polinsaturados da membrana celular e iniciar a lipoperoxidacao,
resultando na acumulacdo de hidroperéxidos que destroem a estrutura e
funcdo da membrana (Van Eeden et al.,, 2002). De acordo com Welch et al.
(2002), em condi¢cdes normais, o ferro e o cobre encontram-se ligados a
proteinas especificas de transporte e armazenamento (transferrina, ferritina,
hemosiderina e ceruloplasmina) o que permite prevenir ou minimizar as
reaccOes de oxidacdo catalisadas por estes minerais. Efectivamente, a
capacidade do organismo sequestrar ferro para as suas reservas intracelulares,
resultando numa diminuicdo da sua concentracdo plasmatica, reduz a
disponibilidade deste nutriente para as bactérias, impedindo desta forma, o seu
desenvolvimento e replicagéo (Jenkins et al., 1993).

A existéncia de “ferro livre”, ndo ligado a proteinas especificas, ou mesmo
ligado a compostos de baixo peso molecular, presente nos hepatocitos, facilita
a dissociagao deste mineral na forma de i&do, tornando-o cataliticamente activo
e apto a participar das reaccdes de producdo de ERO (Comporti et al., 2002).

Entretanto, o exercicio fisico intenso pode provocar a destruicdo do eritrocito e

64



Revisdo da Literatura

consequente libertacdo de ferro presente no compartimento celular,
aumentando a sua concentracdo intramuscular (Jenkins et al., 1993). Neste
sentido, Kanner et al. (1986) demonstraram que o ferro livre intramuscular pode
difundir-se através da membrana celular e interagir com a vitamina C (acido
ascorbico) ou compostos tidlicos iniciando a lipoperxidacao.

Halliwell e Gutteridge (1999) referem que a queda da concentracdo plasmatica
de ferro € acompanhada normalmente pelo aumento dos niveis de cobre. De
acordo com estes autores, elevadas concentracfes plasmaticas de ferro e
cobre podem resultar do treino de resisténcia aerdbia, promovendo uma
elevada formacdo de oxi-radicais e H,O, em atletas, o que pode estar
associado a maior incidéncia de lesdes oxidativas e destruicdo de eritrocitos

verificada em resposta a realizacao de esforcos fisicos intensos.

2.5.2.4 Oxidacao da hemoglobina, mioglobina e catecolaminas circulantes

Estudos demonstram que a oxidacdo da hemoglobina pode causar a formacéao
de ERO (Thomas, 2000; Fehrenbach e Northoff, 2001). No corpo humano, 3%
do total de hemoglobina sofre auto-oxidagao, produzindo meta-hemoglobina e
radical superéxido (O,*), podendo este valor aumentar, quando em situacao de
esforcos fisicos (Brantley et al., 1993; Cooper et al., 2002). De facto, o
exercicio fisico ao promover uma descida do pH em resposta a formacédo de
lactato sérico provoca uma deslocacdo da curva de dissociacdo da oxi-
hemoglobina para a direita, reduzindo a afinidade do oxigénio pela
hemoglobina, resultando numa possibilidade aumentada de formacéo de meta-
hemoglobina e radical superoxido (Wallace et al., 1982). De acordo com Giulivi
e Cadenas (1998), a formacado de meta-hemoglobina pelo processo de auto-
oxidacdo conduz ao aparecimento de hemicromos, que posteriormente
participardo na formacdo dos chamados corpos de Heinz responsaveis pela
precipitacéo e desnaturagcéo da hemoglobina.

Segundo alguns autores, a mioglobina também pode ser oxidada por auto-
oxidacdo ou pela accdo dos radicais livres durante o fendmeno de isquemia-
reperfusdo gerando espécies reactivas de oxigénio como o peréxido de
hidrogénio (H.O,) (Brantley et al., 1993; Gunther et al., 1999). Desta forma, a
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mioglobina pode reagir com o H,O; formando radicais ferril ou peroxil (Kelman
et al., 1994, Giulivi e Cadenas, 1998).

A oxidacdo das catecolaminas durante a contraccdo muscular constitui
outro possivel mecanismo de formacdo de ERO (Evans, 2000; Duarte et al.,
2004). A oxidacdo destas hormonas pode resultar da accdo das enzimas
monoamina-oxidase (MAQO) e catecol-o-metiltransferase (COMT), com
consequente formacao de H,O,, ou da propria auto-oxidacdo, a qual a partir da
formacdo de derivados quinonicos, podera também formar ERO (Clarkson e
Hubal, 2002; Obata, 2002; Fornai et al., 2004; Watson et al., 2005). De acordo
com Powers e Howley (2001), o aumento da concentracdo de catecolaminas
circulantes, em resposta a estimulagdo do sistema nervoso autbnomo
simpatico durante a actividade fisica, parece ser proporcional a intensidade do
esforgo, o que pode condicionar, no caso dos esfor¢os de elevada intensidade,
uma formagéo acrescida de ERO, em particular, do H,0,. No entanto, tem sido
sugerido por alguns autores, a possibilidade de outros sistemas enzimaticos
participarem, a semelhanca das MAO, na producéo de perdxido de hidrogénio
(Yeldandi et al., 2000; Lee et al., 2004; Agostinelli et al., 2004), embora, seja a
dismutacdo do radical O,* pela accdo catalisadora da enzima antioxidante
superéxido-dismutase, a principal fonte de producédo desta espécie reactiva
(Lee et al., 2004).

2.5.2.5 Activacao das células fagociticas imunocompetentes

A formagdo das ERO pelas células fagociticas presentes no sistema imune
consiste na activacao de determinados leucocitos, nomeadamente neutrofilos e
macroéfagos, de forma a possibilitar uma melhoria dos mecanismos de defesa
do organismo, em resposta aos danos musculares induzidos pelos exercicios
fisicos, especialmente, 0s esforgos prolongados, as accoes
predominantemente excéntricas e 0s exercicios exaustivos (Sachdev e Davies,
2008). A activacdo destas células € acompanhada pelo aumento do consumo
de oxigénio, seguido de reducdo unieletronica, resultando na formacao de
ERO. Este processo de formagdo ocorre através da accdo catalisadora da
enzima NADPH oxidase.
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(NADPH-oxidase)
20, + NADP — 20, "+ NADP'+H"

Durante este processo, duas moléculas de oxigénio sdo necessarias para a
efectuar a reaccao conhecida por explosao oxidativa (oxidative burst), na qual
uma importante quantidade de ERON assume um papel biolégico essencial
durante a resposta imunolégica. A converséo do radical O, ~ em H,O, através
da accdo da enzima SOD, permite que posteriormente, o H,O, possa ser
convertido em acido hipocloroso (HOCL), o qual assume grande importancia na
destruicdo do antigénio (Aruoma, 1999). De facto, os neutrofilos contém em
seus granulos azurdfilos a enzima mieloperoxidase (MPO) que, na presenca do
ido cloreto (CI"), converte o perdxido de hidrogénio em &cido hipocloroso, o qual
induz lesdo oxidativa, facilitando a destruicdo do antigénio (Quindry et al.,
2003).

Relativamente aos esforcos predominantemente aerdbios, Suzuki et al. (2003)
encontraram aumentos significativos na actividade da enzima MPO presente no
plasma e na urina de corredores ao término de uma prova de maratona. Este
aumento da actividade da enzima MPO, em resposta a realizagcdo de um
esforco exaustivo, parece ser sistémico, uma vez que Belcastro et al. (1996)
encontraram incrementos significativos ndo somente no plasma, mas também
no figado (40%), coracdo (50%) e musculo gastrocnémio (41%). Diversos
estudos tém referido aumentos significativos nos niveis plasmaticos de
neutroéfilos e 4cido hipocloroso em animais e individuos submetidos a esforgcos
prolongados e/ou intensos (Yamada et al., 2000; Quindry et al., 2003; Morozov
et al.,, 2006). No entanto, em resposta ao exercicio fisico, a formacao
aumentada das ERO também pode provir da interrupcdo temporaria das
bombas de célcio ATP-dependentes, que devido ao aumento das
concentragdes intracelulares pode activar a via enzimatica da xantina-oxidase
gerando o radical O,  ou activar a enzima fosfolipase A, (PLA 2) presente no
sarcolema, no sarcoplasma, na membrana de diversos organelos e no interior
dos lisossomos, a qual sintetiza o acido araquidonico a partir dos fosfolipideos,
€ que ao reagir com as enzimas ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase gera as
prostaglandinas, leucotrienos e o radical hidroxilo (OH®*) (Mastaloudis et al.,
2001; Sacheck e Blumberg, 2001; Schneider e Reischak, 2004). De facto, a

enzima xantina-oxidase, localizada ao nivel do endotélio capilar, perante
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determinadas situagcbfes como a elevada concentracdo dos i6es caélcio,
aumento da temperatura e activagdo leucocitaria (Duarte, 1993; Mastaloudis et
al., 2001; Sacheck e Blumberg, 2001) pode ser activada e posteriormente
convertida numa desidrogenase oxigénio-dependente, promovendo a partir
desta reaccdo, a consequente formacao de espécies reactivas de oxigénio
(Duarte, 1993; Sacheck e Blumberg, 2001; Schneider e Reischak, 2004).

2.5.3 Stresse oxidativo

O conceito de stresse oxidativo pressupde a ruptura do equilibrio entre os
mecanismos de producdo e 0s processos enddgenos de neutralizacdo das
espécies reactivas de oxigénio (ERO) (Mastaloudis et al., 2006).

O aumento do consumo de oxigénio induzido pelo exercicio fisico se apresenta
como uma situacdo favoravel a producdo acrescida de espécies reactivas de
oxigénio (Alessio, 1993; Mastaloudis et al., 2001; Cooper et al., 2002; Palmer et
al., 2003; Aguilo et al., 2005). Esta situacédo parece agravar-se particularmente
em individuos treinados, uma vez que o treino da resisténcia aerdbia aumenta
a possibilidade da realizacdo de esfor¢os que exijam um maior consumo de
oxigénio (Finaud et al., 2006), agravando os efeitos deletérios do oxigénio, na
medida que, cerca de 2 a 5% do oxigénio consumido pode sofrer reducao
univalente sequencial e formar radical superoxido (O,*), peréxido de hidrogénio
(H20) e radical hidroxilo (OH*), contribuindo para o incremento do stresse
oxidativo (Sacheck e Blumberg, 2001; Szweda et al., 2002; Wallace, 2002).
Diversos estudos tém demonstrado que o treino da resisténcia aerdbia
promove uma redugcdo do stresse oxidativo e dos danos musculares
(Mastaloudis et al., 2001; Cooper et al., 2002; Elosua et al., 2003; Schneider et
al., 2004), embora, consoante a sua carga e especificidade, este pode também
aumentar os efeitos do stresse oxidativo, em resposta ao acréscimo da
producdo de ATP induzido pelo exercicio, resultando no aumento de fluxo de
electrGes atraveés da CTE mitocondrial, originando uma fuga de electrbes para
0 oxigénio molecular, potenciando desta forma, um aumento na producéo de
ERON (Benard e Rossignol, 2008a). De facto, a producao acrescida de ERON
associada ao treino da resisténcia aerdbia pode promover alteracfes oxidativas

de lipidos, proteinas, acidos nucleicos entre outros constituintes celulares
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(Hartmann e Niess, 2000), podendo em casos extremos, conduzir a um ciclo
vicioso de lesdes oxidativas, que podem causar alteragbes no mDNA e na
funcdo mitocondrial, resultando num declineo da producdo energética,
desequilibrios redox e consequente disfuncdo celular (Benard e Rossignol,
2008a). Contudo, tem vindo a ser reconhecido que, as ERON, quando em
baixas concentracbes, podem afectar positivamente quer o sistema
antioxidante, quer os diferentes processos metabdlicos relacionados com o
transporte de glucose, actividade da ATPase, libertacdo de célcio, actividades
enzimaticas (CK), biogénese mitocondrial e diferenciagdo das fibras
musculares (Sakamoto e Goodyear, 2002; Taylor e Starnes, 2003).

A acidose metabolica verificada no exercicio intenso, pode igualmente agravar
o stresse oxidativo, em virtude da libertacdo de ferro, a partir da hemoglobina,
tornando-o disponivel para participar na formagéo de radicais intracelulares, o
gue acordo com alguns autores, estaria associado a inducéo de fadiga e danos

musculares (Vina et al., 2000; Leeuwenburgh e Heineck, 2001).

2.5.3.1 Deteccdo do stresse oxidativo

A avaliacdo do stresse oxidativo nos sistemas biolégicos pode ser estimada de
forma directa, através do método espectroscopico por ressonancia, o qual
permite uma avaliacdo directa das propriedades paramagnéticas das diferentes
ERO (Ashton et al., 1998; Ashton et al., 1999; Rimbach et al., 1999). Embora
possa ser mensurada in vivo e in vitro, a forma mais precisa (in vivo), nao é
praticada em humanos devido a elevada toxicidade dos produtos utilizados
(Rimbach et al., 1999; Clarkson e Thompson, 2000). A interpretacdo dos
resultados pelo método directo pode também ser dificultada por factores como
as concentracbes extremamente baixas em que ocorrem (10''M) e as
elevadas velocidades de reacc¢éo (Ashton et al., 1999; Cooper et al., 2002). Os
métodos indirectos utilizados na investigagédo do stresse oxidativo em humanos

compreendem a avaliacdo de subprodutos da lipoperoxidacéo, incluindo os

dienos conjugados, os F-2 isoprostanos, a quimioluminescéncia urinaria, 0s
peroxidos lipidicos e as substancias reactivas ao acido tiobarbitarico (TBARS),
a modificacdo das proteinas (concentracdo de grupos carbonila), a alteracdo do

DNA (8-hidroxideoxiguanosina-8-OHdG), assim como o0s niveis dos
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componentes antioxidantes enziméticos e ndo enziméticos (Thompson, 2000;
Mastaloudis et al., 2001; Cooper et al., 2002; Finaud et al., 2006). A enzima CK

e a mioglobina constituem importantes indicadores de danos celulares,

podendo no entanto, serem considerados marcadores indirectos de stresse
oxidativo (Rimbach et al., 1999; Petibois., 2002). Todavia, a CK e a mioglobina
ndo representam marcadores especificos de stresse oxidativo, especialmente
em atletas, nos quais ambos os valores basais de referéncia se mostram

elevados em virtude das caracteristicas desportivas (Dawson et al., 2002).

2.5.3.2 Lipoperoxidacao (LPO)

Um dos principais mecanismos de lesdo bioldgica promovido pela accao das
ERON ¢ a lipoperoxidacéo (LPO), que consiste na oxidacao da camada lipidica
da membrana celular, principalmente nas fibras musculares mais potenciadas
para o metabolismo oxidativo (Halliwell e Gutterige, 1999). A LPO constitui um
importante indicador da avaliacdo de danos celulares induzidos pelas
diferentes espécies reactivas, diminuindo a funcionalidade da barreira celular,
do reticulo sarcoplasmatico e das mitocéndrias. (De Zwart et al., 1999).
Estudos anteriores comprovaram que, para além de apresentarem uma
elevada reactividade, os lipoperéxidos formados sdo mutagénicos,
carcinogénicos e imunossupressores (Bendich et al., 1990; Jenkins et al., 1993)
A alteracdo das func¢des mitocondriais decorrentes da exposicdo as ERO e o
ataque oxidativo a proteinas contracteis e enzimas tem sido sugeridos como
importantes factores indutores da fadiga muscular (Powers e Lennon, 2000). As
mitocondrias sdo organelos particularmente susceptiveis aos danos oxidativos
induzidos pelas ERO, comprometendo o complexo respiratorio, com
consequente diminuicdo do transporte de electrdes e formacdo de ATP (Finaud
et al., 2006). Desta forma, observa-se uma menor eficiéncia das vias aerébias
de energia, 0 que pode representar efeitos negativos na actividade muscular,
pois devido a consequente activacdo das vias anaerébias, resultam elevadas
concentracfes de fosfato inorganico e aumentados niveis de acidose, sendo
estes os dois principais factores indutores da fadiga muscular durante o esforgo
(Powers e Lennon, 2000).
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O radical O, pode promover reaccfes em cadeia nos &cidos gordos dos
fosfolipideos, conduzindo a lipoperoxidacdo da membrana e a consequente
perda da sua organizacao bipolar, para além da libertacdo de aldeidos toxicos
e alcanos capazes de inactivar diversas enzimas celulares, resultando na
alteracao das suas propriedades funcionais (Evans, 2000).

O malondialdeido (MDA) é o aldeido mais frequentemente utilizado como
indicador de lipoperoxidacdo em resposta ao exercicio fisico, pois ao reagir
com acido tiobarbiturico, origina as espécies reactiva ao acido tiobarbitarico
(TBARS), permitindo uma medida espectrofotométrica do produto final da
degradacdo oxidativa dos lipidos, podendo também, reagir com aldeidos
saturados e prostaglandinas (Ji, 2002). Apesar da determinacdo das TBARS
nao ser especifica do MDA, podendo induzir uma sobrestimacéo, este método
€ aceite como um marcador geral da lipoperoxidacdo, devendo, contudo, ser
analisado de forma cautelosa no estudo dos resultados (Groussard et al.,
2003). O MDA é produzido durante a auto-oxidacdo dos acidos gordos e
representa um produto de oxidacdo secundaria (Finaud et al., 2006).
Relativamente a avaliacdo do stresse oxidativo induzido pelo exercicio fisico,
em particular o comportamento dos TBARS, os estudos demonstram
inconsisténcia dos resultados. Diversos autores evidenciaram aumentos
significativos dos niveis plasmaticos de TBARS pods-esforco (Kanter et al.,
1988; Sen et al., 1994; Alessio et al., 1997; Borsheim et al., 1999; Laaksonen et
al.,, 1999; Ramel et al.,, 2004), dentre os quais salienta-se o0 estudo de
Marzéatico et al. (1997) com corredores treinados, onde foi observado ao
término de um protocolo de esforgo méaximo, um aumento significativo de 220%
relativamente aos valores de partida (2,85 + 0,3 vs 9,12 + 0,7 umol/l, p<0.05).
Todavia, alguns estudos ndo encontraram alteragbes na respectiva
concentracdo plasmatica (Maughan et al., 1989; Chung et al., 1999; Surmen-
Gur et al., 1999; Akova et al., 2001; Sacheck et al., 2003). Contrariamente a
estes resultados, séo referidos na literatura, estudos onde foram observadas
diminui¢cdes significativas dos niveis de TBARS em resposta a realizacdo de
esforcos agudos (Lovlin et al., 1987; Kretzschmar et al., 1991; Groussard et al.,
2003). Apesar das diferencas nas metodologias experimentais poderem, em
parte, justificar este tipo de discrepancias nos resultados referentes ao

comportamento dos TBARS, a ocorréncia de falhas na correccdo das
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alteracdes plasmaticas induzidas pelo exercicio tem sido sugerida como a
principal causa do aumento significativo deste indicador em diversos estudos
(Ashton et al., 1998; Ashton et al., 1999; Surmen-Gur et al., 1999; Volaard et
al., 2005).

De acordo com Halliwell e Gutteridge (1999), as lesbes induzidas pelas ERO
nas membranas celulares do musculo esquelético, particularmente a LPO,
podem alterar a permeabilidade e a capacidade de transporte através da
membrana, resultando na libertacdo de enzimas que degradam os lisossomos,
podendo conduzir a necrose e a uma resposta inflamatdria aguda. Estudos
realizados por Clarkson e Thompson (2000) e Banerjee (2003) determinaram
gue os produtos oriundos da LPO podem difundir-se do local das reaccdes,
dando origem a edemas celulares, alteracbes da permeabilidade vascular,
inflamacéo e quimiotaxia, além de alterar a actividade das enzimas fosfolipases
e de induzir a libertacdo de &cido araquidénico, o qual ao reagir com a enzima
ciclo-oxigenase (COX), promove a subsequente formacéo de prostaglandinas e

leucotrienos.

2.5.4. Sistema de defesa antioxidante

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que auxiliam na
reducdo dos danos induzidos pelo stresse oxidativo, promovendo a formacao
de radicais menos reactivos e inibindo as reaccdes em cadeia desencadeadas
pelas ERON, as quais podem comprometer principalmente a integridade das
proteinas, lipidos e DNA (Finaud et al., 2006). Neste sentido, Niess e Simon
(2007) referem gque os sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos
parecem possuir um efeito protector nas células, reduzindo as lesbes e
promovendo um equilibrio entre as componentes pro-oxidantes e antioxidantes,
corroborando desta forma os estudos de Marzatico et al (1997), Ji (1999) e Ji,
(2007b) nos quais, foi demonstrada uma elevada adaptacdo dos sistemas
enzimaticos e ndo enzimaticos em situacdes agudas e crénicas do exercicio
fisico. No entanto, o efeito modelador do treino fisico na capacidade
antioxidante mostra-se controverso (Adhihetty et al., 2003), tendo sido referidos
aumentos na actividade de determinadas moléculas antioxidantes em resposta

ao treino regular (Miyazaki et al., 2001; Powers e Shanely, 2002), enquanto
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outros autores ndo observaram alteracdes nas respectivas concentracdes
(Venditti et al., 1999; Tonkonogi et al., 2000b).

O sistema de defesa antioxidante compreende uma diversidade de
antioxidantes activos, incluindo os de origem enzimatica (enddégenos):
superoxido-dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-reductase (GR) e a
glutationa-peroxidase (GPX) e os antioxidantes ndo-enzimaticos: vitamina A
(carotenos), vitamina C (acido ascorbico), vitamina E (a-tocoferol), flavonoides,
tidis (incluindo a glutationa-GSH), coenzima Qio/Ubiquinona, acido Urico,
bilirrubina, ferritina e importantes micronutrientes como o ferro, zinco, cobre,
selénio. Segundo Dekkers et al. (1996) a eficiéncia da ac¢do do sistema
antioxidante esta intrinsecamente relacionada a factores como a ingestdo de
nutrientes e a biossintese de enzimas e compostos antioxidantes enddégenos,
0s quais podem serem alterados pelo exercicio fisico agudo e o treino regular,
assim como pela nutricdo e a idade.

2.5.4.1 Sistema de defesa antioxidante enzimatico

A enzima SOD catalisa a conversdo do anido superdxido a oxigénio e peroxido
de hidrogénio, sendo considerada a primeira linha de defesa contra o stresse
oxidativo (Powers e Lennon, 1999). Encontram-se presentes no organismo,
trés isoenzimas SOD caracterizadas pela sua localizacdo celular e pelo ido
metdlico (co-factor) ligado ao seu local activo. A Cu/Zn-SOD é encontrada
predominantemente no citosol, em elevadas concentracdes nos eritrocitos e
figado; a Mn-SOD localiza-se na matriz mitocondrial, estando presente
principalmente no coragdo, rins e figado e a Cu/Zn-SOD extracelular,
predominante no espaco extracelular em altas concentracdes no tecido
pulmonar e rins (Nakao et al., 2000). Estudos demonstram que a actividade da
enzima SOD, em resposta ao exercicio fisico, pode estar condicionada ao perfil
oxidativo da fibra muscular, sendo maior nas fibras com elevada capacidade
oxidativa (Powers et al., 1994; Powers e Sen, 2000). A actividade da SOD total
na musculatura esquelética é inferior a actividade hepatica e renal, sendo
similar a observada no cérebro, coracdo e pancreas, embora, se mostre

superior a actividade eritrocitaria (Halliwell e Gutteridge, 1999).
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A enzima catalase (CAT) encontra-se presente principalmente nos
peroxissomas € em menor concentragdo nas mitocondrias e reticulo
endoplasmatico. Sua principal funcdo € catalisar a decomposicdo do H,0;
formado ao final da cadeia de transporte de electrées em H,O e O, (Powers e
Lennon, 2000). De forma similar ao observado na actividade da enzima SOD, a
actividade da CAT mostra-se mais elevada nos tecidos predominantemente
oxidativos do ponto de vista metabolico (Mastaloudis et al., 2001):

(CAT)
2H202 — 02 + 2H20

A CAT pode igualmente utilizar o H,O, para promover a detoxificacdo de
determinadas substancias téxicas, através da reaccdo via peroxidase, a qual
requer a presenca de substratos especificos como fenol, etanol(A) ou acido
férmico (Finaud et al., 2006):

(CAT)
H,O; + H,A (substrato) —» 2 H,O + A

A enzima glutatido-peroxidase (GPX) encontra-se presente no citosol e nas
mitocondrias (Powers e Lennon, 1999). A isoforma GPX selénio-dependente
encontra-se na mitoncondria e no citosol, enquanto a forma que independe
deste metal como co-factor, a Glutationa-S-Transferase (GST), esta presente
apenas no citosol e metaboliza exclusivamente hidroperoxidos organicos
(Clarkson e Thompson, 2000). No exercicio fisico, a sua activacdo decorre do
aumento no consumo de oxigénio (VOy), e a sua accgao esta direccionada a
remoc¢do do H,O, e hidroperoxidos organicos da célula (Halliwell e Gueridge,
1999). Efectivamente, a enzima GPX actua como mecanismo protector contra o
stresse oxidativo, utilizando a GSH como dador de electrbes/hidrogeénios,
convertendo a glutationa-reduzida (GSH) em glutationa-oxidada (GSSG) e
agua. (Halliwell e Gueridge, 1999)

(GPx)
2 GSH + H,0, - GSSH + 2H,0

Desta forma, as enzimas CAT e GPX actuam de forma semelhante, inibindo a

acumulacédo do radical O, e do H,O,, evitando a consequente formacédo do
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radical hidroxilo (OH), embora, a enzima GPX possua uma maior afinidade pelo
H,O, relativamente a enzima CAT, o que Ihe confere uma acgdo mais activa
nas situacdes de remocdao celular (Jenkins, 1993; Yu, 1994).

A maior actividade eritrocitaria da enzima GPX observada por Mastaloudis et
al. (2001) em atletas de esforgos prioritariamente aerdbios quando comparados
com individuos destreinados, € corroborada por diversos autores (Schneider et
al., 1994; Tessier et al., 1995; Hellstein et al., 1996; Leeuwenburgh et al., 1997,
Powers et al., 1999) sugerindo desta forma, a ocorréncia alteracdes
compensatdrias positivas no sistema antioxidante dos atletas, as quais
constituem importantes mecanismos de proteccdo do organismo contra a
lipoperoxidacdo e danos na membrana celular.

A enzima glutationa-redutase (GR) ndo apresenta caracteristicas antioxidantes
directas, assumindo porém um papel fundamental no normal funcionamento do
sistema antioxidante, uma vez catalisa a reaccdo de regeneragdo da GSH,
utilizando a nicotinamida-adenina-dinucleotido fosfato (NADPH) como co-factor,
convertendo a GSSG novamente em GSH (Droge, 2002). Em condicdes
fisiolégicas normais, a enzima GR assegura mais de 98% da GSH intracelular
na forma reduzida, desempenhando uma funcdo preponderante na

manutenc¢do do meio intracelular (Powes e Sen, 2000).

(GR)
GSSG + NADPH +H" — 2 GSH + NADP*

Estudos tém demonstrado que atletas de esfor¢os aerdbios apresentam maior
actividade das enzimas antioxidantes SOD, GPX, GR e CAT, assim como uma
capacidade antioxidante total plasmatica (TAS) aumentada comparativamente
a individuos ndao-treinados, evidenciando assim, uma maior adaptacdo do
sistema de defesa enzimatico ao exercicio fisico (Ashton et al., 1998;
Selamoglu et al., 2000; Schneider et al., 2004). Neste sentido Marzatico et al.
(1997) relataram uma maior actividade da GPX eritrocitaria, em repouso, nos
corredores de velocidade e maratonista treinados, comparativamente a
individuos néo treinados, corroborando os resultados encontrados por Brites et
al. (1999) que verificaram uma actividade aumentada da SOD plasméatica em

jogadores de futebol, em repouso, quando comparados a individuos
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sedentarios. Nesta perspectiva, Knez et al. (2007) estudaram atletas
maratonistas e ultra-maratonistas durante os respectivos periodos de treinos,
verificando que, em relacdo ao grupo controlo de individuos néo treinados, os
atletas maratonistas apresentavam uma maior actividade da enzima GPX
eritrocitaria em repouso, enquanto nos atletas de ultra-maratona, foram
observados reduzidos niveis de malondialdeidos (MAD) em repouso e elevada
actividade das enzimas GPX e CAT, indicando desta forma, que o0 processo
sistematico de treino para os respectivos esfor¢os resulta em diferentes efeitos

nas actividades enzimaticas antioxidantes do organismo.

2.5.4.2 Sistema de defesa antioxidante ndo-enzimatico

Os efeitos do exercicio fisico aerobio ndo estdo limitados ao sistema
enzimatico antioxidante. Alteracdes nas concentracfes de antioxidantes nao-
enzimaticos presentes no plasma, na urina e nos tecidos sdo referidas,
embora, o0s resultados apresentados sejam frequentemente contraditorios
(Finaud et al., 2006).

O sistema de defesa antioxidante nao-enzimatico inclui os compostos

antioxidantes directos: vitamina A, vitamina E, vitamina C, Coenzima Q1g, acido

arico acido, glutatido, flavondides; antioxidantes indirectos: proteinas de

choque térmico (HSP), ceruloplasmina, bilirrubina, ferritina, albumina e

importantes micronutrientes (ferro, cobre, zinco, manganés, selénio) que

actuam como co-factores enzimaticos conferindo uma maior proteccdo ao
organismo contra as ERON, exercendo também, importantes funcdes no
sistema biolégico como a sintese de proteinas, o equilibrio redox, a biogénese
celular, a inibicdo de enzimas pré-oxidantes (Dekkers et al., 1996; Powers e
Lennon, 2000).

Segundo Ji (1999), as espécies reactivas de oxigénio constituem uma séria
ameaca aos sistemas de defesa antioxidante da célula, podendo reduzir as
reservas de importantes vitaminas antioxidantes e também da glutationa
(GSH), aumentando a susceptibilidade dos tecidos a lesdo oxidativa. No
entanto, diversos autores referem um significativo aumento dos niveis

plasmaticos das vitaminas E, C e do acido urico, todos com elevado potencial
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antioxidante, apos a realizagdo do exercicio fisico (Brites et al., 1999; Evelson
et al., 2002; Cazzola et al., 2003).

A vitamina E (a-tocoferol) constitui o principal antioxidante lipossolavel
(captador lipofilico), protegendo os acidos gordos polinsaturados das
membranas biologicas contra a lipoperoxidagcdo mediada pelas espécies
reactivas de oxigénio (Cachia et al., 1998). O a-tocoferol encontra-se presente
em todas as membranas celulares, em particular, na membrana interna da
mitocondria e actua de forma a impedir a propagacdo da lipoperoxidacao
através da interceptacdo de peroxidos lipidicos (L*, LO® e LOO"), evitando a
ligacdo destes com os acidos gordos polinsaturados da membrana e, sim, com
um antioxidante possibilitando a formacéo de substancias menos activas como
o a-tocoferil (Banerjee, 2003). A sua ingestdo esta associada com uma maior
tolerancia a glicose, maior eficdcia da accao insulinica e melhora do pefrfil
lipoprotéico (Evans, 2000). Entretanto, tem sido referido que elevadas
quantidades de a-tocoferol podem induzir um efeito pro-oxidante em
lipoproteinas de baixa densidade (Schneider et al., 2003).

A vitamina A (retinol) representa uma vitamina lipofilica e encontra-se presente
em diversas substancias lipidicas e na membrana celular. Actua conjuntamente
com as vitaminas C e E neutralizando a espécie reactiva 'O, e os radicais
ROOH, podendo ser formada a partir da conversao do [-caroteno, o qual &
sugerido atenuar os efeitos deletérios da lipoperoxidacdo através da
desactivacdo das espécies reactivas de oxigénio (Powers e Lennon, 2000).

A vitamina C (acido ascorbico) é um importante antioxidante hidrofilico
(captador) presente no compartimento citoplasmatico da célula e no fluido
extracelular (Palmer et al.,, 2003) que actua prevenindo o inicio da
lipoperoxidagdo, podendo também, realizar a reciclagem dos demais
antioxidantes como a vitamina E e o urato (Mastaloudis et al., 2004). Ao
efectuar a reciclagem da vitamina E, a vitamina C origina um radical
denominado semi-desidroascorbato (Schneider et al.,, 2003), o qual pode
retornar a vitamina C através da accdo da enzima NADH semi-
desidroascorbato-reductase ou por accdo da glutationa-reduzida (GSH)
(Powers e Lennon, 1999). Tem sido sugerido por alguns autores, que o
aumento da secre¢do do cortisol, em resposta ao exercicio fisico, promove a

libertacdo da vitamina C da glandula adrenal (Hornsby e Crivello, 1983;
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Gleeson et al.,, 1987) e/ou a mobilizagdo desta vitamina dos demais tecidos
como leucdcitos e eritrocitos (Viguie et al., 1993). Posteriormente, Palmer et al.
(2003) demonstraram uma correlacéo positiva entre os aumentos dos niveis de
cortisol e acido ascorbico plasméatico em resposta a realizacdo do exercicio.
Estudos realizados por Fischer (2006) e Kassaf et al. (2003) observaram que a
administracdo de vitamina C alterava a expressdo de proteinas de choque
térmico HSP70 e HSP72 relacionadas ao estado redox celular. As proteinas de
choque térmico (HSPs) compreendem proteinas capazes de exercer efeitos
protectores contra uma diversidade de agente stresseores (Nishizawa et al.,
1999; Smolka et al., 2000). Diversos estudos tém evidenciado aumentos
significativos das HSP durante a realizacdo de exercicios fisicos,
particularmente em situacdes de variacfes de temperatura corporal, processos
inflamatorios e stresse oxidativo (Nishizawa et al., 1999; Smolka et al., 2000;
Mikami et al., 2002; Hamilton et al., 2003). De acordo com Beere et al. (2000),
as HSP70 localizadas no citosol e na mitocondria constituem importantes
moléculas com accdo anti-apoptotica, possuindo a capacidade de se ligarem
ao factor de activacdo apoptose-protease (Apaf-1) inibindo desta forma, a
formacdo do complexo proteico denominado apoptosoma. Adicionalmente,
Adhihetty et al. (2008) referem que as HSP70 parecem também inibir o
chamado factor indutor apoptético (AIF), contribuindo de forma relevante na
atenuacao das vias apoptoticas no musculo esquelético.

O tripeptideo gama-glutamilcisteinilglicina, (GSH), presente em quantidades
milimolar (mmol) na maioria das células e tecidos, representa a via antioxidante
nao-enzimatica mais importante nas células, reagindo e neutralizando os
radicais livres e espécies reactivas de oxigénio no organismo (Reid, 2001; Fox,
2006). A sua accao antioxidante se deve a presenca de um grupo sulfidrila, o
qual actua como dador de electrdes (Sies, 1999). O GSH sintetizado no figado,
a partir de aminoacidos endégenos (cisteina ou metionina) ou provenientes da
dieta, constitui um importante antioxidante hidrofilico capaz de reagir com o
oxigénio singleto (;0%), o radical hidroxilo (OH*) e demais radicais carbono,
cedendo-lhes um ido de hidrogénio, assumindo o estado oxidado (GSSG) (Ji,
1999; Powers e Lenon, 1999). Contudo, durante a realizacdo do exercicio, o
estado redox da glutationa, expresso pela relacdo GSSG/GSH, néo se altera

de forma expressiva, devido o facto do GSSG formado em resposta ao
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aumento da producdo de ERO, poder ser reduzido novamente a GSH atraves
da accdo da enzima glutationa-reductase (GR) utilizando a NADPH como
redutor (Leeuwenburgh et al., 1997). Entretanto, durante exercicios
prolongados e intensos, pode ocorrer uma eventual diminuicdo da
concentracdo muscular e plasmatica de GSH em consequéncia da reducéo das
reservas hepéticas e/ou quando a utilizacdo de GSH exceder a sua
sintese/absorcdo (Duthie et al., 1990). O desequilibrio na relacdo GSSG/GSH
altera o estado redox intracelular e, consequentemente, conduz ao stresse
oxidativo, o qual activa o chamado factor de transcricdo nuclear kappa B (NF-
kB) encontrado nos linfécitos B, linfécitos T, mondcitos e macréfagos, cuja
activacdo € responsavel pela resposta inflamatdria, como por exemplo, na
doenca isquémica do coracdo (DIC) (Droge, 1994). O factor de transcricao
nuclear kB (NFkB) juntamente com a proteina MAPK (Mitogen-Activated
Protein Kinase) representam duas das principais vias de sinalizacao induzidas
pelas ERON, capazes de modular a capacidade de defesa antioxidante da
célula muscular (Ji, 2007). De salientar, a accdo da GSH na diminuicdo de
radicais de vitamina E provenientes das reaccdes em cadeia com os radicais
alcoxilo (RO®) e peroxilo (ROO®) e radicais de vitamina C formados durante a
reciclagem da vitamina E (Powers e Lennon, 1999; Reid, 2001). Estudos
realizados por Shang et al. (2003) demonstram que uma reduzida
concentracdo de GSH nas células pode estar associada a danos celulares e
diminuicdo da eficiéncia imunolégica, embora, estes efeitos possam ser

compensados através da suplementacéo de vitaminas C e E.

2.5.5 Exercicio aerébio agudo e o stresse oxidativo

Diversos estudos tem demonstrado a possibilidade de esforcos de elevada
intensidade e/ou duragédo prolongada, promoverem um stresse oxidativo ao
organismo, em resposta a uma producdo acrescida de ERON, devido a
factores como: elevado consumo de oxigénio, aumentando o processo da
fosforilacdo oxidativa e, consequentemente, a producdo de O,*mitocondrial,
via reacc¢des do oxigénio com os radicais flavina e ubisemiquinona (Cooper et
al., 2002), elevada acidose metabdlica e aumento dos niveis plasmaticos de

catecolaminas (Tauler et al., 2002; Urso e Clarkson, 2003), elevada taxa de

79



Revisdo da Literatura

auto-oxidacéo da hemoglobina (Cooper et al., 2002), hipertermia (Salo et al.,
1991) e processo oxidativo das células inflamatérias mobilizadas durante um
evento de leséo tecidual (Sacheck e Blumberg, 2001; Urso e Clarkson, 2003),
incorrendo desta forma, numa potencial lesdo da membrana celular e dos
organelos presentes no tecido muscular, figado, coragdo, sangue e demais
tecidos periféricos (Nakao et al., 2000; Svensson et al. 2002; Groussard et al.,
2003).

A realizacdo de esforcos fisicos de caracter predominantemente
aerébios como a corrida, o ciclismo e a natacao, estd associada a um aumento
do consumo de oxigénio (VO,), o qual podera favorecer um aumento da
producdo de ERON, intensificando o stresse oxidativo (Alessio, 1993;
Mastaloudis et al., 2001; Aguilo et al., 2005). De facto, resultados obtidos por
Ashton et al. (1998) e Palmer et al. (2003) demonstram que, quanto mais
elevada a intensidade do esforco, maior serd a producdo de ERO e
consequentemente, o stresse oxidativo induzido. Apesar do exercicio fisico
poder promover importantes alteracdes nas actividades antioxidantes
enzimatica e ndo enzimatica, a intensidade e a duracdo do exercicio, assim
como o nivel de treino do individuo, constituem factores que podem condicionar
o surgimento dos produtos da lipoperoxidacdo (Leeuwenburgh e Heineck,
2001; Ji, 2002; Lekhi et al., 2007). Neste sentido, Lovlin et al. (1987)
submeteram um grupo de individuos destreinados a diferentes protocolos de
esforco em cicloergémetro (40%, 70% e 100% VOzmax) demonstrando que a
diminuicdo na peroxidacdo lipidica ocorreu a intensidade de 40%VOmax,
permanecendo inalterada a 70%VO2max, €nquanto aumentos significativos
foram constatados a intensidade de 100%VO max.

Margaritis et al. (1997) n&o observaram alteracdes significativas referentes as
concentragbes de TBARS e GSSH em triatletas altamente treinados, apos a
realizacdo de uma prova de triatlo longo (4km/120km/30km). Entretanto,
Marzético et al. (1997) ao estudarem uma amostra constituida por corredores
treinados verificaram, apdés uma prova de corrida de 21km, aumentos nas
concentracfes plasmaticas de MDA e nas actividades enzimaticas da SOD e
GPX, permanecendo a concentracdo da enzima CAT inalterada. Estes
resultados divergem, em parte, dos dados obtidos por Videl et al. (2001) num

estudo com individuos treinados, onde foram observados aumentos da
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actividade da enzima CAT, enquanto as concentracdes plasmaticas das
enzimas SOD e GPX néo evidenciaram alteracées, embora o comportamento
referente aos valores de TBARS se mostrasse similar.

A actividade da enzima CAT em resposta ao exercicio agudo mostra-se
conflitual. Rokitzki et al. (1994) ndo encontraram diferencas significativas nas
concentracfes da CAT eritrocitaria em corredores treinados, apos a realizacao
de uma maratona. No entanto, numa amostra de ciclistas treinados, apds um
periodo de esforco submaximo de 90 minutos, Aguilo et al. (2000), observaram
uma diminuicdo de aproximadamente 20% na respectiva actividade eritrocitaria
enzimatica. Adicionalmente, Marzatico et al. (1997) relataram que corredores
velocistas que realizavam exercicios de poténcia, ndo apresentavam alteracoes
na actividade da CAT eritrocitaria, embora, corredores meio-fundistas e
fundistas, apds sessdes de treino aerdbio, exibissem aumentos na sua
actividade.

Hellstein et al (2001) verificaram aumentos significativos nos valores referentes
a concentracdo plasmatica de alantoina e &acido Urico muscular em ciclistas
treinados, apés a realizacdo de um protocolo de esforco a 90% VOomax até a
exaustdo, apesar das concentracdes de GSH, cisteina e 4cido Urico plasmético
permanecerem estaveis. Contrariamente a estes resultados, Inal et al. (2001)
ao avaliarem um grupo de nadadores treinados ap6s uma prova de 800 metros,
evidenciaram uma diminuicdo significativa das concentracdes GSH. Neste
estudo foram também observados aumentos significativos nas actividades das
enzimas SOD e GPX eritrocitérias.

Myiazaki et al. (2001) ao submeterem 9 individuos destreinados a um teste de
VO2max, €M cicloergbmetro, verificaram aumentos nos valores das TBARS e
dienos conjugados, corroborando o estudo de Vider et al. (2001) que
observaram similares aumentos nos valores referentes as TBARS e dienos
conjugados, acompanhados de aumentos nas concentracoes de GSH e da
enzima CAT, tendo sido também constatado um aumento da capacidade
antioxidante plasmatica total (TAS).

Aumentos nos valores de dienos conjugados e MAD plasmaticos foram
igualmente evidenciados por Tauler et al. (2002), apés o término de uma prova
de ultramaratona, indicando desta forma que, em esfor¢gos desta magnitude, as

defesas antioxidantes, por si sO, ndo conseguem inibir a inducdo do stresse
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oxidativo e consequente ocorréncia de lipoperoxidacdo. Posteriormente,
Palmer et al. (2003) num estudo similar com corredores de uma ultramaratona
de 80 km constatou ao término da prova, aumentos expressivos has
concentracdes de hidroperoxidos lipidicos e F2-isoprostanos.

A magnitude do stresse oxidativo agudo induzido por esfor¢os prolongados foi
estudada por Aguilo et al. (2005) ao avaliarem um grupo de ciclistas treinados
apos uma prova de estrada de 171 km, demonstrando indicativos consistentes
da ocorréncia de peroxidacéo lipidica expressos pelo aumento dos niveis de
glutationa-oxidada (GSSH) e TBARS. No entanto, foi ainda verificada na
respectiva amostra, uma diminuicdo significativa da actividade da enzima
glutationa-peroxidase (GPX).

Evidéncias de stresse oxidativo elevado foram encontradas por Neubauer et al.
(2008) em atletas finalistas da prova do triatlo ironman, onde foram verificados
aumentos significativos nos valores referentes a concentragdo de dienos
conjugados, produtos da oxidacdo avancada de proteinas (AOPP), acido Urico,
malondialdeido (MAD), lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (oxLDL) e
actividade da enzima superoxido-dismutase (SOD).

Niveis elevados de stresse oxidativo foram recentemente observados por
Ascensdo et al. (2008) ao término de um jogo de futebol, tendo sido
encontrados aumentos significativos nas concentracfes plasmaticas de
malondialdeidos (MDA) e mioglobina. De referir também, que no periodo de
recuperacdo subsequente ao exercicio, foi igualmente evidenciado o aumento
nos niveis plasmaticos de acido urico e estado antioxidante total (TAS), que
juntamente com a elevacdo dos niveis plasmaticos de CK apresentada pelos
jogadores, indiciam a ocorréncia de danos musculares e oxidativos.

Scheffer et al. (2009) ao analisarem a resposta de duas sessfes diarias de
natacédo sobre os parametros de stresse oxidativo em nadadores competidores
encontraram aumentos significativos nos niveis de lipoperoxidacdo (TBARS),
carbonilacdo de proteinas e actividade eritrocitdria da enzima catalase,
enquanto relativamente ao comportamento do contetudo de tiois total (TT),
utiizado como indicador de sulfidrilas ndo oxidadas, presentes nos
aminoacidos, foi observada uma diminuicdo apdés a segunda sessao de
exercicio. Esta diminuigcdo verificada no referido marcador de oxidagdo de

proteinas, (TT), corrobora o estudo de Magalhaes et al. (2007), e decorre do
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aumento na concentracao de calcio intramuscular que ao activar as proteases,

reduz o conteldo de sulfidrila, indiciando a ocorréncia de dano oxidativo.

2.5.6 Treino, stresse oxidativo e adaptacdes antioxidantes

Estudos realizados por Davies et al. (1982) propuseram que a formacéo
acrescida de espécies reactivas de oxigénio e nitrogénio (ERON) e
consequente inducéo de stresse oxidativo pudesse constituir o estimulo inicial
para a biogénese mitocondrial numa situagdo de treino crénico. Contudo, a
natureza e a magnitude da resposta adaptativa ao treino parecem estar
condicionadas a factores como a intensidade, duracdo e frequéncia do
exercicio, tipo de treino, limitacdes genéticas, condi¢do fisica do individuo e
estado nutricional (Cooper et al., 2002; Volaard et al., 2005; Finaud et al.,
2006). E consensual na literatura, a constatacio dos efeitos positivos do treino
aerobio na actividade enzimatica antioxidante, principalmente ao nivel
muscular, plasmatico, hepatico e cardiaco (para referéncias ver Finaud et al.,
2006). Neste sentido, Ji (1999) observou evidéncias de que o treino da
resisténcia aerébia parece promover um aumento nas actividades antioxidantes
enzimaticas (GPX, CAT e SOD), assim como, uma diminuicdo nos niveis de
peroxidacdo lipidica determinados pela concentracdo de malondialdeidos
tecidual e mitoncondrial.

Robertson et al. (1991) compararam a actividade dos sistemas antioxidantes
enzimatico e ndo enzimatico em corredores de Elite e individuos sedentarios,
verificando uma actividade eritrocitaria aumentada da vitamina E, da GSH e da
enzima CAT nos corredores, assim como, uma significativa correlagéo entre o
volume de treino semanal e actividade enzimatica antioxidante. De forma
similar, Toskulkao e Glinsukon (1996), observaram que corredores treinados
evidenciavam uma elevada actividade eritrocitaria das enzimas SOD, GPx e
CAT comparativamente a individuos nédo treinados. Adicionalmente, Evelo et al.
(1992), observaram aumentos significativos na actividade eritrocitaria da
enzima glutationa-reductase (GR), ao submeterem um grupo de meio-
maratonistas a um programa de treino regular durante 4 semanas. Neste
sentido, a expressdo das enzimas antioxidantes, parece assumir um papel

preponderante na manutencao do equilibrio redox, conferindo assim uma maior
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proteccao ao organismo (Vifia et al., 2000; Selamoglu et al., 2000; Ji, 2007b).
De facto, estudos realizados por Inal et al. (2001) e Subudhi et al. (2001) com
atletas de Elite de natacdo e esqui de fundo, respectivamente, evidenciaram
aumentos significativos na actividade das enzimas antioxidantes CAT e GPX
ao término de um periodo de 8 semanas de treino, corroborando os resultados
obtidos por Margaritis et al. (1997) num estudo com triatletas competitivos,
onde foi sugerido que a magnitude da melhoria do sistema de defesa
antioxidante estaria dependente das cargas de treino, uma vez que foi
demonstrado neste estudo que, quanto mais elevado o consumo maximo de
oxigénio (VO2max) do atleta, maior era a actividade eritrocitaria da enzima GPX,
conferindo-lhe uma maior proteccdo contra as ERO. Neste contexto,
Leeuwenburgh et al. (1997) acrescentam que o stresse oxidativo induzido pelo
exercicio fisico pode disparar adaptacdes especificas em respostas ao treino,
sugerindo a ocorréncia de um mecanismo de regulagédo complexo. No entanto,
contrariamente ao observado no estudo de Margaritis et al. (1997), tem sido
demonstrado por alguns autores, que as adaptacdes moduladas pelo treino na
actividade enzimatica antioxidante ndo se mostram relacionadas com o
aumento dos niveis de VOomax, Sendo as referidas adaptacdes enzimaticas
especificas, uma vez que estudos evidenciam maiores aumentos das
actividades das enzimas SOD e GPx comparativamente a enzima CAT
(Leeuwenburgh et al.,, 1999; Powers et al., 1999: Hollander et al., 1999;
Miyazaki et al., 2001).

Relativamente a influéncia do treino de endurance na actividade da enzima
SOD, observa-se alguma conflitualidade, pois enquanto estudos demonstram
ocorréncia de aumentos significativos em ambas as isoformas CuzZn-SOD e
Mn-SOD (Oyanagui, 1984; Toskulkao e Glinsukon, 1996; Ohishi et al, 1997,
Brites et al., 1999), outros autores néo verificaram quaisquer alteracbes na sua
actividade (Tidus et al., 1996; Leeuwenburgh et al., 1997; Tauler et al., 1999).
Na perspectiva do aumento da actividade antioxidante da enzima SOD no
musculo esquelético induzido pelo treino de endurance Siu et al. (2004)
observaram aumentos no conteudo proteico da Mn-SOD e a existéncia de uma
correlacdo negativa entre a referida actividade enzimética e o indice apoptético
e a actividade da caspase-3 (enzima-chave do processo apoptético), o que

sugere a ocorréncia de um decréscimo dos indices pro-apoptéticos em
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resposta a um programa de treino regular de endurance, que se reflecte no
aumento da capacidade antioxidante. Adicionalmente, Adhihetty et al. (2007a)
referem que a actividade contractil cronica atenua a libertacdo de citocromo c e
do factor indutor apoptético (AIF), para além de aumentar a expressao da
HSP70, contribuindo para um efeito protector contra as vias apoptoticas.
Possivelmente, diferengcas nos procedimentos experimentais adoptados na
determinacdo da actividade enzimatica, nos protocolos de treino e na
composicdo das fibras musculares avaliadas, possam explicar tais
discrepancias. De salientar, o facto do treino aerébio induzir,
concomitantemente, aumentos na actividade das enzimas oxidativas (citrato-
sintetase, isocitrato-desidrogenase, oxoglutarato-desidrogenase) e na enzima
SOD, em conformidade com os resultados demonstrados em diversos estudos
(Booth e Thomason, 1991; Hammeren et al., 1992; Criswell et al., 1993;
Powers et al., 1994). Contudo, de acordo com estes autores, 0 aumento da
actividade oxidativa ndo se apresenta proporcional ao aumento da actividade
enzimatica antioxidante, evidenciando uma correlacdo relativamente baixa (r
=0,17) (Hammeren et al., 1992).

No que respeita a actividade da enzima GPX modelada pelo treino aerébio, a
literatura mostra-se razoavelmente concordante quanto ao seu aumento
(Venditti e Di Meo, 1997; Hellstein et al., 2001; Inal et al.,, 2001; Gul et al.,
2002). Um estudo realizado por Selamoglu et al (2000) demonstrou serem
significativas as alterac6es adaptativas modeladas pelo treino aerdbio regular,
estando a actividade eritrocitaria da enzima GPX aumentada em corredores
fundistas de Elite comparativamente a individuos destreinados pertencentes ao
grupo controlo. Posteriormente, Scheneider (2002) observou resultados
similares, evidenciando uma maior actividade da enzima GPX em triatletas
treinados quando comparados a individuos destreinados, sendo também
constatado nos triatletas, um aumento da capacidade antioxidante total
plasmatica, provavelmente associada a maior libertacdo de substancias
antioxidantes como o acido urico. Corroborando estes resultados, Cazzola et
al. (2003) demonstraram uma maior actividade eritrocitaria da enzima GPX
(12%), em repouso, nos jogadores de futebol quando comparados com sujeitos

nao treinados.

85



Revisdo da Literatura

Palazzetti et al. (2003) estudaram triatletas submetidos a um incremento das
cargas de treino na ordem de 21% na natacdo, 51% no ciclismo e 44% na
corrida durante um periodo de 4 semanas, no qual, foi constatado um aumento
significativo na actividade eritrocitaria da enzima GPX, embora, fosse também
verificada uma diminuicdo no estado antioxidante total (TAS) dos atletas.

Os resultados do efeito do treino aerébio na actividade antioxidante n&o
enzimatica se mostram igualmente controversos, com estudos demonstrando
aumentos e reducdes da capacidade antioxidante total ou de um determinado
antioxidante isolado em sujeito treinados comparativamente a individuos
sedentarios (Clarkson, 1995; Tessier et al., 1995; Liu et al., 1999; Powers et al.,
1999). Tem sido sugerido, que o aumento nas concentracdes das vitaminas C
e E, em resposta ao treino aerobio regular, parece decorrer da mobilizacdo das
respectivas reservas, de forma a contribuir para a preservagdo das estruturas
celulares contra as ERON (Mastaloudis et al., 2001). Todavia, alguns estudos
defendem que a concentracdo da vitamina E tende a diminuir no musculo
esquelético, apds a realizacdo de um programa de treino de caracter aerébio
(Aikawa et al., 1984; Packer et al., 1989). Relativamente ao comportamento da
GSH, alguns autores tem observado uma diminuicdo dos referidos niveis em
resposta ao treino aerdbio (Leeuwenburgh e Ji, 1995; Ramires e Ji, 2001),
apesar de outros estudos terem evidenciado incrementos no respectivo
contelido, assim como, na actividade da enzima gama-glutamilcisteina-sintase
(GCS), actuante na sintese da GSH (Ji, 2007a). Alguns autores tém também
demonstrado que a adaptacdo antioxidante pode estar correlacionada com o
volume de treino e 0 consumo maximo de oxigénio (Margaritis et al., 19997;
Child et al., 1999). A relacéo entre as cargas de treino e 0 stresse oxidativo
estd bem documentada. Um estudo longitudinal, realizado com ciclistas de
elevado nivel competitivo, observou um aumento significativo da actividade da
enzima GPx durante os periodos de treino intenso, enquanto durante os
periodos de recuperagdo, caracterizados pela reducdo das cargas de treino,
esta actividade se mostrou diminuida (Accominotti et al., 1991). Resultados
similares foram verificados por Schroder et al. (2000) e Schippinger et al.
(2002) em atletas profissionais de basquetebol e futebol, respectivamente,
submetidos a periodos de treino exaustivos, sendo constatadas diminui¢cdes na

eficiéncia do sistema antioxidante enzimatico, no status antioxidante total e no
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aumento do stresse oxidativo. Contudo, estudos recentes tém sugerido que o
nivel de treino parece influenciar de forma significativa a resposta do stresse
oxidativo induzido pelo exercicio fisico (Chang et al., 2002; Metin et al., 2003;
Cazzola et al.,, 2003). De facto, o treino aerObio parece promover uma
diversidade de mecanismos capazes de responder a situagdo de stresse
oxidativo, em particular através de adaptacbes dos sistemas de defesa
antioxidantes (Jenkins, 1988). Neste contexto, os mecanismos de sinalizacao
de transducéo sensiveis ao estado redox, induzidos pelas espécies reactivas
de oxigénio e nitrogénio (ERON), podem ser entendidos moduladores da
capacidade de defesa antioxidante da célula muscular (Ji, 2007a). De facto, as
vias de sinalizacdo sensiveis ao estado redox utilizam as ERON como
moléculas sinalizadoras na actuacdo de factores de transcricdo (Meyer et al.,
1994). O factor nuclear kB (NFkB) e a proteina MAPK (Mitogen-Actived Protein
Kinase) constituem duas vias fundamentais no combate ao stresse oxidativo

induzido pelo treino de resisténcia aerébia (Ji et al., 2004; Ji, 2007).
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3. OBJECTIVOS

3.1 Obijectivos Gerais

O presente estudo tem como objectivo geral, analisar as alteragbes
bioguimicas agudas induzidas por diferentes provas de triatlo no que respeita
ao comportamento dos diversos biomarcadores enzimaticos, hematolégicos, de
stresse oxidativo e da funcdo imune em atletas portugueses de triatlo de

diferentes niveis de prestacao competitiva (Elite vs nao-Elite).

3.2 Obijectivos Especificos

(1) - Analisar o efeito agudo de trés diferentes provas de triatlo (Longo,
Olimpico e Sprint) na actividade sérica dos biomarcadores enzimaticos
(CK, AST, ALT, GGT) em atletas de triatlo.

(2) — Verificar a influéncia do nivel competitivo dos triatletas (Elite vs néo-
Elite) no comportamento da actividade sérica dos diferentes

biomarcadores enzimaticos nos momentos pré e pos-provas de triatlo.

(3) - Analisar o efeito agudo de trés diferentes provas de triatlo (Longo,
Olimpico e Sprint) na resposta dos biomarcadores hematolégicos (CGR,
Hb, Hct, VGM, HGM, CHGM, RDW) em atletas de triatlo.

(4) — Verificar a influéncia do nivel competitivo dos triatletas (Elite vs néo-
Elite) no comportamento dos diferentes biomarcadores hematoldgicos

Nnos momentos pré e pos-provas de triatlo.

(5) -Analisar o efeito agudo de trés diferentes provas de triatlo (Longo,
Olimpico e Sprint) na contagem total e diferencial de leucocitos do
sangue e na activacdo dos diferentes marcadores presentes nos

fenotipos linfocitarios T CD4" e T CD8" em atletas de triatlo.
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(6) — Verificar a influéncia do nivel competitivo dos triatletas (Elite vs nao-
Elite) no que respeita ao comportamento dos diferentes biomarcadores

da funcdo imune nos momentos pré e pos-provas de triatlo.

(7) - Analisar o efeito agudo de trés diferentes provas de triatlo (Longo,
Olimpico e Sprint) na resposta dos biomarcadores de stresse oxidativo
(SOD, GPx, CAT, AU, TAS, TBARS ) em atletas de triatlo.

(8) — Verificar a influéncia do nivel competitivo dos triatletas (Elite vs nao-

Elite) no comportamento dos diferentes biomarcadores de stresse

oxidativo nos momentos pré e pds-provas de triatlo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacdo da Amostra

A amostra total do presente estudo foi constituida por 30 atletas de triatlo,
todos do sexo masculino, federados, com idades compreendidas entre os 30 e
os 35 anos pertencentes ao escaldao seénior, voluntarios, participantes em
provas dos calendarios nacional e internacional nas diferentes distancias
frequentemente adoptadas (triatlo sprint; triatlo olimpico e triatlo longo). Importa
salientar no entanto, que as amostras presentes em cada uma das trés provas
analisadas foram constituidas por 10 triatletas, os quais encontravam-se
divididos em dois grupos (triatletas de Elite e triatletas ndo-Elite) de acordo com
as suas respectivas posi¢des no ranking individual do campeonato nacional e
categoria de inscricdo em competicbes internacionais (Elite ou age-groups)
conforme classificagdo determinada pela ITU (International Triathlon Union) e
ETU (European Triathlon Union).

4.1.1 Triatlo Longo

Tabela 1- Caracteristicas antropométricas, pratica desportiva e volumes das cargas de treino

relativos aos grupos exgerimentais Earticigantes da prova de triatlo Iongo.

Triatletas Elite (n=5) Triatletas n&o-Elite (n=5)
(x + Dp) (x + Dp)
Idade (anos) 30,8+2,2 32,0+£3,0
Peso (kg) 67,4+0,9 71,8+2,3
Altura (cm) 1798+ 1,1 175,7+4,2
IMC (kg/m?) 21,2+0,4 231+1,0
Gordura Corporal (%) 8,7+2,6 124+11
Pratica (anos) 9,6+1,5 6,4+1,8
Treino (horas/semana) 36+25 14+1,4
Natacdo (km/semana) 26+55 11,9+35
Ciclismo (km/semana) 388+92,6 186 £52,0
Corrida (km/semana) 98 + 24,7 56+12,5

Relativamente a andlise antropométrica, importa salientar as diferencas entre
0s respectivos valores medios relativos a massa corporal (6,5%), IMC (8,9%) e
percentagem de gordura corporal (42,5%) apresentados pelos triatletas. E
notéria a diferenca no que respeita ao tempo de préatica da modalidade (50%),
horas de treino (157,1%) e principalmente no que respeita aos volumes de

91



Materiais e Métodos

treino referentes aos segmentos da natacdo (118,4%), do ciclismo (108,6%) e
da corrida (75%).

4.1.2 Triatlo Olimpico

Tabela 2- Caracteristicas antropométricas, pratica desportiva e volumes das cargas de treino
relativos aos grupos experimentais de triatletas participantes da prova de triatlo olimpico.

Triatletas Elite (n=5) Triatletas n&o-Elite (n=5)
(x + Dp) (x + Dp)
Idade (anos) 30,6 +2,6 33,6+1,0
Peso (kg) 67,1+0,8 70,0 £ 0,7
Altura (cm) 178,9+4,8 177,8 + 3,6
IMC (kg/m?) 21,0+1,2 22,2+0,8
Gordura Corporal (%) 8,1+17 11,1+21
Prética (anos) 88+23 54124
Treino (horas/semana) 33+£1,7 134+1,6
Natacdo (km/semana) 212+25 9,8+6,5
Ciclismo (km/semana) 323,6 £62,5 181,4£485
Corrida (km/semana) 80,2+17,1 46,9 + 11,3

Embora menos acentuada, verificou-se uma diferenca de 4,3% no que
concerne aos valores médios relativos a massa corporal registados pelos
triatletas na prova de triatlo olimpico, sendo as diferencas verificadas entre o0s
valores relativos ao IMC (4,7%) e a % gordura corporal (26,1%) igualmente
inferiores, quando comparadas aos valores obtidos na prova de triatlo longo.
Registaram-se de forma similar, entdo menos pronunciadas, diferencas
relativas ao tempo de pratica da modalidade (62,9%), carga horaria semanal de
treino (146,2%) e volumes das cargas de treino inerentes a natacédo, ciclismo e
corrida (116,3%, 78,3% e 71,0%, respectivamente).

4.1.3 Triatlo Sprint

Tabela 3- Caracteristicas antropométricas, pratica desportiva e volumes das cargas de treino
relativos aos grupos experimentais de triatletas participantes da prova de triatlo sprint

Triatletas Elite (n=5) Triatletas ndo-Elite (n=5)
(x + Dp) (x + Dp)
Idade (anos) 30,4 +3,2 31,8+25
Peso (kg) 68,6 + 1,1 71,127
Altura (cm) 177,9+3,8 176,6 £ 5,3
IMC (kg/m?) 22,0+38 228+14
Gordura Corporal (%) 85+2,0 12,1+£2,.2
Pratica (anos) 7,2+1,3 46+15
Treino (horas/semana) 29,4+16 136+1,5
Natacdo (km/semana) 18,8 £ 2,2 8,747
Ciclismo (km/semana) 259,0 + 32,6 146,3 + 28,2
Corrida (km/semana) 74,8 + 9,0 45+ 3,0
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Em resposta a menor duragdo da presente prova comparativamente as
anteriores provas analisadas, verificou-se uma reducédo percentual das
diferencas relativas aos volumes das cargas de treino entre 0s respectivos
grupos de triatletas, quando comparadas com as registadas nas provas de
triatlo longo e triatlo olimpico. Todavia, foram observadas diferencas de 116%,
77,1% e 66,2% nos respectivos volumes de treino referentes as disciplinas de
natacdo, ciclismo e corrida, respectivamente. Foram também detectadas
diferencas inter-grupos nos dados antropométricos dos triatletas, das quais se

salienta a percentagem de gordura corporal (42,3%), massa corporal (3,6%).

4.2 Protocolo Experimental

Primeiramente, foi realizada uma anamnese com todos os triatletas integrantes
da amostra, de forma a possibilitar uma recolha das informacdes pertinentes ao
nivel de pratica desportiva do triatlo, incluindo anos de experiéncia competitiva,
resultados obtidos em provas nacionais e internacionais, metodologia e
distribuicdo das cargas de treino durante a época desportiva, assim como
informacdes relacionadas as sessfes diarias de treino nos respectivos
segmentos de natacéo, ciclismo e corrida.

Todos o0s integrantes da amostra tiveram pleno conhecimento dos
procedimentos experimentais aos quais seriam submetidos, assim como dos
respectivos objectivos do estudo. Todos os triatletas integrantes da amostra
apresentaram a ficha de exames médicos actualizada, excluindo desta forma, a
existéncia de quaisquer sintomas de doencas ou limitagbes a pratica
desportiva, ndo apresentando os mesmos, quaisquer contra-indicagbes para a
realizacdo de exercicios fisicos intensos.

O presente protocolo iniciou-se com a escolha de trés provas de triatlo do
calendario nacional, nas distancias de triatlo longo (1,9km/90km/21km), triatlo
olimpico (1,5km/40km/10km) e triatlo sprint (0.75km/20km/5km). As provas
escolhidas tiveram lugar nos concelhos de Abrantes, Aveiro e Fafe,
respectivamente. Uma vez determinada a prova a ser analisada, todos os
triatletas seleccionados para a respectiva amostra foram previamente
contactados no dia anterior, de forma a se apresentarem no local da prova com

um periodo de antecedéncia a realizacdo o check-in do material (bicicletas),
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para efectuarem o0s procedimentos iniciais da avaliagdo, 0s quais
compreendiam a determinacdo dos dados antropométricos e a realizacdo da
colheita sanguinea pré-esforco. Imediatamente apds o término de cada prova,
era efectuada a segunda colheita sanguinea nos respectivos atletas,
concluindo assim o referido protocolo. Todas as colheitas sanguineas
efectuadas nas respectivas provas analisadas neste estudo foram efectuadas
por profissionais licenciadas no curso de enfermagem e disponibilizadas pelo

Centro de Analises Hilario de Lima (Braga).

4.2.1 Determinacéo das Variaveis Antropométricas

Inicialmente, foram recolhidas as medidas antropométricas referentes a altura
dos triatletas, através da utilizacdo do estadiometro (marca Rudolf Martin),
sendo esta variavel determinada pela medida entre o vertéx e o plano de
referéncia do solo, com o individuo em posicdo anatomica. A seguir, foram
determinadas a massa corporal e respectiva percentagem de gordura corporal
da cada triatleta integrante da amostra, utilizando-se a pesagem em balanga
digital de bioimpedancia (marca Tanita-modelo TBF — 305), sendo 0 mesmo

pesado em roupa interior e descalco.

4.3 Colheita de Sangue e Preparacdo

As colheitas sanguineas foram realizadas através de puncdo venosa, apés a
desinfeccdo da regido cutanea antecubital anterior com alcool a 95%. Foram
efectuadas duas colheitas em cada atleta pertencente as respectivas amostras
estudadas, totalizando 20 amostras por prova analisada. A primeira colheita foi
efectuada nos instantes precedentes ao inicio de cada uma das 3 provas de
triatlo analisadas, sendo a segunda colheita realizada imediatamente ap6s a
conclusao da respectiva prova, totalizando 60 amostras no presente estudo.

As amostras foram colhidas em tubos ETDA-K; (sal tripotassico de acido
Etileno-Diamino-Tetra-Acético) de 4,5ml (BD Vacutainer) para a determinacao
dos parametros hematoldgicos, citometria de fluxo e estudos eritrocitarios. As
amostras de sangue periférico venoso colhidas em tubos sem anticoagulante,

com gel Z - activador da coagulacdo (Serum Sep Clot Activator - BD
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Vacutainer) de 5,0 ml para os estudos bioquimicos efectuados no soro foram
centrifugadas (centrifuga “Jouan CR3”- Jouan) a 3000 rpm durante o periodo
de 10 minutos. Nao foi efectuado qualquer tipo de constricdo através do uso de
torniquete com o objectivo de minimizar o possivel stresse e lesdo oxidativos

induzidos pela manobra isquemia-reperfusao (Bailey, 2001).

4 .4 DeterminacOes Bioquimicas

A actividade sérica da enzima creatinaguinase (CK) foi determinada pelo
método turbidimétrico a 340nm, utilizando um kit comercial ABX Pentra CK
NAC CP (Montpellier, FR, Ref2 A11A01632).

A actividade sérica da enzima aspartato-aminotransferase (AST) foi
determinada pelo método turbidimétrico a 340nm, utilizando um kit comercial
ABX Pentra AST CP (Montpellier, FR, Ref® A11A01629). Valor médio
determinado para o factor: 3526.

A actividade sérica da enzima alanina-aminotransferase (ALT) foi determinada
pelo método turbidimétrico a 340nm, utilizando um kit comercial ABX Pentra
ALT CP (Montpellier, FR, Ref* A11A01627). Valor médio determinado para o
factor: 3485.

A actividade sérica da enzima gama-glutamiltransferase (GGT) foi determinada
pelo método turbidimétrico a 340nm, utilizando um kit comercial HORIBA ABX
Pentra GGT CP (Montpellier, FR, Ref2 A11A01625).

O conteudo de &cido Urico foi determinado através de um método enzimatico a
550nm utilizando um kit comercial HORIBA ABX Pentra (Montpellier, FR, Ref2
A11A01670) de acordo com as determinacdes especificas do fabricante.

A actividade da enzima superoxido-dismutase (SOD) nos eritrocitos foi
determinada utilizando o kit comercial RANDOX RanSod Cat.No.SD 125 a
340nm. A Preparacado da amostra consistiu inicialmente na centrifugacao de
0,5ml do sangue total durante 10 min a 3000rpm e posterior separacdo do
plasma. Em seguida, foram realizadas 4 lavagens dos eritrocitos com solugéo
NACL 0,9% (3ml), sendo apoOs cada lavagem efectuada uma centrifugacéo de
10 min a 3000 rpm. Ao final das lavagens e respectivas centrifugacdoes dos
eritrécitos, adicionou-se 2ml de agua bidistilada fria, agitando e permanecendo
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em repouso a 4°C durante 15 min. Concluindo o procedimento, foi realizada
uma lavagem com 0.01mol/l de tampé&o fosfato pH 7,0.

A actividade sérica da enzima glutationa-reductase (GR) foi determinada
utilizando um kit comercial (RANDOX Glutathione Reductase Control Sera GR
2608) a 340nm, seguindo as especificagbes do fabricante. A preparacao da
amostra consistiu inicialmente na centrifugacdo de 0.5ml do sangue total a
2000 rpm durante 5 minutos e posterior separacdo do plasma. Foram
efectuadas 4 lavagens dos eritrocitos com solucdo NACL 0,9%, sendo apés
cada lavagem, os mesmos centrifugados a 2000 rpm durante 5 minutos.

O MDA plasmético foi analisado em concordancia com o método descrito por
Ronh et al. (1993) com algumas adaptacbes e mensurado através da
formacdo de substancias reactivas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) a 535nm.
Sumariamente, o plasma foi incubado a 25°C em 500uL de uma solucdo
contendo 175mM KCI, 10 mM Tris, pH 7.4. Amostras de 50 pL foram retiradas
e diluidas com 450 pL de reagentes TBARS (1% &acido tiobarbitarico, 0.6N HCI,
0.0056% hidroxitolueno butilado). Posteriormente, a mistura foi aquecida a 80-
90°C durante o periodo de 15 minutos e recolocada em gelo por um periodo de
10 minutos que antecederam a centrifugacdo numa centrifuga de Eppendorf
(1500g) durante 5 minutos. O conteudo de TBARS formado foi calculado
utilizando o coeficiente de extingdo molar de 1.56 x 10°m™ cm™ e expresso em
nanomoles de MDA por miligrama de proteina.

A actividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) nos eritrocitos foi
determinada utilizando um kit comercial RANDOX RanSel Cat.No.SC 692 a
340nm.

O TAS foi medido espectrofotometricamente utilizando um kit comercial
(RANDOX NX2332 Crumlin, UK). Esta determinacgdo foi baseada na reducédo
de radicais livres (ABTS"-2.2—azinobis(3 ehylbenzothiazoline-6-sulfonate)
medida como um decréscimo na absorvéncia a 600nm aos 3 minutos. O radical
ABTS™ é formado pela interacgdo do ABTS com as espécies de radicais de
ferilmioglobina, gerados pela activacdo da metmioglobina com o peréxido de
hidrogénio. A diminuicdo da absorvéncia do radical por accédo de antioxidantes
plasmaticos foi comparada e induzida pelo Tropos (6-hidroxi-2,5,7 -
tetrametichromano-2 acido carboxilico). Os resultados foram expressos em

mmol/l de equivalentes de Trolox (600nm).
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4.5 Determinacdes Hematoldégicas

Procedeu-se ao hemograma de todas as amostras de sangue periférico no
contador hematolégico GEN'S (Beckman Coulter-BC) e também a citometria
de fluxo para determinacdo da contagem dos leucdcitos e numero de células
linfocitarias. O Beckman Counter também providencia os dados relativos ao
hemoglobina e hematdcrito, os quais foram usados na determinacdo dos

indicadores eritrocitarios.

4.6 Determinacdes Imunoldgicas

4.6.1 Imunomarcagdo — Os tubos de ensaio de polipropileno de 5ml para

citometro de fluxo (IZASA) foram identificados e os anticorpos com diferentes
especificidades, conjugados com diferentes fluorocromos foram pipetados
(pipetas automaticas de 10 pL) para os respectivos tubos, em conformidade
com o apresentado na Tabela 4.

Tabela 4-Identificagdo dos anticorpos monoclonais utilizados na determinagdo da imunomarcagao
Caracterizagéo dos Linfocitos T

FL1-FITC FL2-PE FL3-ECD FL4-PC5 FL5-PC7
Tubos/
Anticorpos CD8 CD 69 CD45RO CD28 CD3
monoclonais (10T; B9.11) (I0T; TP1.55.3) (IOT; UCHL1) (10T; CD28,2 ) (IOT;UCHT1)
HLA-DR CD 127 CD4 CD25
(I0T; Immu- (I0T;R34.34) (10T; (I0T;B1,49,9 )
357) SFCI12T4D11)

FIT C - Isotiocianato de fluresceina; PE - Ficoeritrina; ECD - Energy Coupled Dye; PC5 — Ficoeritrina-Cy5-

Tandem , PC7 —Ficoeritrina Cianina 7.

A cada tubo foram adicionados 100 pL (pipetas automaticas) de sangue
periférico e as amostras foram incubadas durante o periodo de 15 minutos, no
escuro e a temperatura ambiente. No final do periodo de incubacéo, procedeu-
se a lise dos eritrocitos e a fixagdo dos leucocitos, utilizando o Lisador
automatico TQ-Prep (BC) e os reagentes IMMUNOPREP Reagent System
(BC). Seguidamente os tubos foram colocados no frigorifico durante 15
minutos. Finalmente, procedeu-se a aquisicdo das amostras no citdmetro de

fluxo .

97




Materiais e Métodos

4.6.2 Aquisicdo das amostras no citbmetro de fluxo

As amostras foram adquiridas no citbmetro de fluxo Cytomicas FC500 da
Beckman Coulter (BC), utilizando o programa “CXP Versédo 2.0” (Beckman
Coulter). Uma combinacdo de anticorpos monoclonais conjugados com
isotiocianato de fluresceina (FITC) e ficoeritrina (PE) foram utilizados para
enumerar as subpopulacdes de linfocitos. A calibragem do citdmetro foi

realizada utilizando o FACScomp software (Immunocytometry system).

4.6.2.1 Preparacdo das células mononucleares

Do sangue venoso periférico heparinizado, 3ml foram misturados com o
mesmo volume da solugéo de fosfato tampéo (PBS pH 7.4) nivelado por 4ml de
gradiente Ficoll-Paque (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) a
400g durante 30 minutos a temperatura ambiente. As respectivas camadas de
células mononucleares foram recolhidas e lavadas duas vezes com solucao

PBS (10ml), sendo posteriormente suspensas em solugédo FCS-RPMI-1640.

4.6.2.2 Determinacao das subpopulacdes linfocitarias

As amostras contendo 1x10° células mononucleares em solucdo FCS-RPMI-
1640 foram tratadas com 10ul de anticorpos monoclonais conjugados com
isotiocianato de fluresceina (FITC) e ficoeritrina (PE), sendo as seguintes
combinagdes: anti-CD3 (FITC)\anti-CD4 (PE), anti-CD3 (FITC)\anti-CD8 (PE),
lavadas duas vezes com solugdo PBS+, e novamente suspensas em 1 ml de
solucéo 0.5% de paraformaldeido-PBS+, sendo posteriormente analisadas pelo
programa (Infinicyt Verséao 1.1.1).

4.6.3 Analise dos resultados

Para a analise dos resultados foi utilizado o programa “Infinicyt Versao 1.1.1”
(Cytognos). Para cada determinante antigénico analisado foram registadas as

percentagens de células positivas.
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4.7 Procedimentos Estatisticos

No tratamento estatistico dos dados foram utilizados como medidas descritivas
a média, o desvio-padrdao e a amplitude da variacdo, expressa em valores
maximos e minimos. Dado o reduzido valor das amostras e devido ao facto dos
referidos parédmetros analisados no presente estudo ndo reunirem 0s
pressupostos necessarios para a adopcdo dos procedimentos paramétricos
(homogeneidade da variancia e normalidade da distribuicdo) foram utilizados
os testes ndo-paramétricos. Relativamente a comparagdo das médias pré e
pés-esforco obtidas nas respectivas provas de triatlo analisadas, foi utilizado o
teste de Wilcoxon para medidas repetidas, enquanto para a analise inter-
grupos recorreu-se ao teste de Mann-Whitney para amostras independentes.
Para verificar os niveis de associacdo entre as variaveis investigadas no
estudo, recorreu-se ao coeficiente de correlacdo de Spearman. Os niveis de

significancia foram mantidos em 5% (p<0.05).

Os procedimentos estatisticos foram tratados e analisados nos programas
Excel™2000 e Statistical Package for the Social Sciences (SPSS™. Versao

16.0).
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5. APRESENTACAO DOS RESULTADOS

5.1 Triatlo Longo

Tabela 5- Estatistica descritiva das performances dos grupos experimentais de triatletas nos
respectivos segmentos de natacdo, ciclismo e corrida durante a prova de triatlo longo.

Triatletas Elite (n=5) Triatletas ndo-Elite (n=5)
X + Dp (Min. — Max.) X +Dp (Min. — Max.) p
Natac&o 00:28:42 + 02:42 (00:25:19 - 00:31:00)  00:34:19 + 04:27*  (00:30:55 — 00:40:38)  0.027
Ciclismo 02:10:44 + 06:39 (02:01:48- 02:16:37) 02:29:36 + 07:05* (02:19:55 - 02:39:38) 0.003
Corrida 01:07:13+03:08  (01:03:45-01:11:08)  01:25:10 + 04:27*  (01:20:29 - 01:30:01)  0.000

TempoFinal 03:48:16 + 10:16 (03:12:30 — 03:57:53) 04:32:48 £ 12:15* (04:23:11 - 04:53:13) 0.000

Nota: Os dados correspondem a média + desvio-padrdo (X + Dp), expressos em horas: minutos:
segundos (hms). Min — valor minimo da amplitude; Max — valor maximo da amplitude. p<0.05, vs Elite

No que respeita ao segmento de natagdo, verificou-se que os triatletas do
grupo Elite apresentaram uma performance 20,3% superior ao grupo nao-Elite,
sendo esta diferenca de 5 minutos e 23 segundos estatisticamente significativa
(p=0.027). De forma similar, no segmento subsequente de ciclismo, foi
observada uma diferenca significativa de 14,5% (p=0.003) no tempo médio de
conclusdo do segmento. Relativamente ao segmento de corrida, os triatletas de
Elite cumpriram os 17,5 km num tempo significativamente mais rapido (27,6%,
p=0.000) que o tempo médio realizado pelo grupo néo-Elite. No que concerne
ao tempo final de prova, detectou-se uma diferenca significativa de 19,4%
(p=0.000) entre os respectivos grupos de triatletas analisados.

Tabela 6 — Correlacdo entre os segmentos da prova de triatlo longo e o tempo final de prova

Triatletas (Elite) Triatletas (n&o-Elite)
Prova de Triatlo Longo Natacdo Ciclismo Corrida Natacdo Ciclismo Corrida
Tempo Final de Prova 0.772* 0.864** 0.871* 0.812* 0.845** 0.857**

*P<0.05; *p<0.01

Todos os segmentos analisados constituem fortes preditores do desempenho
numa prova de triatlo longo, tendo apresentado elevados valores de correlagao,
conforme demonstrado na Tabela 5. Importa ressaltar que, de acordo com
Coutts et al. (2000), a performance no segmento de corrida assume um papel
determinante na performance do triatleta, principalmente em provas de longa
duracéo, contribuindo em mais de 32% na constituicdo do tempo final de prova.
Nossos dados corroboram esta assercdo, sendo os valores das respectivas

correlagbes encontradas nos grupos analisados (r=0.871 e r=0.857) muito
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similares aos valores obtidos em provas da mesma magnitude (Maragaritis et
al., 1997; Schabort et al., 2000; Rowlands e Downey., 2003). Acresca-se aos
resultados, o segmento de natacdo apresentar o menor valor de correlacao
com a performance final de prova (r=0.772), resultado corroborado pelos
estudos de De Vito et al. (1994) e Bentley et al. (2002) com triatletas de provas
de longa distancia, onde segundo estes autores, esta justificagdo decorre da
reduzida contribuicdo da natacdo para o tempo final de uma prova longa,

podendo variar entre 17,4 e 18,9%.

5.2 Triatlo Olimpico

Tabela 7- Estatistica descritiva das performances dos grupos experimentais de triatletas nos respectivos
segmentos de natacdo, ciclismo e corrida durante a prova de triatlo olimpico

Triatletas Elite (n=5 Triatletas nao-Elite (n=5
X +Dp Min. — Max. X +Dp Min. — Max. p
Natacao 00:20:10 £ 00:42  (00:19:37 -00: 20:42)  00:29:31 + 03:14*  (00:26:24 - 00:33:05)  0.009
Ciclismo 01:04:03 +00:33  (01:03:40 - 01:04:12)  01:16:44 + 03:20*  (01:13:03 - 01:20:35)  0.008
Corrida 00:35:33 + 00:39 (00:34:43— 00:35:27)  00:49:23 + 05:01*  (00:45:10 - 00:52:37)  0.000

TempoFinal ~ 01:59:51+01:38  (01:58:00- 02:00:46) ~ 02:35:31%08:18*  (02:25:37 - 02:46:17) ~ 0.000

Nota: Os dados correspondem a média + desvio-padrdo, expressos em horas: minutos: segundos (hms).
Min — valor minimo da amplitude; Max — valor maximo da amplitude. p<0.05, vs Elite

Relativamente ao segmento de 1500 metros de natacao efectuado na prova de
triatlo olimpico (Tabela 7), observa-se uma diferenca significativa de 45,8%
(p=0.009) referente as performances apresentadas pelos grupos experimentais
de triatletas. Diferencas inter-grupos significativas de 18,9% (p=0.008) e 39,3%
(p=0.000) foram também constatadas relativamente aos segmentos de 40km
de ciclismo e 10km de corrida, respectivamente. No que respeita ao tempo final
de prova, verifica-se uma diferenca significativa de 29,9% (p=0.000), facto que
possibilitou aos triatletas de Elite concluirem a prova com uma vantagem de 35

minutos.

Tabela 8 -Correlagdo entre os segmentos da prova de triatlo olimpico e o tempo final de prova

Triatletas (Elite) Triatletas (ndo-Elite)
Prova - Triatlo Olimpico Natagéo Ciclismo Corrida Natagéo Ciclismo Corrida

Tempo Final de Prova 0.822** 0.873** 0.899** 0.830** 0.853** 0.874*

*P<0.05; *p<0.01
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De forma similar ao verificado na prova de triatlo longo, o segmento de corrida
na prova de triatlo olimpico foi contemplado como principal preditor da
performance em ambos 0s grupos de triatletas. Relativamente as correlacfes
apresentadas no ambito da prova de triatlo olimpico, estdo em concordancia
com os dados de Coutts et al. (2000) com triatletas da mesma distancia, onde
foi registado um valor de correlagdo muito similar ao obtido pelos triatletas de
Elite (r=0.896 vs r=0.899, respectivamente), sendo este ligeiramente superior
ao valor encontrado por Fiedler (2006) com triatletas de Elite da referida
distancia (r=0.853). De referir ainda, as elevadas correlagdes registadas entre
segmento de natacdo e o tempo final de prova obtido pelos respectivos grupos,
gue contrariamente ao observado na prova de triatlo longo, assume relevancia
preponderante na prova olimpica, dada a reducdo do segmento subsequente
de ciclismo (80km vs 40km), o qual representa nesta distancia 49,1 a 51,9% do
tempo total de prova. Importa ainda aduzir, que 0s nossos dados relativos aos
valores de correlacdo dos segmentos de natacdo e ciclismo corroboram os
resultados encontrados por Landers et al. (2000) em estudo com triatletas da

referida distancia.

5.3 Triatlo Sprint

Tabela 9 - Estatistica descritiva das performances dos grupos experimentais de triatletas nos respectivos
segmentos de natacéo, ciclismo e corrida durante a prova de triatlo olimpico.

Triatletas Elite (n=5) Triatletas ndo-Elite (n=5)
X +Dp Min. — Max. X +Dp Min. — Max. p

Natacdo 00:10:24 +00:10  (00:10:13 - 00:10:33)  00:13:35 + 01:38*  (00:10:57 - 00:14:15)  0.012
Ciclismo 00:35:53 £01:13  (00:34:42 - 00:36:37)  00:41:02 + 01:14*  (00:40:05 - 00:42:49) ~ 0.033
Corrida  00:18:38+01:25  (00:17:09 - 00:19:12)  00:23:40 + 01:28*  (00:22:42 - 00:24:58)  0.003
TempoFinal 01:04:08 +01:51  (01:02:16 - 01:06:23)  01:16:06 + 01:17* (01:14:34 -01:17:21) ~ 0.000

Nota: Os dados correspondem a média + desvio-padrao, expressos em horas: minutos: segundos (hms).
Min — valor minimo da amplitude; Max — valor maximo da amplitude. * p<0.05, vs Elite

Com base na observacéo da Tabela 9, constata-se uma performance superior
dos triatletas de Elite no segmento de natacgéo (30,3%) relativamente ao tempo
médio de conclusdo dos 750 metros do referido segmento. De forma similar ao
observado nas provas de triatlo longo e triatlo olimpico, foram encontradas
nesta prova, diferencas inter-grupos estatisticamente significativas

relativamente aos segmentos de ciclismo (15,3%, p=0.033) e corrida (27,3%,
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p=0.003). Quando comparados os tempos finais de prova, foi verificada uma
diferenca significativa de 18,6% (p=0.000) entre os presentes grupos de
triatletas, traduzida numa diminuicdo de 12 minutos referente ao tempo médio

de prova realizado pelos triatletas de Elite.

Tabela 10 - Correlacdo entre os segmentos da prova de triatlo sprint e o tempo final de prova

Triatletas (Elite Triatletas (n&o-Elite
Prova de Triatlo Sprint Natagéo Ciclismo Corrida Natagéo Ciclismo Corrida

Tempo Final de Prova 0.881* 0.888** 0.910* 0.870* 0.889** 0.904**
*P<0.05; **p<0.01

E notorio os elevados valores de correlagéo registados por ambos os grupos de
triatletas na presente prova, embora como constatado nas demais provas do
presente estudo, o segmento de corrida mostra-se como o mais forte preditor
de performance. De facto, dentre as provas analisadas no presente estudo, a
prova de triatlo sprint caracteriza-se pela elevada intensidade do esfor¢co, uma
vez que as distancias percorridas nos respectivos segmentos mostram-se
reduzidas (1,5km/40km/10km vs 0.75km/20km/5km), e onde a influéncia dos
segmentos de natacdo e ciclismo no segmento subsequente de corrida se
revela significativa (Laursen et al., 2000; Bentley et al., 2002; Delextrat et al.,
2003). Neste sentido, Bernard et al. (2003) refere que a elevada contribuicdo
do metabolismo anaerdbio no gasto energético do segmento de natacdo tem
envolvimento na maior perfusdo da massa muscular activa no inicio do
segmento subsequente de ciclismo. Assim, quando realizado na posicado de
drafting, o segmento de natacdo reduz de forma significativa os valores
refrentes ao consumo de oxigénio (VO;) e a concentracdo de lactato [LA],
proporcionando uma maior eficiéncia no segmento de ciclismo subsequente.
Relativamente ao segmento de corrida, tem sido relatados diversos factores
responsaveis pela diminuicdo da performance, dentre os quais salienta-se: a
desidratacéo, a deplegcéo das reservas de glicogénio pelo ciclismo, diminuigdo
da actividade pulmonar e principalmente, a alteragdo da mecéanica da corrida
apos o ciclismo em decorréncia de factores de controlo motor, devido a
diferenca no padrao de recrutamento das unidades motoras (Hausswith et al.,
2000; Millet et al., 2002; Boussana et al., 2003)
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5.4 Biomarcadores Enziméticos

5.4.1 Triatlo Longo

Tabela 11 — Efeito da prova de triatlo longo nas diferentes actividades enzimaticas dos triatletas

Triatletas Elite (n=5) Triatletas nao-Elite (n=5)
Enzimas X +Dp X +Dp
Pré-Prova Pés-Prova p Pré-Prova Pés-Prova
CK (U.LY) 268,6+135,4 562,4 +194,7* 0.011 190,4 £30,0 776,2 +458,7* 0.043
AST (U.L"l) 39,8+9,1 48,2 + 11,0* 0.016 26,2+21 40,8 + 8,8* 0.014
ALT (U.L'l) 25,4+7,3 27,2+7,8 0.279 17,455 20,6 £6,1 0.056
GGT (U.L'l) 18,4+ 2,1 21,6 £1,2* 0.014 21,0+£6,0 23,6 £7,2 0.065

Nota: Valores expressos pela média + desvio-padrédo (X £ Dp). * p<0.05, vs Pré-Prova.

Os dados apresentados na Tabela 11 permitem-nos verificar que, relativamente
ao grupo Elite, todas as enzimas analisadas apresentaram aumentos das suas
actividades ap0s a prova de triatlo longo, sendo CK (109,3%), AST (21,1%),
GGT (17,3%), embora relativamente a enzima ALT, o0 aumento constatado de
7% nao se mostrou estatisticamente significativo (p=0.279). Em relacdo aos
triatletas do grupo nédo-Elite, foram igualmente observados aumentos em todas
as actividades enziméticas estudadas, apesar de somente as actividades das
enzimas CK e AST apresentarem aumentos com significado estatistico
(307,6%, p=0.043 e 55,7%, p=0.014, respectivamente).

1250 -
1000 -+
750 A .
g m elite
= B ndo-eli
500 - ndo-elite
250 T

Pré-Prova Pés-Prova

Figura 1 — Analise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente as actividades das
enzimas musculares e hepaticas nos momentos pré e pos prova de triatlo longo. * p<0.05, vs Elite.
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Face ao exposto na Figura 1, € possivel observar que relativamente aos
valores basais das enzimas estudadas, ndo foram detectadas diferencas
significativas entre os respectivos grupos de triatletas, embora importe referir o
facto dos triatletas de Elite apresentarem valores médios superiores em todas
as actividades enzimaticas. O aumento da actividade destas enzimas indicia
alteracbes na permeabilidade da membrana celular, estando normalmente
correlacionado com a ocorréncia de lesdo consequente ao exercicio
(Brancaccio et al., 2007). No que respeita aos valores da actividade enzimatica
pés-prova, € de salientar a pronunciada variabilidade inter-individual
relativamente a expressao da enzima CK, expressa pela elevada amplitude dos
valores dos desvios-padrdo. Quanto as demais actividades enzimaticas
analisadas no periodo poés-esforco, ndo foram encontradas diferencas

significativas entre 0s respectivos grupos.

5.4.2 Triatlo Olimpico

Tabela 12 - Efeito da prova de triatlo olimpico nas diferentes actividades enzimaticas dos triatletas
Triatletas (Elite) Triatletas (n&o-Elite)
Enzimas X *=Dp X = Dp
Pré-Prova P6s-Prova p Pré-Prova Pos-Prova p

CK (U.L7) 294,2+179,6 500 * 195,6* 0.021 352,8+1155 607,8 +207,3* 0.012
AST (U.L'%) 27,6 £10,6 35+8,5* 0.042 33,8+11,5 45,2 +10,8* 0.036
ALT (U.L'l,) 14,1 +0,7 156 +0,8 0.054 14,2 +5,3 156 +4,9 0.066
GGT (U.L™ 234+7,4 29 * 8,6* 0.043 32,0+9,1 33,8+11 0.343

Nota: Valores expressos pela média + desvio-padrdo (X + Dp). * p<0.05, vs Pré-Prova.

Constatou-se apos a prova de triatlo olimpico, um aumento de todas as
actividades enzimaticas em ambos os grupos de triatletas. Relativamente aos
triatletas de Elite, foram verificados aumentos significativos de 69,9% (CK),
26,8% (AST) e 23,9% (GGT), embora o aumento de 10,6% na actividade da
enzima ALT ndo se mostrasse significativo (p=0.054). Quanto aos triatletas do
grupo nao-Elite, foram igualmente observados acréscimos significativos nas
concentragcbes das enzimas CK (72,2%, p=0.021) e AST (33,7%, p=0.042),
enquanto que relativamente ao comportamento das enzimas ALT e GGT pos-
prova, os respectivos aumentos de 9,8% e 5,6% verificados ndo se mostraram

estatisticamente relevantes (p>0.05).
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Figura 2 — Andlise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente as actividades das
enzimas musculares e hepaticas nos momentos pré e pds prova de triatlo olimpico. * p<0.05, vs Elite.

Ao compararmos os dados ilustrativos presentes na Figura 2, podemos verificar
gue ndo foram observadas diferencas significativas entre os respectivos grupos
analisados, relativamente ao comportamento das diferentes actividades

enzimaticas, quer nos valores basais ou imediatamente apés o final da prova.

5.4.3 Triatlo Sprint

Tabela 13 — Efeito da prova de triatlo sprint nas diferentes actividades enzimaticas dos triatletas

Triatletas (Elite) Triatletas (ndo-Elite)
Enzimas X *=Dp X = Dp
Pré-Prova P6s-Prova p Pré-Prova P6s-Prova
CK (UL™) 310,8+183,6 358,6 + 197,4* 0.011 155 + 44,1 192,6 + 59,8* 0.031
AST (U.L™) 39,0+ 14,6 40,4 + 14,8 0.644 31,4+5,3 35,2 £3,7* 0.012
ALT (U.L™) 24,2 +6,0 27,2+7,3* 0.023 17,2+43 18,0+ 5,0 0.099
GGT (U.L™) 23,2+155 32,0 + 16,3* 0.021 248+ 7,2 26,6 +7,1 0.071

Nota: Valores expressos pela média + desvio-padrédo (X £ Dp). * p<0.05, vs Pré-Prova.

Foram observados aumentos significativos de 15,3%, 12,3% e 24,1% nas
respectivas actividades séricas das enzimas CK, ALT e GGT nos triatletas do
grupo Elite ap0s a prova de triatlo sprint. Contudo, no que diz respeito a enzima
AST, o aumento verificado de 3,5% ndo se mostrou estatisticamente
significativo (p=0.644). Relativamente ao grupo nao-Elite, foram evidenciados
acréscimos significativos de 24,2% e 12,1% nas actividades das enzimas CK e
AST, enquanto em relagédo as enzimas ALT e GGT, os respectivos aumentos

de 4,6% e 8,4%, ndo se mostraram significativos (p>0.05).
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Figura 3— Andlise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente as actividades das
enzimas musculares e hepéticas nos momentos pré e pds prova de triatlo sprint. * p<0.05 vs Elite.

Da figura 3, salienta-se a diferenca significativa de 100% (p=0.028)
relativamente aos valores de partida da enzima CK entre os grupos analisados.
De referir a acentuada variabilidade inter-individual verificada no grupo Elite,
evidenciada pelos elevados valores dos desvios-padréo, que juntamente com o
valor basal apresentado, superior aos valores de referéncia laboratorial, parece
reflectir o efeito das sistematicas cargas de treino as quais os triatletas de
elevada prestacdo competitiva sdo submetidos no decorrer da época

desportiva.

5.4.4 Actividade da enzima CK
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Figura 4 — Analise comparativa inter-provas relativamente ao comportamento da actividade da enzima CK
apresentada pelos grupos experimentais nas diferentes provas de triatlo.
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Dos dados apresentados na Figura 4, relativamente a actividade plasmética da
enzima CK nas diferentes provas de triatlo analisadas no presente estudo, ha
que reiterar dois considerandos: 0 comportamento similar nos respectivos
grupos experimentais estudados, evidenciado pelo aumento da actividade
directamente proporcional a duracdo da prova, sendo este mais pronunciado
na prova de triatlo longo relativamente as provas de triatlo olimpico e sprint e a
elevada variabilidade individual, caracterizada pelos elevados valores
referentes aos desvios-padrdo, particularmente no grupo nao-Elite apos a

prova de triatlo longo.

5.4.5 Actividade da enzima AST
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Figura 5 — Andlise comparativa inter-provas relativamente ao comportamento da actividade da enzima
AST apresentada pelos grupos experimentais nas diferentes provas de triatlo.

No que respeita a actividade da enzima AST, também utilizada como marcador
indirecto de lesdo muscular esquelética, € possivel constatar, em todos os
momentos pés-prova analisados, um aumento dos respectivos valores médios
em ambos os grupos de triatletas estudados, igualmente caracterizados pela
elevada amplitude dos desvios-padrao registados pelas amostras. Importa
salientar no entanto, que de forma similar ao verificado no comportamento da
enzima CK, a expressdo plasmatica verificada na actividade da enzima AST
pos-prova parece estar relacionada ao estado de treino, sendo tanto maior,

guanto menos treinado for o atleta.
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5.4.6 Actividade da enzima ALT
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Figura 6 — Andlise comparativa inter-provas relativamente ao comportamento da actividade da enzima
ALT apresentada pelos grupos experimentais nas diferentes provas de triatlo.

Dado o facto da enzima ALT estar em muito maior concentracdo no figado
comparativamente aos valores presentes no muasculo esquelético
(aproximadamente 7 vezes) (Nagel et al., 1990), pensamos que o0s valores
aumentados nos respectivos momentos pos-prova poderdo indiciar nao
somente a ocorréncia de lesdo muscular esquelética mas também, hepética.
Acresca-se aos resultados, a constatacdo de uma correlacdo negativa (r=-
0.83), e estatisticamente significativa (p=0.019), entre o valor médio da enzima
ALT pés-prova e o tempo final da prova de triatlo sprint nos triatletas de Elite,
sugerindo a intensidade do esfor¢o realizado como importante factor modulador

desta expressao sérica.

5.4.6 Actividade da enzima GGT
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Figura 7 — Andlise comparativa inter-provas relativamente ao comportamento da actividade da enzima
GGT apresentada pelos grupos experimentais nas diferentes provas de triatlo.
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Com base nos dados apresentados na Figura 7, constata-se a notoria
influéncia da intensidade do esforco na actividade da enzima GGT, em ambos
0S grupos experimentais de triatletas, onde se observa um aumento da
actividade sérica directamente proporcional a intensidade do esforco realizado,
embora menos pronunciada na prova de triatlo sprint realizada no ambito do
grupo nao-Elite. Importa ainda destacar, a grande variabilidade inter-individual
expressa pelos elevados valores dos desvios-padrdo nos respectivos
analisados, principalmente no que respeita aos valores basais observados na

prova de triatlo sprint.

4.5 Biomarcadores Hematolégicos

5.5.1 Triatlo Longo

Tabela 14 — Efeito da prova de triatlo Iongo nos diferentes indicadores eritrocitarios dos triatletas

Indicadores Triatletas Elite (n=5) Triatletas ndo-Elite (n=5)
Hematolégicos X *+Dp X *Dp
Pré-Prova P6s-Prova p Pré-Prova P6s-Prova

CGR (10°/uL ) 4,8 5,0+0,1* 0.038 49+04 5,0+0,3 0.540
Hb (g/dL) 14,4+1,5 14,7 £1,2* 0.045 145+0,5 14,6 +0,1 0.371
Hct (%) 41,5+0,9 42,2 +0,7 0.322 42,0+ 45 42,0+3,4 0.922
VGM (fL) 84,9 + 3,6 83,8 + 3,7 0.020 859+1,8 85,6 +1,6 0.078
HGM (pg) 29,3+1,5 29,7 £1,4* 0.017 30+£0,5 30,1+0,5 0.893
CHGM (g/dL) 345+1,0 35,4 +1,2% 0.010 34,9+0,6 35,1+0,3 0.412
RDW (%) 13,0+ 0,8 13,1+0,7 0.749 13,0+ 0,5 12,9+0,3 0.290

Nota: Valores expressos pela média + desvio-padrédo (X £ Dp). * p<0.05, vs Pré-Prova.

Relativamente aos indicadores eritrocitarios pré-esfor¢co analisados na prova de
triatlo longo, (Tabela 14), observa-se que ambos os grupos de triatletas
apresentam valores normais de referéncia laboratorial, demonstrando contudo,
uma diversidade das respostas. No entanto, sdo de salientar, os aumentos
significativos relativos a concentragdo de glébulos rubros (CGR), a
concentracdo de hemoglobina (Hb) e indices hematimétricos pés-prova
observados nos triatletas de Elite, nomeadamente, a concentracdo de
hemoglobina globular média (CHGM) e na hemoglobina globular média (HGM)
e a diminuicdo no volume globular médio (VGM). No que respeita ao chamado
indice de anisocitose (RDW), responsavel por analisar a heterogeneidade de
distribuicdo do tamanho dos eritrocitos, ndo foram constatadas alteracfes nos

respectivos grupos analisados.

111



Apresentacdo dos Resultados

Tabela 15 - Andlise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao comportamento
dos diferentes indicadores eritrocitarios nos momentos pré e pés-prova de triatlo longo.

Parédmetros Pré-Prova Pés-Prova
Hematolégicos X +Dp X +Dp
Elite N&o-Elite p Elite N&o-Elite p

CGR (10°uL ) 438 49+04 0.567 500,11 50+0,3 0.646
Hb (g/dL) 14,415 14,5+0,5 0.979 14,7 +1,2 14,6 +0,1 0.888
Het (%) 41,5+0,9 42,0+45 0.815 42,2+0,7 42,0 +3,4 0.894
VGM (fL) 84,9 +3,6 859+ 18 0.596 83,8+3,7 85,6 + 1,6 0.386
HGM (pg) 293+15 30+05 0.392 29,7+ 1,4 30,1+0,5 0.653
CHGM(g/dL)  34,5+1,0 349+06 0.441 354 +1,2 35,1+0,3 0.588
RDW (%) 13,0+ 0,8 13,005 0.967 13,1+0,7 12,9+0,3 0.529

Nota: Valores expressos pela média + desvio-padrédo (X £ Dp). * p<0.05, vs Pré-Prova.

Uma analise dos dados apresentados na Tabela 15, referentes aos valores dos
indicadores eritrocitarios dos triatletas, permite-nos verificar que néo foram
encontradas diferencas significativas entre respectivos grupos de triatletas
estudados no que respeita aos valores basais e pos esfor¢co da prova de triatlo
longo. Importa salientar que todos os resultados apresentados pelos grupos
experimentais em estudo se encontram em conformidade com os valores de

referéncia laboratorial.

5.5.2 Triatlo Olimpico

Tabela 16 — Efeito da prova de triatlo olimpico nos diferentes indicadores eritrocitarios dos triatletas.

Indicadores Triatletas Elite (n=5) Triatletas né&o-Elite (n=5)
Hematolégicos X *+Dp X +Dp
Pré-Prova Pés-Prova p Pré-Prova Pés-Prova

CGR (10°/uL ) 47+0,1 48+0,2 0.074 49+0,2 50+0,2 0.207
Hb (g/dL) 14,4+0,1 14,6 £ 1,0* 0.013 146 £0,8 147+1,0 0.211
Hct (%) 41,7+2,1 42,3+25 0.152 42,1+24 43,2+2,3 0.113
VGM (fL) 84,0+£0,8 83,8+0,7 0.393 88,5+3,7 88,5+3,8 0.811
HGM (pQg) 28,8+1,0 29,0+0,9 0.078 30,7t 1,4 30,8+1,4 0.305
CHGM (g/dL) 34,4+£0,9 34,6 £0,8* 0.040 336+23 345+04 0.459
RDW (%) 13,3+0,8 13,0 £ 0,9* 0.035 13,8+ 0,4 13,7+1,4 0.456

Nota: Valores expressos pela média + desvio-padrdo (X + Dp). * p<0.05, vs Pré-Prova.

Uma observacéo dos dados apresentados na Tabela 16 permite-nos constatar
gue ao término da prova, o grupo de triatletas de Elite evidenciou um aumento
significativo do valor médio referente a concentracdo de hemoglobina (Hb), ndo
sendo este comportamento observado nos triatletas do grupo néao-Elite.

A partir da andlise dos indices hematimétricos pos-prova, verifica-se no grupo
dos triatletas de Elite, um aumento significativo do valor médio relativo a

concentracdo de hemoglobina globular média (p=0.040). Contrariamente ao

112



Apresentacdo dos Resultados

observado no grupo Elite, nos triatletas do grupo nao-Elite, constatou-se que o
valor médio do VGM permaneceu inalterado apds a prova, sendo o mesmo
comportamento verificado relativamente a hemoglobina globular meédia
(p=0.305). De referir que, foi também constatada no grupo de triatletas de Elite,
uma diminuicdo significativa do valor médio referente ao indice RDW
(p=0.035), comportamento este igualmente verificado no grupo n&o-Elite,

embora sem significado estatistico (p=0.456).

Tabela 17 - Andlise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao comportamento
dos diferentes indicadores eritrocitarios nos momentos pré e pés prova de triatlo olimpico.

Indicadores Pré-Prova P6s-Prova
Hematolégicos X +Dp X + Dp
Elite Nao-Elite p Elite Nao-Elite

CGR (10°/uL) 47+0,1 4,9 +0,2* 0.033 49+0,2 50+0,2 0.564
Hb (g/dL) 14,4+ 0,1 14,6 + 0,9* 0.034 146+1,0 14,7+ 0,1 0.022
Hct (%) 41,7+25 421+24 0.797 423+25 43,2+ 2,3 0.566
VGM (fL) 84,0+0,8 88,5+ 3,7 0.053 83,8+0,7 88,5+ 3,8 0.051
HGM (pg) 28,8+1,0 30,7+ 1,4 0.051 29,0+0,9 30,8+1,4 0.055
CHGM(g/dL) 34,4+0,9 33,6+2,3 0.506 34,6 +0,8 345+0,4 0.863
RDW (%) 13,3+0,8 13,8 +0,4* 0.043 13,0+0,9 13,7+1,4 0.395

Nota: Valores expressos pela média + desvio-padréo (X £ Dp). * p<0.05, vs Pré-Prova.

Através da observacdo dos resultados apresentados na Tabela 17, podemos
constatar na prova de triatlo olimpico a existéncia de diferengas significativas
entre 0s respectivos grupos experimentais de triatletas no que concerne aos
valores basais dos indicadores CGR (p=0.033) e Hb (p=0.034). Relativamente
aos valores pos-prova registados pelos triatletas dos grupos experimentais, ndo

foram observadas diferencas significativas.

5.5.3 Triatlo Sprint

Tabela 18 - Efeito da prova de triatlo sprint nos diferentes indicadores eritrocitarios dos triatletas.
Parametros Triatletas Elite (n=5) Triatletas né&o-Elite (n=5)

Hematolégicos X *=Dp X = Dp

Pré-Prova Po6s-Prova p Pré-Prova Pos-Prova p

CGR(10”/uL ) 48 +0,2 49+0,3 0.110 4.9 49+0,2 0.686
Hb (g/dL) 13,8+0,9 143+ 1,1* 0.049 145+0,1 14,6 + 0,7 0.498
Hct (%) 39,8127 40,4 £ 2,7 0.365 419+1,1 422+2,1 0.269
VGM (fL) 87,4+27 86,5 + 2,6* 0.011 86,521 85,5+0,2 0.345
HGM (pQg) 30,5+1,3 30,6 +£1,7 0.721 29,8+ 0,5 30,3+0,6 0.705
CHGM (g/dL) 34,6 £0,3 35,3 +0,5* 0.021 34,4+0,2 34,8+0,3 0.180
RDW (%) 13,0+ 0,4 13,3+0,8 0.245 13,3+0,4 13,0 £ 0,5* 0.023

Nota: Valores expressos pela média + desvio-padrao (x + Dp). * p<0.05, vs Pré-Prova.
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N&o foram verificadas alterag0es significativas referentes ao comportamento da
CGR em ambos os grupos de triatletas estudados. Relativamente ao valor
meédio da concentracdo de hemoglobina apresentado pelos triatletas de Elite,
importa salientar a deteccdo de um valor basal inferior aos valores de
referéncia laboratorial (14-18 g/dl) (Bossche et al., 2002), embora este valor
corrobore os dados obtidos com atletas de endurance de elevada prestacéo
competitiva. ApOs a realizacdo da prova, foi verificada no grupo Elite, uma
diminuicdo significativa no valor médio relativo ao VGM (p=0.011) e um
aumento estatisticamente relevante da CHGM (p=0.021). De destacar, a
diminuicdo estatisticamente significativa do valor relativo a RDW pos-prova
observado no grupo ndo-Elite (p=0.023).

Tabela 19 - Analise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao comportamento
dos diferentes indicadores eritrocitarios nos momentos pré e pos prova de triatlo sprint.

Indicadores Pré-Prova P6s-Prova
Hematolégicos X +Dp X + Dp
Elite Nao-Elite p Elite Nao-Elite

CGR (10°/uL) 4,8+0,2 4,9 0.091 49+0,3 49+0,2 0.351
Hb (g/dL) 13,8+0,9 14,5+ 0,1* 0.035 143+1,1 14,6 £ 0,7 0.095
Hct (%) 39,8+2,7 419+11 0.090 40,4 £ 2,7 422+21 0.090
VGM (fL) 87,4+27 86,5+2,1 0.584 86,5+2,6 86,5+2,1 0.648
HGM (pg) 30,5+1,3 29,8+0,5 0.310 30,6 £1,7 30,3+0,6 0.421
CHGM(g/dL) 34,6 +0,3 34,4+0,2 0.917 353+0,5 34,8+0,3 0.092
RDW (%) 13,0+0,4 13,3 + 0,4* 0.041 13,3+0,8 13,0+ 0,5 0.841

Nota: Valores expressos pela média + desvio-padréo (x £ Dp). * p<0.05, vs Pré-Prova.

Tendo por base os dados referentes aos indicadores eritrocitarios ilustrados na
Tabela 19, verificamos que, relativamente aos valores basais registados, 0
grupo de triatletas de Elite exibe um valor médio significativamente inferior ao
apresentado pelos triatletas nao-Elite (p=0.035), sendo este comportamento
também observado no que respeita a amplitude de distribuicdo dos eritrocitos
(p=0.041).
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5.6 Biomarcadores Imunoldgicos

5.6.1 Triatlo Longo

Tabela 20 — Efeito da prova de triatlo longo nas diferentes subpopulacdes leucocitarias dos tritletas.
Parametros Triatlet_as Elite (n=5) Triatletas n&o-Elite (n=5)

Imunolégicos X *Dp X +Dp
Pré-Prova Pés-Prova p Pré-Prova P&s-Prova p
Monocitos (%) 26+20 8,3 2,0 0.007 48+19 96+54 0.138
Monécitos (10%/uL) 04+0,3 0,5+0,2* 0.046 06+04 0,8 £ 0,4* 0.041
Linfocitos (%) 9,1+ 4,1 26,0 + 3,8** 0.003 9,1+ 4,8 26,1 + 4,6* 0.005
Linfécitos (10%/uL) 1,2+0,6 23+1,0* 0.036 1,3+0,5 2,3+1,0* 0.049

Neutroéfilos (%) 51,8+14,5 88,1+54* 0.001 60,2+ 10,3 85,9+6,6* 0.003
Neutréfilos(lO“f’/uL) 3417 14,4 £ 4,7* 0.002 40+10 15,0 £ 3,6** 0.003
Leucocitos (1OJ/uL) 6,3+15 16,3 + 5,0** 0.003 6,7+14 17,5+ 4,1** 0.001
Valores expressos pela média * desvio-padréo (x = Dp). * p<0.05, vs Pré-Prova. ** p<0.01, vs Pré-Prova

A andlise da Tabela 20 permite-nos verificar um aumento significativo dos
leucdcitos totais circulantes em ambos os grupos avaliados, onde foram
registados acréscimos de 158,7% e 161% nos grupos Elite e nao-Elite,
respectivamente. Esta leucocitose reflecte principalmente uma neutrofilia,
expressa pelo aumento de 323,5% nos triatletas de Elite (p=0.002) e 275% nos
triatletas ndo-Elite (p=0.003). De salientar a monocitose (p=0.046) e a
linfocitose (p=0.036) verificadas apds o término da prova nos triatletas do grupo
Elite. No que diz respeito ao grupo nao-Elite, foram igualmente constatados
aumentos significativos nos valores médios poés-prova referentes a

concentracdo dos mondcitos (p=0.041) e linfocitos (p=0.049).
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Figura 8 — Analise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao comportamento
das subpopulacdes leucocitarias nos momentos pré e pés-prova de triatlo longo. * p<0.05, vs Elite.
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De modo a analisar o efeito crénico das sucessivas cargas de treino na
resposta imune dos triatletas presentes neste estudo, foram comparadas as
meédias dos respectivos biomarcadores imunolégicos nos momentos pré e pos-
esforco, onde de acordo com a Figura 1, ndo foram encontradas diferencas
entre os dois grupos de triatletas, embora relativamente a concentragcdo de
leucécitos totais (Figura 9), o grupo ndo-Elite evidenciou valores basais mais
elevados (6,7 + 1,4 vs 6,3 + 1,5x10%uL; p=0.834), sendo o mesmo
comportamento verificado nos valores pdés-prova (17,5 = 4,1 vs 16,3 + 5,0
x10%/uL; p=0.754).

Leucocitos Totais

25 1
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15 1 B elite

10 - B ngo elite

(1073/uL)

Pré-Prova P6s-Prova

Figura 9 - Analise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente a concentragédo dos
leucdcitos totais nos momentos pré e pds prova de triatlo longo. * p<0.05, vs Pré-prova; e p<0.05, vs Elite.

Tabela 21 — Efeito da prova de triatlo longo nos diferentes fendétipos linfocitarios dos triatletas

Linfocitos T Triatletas Elite (n=5) Triatletas nao-Elite (n=5)
CD 3" X +Dp X +Dp
Pré-Prova Pé6s-Prova p Pré-Prova Pé6s-Prova p

TCD3" (%) 61,4+12,8 64,0 + 10,5* 0.043 61,0 8,3 69,6 + 10,0* 0.040

T CD3" (10%/uL) 846,4 + 137,7 878,6 +119,3 0.688  799,0 +200,0 868,6 +209,1 0.086
T CD3'CcD4" (%) 66,0 £ 11,0 67,6 £8,5 0.518 59,2 +£15,2 66,6 £ 5,3 0.158
TCD3+CD4+(103/uL) 558,6 £ 162,4 593,9+1479 0.686 473,0+1979 578,4+127,9 0.066
T CD3'CcD8" (%) 27,4 +£6,6 29,8+7,1 0.716 30,0+5,3 36,4+6,2 0.078
TCD3'CD8'(10°/uL) 231,9+103,7 261,8+84,1 0.136 239,7+87,9  342,2+1222* 0.032
T CD4'/T CD8" 2,4+0,8 2,2+0,7 0.057 1,9+0,8 1,6 £0,5* 0.042

* p<0.05, vs Pré-Prova

Relativamente a leitura da Tabela 21, podemos constatar que apos a prova de
triatlo longo, ambos o0s grupos experimentais de triatletas apresentaram
aumentos significativos, em valores percentuais (p<0.05), da concentracao de
linfécitos T CD3*. De referir o aumento mais acentuado observado no grupo
nao-Elite (61,0 = 8,3 vs 69,6 + 10,0%; p=0.040) comparativamente ao grupo
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Elite (61,4 £ 12,8 vs 64,0 + 10,5%; p=0.043), embora este comportamento ndo
se tenha reflectido num aumento significativo, em valores absolutos, nos
respectivos grupos. Ambos 0s grupos exibiram apo0s a realizacdo da prova,
aumentos dos valores relativos aos linfdcitos citotoxicos T CD8", sendo esta
alteracdo somente significativa nos triatletas do grupo néo-Elite (42,7%;
p=0.032). Relativamente as células T CD4" (linfocitos auxiliares), verificou-se
um comportamento similar, onde ambos 0s grupos apresentaram aumentos
percentuais e absolutos, que apesar de ndo se revelarem significativos

(p>0.05), foram mais pronunciados no grupo néo-Elite (22,2% vs 6,3%).
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Figura 10 - Andlise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao comportamento
dos fendtipos linfocitarios nos momentos pré e pés prova de triatlo longo. * p<0.05, vs Elite.

Da Figura 10, relativamente aos valores pré-prova, salienta-se a grande
variabilidade inter-individual apresentada pelos triatletas de Elite, expressa pela
elevada amplitude do desvio-padréo, referente as concentracfes basais dos
linfécitos T CD4* (558,6 + 162,4x10°/uL), que embora se mostrasse superior a
média registada pelo grupo ndo-Elite (473,0 + 197,9x10%uL), ndo diferiu de
forma significativa (p=0.688), sendo este resultado igualmente observado no
periodo pés-prova (593,9 + 147,9 vs 578,4 + 127,9x10%/uL; p=0.840). No que
respeita aos linfocitos T CD3'CD8" analisados na prova de triatlo longo, foi
encontrada uma diferenca significativa entre 0s respectivos grupos
experimentais relativamente aos valores pds prova (261,8 + 84,1 vs 342,4 +
122,2 x10%/uL; p=0.032).
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Figura 11 - Analise comparativa dos grupos de triatletas relativamente ao efeito da prova de triatlo longo
na relagéo dos linfécitos T CD4"/ T CD8". * p<0.05, vs Pré-prova; e p<0.05, vs Elite.

Relativamente ao ratio dos linfécitos T CD4+/CD8+ apresentado pelos
triatletas, verificamos que ao término da prova, ambos 0s grupos evidenciaram
uma diminuicdo da respectiva propor¢cao, embora somente no grupo nao-Elite,
esta alteracdo se mostrou significativa (1,9 £ 0,8 vs 1,6 + 0,5; p=0.042). Foi
encontrada uma diferenca inter-grupos de 26,3% referente aos valores basais
(2,4 £+ 0,8 vs 1,9 + 0,8; p=0.036) dos triatletas, sendo também constatada apos
a realizacdo da prova, uma diferenca significativa de 37,5% (2,2 + 0,7 vs 1,6 *
0,5; p=0.018).

Tabela 22 — Efeito da prova de triatlo longo nos marcadores de activagdo do fenétipo linfocitario TCD4".
Linfocitos T Triatletas Elite (n=5) Triatletas nao-Elite (n=5)
CD 4" X +Dp X +Dp

Pré-Prova Pés-Prova p Pré-Prova P6s-Prova p
T CD4" reg (%) 7,8+4,6 15,0 £ 6,7* 0.012 6,2+1,7 15,6 + 3,6** 0.005
TCD4'reg (10°/uL) 33,6+13,2 84,4+275*  0.015 31,6 +20,2 57,0+ 23,0  0.000
HLA-DR (%) 6,051 6,2+49 0.317 6,2+1,3 6,6 1,6 0.317
HLA-DR (10°/uL)  28,0+14,7 350+143 0.083 27,2+95 36,2+17,6 0.068
CD 28 (%) 92,4+12,0 97,2+12,0 0.109 83,0+21,2 95,4 +4,6 0.108
CD 28 (10%/uL) 375,8+80,6 4650+111* 0.015  322,6+133,6 407,04 148*  0.017
CD 45 RO" (%) 55,0+ 14,8 60,0 £ 14,5 0.049 71,0+£12,6 76,0+ 14,9 0.102
CD 45RO+(105/uL) 217,4+81,7 309,8+69,7 0.024 285,4 + 80,7 334,8 £ 117 0.080
CD 69" (%) 26+20 14+11 0.548 26+20 4015 0.174
CD 69" (10%/uL) 15,0 + 4,0 8,0 + 2,5 0.009 10,6 + 7,0 23,8+10,1*  0.023

Valores expressos pela média * desvio-padréo (x = Dp). * p<0,05, vs Pré-Prova, ** p<0,01, vs Pré-Prova

Em resposta a prova de triatlo longo, podemos constatar que ambos 0s grupos
de triatletas evidenciaram aumentos significativos nas concentracbes de
células T CD4" reguladoras (importantes na homeostase da tolerancia
periférica), sendo estes acréscimos mais pronunciados no grupo nao-Elite

comparativamente aos triatletas de Elite, quer em termos percentuais, quer em

118




Apresentacdo dos Resultados

valores absolutos, conforme apresentado na Tabela 22. No que respeita a
activacdo das proteinas codificadas (HLA-DR), ndo foram verificadas
alteracbes nos valores poés-prova em ambos 0S grupos analisados.
Relativamente ao efeito da prova de triatlo longo no marcador de activacao
CD28", constata-se um comportamento similar em ambos o0s grupos
experimentais, Elite e nao-Elite, expresso pelo incremento significativo nos
respectivos valores médios pos-prova (23,7%; p=0.015 e 26,1%; p=0.017,
respectivamente). No que diz respeito ao fenotipo CD4"CD45R0O" observa-se
um aumento das respectivas concentragbes nos referidos grupos, embora
somente no grupo Elite este incremento se apresentasse significativo
(p=0.049). O comportamento do marcador de activacdo CD69" se revelou
conflitual, uma vez que no grupo Elite, verificou-se uma diminuicao significativa
em termos absolutos (15,0 + 4,0 vs 8,0 + 2,5x10%uL; p=0.009), enquanto nos
triatletas ndo-Elite foi registado um aumento significativo de 124,5% (10,6 £ 7,0
vs 23,8 + 10,1x10%/uL; p=0.023).

Linfécitos T CD3+CD4+
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Figura 12 - Andlise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao comportamento
dos marcadores de activagdo do fendtipo linfocitario TCD4" nos momentos pré e pés prova de triatlo
longo. * p<0.05, vs Elite

Relativamente ao comportamento dos marcadores de activacao dos linfocitos T
CD4", ilustrado na Figura 12, verifica-se que n&o foram encontradas diferencas

significativas inter-grupos nos fenétipos analisados referentes aos valores pré-
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prova. Todavia, no que respeita aos valores pés-esfor¢o, foi detectada uma
diferenca significativa entre os respectivos grupos de triatletas nos valores do
marcador de activagcdo CD69" (8,0 + 2,5 vs 23,8 + 10,1x10%/uL; p=0.010).

Tabela 23 — Efeito da prova de triatlo longo nos marcadores de activacéo do fendtipo linfocitario TCDS8".
Linfocitos T Triatletas Elite (n=5) Triatletas n&o-Elite (n=5)
CD 8" X + Dp X + Dp
Pré-Prova Pdés-Prova p Pré-Prova  Pés-Prova p
T CD 127 (%) 34,8 +15,8 18,2 + 8,5* 0.043 52,8 +17,3 31,6 + 10,2* 0.025
TCD 127 (10%/uL) 99,2+ 38,1 30,0 £ 4,4* 0.039 154,8 +97,2 59,4 = 19,4* 0.043

HLA-DR (%) 7,4+3,3 46+25 0.465 6,4+3,7 48+22 0.256
HLA-DR (10°/uL) 216+11,6 10,8+ 7,4 0.225 17,8+11,7 8,6+4.3 0.178
CD 28 (%) 51,2+153 71,8+ 9,2* 0.040 34,6 £15,8 62,0 £ 14,2** 0.004

CD 28 (10%/uL) 187,0+69,0 247,8+88,7** 0.004 84,8+28,8 114,2+41,3* 0.043
CD 45 RO" (%) 25,2+13,2 50,0 + 18,7* 0.026 39,2+135 47,4 + 17,6* 0.040
CD 45RO"(10°/uL) 53,4+31,7 117,6+68,6* 0.043 82,8 +40,7 123,4+23,9* 0.028
CD 69" (%) 34+28 46+3,1 0.326 54+472 52+1,7,8 0.547
CD 69" (10°/uL) 58+ 2,3 8,4+6,9 0.215 14,4 +12,0 13,6 +9,0 0.261

* p<0.05, vs Pré-prova, * *p<0.01, vs Pré-prova

Analisando os dados apresentados na Tabela 23, relativamente ao
comportamento dos diversos marcadores de activacdo dos linfocitos T CD8",
constata-se que ao final da prova, ambos os grupos de triatletas evidenciaram
uma diminuicao significativa (p<0.05), em termos percentuais e absolutos, dos
valores referentes ao fenétipo T CD8'CD 127, enquanto relativamente ao
fendtipo T CD8'CD45 RO™ ’ foi observado nos respectivos termos, um aumento
estatisticamente relevante (p<0.05) nos referidos grupos experimentais. Ambos
0S grupos experimentais exibiram aumentos significativos, percentuais e
absolutos, dos valores pds-prova relativos ao fenotipo T CD8CD28", sendo
este mais pronunciado no grupo Elite (p=0.004) comparativamente ao grupo
nao-Elite (p=0.043).

120



Apresentacdo dos Resultados

Linfocitos T CD3+CD8+

Helite
M nao-elite

(107 3/pL)
H
(o]
(&)1

CD45RO+

CD45RO+

pré-prova pés-prova

Figura 13 - Andlise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao comportamento
dos marcadores de activacéo do fenétipo linfocitario T CD8" nos momentos pré e pés prova de triatlo
longo * p<0.05, vs Elite.

Da analise inter-grupos ilustrada na Figura 13, observa-se que relativamente
aos valores de partida, somente no fenétipo T CD8"CD28" foi detectada uma
diferenca significativa de 120,2% (p=0.032). Entretanto, no que respeita aos
valores pos-prova dos respectivos marcadores de activacdo analisados, foram
encontradas diferencas significativas, em termos absolutos, nos parametros
CD127 (p=0.008) e CD28" (p=0.032).

5.6.2 Triatlo Olimpico

Tabela 24 - Efeito da prova de triatlo olimpico nas diferentes subpopulagées leucocitarias dos triatletas.
Parametros Triatletgs Elite (n=5) Triatletas néo-Elite (n=5)

Imunolégicos X + Dp X * Dp

Pré-Prova  Poés-Prova p Pré-Prova  Pos-Prova
Mondcitos (%0) 40+19 8,3+£2,7* 0.024 35%08 7,7+25%* 0.009
Mondécitos (103/pL) 0,3 04+0,1* 0.033 04+0,.2 0,6 £0,1* 0.040
Linfdcitos (%) 10,6+ 7,4 29,2 £7,0%* 0.000 80+4,0 29,0 £8,8** 0.001
Linfocitos (10%/uL) 12406 1,6 £0,4* 0.029 08+0,2 1,6 £0,2%* 0.001
Neutrofilos (%0) 58,3+6,7 84,9 £ 9,2** 0.000 57,4+9,2 91,4 £4,0** 0.000
Neutréfilos(loslul_) 3408 13,5+ 2,0** 0.001 3,308 15,7+ 1,1** 0.000
Leucocitos (103/uL) 57+11 13,3+ 2,7** 0.001 58+11 14,9 + 5,9** 0.000

* p<0.05, vs Pré-Prova, * *p<0.01, vs Pré-Prova

Imediatamente apds a prova de triatlo olimpico, foi verificado, & semelhanc¢a do
comportamento constatado na prova de triatlo longo, um aumento significativo
na concentracdo dos leucocitos totais em ambos os grupos avaliados, sendo

também este aumento mais pronunciado nos triatletas do grupo nao-Elite
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(156,8% p=0.000), comparativamente ao grupo Elite (133,3%; p=0.001). Esta
leucocitose foi expressa principalmente por uma neutrofilia significativa de
297% nos triatletas de Elite (p=0.001) e de 375,7% nos triatletas nao-Elite
(p=0.000). Foram também verificados em ambos grupos, aumentos
significativos das concentragcBes de mondcitos e linfocitos (p<0.05), sendo a
referida monocitose mais significativa nos triatletas de Elite (33,3%; p=0.029),
enquanto no grupo nao-Elite foi evidenciado um maior acréscimo da

concentracao de linfécitos pos-esfor¢o (100%; p=0.001).
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Figura 14 - Andlise comparativa dos grupos experimentas de triatletas relativamente ao comportamento
das subpopulacdes leucocitarias nos momentos pré e pés-prova de triatlo olimpico. * p<0.05, vs Elite

Relativamente aos valores basais dos mondcitos, foi observada uma diferenca
significativa (p=0.030) entre os respectivos grupos analisados, sendo esta
diferenca também constatada no momento pos-esforco (p=0.036), onde ambos
0S grupos de triatletas evidenciaram aumentos significativos dos valores
médios em termos percentuais e absolutos. No que concerne aos valores de
partida dos linfécitos, foi encontrada uma diferenca significativa de 50%
(p=0.028) entre os respectivos valores médios registados.
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Figura 15 - Andalise comparativa dos grupos de triatletas relativamente ao comportamento da
concentragdo de leucdcitos totais nos momentos pré e pos prova de triatlo olimpico. * p<0.05, vs Pré-
prova; e p<0.05, vs Elite.

De acordo com os resultados ilustrados na Figura 15, constata-se que nao
foram encontradas diferencas significativas inter-grupos relativamente aos
valores basais das concentracdes leucocitarias dos triatletas participantes da
prova de triatlo olimpico (5,7 + 1,1 vs 5,8 + 1,1x10%pL; p=0.841). Todavia, no
que respeita a activacdo das células imunocompetentes em resposta ao
esforco fisico realizado, foram verificadas alteracdes significativas (p<0.05) nos
valores médios leucocitarios, expressas pelos aumentos de 133,3% nos
triatletas de Elite e 208,6% no grupo nédo-Elite. Importa ainda salientar que,
esta leucocitose evidenciada em ambos o0s grupos analisados foi mais
pronunciada nos triatletas do grupo néo-Elite comparativamente aos triatletas
de Elite, sendo detectada uma diferenca significativa de 34,5% (p=0.016)

relativamente aos valores pos-prova registados pelos respectivos grupos.

Tabela 25 - Efeito da prova de triatlo olimpico nos diferentes fenétipos linfocitarios.
Linfécitos T Triatletas Elite (n=5) Triatletas n&o-Elite (n=5)
CD 3" X + Dp X +Dp
Pré-Prova P6s-Prova p Pré-Prova Pé6s-Prova p

T CD3" (%) 64,0+ 7,4 66,6 * 6,5* 0.042 61,0+ 8,5 67,8 +9,1* 0.040

T CD3" (10°/pL) 780,8+396,5 1227,4+300* 0.005 763,5+ 398 1102,8+ 200**  0.008
T CD3'CD4" (%) 55,8 +8,5 60,8 + 12,1 0.472 52,7+135 58,2 + 14,3 0.208
TCD3'CD47(10%/uL)  506,4+268,0  746,6+2222  0.370 489 +2158 642,4+212,1  0.385
T CD3'CD8" (%) 28,6+7,8 30,2+ 6,7 0.255 33,7+12,6 34,4 +12,2 0.078
TCD3'CD8"(10%/uL)  231,8+132,7  374,4+136,7 0.740 250,2+122 381,2+153,3  0.946
T CD4'/T CD8" 21+0,7 1,9+0,9 0.084 1,9+05 1,6+0,4 0.053

* p<0.05, vs Pré-Prova, ** p<0.01, vs Pré-Prova
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Uma analise da Tabela 25, permite-nos constatar que apds a realizacdo da
prova de triatlo olimpico, ambos os grupos estudados evidenciaram uma
resposta similar no que respeita ao comportamento dos linfocitos T CD3",
caracterizada por um aumento significativo das respectivas concentracoes,
sendo de 57,1% (p=0.005) nos triatletas de Elite e de 44,4% (p=0.008) nos
triatletas do grupo ndo-Elite. Relativamente aos fenétipos T CD3'CD4" e T
CD3'CD8", foram igualmente verificados no momento pds-prova, aumentos
dos respectivos valores médios que embora ndo apresentassem significado

estatistico (p>0.05), foram mais pronunciadas nos triatletas do grupo Elite.

1500 -
1200 -
2 900 Belite
o .
2 600 - HE n-elite
300 -
0 |
+ + + + + +
™ < [eo] ™ < [c¢]
o) o) o) a) o) o)
O @] O O O ®]
= + + = + +
™ (92] [92] [52]
a) o) o) o)
O O O ]
= = = =
Pré-Prova Pos-Prova

Figura 16 — Analise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao
comportamento dos fendétipos linfocitarios nos momentos pré e pés prova de triatlo olimpico. *
p<0.05, vs Elite.

Conforme ilustrado na Figura 16, observa-se que ndo foram encontradas
diferencas significativas inter-grupos relativamente aos valores basais e poés-
prova de triatlo olimpico, no que se refere aos diferentes fendétipos linfocitarios

analisados.
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Figura 17 - Andlise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao efeito da prova
de triatlo olimpico na relac&o dos linfocitos T CD4*/CD8".. * p<0.05, vs Pré-prova; e p<0.05, vs Elite.

Relativamente ao efeito induzido pelo exercicio agudo na resposta imune dos
triatletas, verificamos ao término da presente prova de triatlo, uma diminui¢éo
na relagdo dos linfocitos T CD4" / T CD8" (Figura 17) em ambos 0S grupos
analisados, sendo esta reducdo mais pronunciada no grupo nao-Elite (p=0.053)

comparativamente ao grupo Elite (p=0.084).

Tabela 26 — Efeito da prova de triatlo olimpico nos diferentes marcadores de activagdo do
fenotipo linfocitario TCDA4",

Linfocitos T Triatletas Elite (n=5) Triatletas nédo-Elite (n=5)
CD4" X *Dp X *Dp
Pré-Prova Po6s-Prova p Pré-Prova P6s-Prova

T CD4" reg (%) 9,4+20 11,8 £4,7 0.118 10,015 12,2+£3,5 0.180
TCD4'reg (10%/uL) 68,0 + 16,2 52,8+19,6*  0.043 64,4 +21,4 55,2+24,7  0.097
HLA-DR (%) 6,2 3,3 9,2+4,0 0.068 7,2+40 9,021 0.461
HLA-DR (10d/uL) 42,6 £ 14,7 41,6 £ 20,0 0.906 48,0 + 33,0 41,0+ 18,8 0.357
CD 28 (%) 92,6 £ 10,0 96,6 £ 4,3 0.200 87,6 +7,6 95,7+ 3,3 0.084
CD 28 (105/pL) 701,4 £250,3 490,6 £268,7* 0.042 570,0 +£231,9 472 +319,1 0.064
CD 45 RO* (%) 46,6 £12,5 48,2 +13,8 0.412 48,2+119 51,0+12,7 0.065
CD 45RO"(10%/uL) 215,4£82,0 344,2 + 75,9* 0.044 216,7 £ 90,5 319,0+93,3* 0.043
CD 69" (%) 1,2+04 1,0 0.391 1,0+0,7 1,0 0.394
CD 69" (10°/uL) 7,4+23 58+3,1 0.197 6,4+39 50+3,3 0.593

* p<0.05, vs Pré-Prova; ** p<0.01, vs Pré-Prova

Respeitante aos marcadores de activagdo dos linfocitos T CD4" na prova de
triatlo olimpico, salienta-se a diminuicdo significativa de 27,8% (p=0.043)
verificada na concentragdo das células T CD4'reg dos triatletas de Elite.
Relativamente a este grupo experimental, foi ainda observada uma diminuicéo
significativa de 42,9% (p=0.042) referente ao fendtipo T CD4'CD28" e um
aumento significativo de 57,9% (p=0.044) nas células T CD4'CD45RO". No

gue concerne ao grupo nao-Elite, foi constatado um comportamento similar nos
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referidos fenotipos analisados, embora somente nas células T CD4*CD45RO"

tenha sido observada uma reducéo significativa de 47,2% (p=0.043).
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Figura 18 - Analise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao
comportamento dos marcadores de activacdo do fenétipo linfocitario TCD4" nos momentos pré
e pos prova de triatlo olimpico. * p<0.05, vs Elite.

Relativamente aos diferentes marcadores de activacdo dos linfécitos T CD4",
podemos verificar que n&o foram encontradas diferengas significativas nos
momentos pré e poés-prova de triatlo olimpico. No entanto, uma observacao
mais detalhada dos resultados apresentados na Figura 18, permite-nos
constatar uma elevada variabilidade inter-individual nos valores pré e pos-
prova de ambos o0s grupos analisados, expressa pela elevada amplitude dos

desvios-padréo, referente ao marcador CD28".

Tabela 27 - Efeito da prova de triatlo olimpico nos diferentes marcadores de activacdo do
fenotipo linfocitario TCD8”.
Linfécitos T Triatletas Elite (n=5)

cD8" X + Dp
Po6s-Prova
18,6 £7,6

Triatletas n&o-Elite (n=5)
X +Dp
Pré-Prova Pés-Prova

36,8+9,4 24,0 +13,2*

Pré-Prova
30,4 +15,1

T CD 127 (%) 0.060 0.025

TCD 127 (10°%uL) 121,0+67,0 47,0+26,6*  0.039 141,2+79,3 53,5+226  0.082
HLA-DR (%) 7.6+4.2 7235 0.803 74150 6,0+ 3,3 0.256
HLA-DR (10%uL) 29,6+ 11,4 15,2 + 9,4* 0.015 27,0+11,0 14,0+6,3*  0.037
CD 28 (%) 67,8+ 13,3 80,8 + 8,1* 0.010 61,4+12,7 750%10,9*  0.023

CD 28 (10%uL)  207,2+215 2412+422%  0.047 229,4+220 218,7+783  0.908
CD 45 RO (%) 386+17,1  266+10,1* 0026  388%10,3 247+136*  0.020
CD 45RO*(10°/uL) 143,2+76,0  52,0+215 0.052 139,8+40,7 52,2+13,0*  0.018
CD 69" (%) 40+2,1 3,0+1,2 0.326 3,4+15 2,205 0.215
CD 69" (10°/uL) 12,2+9,4 7,2+32 0.215 11,2 + 6,0 55+ 1,9 0.261

* p<0.05, vs Pré-Prova
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Analisando a Tabela 27, podemos verificar que embora ambos os grupos
evidenciassem uma nitida diminuicdo dos valores referentes a concentracao
dos linfocitos T CD8'CD127 apds a prova de triatlo, somente no grupo Elite
esta reducéo (157,4%) se revelou significativa (p=0.039), quando expressa em
termos absolutos, enquanto relativamente ao grupo nao-Elite, apenas foi
constatada uma diminuicdo significativa dos valores percentuais (12,8%;
p=0.025). Esta diminuicdo, em termos absolutos, foi também observada no
comportamento do marcador de activacdo HLA-DR, quer no grupo Elite
(94,7%; p=0.015), quer nos triatletas nao-Elite (92,8%; p=0.037). De salientar
ainda, a diminuicdo de 167,8% (p=0.018) verificada no fenotipo T
CD8"CD45R0O" dos triatletas do grupo ndo-Elite e o aumento estatisticamente
relevante de 16,4% (p=0.047) relativo a concentracdo dos linfocitos T
CD8'CD28" nos triatletas de Elite.

Linfécitos CD3+CD8+
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Figura 19 - Andlise comparativa dos grupos de triatletas relativamente ao comportamento dos
marcadores de activacéo do fenétipo linfocitario T CD8" nos momentos pré e pds prova de
triatlo olimpico. * p<0.05, vs Elite.

Embora evidenciando os valores mais elevados dentro dos respectivos
marcadores de activacao analisados, ndo foram observadas diferencas inter-

grupos no que respeita ao fenétipo T CD8*CD28", seja no momento pré-prova
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ou imediatamente apdés o esforco. De referir, que a expressdo da molécula
CD28" nos linfécitos T CD8" apresenta uma elevada variabilidade, podendo
estar dependente de factores como o estado de diferenciacdo do linfécito T
(Tuma e Pamer, 2002). Relativamente aos demais parametros analisados, ndo

foram detectadas diferencas entre os referidos grupos de triatletas analisados.

5.6.3 Triatlo Sprint

Tabela 28 — Efeito da prova de triatlo sprint nas subpopulac@es leucocitarias dos triatletas.
Parametros Triatletas Elite (n=5) Triatletas ndo-Elite

Imunolégicos X +Dp (GED))

X =Dp
Pré-Prova Pés-Prova Pré-Prova Pos-Prova

Mondcitos (%) 3,8+1,3 6,3 + 0,9% 38+19 5,5 + 0,9%

Monécitos(10°/uL ) 0,4+0,2 0,5+ 0,1* 0.046 02+0,1 04+0,1*  0.042
Linfocitos (%) 21,1+10,3  36,5+£9,8*  0.000 9,4+ 4,0 253+3,2%  0.000

Linfocitos(10°/uL ) 2,0+0,8 2,3+0,8* 0.040 1,2+0,2 2,0% 0.004
Neutrofilos (%) 563+7,7  743+11* 0006  67,3+38  865%53*  0.000

Neutréfilos(lOf/uL ) 38+1,2 10,0 + 3,6** 0.006 55+0,9 15,3 £ 2,7* 0.000
Leucocitos (lodluL ) 71+10 13,1 + 2,8** 0.003 83+1,1 17,3 +2,1** 0.000
* p<0.05, vs Pré-Prova, ** p<0.01, vs Pré-Prova

Relativamente as alteracBes provocadas pela prova de triatlo sprint nas
diferentes subpopulacbes de leucécitos, observa-se a ocorréncia de uma
monocitose e linfocitose pos-esforgo significativas (p<0.05) em ambos grupos
experimentais de triatletas. No que respeita ao perfil de evolucdo dos
monacitos, verifica-se um incremento mais acentuado nos triatletas de Elite,
enquanto que relativamente ao trafego de linfocitos, os triatletas né&o-Elite
evidenciaram um aumento mais acentuado, conforme resultados apresentados
na Tabela 28. E de salientar a leucocitose induzida pela prova de triatlo sprint
Nnos respectivos grupos experimentais, sendo esta mais pronunciada nos
triatletas nao-Elite (108,4%; p=0.000) comparativamente aos triatletas de nivel
mais elevado (84,5%; p=0.003). Adicionalmente, importa destacar que em
resposta a esta leucocitose foram constatados, ao término da presente prova,
aumentos significativos de 163,1% (p=0.006) e 178,1% (p=0.000) referentes as

contagens dos neutrofilos nos grupos Elite e nao-Elite, respectivamente.
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Figura 20 — Analise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao comportamento
das subpopulagfes leucocitarias nos momentos pré e pés prova de triatlo sprint. * p<0.05, vs Elite.

No que diz respeito a comparagao inter-grupos, podemos verificar que, mesmo
em termos de valores basais, os triatletas do grupo nédo-Elite ja evidenciavam
valores significativamente mais elevados da concentracdo dos neutrdfilos
comparativamente aos triatletas de Elite (5,5 + 0,9 vs 3,8 + 1,2x10%/L;
p=0.042), comportamento este que viria consequentemente indiciar uma maior
neutrofilia pés-esforco, como pode ser comprovado na Figura 20, sendo esta
diferenca de 53% (15,3 + 2,7 vs 10,0 + 3,6x10°pL) estatisticamente
significativa (p=0.034). Foi também verificada uma diferenca significativa 66,6%
(p=0.049) referente aos valores de partida dos linfocitos entre os presentes

grupos de triatletas.
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Figura 21 -Analise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao comportamento
da concentracdo de leucécitos totais nos momentos pré e pds prova de triatlo sprint. * p<0.05, vs Pré-
prova; e p<0.05, vs Elite.
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Observando os dados ilustrados na Figura 21, podemos constatar que nao
foram encontradas diferencas significativas relativamente aos valores de
partida dos leucocitos entre os respectivos grupos estudados, embora o valor
médio do grupo nao-Elite se mostrasse 16,9% superior (7,1 + 1,0 vs 8,3 *
1,1x10%/pL; p=0.075). Todavia, ap6s a realizacdo da prova de triatlo sprint,
foram evidenciados acréscimos significativos de 84,5% (p=0.003) e 108,4%
(p=0.000) na contagem de leucécitos totais dos grupos Elite e néao-Elite
respectivamente. Estes aumentos relevantes corroboram estudos anteriores
onde a magnitude da leucocitose apOs esfor¢cos prolongados e intensos foi
superior a 80% (Chinda et al., 2003; Suzuki et al., 2003; Nielsen e Lyberg,
2004). Neste contexto, importa ainda salientar que, apesar de ambos 0s grupos
exibirem um comportamento similar relativamente a leucocitose pds-prova, esta
foi mais pronunciada nos triatletas do grupo nao-Elite quando comparados ao
grupo Elite, evidenciando uma diferenca significativa (p=0.032) de 32% (17,3
2,1 vs 13,1 + 2,8x10%L, respectivamente).

Tabela 29 — Efeito da prova de triatlo sprint no comportamento dos fenétipos linfocitarios dos triatletas.

Triatletas Elite (n=5)

Linfécitos T
CD 3"

Triatletas nédo-Elite (n=5)

X £ Dp X = Dp
Pré-Prova Po6s-Prova p Pré-Prova P6s-Prova p

T CD3" (%) 66,2+4,9 73,5+9,3* 0.041 70,7%85 735+4,7 0.564

T CD3" (10°/uL) 802,5+158,1 1504+ 303,3* 0.014 1028,3+121 1399 +223,7* 0.021
T CD3'CD4" (%) 56,2 +12,0 63,5+155  0.242 62,7+13,1 65,0+ 11,4 0.794
TCD3'CD4(10°/uL) 591,0+106,1 862,2+148,1* 0.028 643,7+199 909,3+1553 0.133
T CD3'CD8" (%) 31,2+9,6 354 +97 0.406 30,7 +10,4 31,5+10,6 0.876
TCD3'CD8"(10°/uL)  268,5+117,8 477,5+1745 0.056 315+204,7 440,6+149,7 0.428
T CD4*/T CD8" 22+11 1,8+0,8 0.390 20+12 2,0+0,6 0.663

* p<0.05 vs Pré-prova

Conforme apresentado na Tabela 28, € possivel verificarmos que
imediatamente apds a prova de triatlo sprint, ambos o0s grupos analisados
exibiram um comportamento similar relativamente ao aumento significativo da
subpopulagdo de linfécitos T CD3", sendo esta linfocitose mais relevante nos
triatletas do grupo Elite (87,4%; p=0.014) comparativamente ao grupo nao-Elite
(36%; p=0.021). Relativamente ao efeito do exercicio agudo na contagem dos

linfocitos T CD4", foram constatados aumentos de 45,8% e 39,0% nos grupos

130



Apresentacdo dos Resultados

Elite e n&o-Elite, respectivamente. Entretanto, quando relativizado em termos
absolutos, somente o aumento observado no grupo Elite mostrou-se
estatisticamente significativo (p=0.028). No que respeita aos linfocitos T
citotoxicos (T CD8"), foram igualmente evidenciados aumentos 77,8% e 39,8%
dos valores médios pds-prova nos respectivos grupos estudados, embora ndo
apresentando importancia estatistica significativa (p>0.05).
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Figura 22 — Andlise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao comportamento
dos fendtipos linfocitarios nos momentos pré e pés prova de triatlo sprint. * p<0.05 vs Elite.

A andlise comparativa ilustrada na Figura 22, permite-nos constatar que, nao
foram observadas diferengcas significativas entre 0s respectivos grupos de
triatletas relativamente as subpopulacgdes dos linfocitos T CD3" analisadas nos

momentos pré e pés prova de triatlo sprint.

T CD4+/ T CD8+

24 Belite
1,5 B nio elite

Pré-Prova P6s-Prova

Figura 23 - Andlise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao efeito da prova
de triatlo sprint na relacéo dos linfécitos T CD4+/CD8+.. * p<0.05, vs Pré-prova; e p<0.05, vs Elite.
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Referente a relacéo dos linfocitos T CD4" / T CD8" apresentada pelos triatletas,
constatamos que embora sem relevancia significativa, foi observada no grupo
Elite, uma diminuicdo de 22,2% (p=0.390) na referida proporcao, que de acordo
com alguns autores, quando induzida pelo aumento das células T CD8" e néo
pela alteracdo das células T CD4", pode estar associada a estados de
imunossupressao (Berk et al., 1989; Fry et al., 1992; Pedersen e Hoffman-
Goetz, 2000). De salientar que nao foram verificadas diferencas significativas
entre os grupos Elite e ndo-Elite, nos momentos pré-prova (p=0.436) ou pos-

prova de triatlo sprint (p=0.916).

Tabela 30 — Efeito da prova de triatlo sprint nos marcadores de activagdo do fenétipo linfocitario TCD4".
Linfocitos T Triatletas Elite (n=5) Triatletas nao-Elite (n=5)
CD4" X +Dp X +Dp

Pré-Prova Pé6s-Prova p Pré-Prova Po6s-Prova
T CD4' reg (%) 18,2+8,38 95+1,7 0.068 155+7,5 102+22  0.238
TCD4'reg(10°/uL)  126,7 +44.4 66,7+24,4* 0.030 1160+38,0 67,2+27,3* 0.038
HLA-DR (%) 24+11 20x14 0.391 2,709 25+£0,5 0.391
HLA-DR (10°/L) 21,0+9.3 13,5+8,3 0.133 245+78 16,2+6,3  0.119
CD 28 (%) 90,6 £12,4 91,0 £ 16,0 0.664 97,2+2,2 97,2+1,5 1.000
CD 28 (10%/pL) 822,2 +160,9 590,2+ 110,3* 0.037 871,5+160,8 626,7 £198 0.144
CD 45 RO" (%) 41,054 43,2+2,.2 0.340 45,7 £ 3,7 50,5+ 3,3* 0.002
CD 45RO+(105/uL) 279,0 £46,8 382,7+70,8 0.182 303,0 £ 64,6 388,7+67,3 0.221
CD 69" (%) 1,6 +0,2 1,7+0,7 0.726 1,5+0,8 16+£0,5 0.553
CD 69" (105/uL) 11,0+ 2,2 10,7 £ 0,8 0.693 10,8 + 2,0 10,5+1,2 0.879

* p<0.05, vs Pré-Prova

Uma leitura dos resultados apresentados na prova de triatlo sprint,
relativamente ao comportamento dos marcadores de activacdo dos linfocitos T
CD4" (Tabela 30), denuncia as diminuicdes significativas de 89,9% (p=0.030) e
72,6% (p=0.038) na contagem das células T CD4'reg nos grupos Elite e néo-
Elite, respectivamente. Este comportamento foi também constatado no fenétipo
T CD4"HLA-DR de ambos os grupos de triatletas, embora sem apresentar
relevancia estatistica significativa. No que respeita a molécula CD28", foi
observada uma reducéo significativa de 39,3% (p=0.037) no valo médio pos-
prova registado pelo grupo Elite, enquanto no grupo néo-Elite, a diminuicéo de

39% verificada ndo se mostrou significativa (p=0.144).
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Figura 24 - Andlise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao comportamento
dos marcadores de activagdo do fenétipo linfocitario TCD4" nos momentos pré e pés prova de triatlo
sprint. * p<0.05, vs Elite.

Uma vez estabelecida a comparacdo inter-grupos referente aos respectivos
indicadores de activagdo dos linfécitos T CD4", podemos assumir que n&o
foram encontradas diferencas significativas entre os presentes triatletas nos

diferentes momentos de prova, conforme ilustrado na Figura 24.

Tabela 31 — Eefeito da prova de triatlo sprint nos marcadores de activacéo do fenétipo linfocitario TCD8".

Linfocitos T Triatletas Elite (n=5) Triatletas nédo-Elite (n=5)
CD 8+ X +Dp X +Dp
Pré-Prova Po6s-Prova Pré-Prova Po6s-Prova

T CD 127 (%) 61,2 £ 18,3 14,0 + 2,8* 0.022 56,0 £ 13,2 17,0 £ 4,2* 0.018
TCD 127 (lOd/uL) 229,6 £122,7 34,2+14,4**  0.000 215,2 £ 133 39,7 £11,7* 0.000
HLA-DR (%) 54+27 3217 0.092 85+3,0 4,2 +£0,9* 0.031
HLA-DR (lOd/uL) 22,0+£11,0 15,0+ 9,0 0.704 36,0+ 13,4 14,2 + 8,0* 0.045
CD 28 (%) 65,0 +£17,2 82,7 £ 20,7 0.215 68,2+7,8 80,5+ 3,1* 0.016
CD 28 (105/uL) 297,8 £95,2 262,5+129 0.792 289,7 £96,6 280,5 £ 155,8 0.868
CD 45 RO" (%) 20,7 £5,6 28,2+57 0.080 255+6,4 31,7+9,5 0.157
CD 45RO+(105/|1L) 73,2+ 25,3 126 + 56,0 0.111 84,2 + 46,9 131,5 + 39,8* 0.049
CD 69" (%) 42+21 48+1,3 0.278 40+£0,9 42+0,8 1.000
CD 69" (10d/uL) 15,8+ 2,3 17,8 +4,8 0.353 17,7+49 18,5+ 8,3 0.853

* p<0.05, vs Pré-Prova

Com base na observacdo da Tabela 31, verifica-se, em ambos os grupos de
triatletas, um decréscimo significativo dos valores absolutos pds-prova,
relativos ao marcador de activacdo CD127° (p<0.01). Constata-se um
comportamento similar, embora menos pronunciado, no marcador de activacao

HLA-DR apresentado pelos triatletas do grupo néo-Elite. Relativamente a
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activacdo das células memdria CD8" CD45RO"™ é de salientar o acentuado
aumento (56,1%, p<0.05) registado pelos triatletas com menor nivel de treino

no momento imediatamente apos a realizacdo da prova.
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Figura 25 - Andlise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao comportamento
dos marcadores de activagdo do fenétipo linfocitario TCD8" nos momentos pré e pés prova de triatlo

sprint. * p<0.05, vs Elite.

Conforme ilustrado na Figura 25, € possivel observar que nao foram
constatadas diferencas inter-grupos  significativas  relativamente  ao
comportamento dos diferentes marcadores de activacdo das células T CD8+

nos momentos pré e pds-prova de triatlo sprint.
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5.7 Stresse Oxidativo

5.7.1 Triatlo Longo

Tabela 32 — Efeito da prova de triatlo longo nos indicadores de stresse oxidativo dos triatletas.

Stresse Triatletas Elite (n=5) Triatletas nao-Elite (n=5)
Oxidativo X +Dp X +Dp

Pré-Prova P6s-Prova Pré-Prova P&6s-Prova
SOD (U/gHb) 538,4+108,8 733,8 +119,8* 0.019 510,1 £135,6 694,3+138,3 0.138
GPX (U/gHb) 555+74 53,6 £3,9 0.500 50,1+£9,2 45,6 + 8,3 0.225
GR (U/l) 735+1,6 79,7 £ 4,4* 0.043 66,8 £ 3,8 81,3 £ 13,4* 0.049
TAS (mmoll/l) 1,7 1,8+0,1 0.068 1,8+£0,1 1,8 0.893
TBARS(umol/l) 4+11 4,4+0,8 0.225 3,7+0,7 3,9+09 0.786
AU (mg/dl) 56+1,1 6,3+2,1 0.334 6,014 6,6 +2,0 0.588

* p<0.05, vs Pré-Prova

Apés a prova de triatlo longo, foram observados no grupo Elite, aumentos
significativos de 36,2% na actividade da enzima SOD eritrocitaria (p=0.019) e
de 8,4% na actividade plasmatica da enzima glutationa-reductase (p=0.043),
enquanto no grupo nao-Elite, verificou-se somente o aumento significativo de
21, 7% da actividade plasméatica da enzima GR (p=0.049), conforme

demonstrado na Tabela 32.

Tabela 33 —Andlise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao comportamento
dos indicadores de stresse oxidativo nos momentos pré e pos prova de triatlo longo.

Stresse Pré-Prova Pés-Prova
Oxidativo X +Dp X +Dp

Elite N&o-Elite p Elite N&o-Elite p
SOD (U/gHb)  538,4+108,8 510,1+135,6 0.602 733,8+119,8 694,3£138,3 0.602
GPX (U/gHb) 555+7,4 50,1+9,2 0.347 53,6 £3,9 45,6 £8,3 0.076
GR (U/l) 735+1,6 66,8 + 3,8* 0.028 79,7+4,4 81,3+13,4 0.548
TAS (mmol/l) 1,7 1,8+0,1 0.462 1,8+0,1 1,8 0.109
TBARS((umol/l) 4+11 3,7+£0,7 0.530 44+0,8 39+0,9 0.525
AU (mg/dl) 56+1,1 60+14 0.465 63+1,1 6,6 2,0 0.917

* p<0.05, vs Elite.

Ao efectuarmos uma comparacao inter-grupos dos referidos indicadores de
stresse oxidativo analisados na prova de triatlo longo, podemos verificar que
relativamente aos valores basais, os triatletas de Elite apresentam valores
significativamente mais elevados da enzima GR comparativamente aos
triatletas do grupo nao-Elite (p=0.028). No que respeita aos valores pos-
esforco, ndo foram encontradas diferengcas entre 0s respectivos grupos

analisados.
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5.7.2 Triatlo Olimpico

Tabela 34 - Efeito da prova de triatlo olimpico nos indicadores de stresse oxidativo dos triatletas.
Stresse Triatletas Elite (n=5) Triatletas nao-Elite (n=5)

Oxidativo X +Dp X +Dp
Pré-Prova P6s-Prova Pré-Prova Pés-Prova

SOD (U/gHb)  393,2+46,4 386,2 + 54,9 0.686 430,6 +£43,2 419,2+62,0 0.603
GPX (U/gHb) 51,6 +8,3 48,1 +10,3 0.273 40,4 + 13,7 44,1 +11,0 0.074

GR (UM 67,5+10,5 53,6 £9,2 0.080 49,0+5,1 54,1+6,9 0.345
TAS (mmol/l) 1,3+£0,1 1,6 £0,4* 0.002 14+0,1 1,7* 0.012
TBARS((umol/l) 4,8 52+0,6 0.343 41+0,1 48+1,4 0.500

AU (mg/dl) 54+1,0 8,0 £ 2,0* 0.013 63+15 8,8 +0,8* 0.015

* p<0.05, vs Pré-Prova; * *p<0.01, vs Pré-Prova

Da leitura da Tabela 34, observa-se que ambos 0S grupos experimentais de
triatletas ndo registaram alteracdes da actividade das enzimas SOD e GPX
eritrocitarias. Foram encontrados aumentos significativos de 23% e 21,4% no
status antioxidante total (TAS) dos grupos Elite e ndo-Elite, respectivamente.
No que concerne as concentracbes plasmaticas de acido Urico, foram
evidenciados nos respectivos grupos de triatletas, aumentos de 48,1%

(p=0.013) e 39,6% (p=0.015) apos a realizacdo da prova.

Tabela 35 - Andlise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao comportamento
dos indicadores de stresse oxidativo nos momentos pré e pos prova de triatlo olimpico.

Stresse Pré-Prova P6s-Prova

Oxidativo X +Dp X +Dp
Elite Nao-Elite Elite Nao-Elite

SOD (U/gHb)  393,2+46,4 430,6 + 43,2 0.251 386,2 +54,9 319,2+62,0 0.076
GPX (U/gHb) 51,6 £8,3 40,4 £ 13,7 0.175 48,1+ 10,3 44,1 +11,0 0.602

GR (UN) 67,5+10,5 49,0 £ 5,1** 0.008 53,6 £9,2 54,1+6,9 0.754
TAS (mmol/l) 1,3+£0,1 1,4+£0,1 0.141 16+0,1 1,7 0.917
TBARS((umol/l) 4,8 4,1+0,1* 0.047 52+0,6 48+14 0.059

AU (mg/dl) 54+1,0 63+15 0.465 8,0+2,0 8,8+0,8 0.347

* p<0.05, vs Elite; ** p<0.01, vs Elite

Uma andlise inter-grupos permite-nos constatar uma diferenca significativa de
37,7% relativamente aos valores basais da actividade plasmatica da enzima
GR (p=0.008). No que se refere aos valores de TBARS, foi detectada uma
diferenca inter-grupos estatisticamente significativa relativa aos valores pré-
esforco (p=0.047) .
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5.7.3 Triatlo Sprint

Tabela 36 — Efeito da prova de triatlo sprint nos diferentes indicadores de stresse oxidativo dos triatletas.

Stresse Triatletas Elite (n=5) Triatletas nao-Elite (n=5)
Oxidativo X +Dp X +Dp

Pré-Prova Pés-Prova Pré-Prova Pés-Prova
SOD (U/gHb)  331,24103,4  415,2 + 53,0* 0.026 425,8 +112,1  433,9+108,6 0.893
GPX (U/gHb) 46,3+ 14,1 44,3+ 13,6 0.345 39,6 £9,5 445+ 3,3 0.686
GR (U/l) 63,5+ 20,2 63,4+12,3 0.893 51,8 +8,6 61,3 +£14,7 0.225
TAS (mmol/l) 1,8 1,8 0.078 1,8 1,8 0.109
TBARS(umol/l) 5,0%0,5 52+0,5 0.343 41+0,6 48+0,9 0.498
AU (mg/dl) 6,0 £ 0,5 8,3+ 1,6* 0.023 7,1+13 9,9+1,7* 0.013

* p<0.05, vs Pré-Prova; ** p<0.01, vs Pré-Prova

Uma analise dos dados apresentados na Tabela 36 permite-nos constatar um
aumento significativo de 25,3% na actividade da enzima SOD eritrocitaria no
grupo Elite (p=0.026), sendo este comportamento similar ao observado no
mesmo grupo apos a realizagdo da prova de triatlo longo. Foi também
verificado ao término desta prova, um aumento significativo (p<0.05) da
concentracdo plasmatica de acido arico em ambos os grupos, sendo contudo
mais pronunciado no grupo ndo-Elite comparativamente ao grupo Elite (39,4%

vs 38,3%, respectivamente).

Tabela 37 - Andlise comparativa dos grupos experimentais de triatletas relativamente ao comportamento

dos indicadores de stresse oxidativo nos momentos Eré e Eés prova de triatlo sErint.

Stresse Pré-Prova Pés-Prova
Oxidativo X +Dp X =Dp

Elite N&o-Elite p Elite N&o-Elite p
SOD (U/gHb)  331,2+103,4 4258+112,1 0.347 415,2 +53,0 433,9+£108,6 0.742
GPX (U/gHb) 46,3+ 14,1 39,6 +9,5 0.347 44,3 £ 13,6 445+ 3,3 0.976
GR (U/l) 63,5+ 20,2 51,8 +8,6 0.347 63,4 +123 61,3 +14,7 0.602
TAS (mmol/l) 1,8 1,8 0.206 1,8 1,8 1.000
TBARS(umol/l) 50+0,5 4,1 +0,6* 0.034 52+05 4809 0.480
AU (mg/dl) 6,0 £ 0,5 7,1+1,3 0.172 8,3+1,6 99+1,7 0.156

* p<0.05, vs Elite

No que respeita a comparacao inter-grupos, é possivel constatar uma diferenca
significativa relativamente aos valores basais de TBARS, apresentando 0s
triatletas do grupo Elite, valores pré-prova significativamente mais elevados
comparativamente aos valores registados pelos triatletas do grupo nao-Elite
(p=0.034)
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6. DISCUSSAO

6.1 Consideracdes gerais sobre o estudo

No que respeita a escolha dos individuos da amostra, constituida por atletas de
triatlo, optamos por realizar o presente estudo com atletas do mesmo sexo,
dado o facto das diferencas morfoldgicas e fisiolégicas inter-sexuais poderem
resultar na ocorréncia de respostas organicas distintas, quer ao nivel local quer
ao nivel sistémico (Stromme et al., 2004; Wu, 2006). Neste sentido,
justificamos a participacdo nas respectivas amostras, de individuos do sexo
masculino, de forma a atenuar o efeito protector dos estrogénios na agressao
induzida pelo exercicio fisico de elevada intensidade no tecido muscular
esquelético, em particular os esforcos com elevada predominancia de
contrac¢cBes excéntricas (Bar et al., 1988). De facto, o estrogénio parece ser
um importante factor na manutencéo da estabilidade da membrana no periodo
pos-esforco, limitando desta forma, o efluxo da proteina muscular CK (Amelink
et al., 1990; Tiidus, 2000; Brancaccio et al., 2007). Neste sentido, Mougios
(2007) reforca a influéncia significativa da diferenga inter-sexual nos intervalos
de referéncia da enzima CK, onde se verifica que atletas masculinos exibem
valores de referéncia de limite superior duas vezes maiores aos encontrados
em atletas femininas. Estes dados estdo em concordancia com os resultados
de Hartmann (2000) e Nikolaidis et al. (2003).

Os indicadores bioquimicos utilizados no presente estudo constituem
marcadores indirectos de lesdo muscular e hepética e agressao oxidativa,
tendo sido determinados ao nivel sanguineo. Esta metodologia justifica-se pelo
facto do sangue reflectir o metabolismo global dos tecidos, sendo também o
meio mais acessivel para o conhecimento da constituicdo dos liquidos
corporais (Harper, 2006).

No que respeita a andalise dos biomarcadores enzimaticos, optamos pelas
enzimas CK e a AST, dado o facto de serem proteinas que, quando libertadas
para 0 espaco extracelular ao resposta ao exercicio fisico, permitem
determinar, ainda que de forma indirecta, a existéncia de lesdo muscular
(Clarkson et al., 1992; Sayers et al, 2000; Bracaccio et al.,, 2007).

Relativamente as enzimas ALT e GGT A ALT encontram-se em muito maior
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concentracdo no figado (Nagel et al., 1990) e epitélios dos ductos biliares e
renais (Fleisher, 1968), respectivamente, o que pode sugerir a possibilidade de
lesdo hepdética, quando observado um aumento significativo dos niveis
plasmaticos desta enzima em resposta ao exercicio fisico (Rama et al., 1994).
A dimensdo das amostras constituidas nas respectivas provas de triatlo
analisadas neste estudo, embora reduzida, esta de acordo outros estudos
similares realizados com diferentes atletas de provas de endurance (Lancaster
et al., 2005; Schneider et al., 2007; Simpson et al., 2007; Antunes-neto et al.,
2007). Uma vez que as respectivas amostras analisadas em cada prova de
triatlo contemplaram somente atletas do sexo masculino, uma outra questao
metodoldgica que pensamos ser importante esclarecer, prende-se ao facto de,
na formacao dos respectivos grupos de triatletas estudados (Elite e ndo-Elite),
garantir a homogeneidade da variavel idade, sendo todos os integrantes
pertencentes ao mesmo intervalo de faixa etéria (seniores - 30 a 35 anos).

Esta preocupacdo deve-se, em parte, ao facto de evidéncias cientificas
sugerirem um declinio da capacidade do sistema imune relativamente ao
avancar da idade, em particular das células T CD3" (Pedersen, 1997; Yan et
al., 2001), subpopulagéo esta de importéancia fulcral no presente estudo, tendo
em vista a analise dos marcadores de activacdo presentes nos linfocitos T
CD3'CD4" e T CD3*CD8", assim como no comportamento da relacdo CD4/
CD8. De acordo com Hirokawa a Makinodan (1975), o declinio dos linfécitos T
CD3" com o avancar da idade parece reflectir a involugdo do timo (6rgédo
linféide primério), a qual se mostra acelerada apds a puberdade.

O nivel de treino foi igualmente considerado um aspecto relevante, tendo a
escolha das respectivas amostras recaido em individuos com diferentes niveis
de prestacdo em competicdes de triatlo (Elite versus nao-Elite), os quais
apresentaram diferencas significativas no que concerne aos dados
antropométricos analisados e ao volume das cargas de treino (expressas em
Km/semana) dos respectivos segmentos de natacéo, ciclismo e corrida. Esta
distincdo se justifica dada a ocorréncia de um efeito protector, quer ao nivel
local, quer ao nivel sistémico, face as diferentes agressdes metabdlicas,
oxidativas e mecanicas induzidas pelos exercicio fisico agudo de elevada
intensidade (Ebbeling e Clarkson, 1989; Armstrong et al., 2001; Kuipers, 1994;
Lieber et al., 2002). Neste sentido, Senturk et al. (2005) e Finaud et al. (2006)
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observaram diferentes respostas dos biomarcadores hematolégicos em
individuos treinados versus sedentarios ao determinarem a contribuicdo do
stresse oxidativo na ocorréncia de hemdlise induzida pelo exercicio fisico. A
substantivar estas evidéncias, Nieman et al. (1995) constataram significativas
diferencas relativamente a concentracdo dos leucdcitos circulantes e
subpopulacdes linfocitarias ao compararem a resposta imune em atletas e nao
atletas. Em linha de convergéncia com estes dados, Hong et al. (2005)
verificaram em individuos treinados uma atenuacdo da desmarginacdo dos
linfécitos T em resposta a realizacdo de um protocolo de exercicio aerobio de
intensidade moderada.

6.2 Discussao dos Resultados

O presente estudo pretendeu analisar o efeito agudo de diferentes esforgcos
aeroObios nos diversos biomarcadores enzimaticos, hematologicos,
imunologicos e de stresse oxidativo em atletas portugueses de triatlo com
diferentes niveis de prestacdo competitiva. Para tanto, estabelecemos a
realizacdo de trés provas de triatlo de estrutura idéntica, porém diferenciadas
no que respeita a vertente duracdo do esfor¢co. Para além de existir a
preocupacdo quanto a homogeneidade da amostra, uma vez que todos 0s
triatletas do presente estudo estdo inseridos na mesma categoria de faixa
etaria (sénior 30-35 anos), procuramos discriminar de forma clara, o nivel de
prestacdo competitiva dos triatletas, justificando a denominacéo de triatletas de
Elte com base na disposicdo do ranking nacional e representacoes
internacionais relevantes nas respectivas provas as quais constituiram
amostras. De facto, verificamos que as performances dos respectivos grupos
de triatletas (Elite vs nao-Elite) nas 3 provas de triatlo analisadas foram
estatisticamente significativas nos diferentes segmentos de natagéo, ciclismo e
corrida, e consequentemente, no tempo final de prova.

Da analise global dos resultados obtidos no presente estudo, é de salientar as
diferencas estatisticamente significativas relativas ao perfil antropométrico,
volume das cargas de treino, nivel de prestacdo competitiva, actividade das
proteinas musculares e hepaticas em resposta as situagdes de agresséo ou

lesdo das fibras musculares induzidas pelo esforgco realizado, com
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repercussdes nos diferentes parametros hematoldgicos e na homeostasia dos

sistemas anti-oxidante e imunolégico.

6.2.1 Influéncia do perfil antropométrico na performance do triatleta

bY

Os dados concernentes a caracterizagcdo antropomeétrica dos triatletas
analisados no presente estudo, permitem-nos constatar que os triatletas
integrantes dos grupos Elite apresentam valores médios relativos a altura
superiores aos triatletas dos grupos nao-Elite, sendo os valores médios
referentes a massa corporal inferiores, o que consequentemente se reflecte em
valores médios inferiores de indice de massa corporal. O perfil antropométrico
apresentado pelos triatletas de Elite nas provas de triatlo longo, triatlo olimpico
e triatlo sprint corrobora os resultados de estudos realizados com atletas
internacionais de triatlo de elevada performance (Sleivert e Rowland, 1996;
Hue et al., 1998; Landers et al., 2000; Schabort et al., 2000; Nevill et al., 2003;
Bentley e Naugthon, 2003; Schabort et al., 2004). Todavia, no que respeita a
altura dos triatletas de Elite, importa salientar que, o valor médio mais elevado
foi verificado na amostra pertencente a prova de triatlo longo, reforcando os
dados de Tittel e Wutscherk (1992) e Sleivert e Rowlands (1996) que
observaram que triatletas de Elite das provas de ultraendurance (ironman triatlo
e triatlos longos) evidenciavam valores superiores de estatura corporal
comparativamente a triatletas de nivel similar participantes de provas de
distancias inferiores. De acordo com estes autores, uma maior estatura
corporal pode constituir uma vantagem para o atleta, uma vez que, assumindo
como constante a aplicagdo da forca, oS segmentos corporais mais longos
permitem uma maior amplitude dos movimentos, principalmente durante as
disciplinas de natacéo e corrida. Esta perspectiva assenta no facto do aumento
da amplitude do movimento durante a realizagdo da bragada no nado e da
passada durante a etapa subsequente da corrida possuir uma relevancia
fundamental, constituindo um importante factor intrinseco da prestacdo do
atleta, pois resulta na reducdo da frequéncia dos movimentos para uma
determinada velocidade, caracterizando uma maior economia de esfor¢o para
0S respectivos valores de consumo de oxigénio e concentracdo de lactato

(Tittle e Rowlands, 1988). Adicionalmente, Clarys (1978) refere a contribuicdo
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de um maior comprimento dos segmentos corporais constitui uma vantagem
hidrodindmica significativa em nadadores que apresentam elevada relacao
envergadura/altura e elevada razao diamétro biacromial/diamétro bicristal, dado
o facto de estes atletas possuirem um menor coeficiente de arrasto. De acordo
com Craig e Norton (2001), uma elevada estatura corporal constitui uma
vantagem adjacente no segmento do ciclismo, pois permite ao atleta a
utilizacao de desmultiplicacdes mais elevadas a altas rotacoes.

A semelhanca do observado relativamente a estatura corporal, foram
encontradas diferencas inter-grupos significativas (p<0.05) no que respeita aos
valores médios de massa corporal registados pelos triatletas. Constatamos
assim, que nas diferentes provas analisadas neste estudo, os triatletas de Elite
apresentaram valores inferiores de massa corporal comparativamente aos
registados pelos triatletas dos grupos néo-Elite, corroborando os resultados de
estudos anteriores (Miura et al., 1997; Hausswirth et al., 1999; Hue et al., 1998;
Landers et al., 2000; Schabort et al.,, 2000; Nevill et al., 2003; Bentley e
Naugthon, 2003; Schabort et al., 2004). Embora um elevado peso corporal
possa, por vezes, se mostrar negativamente correlacionado com o sucesso em
provas de endurance (Atwater, 1990; Hausswirth et al., 1999), durante a
realizacdo do segmento do ciclismo, pode constituir uma importante vantagem,
uma vez que o aumento da superficie corporal é compensado pelo aumento da
poténcia absoluta produzida, principalmente quando o perfil do terreno for
plano, reduzindo o custo energético do atleta (Neumann, 1992; Swain, 1994).
Nesta perspectiva, entendemos que a influéncia da massa corporal do atleta no
segmento de ciclismo em provas de triatlo pode sofrer variagdes em resposta a
topografia do percurso. Reforcando os nossos dados, Swain (1994) refere que
em percursos caracterizados por aclives acentuados, a massa corporal do
atleta pode representar uma variagdo entre 10 a 20% nos tempos finais de
prova.

A composicao corporal pode influenciar a performance de forma significativa
nos respectivos segmentos da prova de triatlo, ainda que de diferentes formas.
Neste sentido, a reduzida percentagem de gordura corporal (%GC) evidenciada
pelos triatletas de Elite comparativamente aos valores médios registados pelos
triatletas néo-Elite corrobora os dados de estudos anteriores (Garcia-Webb e
Morton, 1997; Landers et al., 2000; Maw et al., 2000; Novaes et al., 2003).
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Todavia, importa referir que, no que respeita ao segmento da natacdo, a
gordura corporal proporciona uma melhor flutuabilidade e auxilia na reducéo do
arrasto hidrodinamico (Gullstand, 1992). Esta influéncia se mostra mais
relevante quando o referido segmento é realizado em agua salgada, dado o
facto de uma maior densidade resultar no aumento da flutuabilidade durante o
nado (Hay, 1993). Esta assercéo € reforgcada por Goldsmith et al. (2000), que
referem que durante a natacdo, a relacdo entre a %GC e o arrasto
hidrodindmico se mostra significativamente relevante, dado este ultimo ser
fortemente influenciado pela superficie corporal e a velocidade do nado, para
além dos diversos aspectos técnicos. No entanto, durante o segmento de
corrida, a influéncia da %GC torna-se inversamente proporcional, visto que ao
contrario do arrasto hidrodinamico, presente na natacao, a forca da gravidade
assume no referido segmento uma importancia fundamental, onde a
performance se mostra significativamente influenciada pela adiposidade (Millet
et al., 2002). De facto, Blanksby et al. (2000) encontraram uma correlacao
significativa (r=0.80) entre a percentagem de gordura corporal e a performance
dos atletas de triatlo participantes nos Jogos Olimpicos de Sydney (2000)
demonstrando desta forma, a elevada correlacdo deste factor da analise
morfolégica com a performance dos atletas. Os dados do presente estudo
relativos a percentagem de gordura corporal registada pelos triatletas de Elite
nas respectivas provas estdo de acordo com a literatura (Garcia-Webb e
Morton, 1997; Landers et al., 2000; Le Gallais et al., 2000; Maw et al., 2000),
sendo estes significativamente inferiores aos registados pelos triatletas dos

grupos néao-Elite (p<0.05).

6.2.2 Comportamento dos diferentes biomarcadores enzimaticos

O exercicio fisico intenso e prolongado provoca multiplas alteracdes
bioguimicas cuja interpretacdo pode, por vezes, conduzir a resultados
conflituais, principalmente em atletas com elevado nivel de treino. O aumento
da actividade das enzimas séricas indicia alteracbes na permeabilidade da
membrana celular, e esta normalmente correlacionado com lesdo celular
consequente ao exercicio (Totsuka et al., 2002; Branccacio et al., 2007). No

entanto, muitas referéncias laboratoriais para indicadores bioquimicos
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encontram-se desajustadas para atletas, jA& que o cardcter cronico das
adaptacdes induzidas pelo treino sistemético torna dificil discernir entre
adaptacdes cronicas e adaptacdes agudas (Mougios, 2007). Neste contexto,
uma observacdo dos resultados referentes ao comportamento dos
biomarcadores enziméticos analisados nas respectivas provas de triatlo
permite-nos constatar os aumentos significativos das actividades das enzimas
CK e AST em ambos os grupos analisados, o que sugere a ocorréncia de uma
elevada agressdo sobre as fibras musculares, que conduz a sua ruptura e
consequente libertacdo de proteinas para o sangue, através da circulacao
linfatica (Newham et al., 1987; Ebbeling e Clarkson, 1989). Relativamente a
actividade da enzima CK, verificamos em ambos 0s grupos, uma grande
variabilidade inter-individual dos valores poés-prova, demonstrada pelos
elevados desvios-padrdo, facto que corrobora diversos estudos anteriores
realizados com diferentes atletas de provas de endurance (Clarkson et al.,
1992; Kuipers, 1994, Malm et al. 2000; Raastad e Hallén, 2000; Totsuka et al.,
2002; Warburton et al., 2002; Rietjens et al., 2005). Esta variabilidade pode ser,
em parte, justificada pelo nivel de treino dos triatletas, uma vez que quanto
mais elevado o estado de treino, maior a possibilidade da realizacdo de
esforcos intensos, com melhor tolerancia as elevacbes enzimaticas
relacionadas com focos de lesdo muscular (McHugh, 2003; Stromme, 2004;
Mougios, 2007). Esta atenuagédo da expresséo da leséo tecidual, evidenciada
pela menor acumulacao plasmatica da enzima CK, mostrou-se conclusiva no
nosso estudo. De facto, apés a prova de triatlo longo, ambos os grupos de
triatletas apresentaram aumentos significativos (p<0.05) da actividade da
enzima CK, sendo no grupo Elite (109,3%) e néo-Elite (307,6%). Esta marcada
reducdo da actividade da enzima CK p0és-prova, evidenciada pelo grupo Elite,
pensamos estar relacionada ao denominado efeito protector da carga repetida
(Lieber et al.,, 2002), o qual, segundo Paddon-Jones e Abernethy (2001),
reflecte-se numa redugdo dos danos estruturais ou funcionais induzidos pelo
exercicio fisico. Independentemente da variabilidade individual, mais evidente
no grupo nao-Elite, quer-nos parecer que as sucessivas cargas de treino, pela
sua duracao, intensidade e periodicidade, promoveram nos triatletas de Elite
importantes adaptacbes metabdlicas ao esforco prolongado exaustivo,

reduzindo desta forma, o nivel da agressdo muscular induzida pelo exercicio
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fisico. Esta hipdtese é corroborada por Rodrigues dos Santos (2004) que
verificou em sujeitos com elevado nivel de treino, valores plasméticos da
enzima CK significativamente mais reduzidos, quando comparados aos
registados por sujeitos menos treinados apds uma ultramaratona de 50-km, e
iIsto malgrado os sujeitos treinados terem realizado a referida distancia de
corrida com um tempo significativamente inferior. De igual forma, apds a prova
de triatlo olimpico, ambos o0s grupos analisados evidenciaram aumentos
significativos (p<0.05) da actividade da enzima CK, sendo novamente
constatada uma maior magnitude desta resposta no grupo nao-Elite (72,2% vs
69,9%).

Relativamente ao grupo dos triatletas de Elite da prova olimpica, importa referir
os valores basais tendencialmente mais elevados que os registados pelo grupo
homologo da prova de triatlo longo, sendo estes inferiores aos exibidos pelos
triatletas de Elite participantes da prova sprint. Estas diferencas podem ser
circunstanciais e resultantes das alteracfes induzidas pelos treinos anteriores
ou, em virtude das cargas de treino para esta prova triatlo serem mais intensas,
provocar adaptacBes cronicas expressas por valores basais de CK mais
elevados (McHugh, 2003; Nikolaidis et al., 2003; Brancaccio et al., 2007). Neste
sentido, esta bem estabelecido na literatura, que a realizacdo de treinos com
elevada intensidade determina elevacfes dos valores da CK basal, acima dos
valores normais de referéncia laboratorial (Fallon et al., 1999; Yu et al., 2002;
Rietjens et al., 2005; Mougios, 2007). A ser assim, os valores médios pré e
pos-prova registados pela respectiva amostra (triatletas de Elite) na prova de
triatlo olimpico, encontram-se inseridos no intervalo de referéncia proposto por
Clarkson et al. (1992) e Totsuka et al. (2002) para individuos classificados
como low CK responders, os quais respondem a uma determinada carga de
exercicio fisico apresentando uma curva individual dos valores absolutos da
actividade sérica da enzima CK pouco acentuada (<500 U.L™), contrastando
com o comportamento observado nos triatletas pertencentes ao grupo néao-
Elite, os quais evidenciaram ap0s o término da prova, um aumento relevante
desta actividade, estando o valor médio registado compreendido entre 500 e
2000 U.L™?, caracteristica esta que lhes confere a classificacdo de medium CK
responders pelos referidos autores. A resposta atenuada da actividade

enzimatica pos-esforco observada nos denominados low CK responders (neste
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caso, os triatletas de Elite) pode, de acordo com alguns autores, ser justificada
por diferentes mecanismos, dentre os quais se salientam, a incapacidade de
drenagem da enzima CK do intersticio para a circulacdo sanguinea, atraves do
sistema linfatico, em resposta ao possivel aumento da pressao dos fluidos
intersticiais (Donnelly et al., 1992) e a ocorréncia de stresse oxidativo,
evidenciado pela acrescida formacdo de espécies reactivas de oxigénio
durante o exercicio, facto que poderia, segundo Thomas et al. (1995) estar
relacionado a existéncia de um sistema de inactivacdo enzimatica. De facto, ao
analisarmos o comportamento das diferentes actividades enzimaticas séricas e
eritrocitarias, as quais constituem indicadores sensiveis do stresse oxidativo
induzido pelas respectivas provas de triatlo, podemos constatar nos triatletas
de Elite, uma maior actividade da enzima superéxido-dismutase eritrocitaria
(SOD) comparativamente aos triatletas dos grupos nao-Elite, o que sugere a
ocorréncia de danos oxidativos infligidos as membranas dos tecidos,
reforcando a hipotese proposta por Thomas et al. (1995), o que poderia
condicionar uma menor expressao da actividade da enzima CK nestes atletas
em resposta ao stresse oxidativo. Neste sentido, importa considerar que
diversos estudos tém referido a existéncia no periodo pés-esforco, de uma
relacdo entre a lipoperoxidacdo das membranas e o efluxo da enzima CK para
0 meio extra-celular, através da qual, poderia decorrer uma maior libertacao
desta proteina muscular em resposta a alteracdo da permeabilidade selectiva
das membranas (Noakes, 1987; Kuipers, 1994; Davies, 1995). Em
convergéncia com a referida relacédo, pensamos estar um pouco condicionados
no que respeita a comparagcao com outros estudos, dado o facto de apenas
termos considerado os momentos pré e pos esforco, 0 que ndo nos permite
realizar uma analise temporal da evolucao da actividade da enzima CK e a sua
relacdo com o stresse oxidativo induzido pelas presentes provas.

A prova de triatlo sprint, embora se mostre reduzida no que respeita a vertente
duracdo, representando apenas a metade da distancia da prova de triatlo
olimpico, promoveu em ambos o0s grupos, Elite e n&o-Elite, aumentos
significativos da actividade sérica da enzima CK (15,3% e 24,4%,
respectivamente). Importa salientar a diferenca significativa (p=0.028) relativa
as concentracoes basais de CK entre os referidos grupos. Pensamos que estas

diferencas se prendem ao perfil de treino de cada grupo, dado o facto das
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cargas de treino referentes aos segmentos da prova diferirem
significativamente no que respeita aos volumes realizados pelos respectivos
grupos de triatletas (Tabelasl, 2 e 3).

Apesar dos elevados volumes das cargas de treino poderem justificar os
elevados valores basais da CK apresentados pelos triatletas de Elite nas
presentes provas de triatlo analisadas, evidencia-se a importancia das
adaptacdes funcionais provenientes do treino aerdbio regular e sistematico na
actividade enzimatica pos-esforco, constituindo, em paralelo com o que sucede
com a variacao dos demais parametros fisiolégicos, um efeito profilactico sobre
as alteracdes na permeabilidade e integridade da membrana muscular. Tal
facto pode ser constatado através da menor expressao plasmatica da referida
actividade enzimatica nos triatletas de Elite, em resposta as diferentes provas
de triatlo efectuadas. Importa ainda referir que, inerente ao efeito protector da
melhoria da condigdo de treino sobre a permeabilidade da membrana, assume
relevante importancia a menor resposta hormonal ao esforgo realizado (Falvo e
Bloomer, 2006).

Embora o nivel de treino mais elevado dos triatletas de Elite possa atenuar de
forma significativa a expressado da lesdo tecidual, evidenciada pela menor
acumulacdo plasmatica da enzima CK nas respectivas provas
comparativamente aos triatletas do grupo néo-Elite, nossos dados permite-nos
concluir que contrariamente ao sugerido por Hunter e Critz (1981) e Stansbie et
al. (1983), é a duracéo do esforgo, e ndo a intensidade, o factor determinante
na libertacdo desta proteina para circulacdo sanguinea, corroborando o0s
resultados de estudos anteriores realizados com atletas de provas de
maratona, ultramaratona e triatlos longos (Noakes, 1976; Dressendorfer e
Wade, 1983; Taylor et al., 1987; Rehrer et al., 1992; Rama et al., 1994; Fallon
et al.,, 1999; Clarkson e Hubal, 2002; Skenderi et al., 2006). A substantivar,
encontramos no presente estudo, relativamente a prova de triatlo longo, uma
correlacdo positiva e estatisticamente significativa, entre os valores da CK pés-
prova e o tempo final de prova. No que respeita as provas de triatlo olimpico e
triatlo sprint, foram também constatadas correlacdes positivas, embora com
menor relevancia significativa (r=0.61 e r=0.55, respectivamente). Este dado

revelou que, quanto mais extensa a duragdo da prova, tanto maior sera a
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expressdo da respectiva actividade enzimatica. Acresca-se que a referida
correlacao da prova de triatlo longo se fixou num valor r=0.76.

A semelhanca do observado na actividade da enzima CK, foi também
constatado um aumento da actividade sérica da enzima AST ao término de
cada uma das provas de triatlo, sendo este comportamento evidenciado por
ambos os grupos de triatletas analisados. De facto, esta bem descrito na
literatura, que o aumento da actividade das referidas proteinas musculares no
periodo subsequente a realizacdo de esforcos fisicos reflecte a ocorréncia de
lesdo no tecido muscular esquelético (Margaritis et al., 1997; Tricoli, 2006;
Mougios, 2007). Embora a enzima CK se mostre mais especifica para a
avaliacdo da necrose muscular comparativamente a enzima AST, alguns
autores salientam que a determinacdo simultdnea destas enzimas em atletas
constitui um valioso potencial diagnostico e auxilio no prognéstico, em razao
das diferentes taxas de desaparecimento das usas actividades no soro ou no
plasma (Kotedakis et al., 1993; Margaritis et al., 1997; Rietjens et al., 2005).
Nossos dados reforcam esta relacdo, uma vez que foram encontradas neste
estudo, correlacdes significativas entre as respectivas actividades enzimaticas
no momento pdés-esforco das provas de triatlo longo (r=0.79), triatlo olimpico
(r=0.73) e triatlo sprint (r=0.71). Embora se revelassem menos pronunciados
comparativamente aos valores da CK nas respectivas provas de triatlo
analisadas neste estudo, os aumentos constatados na actividade da enzima
AST se mostraram igualmente correlacionados com a magnitude do esfor¢co no
gue respeita a vertente duracdo da prova, sendo o coeficiente de correlacao
encontrado na prova de triatlo longo significativo (r=0.69), e superior aos
valores registados nas provas de triatlo olimpico e triatlo sprint (r=0.57 e r=0.51,
respectivamente). A menor expressao da actividade plasmatica da enzima AST
nos momentos poés-esforco comparativamente a enzima CK, estd de acordo
com o referido na literatura e pode ser justificado pelas elevadas dimensdes
moleculares apresentadas pela enzima AST, o que resulta numa dificuldade
acrescida da sua remocao, via sistema linfatico, do intersticio para a circulacao
sanguinea (Koutedakis et al., 1993; Shaskey e Green, 2000; Clarkson e Hubal,
2002; Chevion et al., 2003; Skenderi et al., 2006). Verificou-se também, embora
menos pronunciada que na actividade da enzima CK, uma grande variabilidade

inter-individual nos valores relativos a AST, em ambos o0s grupos
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experimentais, comportamento este que reforca os dados referidos na
literatura. De acordo com alguns autores (Clarkson et al., 1992; Nosaka e
Clarkson, 1995; Brown et al.,, 1997), a justificativa para esta variabilidade
reside, provavelmente, nos mecanismos similares referenciados para explicar a
variabilidade inter-individual da libertagcdo da enzima CK.

A actividade plasmatica da enzima AST constitui um marcador clinicamente util
na identificacdo de danos nos tecidos muscular e hepatico (Koutedakis et al.,
1993; Fallon et al., 1999). No entanto, de acordo com Margaritis et al. (1999), o
treino regular parece atenuar os efeitos provocados pelo exercicio fisico,
diminuindo a expressdo dos valores plasméticos das enzimas CK e AST. De
facto, numa perspectiva conotada nas adaptacfes agudas induzidas pelas
respectivas provas de triatlo analisadas neste estudo, podemos observar uma
menor expressao da actividade da enzima AST nos triatletas de Elite quando
comparados aos triatletas ndo-Elite. Tal ficar-se-4 a dever, segundo Lieber et
al. (2002) a uma reducao dos danos estruturais ou funcionais induzidos pelo
exercicio fisico. Esta atenuacdo da resposta da enzima AST pds-prova
evidenciada pelos triatletas de Elite pode, no entanto, estar também
relacionada com a activacdo da resposta de choque térmico (Heat Shock
Response - HSR) e a uma aumentada expressao das proteinas de choque
térmico HSP70 (Heat Shock Protein 70 - HSP70) em resposta ao treino de
endurance. De acordo com estes autores, estas proteinas apresentam uma
elevada actividade chaperone celular quando expostas a um stresse térmico ou
oxidativo (Nollen et al., 1999). De facto, esta bem estabelecido na literatura,
gue as HSPs, em particular as HSP70, exercem significativos efeitos
protectores contra uma diversidade de agentes stressores (Nishizawa et al.,
1999; Smolka et al., 2000; Kassaf et al., 2003; Fischer, 2006), inibindo também,
o chamado factor indutor apoptotico (AlF), o que contribui de forma relevante
na atenuacdo das vias apoptéticas no musculo esquelético (Adhihetty et al.,
2008). Corroborando estes dados, Fehrenbach et al. (2000) verificaram em
corredores finalistas de uma prova de maratona, aumentos significativos na
percentagem de neutrdfilos, mondcitos e linfécitos expressando diferentes
proteinas de choque térmico (HSP27, HSP60 e HSP90). Assim, de acordo com
Lee et al. (1995) as células que sintetizam as HSP parecem estar protegidas
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contra novas exposi¢cdes a agentes stressores, 0 que traduz-se numa menor
evidéncia de lesbes no organismo.

De forma a reforcar estes dados, Mikami et al. (2004) verificaram
concomitantemente ao aumento da expressdo das HSP70, uma menor
actividade sérica da enzima AST pds-esforco em ratos submetidos a um
programa de treino de endurance de quatro semanas, 0 que sugere uma menor
severidade dos danos hepaticos induzidos pelo exercicio fisico de elevada
intensidade. Esta atenuacdo das alteracbes homeostaticas observada em
individuos treinados parece resultar do fendmeno denominado por tolerancia
cruzada (Kihlstrom et al., 1990; Ji et al., 1993).

Relativamente ao comportamento da actividade da enzima ALT, verificamos o
seu aumento significativo (p<0.05) somente no grupo dos triatletas de Elite
apos a prova de triatlo sprint. A enzima ALT, a semelhanca da enzima AST,
encontra-se conotada com o metabolismo dos aminoacidos, sendo libertada
para a circulacdo sanguinea quando se verifica a ocorréncia de danos na
membrana do hepatdécito, resultando no aumento da permeabilidade. De facto,
é referido na literatura que niveis elevados de transaminases, em particular da
enzima ALT, reflectem situacfes de lesdo hepatocelular induzidas por exercicio
fisico (Hassanein et al., 1992; Thornton et al., 2001; Parolin et al., 2009).
Embora o envolvimento hepatico, sob forma de elevacdo das suas actividades
enzimaticas, constitua um dos indicadores sensiveis da lesdo hepatica, o
aumento absoluto das transaminases requer uma interpretacédo cuidadosa. Nos
casos de desordens mais sérias, como a necrose hepatica extensa, sao
observadas alteragGes adjacentes como a elevagdo da actividade da enzima
fosfatase-alcalina, bilirrubinas e prolongamento da protrombina (Bouchama et
al., 2002).

Os dados do presente estudo relativos ao aumento da actividade sérica da
enzima ALT evidenciada pelos triatletas de Elite na prova de triatlo sprint
corrobora os estudos anteriores realizados com atletas de provas de endurance
de diferentes distancias (Lutoslawska e Sendecki, 1990; Nagel et al., 1990;
Nuviala et al., 1992; Spiropoulos e Trakada, 2003; Rietjens et al., 2005;
Skenderi et al., 2006), reforcando desta forma, os indicios de agressdo
hepética sofrida durante a realizagdo do esfor¢o. Pensamos que este aumento

da actividade da enzima ALT poderd prender-se ao tipo de esforco, em
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particular caracterizado pela elevada intensidade, dado o facto da realizagao de
esforcos prolongados e de elevada intensidade conduzir a uma quantitativa
redistribuicdo do fluxo sanguineo, onde o tecido muscular esquelético requer
um maior suprimento de oxigénio e substratos, reduzindo o aporte sanguineo
para os tecidos centrais como o figado, o que poderia resultar em danos
hepatocelulares induzidos por uma isquemia. De facto, a hipertermia provocada
pelo exercicio fisico constitui um importante factor indutor da lesdo hepatica
(Hassanein et al., 1992; Heijnen et al., 2001), visto que a vasodilatacdo cutanea
induzida pelo aumento da temperatura corporal leva a redistribuicdo do sangue
da é&rea esplénica para a pele, resultando numa consequente isquemia
hepatica, o que poderia estar relacionado com o aumento dos niveis
enzimaticos pos-esfor¢o verificado nos triatletas de Elite. Nesta perspectiva,
importa reter, com base no suporte bibliografico, que factores como a acidose
respiratoria e/ou hipoxia observadas em estudos in vivo, referentes ao
processo de isquemia/reperfusdo, exercem substancial impacto na extensdo
das lesGes hepéticas induzidas pelo exercicio fisico (Heijnen et al., 2002). De
forma similar, foi constatado nos grupos dos triatletas de Elite, um aumento
significativo nos valores pdés-esforco da actividade da enzima GGT, a qual é
considerada um indicador sensivel de disturbios hepaticos (Ohno et al., 1988),
possuindo também, um papel modulador na velocidade das vias glicolitica e
oxidativa (Kayashima et al., 1995; Van Hall et al., 1995). Em conformidade com
o0 comportamento da enzima ALT, a actividade da enzima GGT parece ser
condicionada pela intensidade do esfor¢co, uma vez que a sua actividade
catalitica aumentou proporcionalmente a intensidade da prova, sendo a
respectiva actividade mais elevada na prova de triatlo sprint comparativamente

a prova de triatlo longo (17,3 vs 37,9%).

6.2.3 Resposta dos diferentes indicadores eritrocitarios ao exercicio

Os valores médios basais apresentados pelos triatletas dos grupos
experimentais Elite e ndo-Elite relativos aos diversos indicadores eritrocitarios
analisados nas provas de triatlo longo, triatlo olimpico e triatlo sprint,
encontram-se inseridos nos respectivos intervalos de referéncia para individuos

fisicamente activos (Bossche et al., 2002), o que sugere um bom estado de
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hidratagéo e auséncia de sintomas de anemias. No entanto, importa referir que,
no que concerne a andlise descritiva dos dados apresentados pelos triatletas
de Elite na prova de triatlo sprint (Tabela 18), foi encontrado um valor médio
referente ao hematocrito ligeiramente inferior aos valores de referéncia,
embora, esteja em concordancia com valores obtidos em estudos similares
relacionados ao perfil hematologicos de atletas de provas endurance (Malcovati
et al., 2003; Fallon et al., 2004; Cosendey et al., 2004). De facto, assumindo
uma perspectiva longitudinal, centrada nas adaptacdes cronicas moduladas
pelo treino aerdbio regular e sistematico, a constatacdo de reduzidos valores
do hematdcrito, como verificado nos triatletas de Elite do presente estudo, se
mostra consensual na literatura e parece resultar de uma sobrecompensacao
induzida pelos diversos episddios de hemoconcentracdo aguda determinados
pelas intensas cargas de treino, 0 que por vezes, se traduz numa incorrecta
interpretacéo dos valores presentes do eritrograma, indicando um falso estado
de anemia, denominada pseudo-anemia dilucional ou anemia do desportista
(Green et al., 1991). Todavia, este reduzido valor basal do hematocrito, pode,
em determinadas ocasides, reflectir uma situacéo de destruicdo (hemdlise), de
origem intravascular ou mecanica, induzida pelas sucessivas e acentuadas
cargas de treino inerentes a modalidade (Rietjens et al., 2005; Yusof et al.,
2007). De acordo com Shaskey e Green (2000), a frequéncia e severidade da
hemdlise se mostram positivamente correlacionadas com o grau de stresse
mecanico imposto aos atletas de corrida.

Uma analise do perfil hematoldgico referente aos indices hematimétricos VGM,
HGM e o RDW apresentados pelos triatletas no momento pré-prova, permite-
nos constatar a auséncia de sintomas de anemias microcitica (VGM<80fl) ou
macrocitica (VGM>100fl), assim como quadros sugestivos de hipocromia
(HGM<27pg) e talassemia (VGM<80fl;, HGM<27pg e RDW>15%). Embora a
sua prevaléncia em atletas se mostre relativamente baixa, préxima de 3%, a
anemia caracterizada pela deficiéncia de ferro apresenta-se como a forma mais
frequentemente observada na populacdo em geral e nos individuos treinados
(Fallon et al., 2004).

Foram detectadas diferencas significativas (p<0.05) entre 0s respectivos
experimentais nas provas de triatlo olimpico e triatlo sprint, relativamente aos

indicadores eritrocitarios CGR, Hb e RDW. De facto, constatamos que o0s
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triatletas pertencentes aos grupos Elite evidenciaram, nas referidas provas,
valores inferiores de concentracao eritrocitaria e concentracdo de hemoglobina,
sendo igualmente menor o denominado indice de anisocitose, relativo a
amplitude de distribuicdo dos eritrécitos (RDW). Ao considerarmos como
critério fundamental os distintos niveis de prestacdo competitiva dos triatletas
no presente estudo, os resultados revelados pelos triatletas de Elite corroboram
estudos anteriores realizados com diversos atletas de provas de endurance
(Schmacher et al., 2002a; Schumacher et al.,, 2002b; Fallon et al., 2002;
Rietjens et al., 2005; Mayr et al., 2006), onde foram constatados valores
reduzidos destas variaveis, quando comparados com individuos activos
destreinados e individuos praticantes do treino de forca. De facto, quando
comparados relativamente aos valores basais da concentracdo de hemoglobina
(Hb), foram verificadas diferengas entre os respectivos grupos de triatletas nas
provas de triatlo olimpico (p=0.034) e triatlo sprint (p=0.035). Estas
observacdes eram expectaveis, uma vez que é referido na literatura, que o
treino de endurance regular de elevada intensidade induz uma significativa
hemodiluicdo e consequente reducdo da concentracdo eritrocitaria e de
hemoglobina em atletas altamente treinados (Schmidt et al., 2000; Neumayr et
al., 2001; Cosendey et al.,, 2004), apesar de um aumento na massa da
hemoglobina total (Boning et al., 2004). Todavia, os valores basais ligeiramente
inferiores de Hb exibidos pelos triatletas de Elite podem ser, em parte,
atribuidos a uma diminuicao da eritropoiese como resultado de uma deficiéncia
latente de ferro no organismo (Colt e Heymann, 1984).

A hipervolemia e o efeito dilucional do sangue induzidos pelo de treino de
caracter aerobio, traduzidos em menores valores da concentracdo de globulos
rubros, concentragcdo de hemoglobina e hematdcrito mostram-se vantajosos
para o atleta, uma vez que promovem o0 aumento do débito cardiaco e a
diminuicdo da viscosidade, optimizando a microcirculacdo (El-Sayed et al.,
2005). No que diz respeito ao reduzido valor registado pelos grupos Elite
relativamente ao biomarcador RDW nas provas de triatlo olimpico e triatlo
sprint, parece constituir uma adaptacao positiva aos esfor¢cos prolongados, uma
vez que traduz uma maior homogeneidade da distribuicdo dos eritrocitos
(Bessman et al., 1983). Todavia, os elevados valores basais verificados nos

triatletas nao-Elite nas provas de maior intensidade (triatlo olimpico e sprint)
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podem indicar uma aumentada fragmentacdo mecanica, em decorréncia das
elevadas tensfes produzidas durante as consecutivas contrac¢des de caracter
excéntrico, evidenciadas nos treinos de corrida (Bessman et al., 1983; Galea e
Davidson, 1985).

ApOs a realizacdo da prova de triatlo longo, foram constatados nos triatletas de
Elite, aumentos dos valores relativos a concentracdo de glébulos rubros e a
concentracdo de hemoglobina. De uma forma geral, imediatamente apos a
realizacdo de esforcos fisicos prolongados, verifica-se uma situacdo de
hemoconcentracdo, reflectida na alteracdo de diversos parametros
hematologicos (Wu et al.,, 2004; Rietjens et al., 2005; Wehrlin et al., 2006),
hemorreologicos (Galy et al.,, 2005; Yusof et al., 2007) e, particularmente,
indices hematimétricos, nomeadamente o volume globular médio (VGM)
(Cosendey et al., 2004; Robinson et al., 2005; Diez, 2008). O aumento da
viscosidade sanguinea verificado no periodo imediatamente apds o exercicio
fisico € normalmente atribuido ao incremento dos valores do hematdcrito,
resultante da transferéncia de fluidos do sangue para o espaco intersticial, por
meio de uma aumentada permeabilidade capilar e elevada pressao osmoética
na musculatura activa (Kargotich et al., 1998; Schumacher et al., 2002). Tal
assercao € suportada por O'Toole et al. (1999) e Schimidt et al. (2000) que
constataram que as variacfes agudas dos valores do hematdcrito encontradas
em triatletas competidores do ironman triatlo ndo decorriam de uma redugéo da
concentragdo eritrocitaria, mas sim, de uma hemodiluicdo secundéaria em
resposta as alteracdes do volume plasmatico motivadas pela accdo de
gradientes osmaéticos e/ou pressdo hidrostatica aumentada. Neste contexto,
cabe ressaltar que a hemoconcentragdo consequente a realizacdo esforgcos
prolongados reflecte-se nos diversos indicadores hematologicos, sendo mais
evidente quanto menos eficaz for o processo de hidratacao.

A diminuicao significativa (p<0.05) dos valores pés-prova relativos ao VGM dos
triatletas de Elite nas provas de triatlo longo e triatlo sprint sugere uma
diminuicdo do volume eritrocitario, facto que pode estar relacionado com o
aumento do volume de agua no plasma. Esta hipotese parece reforcada pelo
aumento dos valores poés-prova referentes a CHGM destes triatletas nas
respectivas provas, o que indicia uma possivel saida de agua dos eritrocitos

para o plasma, aumentando desta forma o gradiente de concentracdo de
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hemoglobina nos eritrécitos (Yusof et al., 2007). Nesta perspectiva e de forma
complementar, importa referir o facto dos triatletas de Elite evidenciarem, ao
término da prova de triatlo longo, um aumento significativo (p=0.017) dos
valores relativos a HGM, indicando desta forma a presenca de células jovens
hipercrémicas (Yusof et al., 2007). Efectivamente, os eritrécitos mais jovens
apresentam maior robustez, maior capacidade de deformacdo sob condicdo
stresse e menor susceptibilidade a hemdlise comparativamente as ceélulas
maduras (Morse e Warth, 1990). Esta resposta aguda dos indicadores
eritrocitarios a prova de triatlo longo, evidenciada pelos triatletas de Elite,
traduzida pela diminuicdo dos valores do VGM e aumentos dos valores
referentes a CHGM e HGM corrobora os resultados obtidos por Neumayr et al.
(2001) com ciclistas de elevada prestacdo engajados em provas de duracao
prolongada. No que diz respeito ao comportamento dos respectivos indices
hematimétricos (VGM, HGM, CHGM) nos triatletas dos grupos néo-Elite, foi
observado um comportamento similar nas provas analisadas, embora sem
relevancia significativa. De acordo com Mayr et al. (2006), uma possivel
justificativa para esta discrepancia parece estar relacionada com as diferentes
solicitacbes das fontes energéticas (aerdbia e anaerdbia), as quais estdo
associadas com a acidose lactica e baixos valores de pH. Neste sentido, a
acidose metabdlica pode induzir modificacbes nos referidos indicadores
eritrocitarios, aumentando ou diminuindo de forma mais saliente os valores em
resposta ao exercicio, através da alteracdo das propriedades da membrana
dos eritrocitos. Adicionalmente, pensamos que uma outra justificativa plausivel
para o referido comportamento destes indicadores eritrocitarios, em particular
nos triatletas de Elite, possa dever-se a uma deficiente reposi¢cado dos fluidos
durante a realizacdo da prova, a qual € atribuido um papel crucial no sucesso
da performance em esforcos prolongados. De facto, a constatacdo de uma
diminuicdo dos valores do VGM e aumento da CHGM indiciam a ocorréncia de
uma desidratagao, caracterizada por uma alteracéo do fluido do compartimento
intracelular do eritrocito para o espaco intravascular (Neumayr et al., 2001;
Rietejens et al., 2002).

O aumento da concentracdo de Hb verificado nos grupos Elite nas provas de
triatlo Longo, triatlo olimpico e triatlo sprint, foi acompanhado pelo aumento

significativo (p<0.05) da CHGM, estando desta forma associado ao aumento da
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quantidade de hemoglobina intra-eritrocitaria (Kaiser et al., 1989). No entanto,
este comportamento dos respectivos indices hematimétricos ndo se verificou
no grupo nao-Elite da prova de triatlo olimpico, sugerindo que o aumento da
concentracdo de Hb observado nestes atletas possa resultar do aumento do
namero de eritrocitos (Davidson et al., 1987). Neste sentido, € importa ressaltar
que em resposta ao exercicio fisico, verifica-se uma maior mobilizacdo dos
eritrocitos do baco durante a contraccdo esplénica (solicitemos), de forma a
aumentar a capacidade de transporte de oxigénio para os tecidos activos
(Duvidoso et al., 1987).

6.2.4 Alteracdo do perfil leucocitario dos triatletas nas diferentes provas

E geralmente aceite que individuos altamente treinados apresentam valores
basais de contagem leucocitaria mais baixos que sujeitos nado treinados
(Nieman et al., 1995; Lehman et al., 1996; Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000;
Nemet et al., 2003; Nielsen & Lyberg, 2004; Peake et al., 2005; Gleeson, 2005),
embora os resultados se mostrem, por vezes, conflituais (McCarthy e Dale,
1988; Yan et al., 2001; Suzuki et al., 2003). No presente estudo, apesar de nao
terem sido constatadas diferencas inter-grupos significativas (p>0.05) nas
respectivas provas de triatlo analisadas, verificamos que os triatletas de Elite
apresentaram, sob condicbes de repouso, contagens de leucdcitos totais
ligeiramente inferiores as registadas pelos triatletas dos grupos nao-Elite.

No que respeita a populacdo de neutréfilos, observamos na prova de triatlo
sprint, em particular nos triatletas de Elite, uma menor contagem relativamente
aos valores basais, corroborando o estudo de Lewicki et al. (1987), onde foi
constatada uma menor contagem e diminuida actividade oxidativa destas
células em ciclistas de estrada altamente treinados. No entanto, em resposta
ao exercicio fisico agudo de intensidade moderada, fungbes como a
guimiotaxia, actividade oxidativa e desgranulacdo parecem ser aumentadas
(Muns et al., 1996; Smith et al., 1996; Pyne et al., 2000), enquanto nos esfor¢cos
prolongados e intensos verifica-se uma diminuicdo da capacidade oxidativa
destas células (Pyne et al., 2000; Chinda et al., 2003; suzuki et al., 2003).

O aumento do numero de leucdcitos circulantes ap0s a realizacdo de

exercicios fisicos constitui uma resposta aguda natural, e esta dependente de
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factores como a intensidade, a duracédo e tipo do esforgo realizado (Fu et al.,
2003; Nieman et al., 2005; Gleeson, 2006). Neste sentido, estudos anteriores
demonstraram que em esforcos fisicos de curta duracao, inferiores a 1 hora, a
magnitude da leucocitose poés-esforco € condicionada pela intensidade do
exercicio (Gimenez et al., 1986; Mc Carthy e Dale, 1988; Field et al., 1991),
sendo no entanto, menos pronunciada comparativamente a leucocitose
produzida nos esforcos aerdbios prolongados (Chinda et al., 2003; Suzuki et
al., 2003). De facto, ao compararmos a expressdo da leucocitose nas trés
provas de triatlo analisadas neste estudo (triatlo longo, triatlo olimpico e triatlo
sprint) constatamos que quanto maior a duracdo da prova, mais acentuados
foram o0s acréscimos no que respeita ao trafego das células
imunocompetentes, assumindo assim, a duracdo do esforco, um importante
papel modulador da resposta imunoldgica pos-exercicio. A leucocitose
verificada imediatamente apds o término do exercicio fisico € normalmente
expressa pelo aumento do nimero de mondcitos, linfécitos e principalmente,
neutréfilos (Mc Carthy e Dale, 1988; Kaufman et al., 1994; Robson et al., 1999;
Nieman, 2000; Su et al., 2001; Dohi et al., 2003; Nieman, 2006). Nossos dados
corroboram estes resultados, sendo a respectiva activacdo e mobilizacado das
diferentes populacdes leucocitarias confirmadas através da analise dos
diferentes indicadores hematolégicos verificados no presente estudo em ambos
0s grupos de triatletas. De facto, a agressdo ao tecido muscular esquelético
que, eventualmente, parecem ter sido submetidos os triatletas de ambos os
grupos experimentais, durante a realizacdo das respectivas provas, reforca a
inter-relacdo entre exercicio fisico e a funcdo imune, uma vez que foram
encontradas no nosso estudo correlacdes fortes, e consequentemente
significativas entre a expressao da leucocitose pés-esforco e o aumento da
actividade sérica da enzima CK em ambos os grupos de triatletas (Elite vs néao-
Elite), em particular na prova de triatlo longo (r=0.77, p=0.000 e r=0.80,
p=0.000, respectivamente) onde o referido aumento dos leucdécitos se mostrou
mais pronunciado relativamente as provas de triatlo olimpico e triatlo sprint. A
presente correlacdo entre a libertacdo de proteinas musculares pos-esforco e
activacao do sistema imune corrobora os resultados obtidos por Kayashima et
al. (1995). Nesta perspectiva, entendemos que sendo o segmento de corrida o

principal factor indutor de stresse mecanico imposto na musculatura
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esquelética durante a realizacdo das referidas provas, quanto maior for o
tempo de esforco com caracteristicas predominantemente excéntricas, maior
sera o stresse contractil imposto nas fibras musculares solicitadas, provocando
elevadas tensdes no sarcolema, responsavel pela viabilidade homeostatica da
célula. Assim sendo, quer-nos parecer que, em resposta ao stresse mecanico
imposto durante o referido segmento, o nivel de agressédo sofrida pela fibra
muscular, expressa pela libertacdo de proteinas musculares, € tanto mais
expressivo quanto mais prolongada for a duracéo do esforco.

Em concordancia com os diversos estudos referidos na literatura, 0 aumento
significativo dos leucdcitos totais circulantes evidenciado por ambos 0s grupos
experimentais ao final das provas de triatlo, tera resultado da desmarginacéo
dos neutrofilos, a partir das paredes do endotélio, induzida pelo aumento do
débito cardiaco e pelas alteracdes hormonais agudas, em particular pelo
aumento dos niveis de cortisol e catecolaminas (Gabriel et al., 1992;
Kayashima et al., 1995; Mcintyre et al.,, 1995; Suzuki et al.,, 1996).
Efectivamente, niveis elevados de adrenalina induzidos pelo exercicio fisico
reduzem a afinidade dos leucdcitos pela parede do endotélio, potenciando um
fluxo aumentado destas células para a circulagdo sanguinea (Nieman et al.,
1995). Adicionalmente, hormonas como a [-endorfina e outros
neurotransmissores parecem assumir uma relevante funcdo moduladora nas
respostas imunes durante o exercicio (Ortega et al., 1999). Neste sentido,
evidéncias apresentadas por diversos estudos, em humanos, sugerem uma
possivel diminuicdo da producdo de imunoglobulinas pela accdo das J-
endorfinas (Mathews et al., 1983; Morgan et al., 1990; Angelopoulos, 2001).
Estudos anteriores realizados em ratos, sugerem que o aumento das PB-
endorfinas parece inibir a proliferacdo de linfécitos podendo no entanto,
promover o aumento das funcdes de quimiotaxia e fagocitose de macrofagos
peritoniais (Van Den Bergh et al., 1993; Ortega et al., 1999). Nesta complexa
rede de sistemas interligados que actuam na funcionalidade da resposta
imunologica induzida pelo exercicio fisico, importa salientar que, para além de
promover o aumento da desmarginacao leucocitaria, 0 aumento dos niveis de
cortisol verificados em resposta a realizagdo de esforgcos prolongados e
intensos parece também induzir a apoptose de linfécitos (Mars et al., 1998).
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No que diz respeito a leucocitose pds-prova de triatlo longo, podemos constatar
que, embora os triatletas do grupo né&o-Elite evidenciassem um incremento
ligeiramente superior ao registado pelos triatletas de Elite (161 vs 158,7%), a
mobilizacdo dos neutréfilos nestes ultimos foi superior (275% vs 323,5%,
respectivamente). Pensamos que esta neutrofilia verificada nos triatletas de
Elite possa estar relacionada a magnitude do esfor¢co realizado, e
consequentemente, a caracterizacdo hemodinamica do  exercicio.
Esclarecemos. Dado o facto do processo de agressdo ao tecido muscular
esquelético, induzido pelo exercicio fisico exaustivo, exercer uma relevante
influéncia no aumento e mobilizacdo das diferentes popula¢gbes leucocitarias
(Gabriel et al., 1991; Gabriel et al., 1992b; Gleeson et al., 1995; Nehlsen-
Cannarella, 1998), em particular na populacdo dos neutréfilos, uma maior
duracdo do esforco predominantemente excéntrico (segmento da corrida)
apresentado pelos triatletas nao-Elite podera ter condicionado uma menor
resposta desta células, uma vez que ao induzir uma maior tensdo nas fibras
musculares solicitadas, assim como no espaco intersticial, poderia contribuir
para o aumento da resisténcia periférica, resultando numa diminui¢cdo do débito
cardiaco. De facto, diversos autores tem referido a influéncia deste factor
hemodindmico na modulacdo da desmarginacdo dos neutréfilos, a partir das
paredes endoteliais, em resposta ao exercicio fisico (Kayashima et al., 1995;
Suzuki et al., 1996). Contrariamente a este comportamento observado na prova
de triatlo longo, foi verificada na prova de triatlo olimpico, uma maior neutrofilia
pos-esforco no grupo ndéo-Elite, a qual se reflectiu numa significativa
leucocitose, sendo este comportamento também observado na prova de triatlo
sprint. Correlacionados os dados obtidos no presente estudo relativos a
activacdo das células imunocompetentes e dada a respectiva analise inter-
individual dos nossos resultados, verificamos que a leucocitose € tanto mais
saliente, quanto mais baixo o nivel de treino do atleta.

A activacdo da resposta imune, expressa pelo aumento dos leucdcitos
circulantes, reflecte-se também, embora de forma menos pronunciada, pelo
incremento dos mondcitos, decorrente da accdo das catecolaminas, sendo
igualmente referidos aumentos dos indicadores de diversas fungcdes como a
quimiotaxia, fagocitose e actividade citotoxica, possivelmente associados a

secrecdo aumentada de cortisol, prolactina e tiroxina (Asselin et al., 1996;
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Bagby et al., 1996; Mackinnon, 1999; Rosa & Vaisberg, 2002). Neste sentido, 0
exercicio agudo, independente da sua duracdo ou intensidade, provoca uma
monocitose transitdria, a qual corresponde o0 processo inicial da activacdo dos
macrofagos no mecanismo de resposta inflamatoria (Ortega, 1999).

No presente estudo, foi evidenciada uma monocitose pés-esforgo significativa
(p<0.05), em ambos os grupos de triatletas nas respectivas provas analisadas,
estando estes resultados em concordancia com os dados referidos na literatura
(Malm et al.,, 1999; Chinda et al., 2003; Suzuki et al., 2003; Simonson &
Jackson, 2004; Nielsen & Lyberg, 2004; Gleeson, 2005).

A reduzida quantidade de estudos relativos ao efeito do exercicio fisico nas
concentracfes sanguineas de eosindfilos e basofilos, ndo permite uma analise
consistente dos resultados obtidos durante o presente protocolo experimental.
No nosso estudo, a constatacdo da inexisténcia de diferencas significativas,
quer em termos percentuais quer em termos absolutos, dos valores médios
referentes aos momentos pré e pos-prova, sugere uma alteracdo pouco
relevante da concentracdo destas subpopulacfes leucocitérias. A inexisténcia
de diferencas inter-grupos, Elite vs n&o-Elite, nas respectivas provas
analisadas reforca o anteriormente exposto. Neste sentido, Benoni et al. (1995)
referem o facto destas células ndo se mostrarem muito sensiveis as alteracdes
teciduais e sistémicas induzidas pelo exercicio fisico ou as lesb6es musculares

esqueléticas motivadas pelos esfor¢cos exaustivos.

6.2.4.1 Activacdo da resposta imune especifica

Apesar de alguns autores sugerirem que sessfes de exercicios regulares em
intensidades submaximas podem nao alterar a contagem de linfécitos (Tvede
et al., 1993; Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000), tal facto néo foi verificado nas
respectivas provas de triatlo analisadas neste estudo. No entanto, importa
referir que, a activacdo do sistema nervoso simpatico, por meio do aumento
agudo dos niveis plasmaticos de catecolaminas durante 0s exercicios,
nomeadamente de caracter aerobio, estd associada a uma linfocitose
expressiva e rapida, em resposta a libertacdo destas células provenientes dos
orgéos linféides periféricos (Nielsen e Pedersen, 1997; Brenner et al., 1998;
Green et al., 2002; Dohi et al.,, 2003; Fu et al.,, 2003; Ronsen et al., 2004;
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Nieman et al., 2005), principalmente do baco e ganglios linfaticos (Nielsen et
al., 1997; Gabriel e Kindermann, 1998). Neste sentido, Ortega et al. (2003)
referem que grau de linfocitose provocada pelo exercicio fisico parece variar
consoante o estado de treino, sendo maior nos individuos néo-treinados
(Ortega et al. 2003). Nossos resultados suportam esta assergéo, tendo sido
verificada em todas as provas de triatlo analisadas no presente estudo, em
ambos 0s grupos experimentais, uma significativa linfocitose poés-esforco,
principalmente nos triatletas nao-Elite, que associada a uma diversidade de
eventos complexos incluindo a sinalizacéo, activacdo, adesédo e migracédo das
demais populacdes leucocitérias, reflecte o inicio do desenvolvimento de uma
reaccdo inflamatoria tecidual. De facto, podemos constatar que a realizacao
das respectivas provas de triatlo alterou a dinamica das diferentes células
imunes na circulagdo, promovendo alteragbes nos diversos parametros imunes
analisados, dentre os quais se salienta o indicador de imunossupressao,
expresso pela diminuicdo da relagdo entre os linfécitos T CD4*/T CD8". No
entanto, importa ressaltar que apesar de expressar um comportamento similar
nas trés provas realizadas, somente na prova de triatlo longo e particularmente,
no grupo nao-Elite, esta diminuicdo se revelou significativa (p<0.05). Neste
sentido, Pizza et al. (1995) referem que o tipo de exercicio parece exercer uma
influéncia significativa na magnitude da linfocitose, reforcando o postulado por
Keast et al. (1988), segundo o qual, diferentes tipos e cargas de exercicio
podem repercutir de forma distinta no sistema imune, influenciando de
diferentes formas os parametros da imunidade celular e humoral. De facto, o
aumento da concentracdo de linfécitos no sangue em resposta ao exercicio
fisico agudo parece constituir uma resposta altamente estereotipada (Pedersen
e Hoffman-Goetz, 2000). Assim sendo, a realizacdo de exercicios com
predominéancia de accbes musculares excéntricas, como a corrida, parece
induzir uma maior mobilizagdo dos linfocitos em relagdo aos exercicios de
caracter concéntrico, que se traduz em aumentos mais pronunciados dos
valores referentes aos leucocitos totais (Pizza et al., 1995; Malm et al., 1999;
Steensberg et al., 2001). De acordo com Wiegers et al. (1993), a diminuicdo da
relacéo entre os linfocitos T CD4"/CD8" para valores inferiores a 1,5 indicia um
estado de imunossupressao. Embora o valor registado apds a prova de triatlo

longo se mostre ligeiramente superior (1,6), verificAmos que reflecte,
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principalmente, um acréscimo significativo dos linfécitos T CD8", o qual pode
estar associado a uma situacdo de imunossupressao (Cohen et al., 1992;
Keast et al., 1992; Fry et al., 1992; Ceddia et al., 1999; Pedersen e Hoffman-
goetz, 2000). Nossos dados estdo em concordancia com os estudos de
Pedersen e Bruunsgaard (1995) e Natale et al. (2003), os quais sugerem que o
estado de imunossupressao é principalmente evidenciado em situacado de
esforcos intensos de duracdo prolongada. Contudo, tem sido referido por
alguns autores, que o aumento das células T CD8" pode representar um efeito
benéfico na resposta imune, seja pelo aumento directo da capacidade de lise
das células citotoxicas ou através de uma mais eficiente resposta
imunoregulatoria mediada pelas células supressoras (Cerrottini e Brunner,
1974; Wandlan et al., 1978). Esta modulacédo do sistema imune, caracterizada
pelo recrutamento aumentado dos linfécitos T CD8" para o compartimento
vascular, em resposta ao exercicio fisico agudo, parece estar relacionada com
a expressao dos B-receptores presentes nestas células (Milan et al, 1996;
Faure et al., 2004). Conforme sugerido por estes autores, a expressao dos
receptores [(-adrenérgicos nas diferentes células do sistema imune parece
constituir a base molecular para a ac¢ao das catecolaminas, em particular da
adrenalina. Neste sentido, importa reter o facto da referida subpopulacéo
linfocitaria (T CD8") apresentar uma elevada densidade de receptores B-
adrenérgicos relativamente aos linfocitos B e linfocitos T CD4", o que podera
justificar a sua dindmica e respectiva responsividade na resposta imune ao
esforco realizado pelos triatletas, uma vez que a concentracdo sanguinea das
catecolaminas aumenta linearmente com a duracdo do esfor¢co (Hellstrand et
al, 1985; Gaillard, 1994). No que concerne ao aumento significativo das
concentragdes dos linfécitos T CD4" reguladores (CD4'CD25") verificado apos
a realizacdo da prova de triatlo longo, em ambos os grupos de triatletas,
pensamos estar relacionado a prolongada duracdo do esforgo realizado e a
consequente accdo moduladora das catecolaminas sobre as diferentes
subpopulacdes linfocitarias, uma vez que a cinética das catecolaminas tende a
um aumento gradual com o prolongamento do exercicio (Urhausen, 1995). Este
comportamento foi somente observado na prova de triatlo longo, onde quer-nos
parecer que a duracao, significativamente superior as registadas nas provas de
triatlo olimpico e triatlo sprint, foi suficiente para permitir o denotar do processo
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de activagdo dos linfécitos T CD4" reguladores, os quais sdo referidos
apresentarem uma reduzida densidade de receptores B-adrenérgicos, sendo
por isso activados e mobilizados posteriormente as subpopulacdes de
neutrofilos, linfocitos T CD8+ e linfécitos B (Urhausen, 1995; Reichlin, 1995).
No ambito da linfocitose verificada em ambos os grupos de triatletas na prova
de triatlo longo, ha que reiterar dois considerandos: o reduzido aumento dos
valores referentes aos linfécitos T CD3" e a atenuada resposta das
subpopulagdes de linfocitos T CD4" e T CD8" verificada nos triatletas de Elite
comparativamente aos triatletas menos treinados. Nossos dados corroboram
os resultados de Hong et al. (2004) com individuos treinados em esforcos de
endurance, contrariando contudo, os resultados obtidos por Nieman et al.
(2000) (atletas remadores) e Eliakim et al. (1997) (ginastas). Esta atenuacao da
resposta linfocitaria ndo parece derivar dos referidos valores em condicao de
repouso, uma vez que nao foram observadas diferencas significativas no que
respeita aos respectivos valores basais inter-grupos. Especulamos assim, que
malgrado o reduzido numero amostral verificado no presente estudo, o efeito
do nivel de treino na resposta leucocitaria, em particular no aumento dos
linfécitos, durante a realizagcdo do exercicio, parece ser especifico de um
determinado tipo de célula , assim como da sua activacdo. Esta suposicéo
parece reforcada por Hong et al. (2004), uma vez que foi verificado no seu
estudo que a resposta simpética relativa a adrenalina e a noradrenalina se
mostraram marginalmente atenuadas nos individuos mais treinados durante a
realizacdo dos protocolos de esfor¢co. Uma outra hipotese sugerida por alguns
autores refere a possibilidade de uma atenuada inervagcdo simpética dos
orgaos linféides secundarios presente nos individuos mais treinados (Felten et
al., 1987), facto que justificaria a sua menor responsividade na libertagdo
destas células durante a desmarginacéo dos leucécitos induzida pelo exercicio,
reforcando os dados de Mills et al (1999) onde foi demonstrada a influéncia
determinante do nivel de condicionamento na alteracdo da resposta imune.
Inerente a analise dos diferentes marcadores de activacao celular em resposta
as diferentes provas de triatlo realizadas, foi estudado o comportamento dos
linfécitos circulantes T CD4" e T CD8" que expressavam o marcador de
activacdo precoce CD69". O cluster de diferenciacdo CD69* é a primeira

glicoproteina da superficie celular a ser detectada apds a activacao (Testi et al.,
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1989), sendo a sua expressao considerada como um importante determinante
da resposta funcional dos linfocitos T a uma diversidade de estimulos (MacNeil
et al., 1991; Maino et al., 1995; Caruso et al., 1997). De acordo com Moreta et
al. (1991), a expresséo do CD69 € induzida pela relacédo entre as células CD3 e
o complexo TCR (receptor das células T) a partir da qual, uma vez expressa a
sua activagdo, parece actuar na transmissdo de sinais co-estimulatorios que
conduzem a proliferacdo, secrecdo de citocinas e citotoxidade. Os nossos
dados se apresentam conflituais no que concerne a resposta deste marcador
de activacio, relativamente aos linfécitos T CD4", dada a constatagdo de uma
diminuicdo significativa (p<0.05) nos valores pos-prova de triatlo longo
registada pelos triatletas de Elite enquanto nos triatletas ndo-Elite foi observado
um acentuado aumento (p<0.05) das concentracdes. Esta responsividade,
expressa pela diminuicdo da percentagem de linfocitos T CD4" expressando a
glicoproteina CD69 imediatamente ap0ds a realizacdo de esfor¢cos prolongados
e intensos corrobora os resultados de Vider et al. (2001) e DuBose et al.
(2003). Entretanto, estudos realizados por Ronsen et al. (2001) e Green et al.
(2003) n&o encontraram alteracdes significativas relativamente ao efeito de
uma sessado de exercicio de endurance (60 minutos) na resposta dos linfocitos
T CD4" e T CD8" expressando a glicoproteina CD69. Tal facto concorda com
0s nossos dados referentes a prova de triatlo sprint do presente estudo. Estes
resultados embora se mostrem conflituais, permitem-nos especular a influéncia
significativa da duragdo das diferentes provas realizadas na dinamica da
resposta imune, nomeadamente na activacdo da resposta imune adaptativa
induzida pelo exercicio fisico, uma vez que a densidade de receptores
adrenérgicos e a eficiéncia do sistema de transducdo do AMPc se mostram
diferentes nas diversas células imunocompetentes (Gaillard, 1994). Neste
sentido, importa ressalvar que 0 aumento nos niveis plasmaticos de
glucocorticoides parece influenciar as actividades citotoxica e proliferativa dos
linfécitos T (Herbert e Cohen, 1993). Dentro deste contexto, pensamos que a
diminuicdo significativa (p<0.05) do fenétipo T CD4°CD69" apresentada pelos
triatletas de Elite imediatamente apds a prova de triatlo longo pode-se prender,
em parte, aos niveis de cortisol, aumentados durante a realizacdo de esforgos
prolongados e intensos (Tremblay et al., 1995), os quais poderiam provocar a

inibicdo da producao de interleucina 1 (IL-1) pelos mondcitos (Winskelstein,
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1994) e consequentemente, reduzir a estimulacdo dos linfocitos T auxiliares
(CD4%), com menor formacdo de interleucina-2 (IL-2), o que resultaria numa
inibicdo da proliferacdo dos linfocitos T, diminuicdo da producdo de
imunoglobulinas e mediadores de inflamacéao e da actividade citotoxica (Keast
et al., 1988; Reichlin, 1998). Relativamente ao comportamento verificado nos
triatletas ndo-Elite, expresso pelo aumento das concentragdes das células T
CD4" expressando a glicoproteina CD69", Viru et al. (1992) referem que o
cortisol ndo apresenta uma dinamica estavel em resposta a realizacdo de
esforcos fisicos, sendo a variacdo dos padrées dependente das caracteristicas
individuais. Contudo, estes autores salientam a influéncia da intensidade e da
duracdo do esforco, uma vez que ambos os factores possam determinar uma
resposta do cortisol, a medida que possibilitem uma reducédo da glicemia.

Relativamente ao comportamento dos linfocitos T CD4'CD45RO" (células
memoéria) foi constatado na prova de triatlo olimpico, em ambos os grupos
experimentais de triatletas, um aumento significativo (p<0.05) dos respectivos
valores absolutos pds-prova, corroborando os resultados de Baum e Enneper
(1994), Gannon et al. (2002) e Lancaster et al. (2003), onde foi observado que
0 aumento na relagdo CD45RO*/CD45RA" decorre de uma maior mobilizacdo
da subpopulacido CD45RO". De facto, esta bem documentado na literatura que
comparativamente as células CD45RA" (células naive), as células CD45RO"
apresentam aumentada capacidade de interaccdo com o endotélio activado
(Lichtman et al., 1997). De acordo com alguns autores, esta maior mobilizacao
dos linfocitos CD45RO" parece resultar de um recrutamento selectivo para as
areas onde se verifica a ocorréncia de um processo inflamatorio (Pitzalis et al.,
1991; Newman et al., 1993). Adicionalmente, Van Kooten et al. (1991) reportam
o facto das células CD45RO" serem produtoras de interleucinas (IL-1 e IL-6)
sugerindo assim, a possibilidade destas células T memdria estarem envolvidas
na inflamacédo aguda e crénica, e potencialmente, na resposta inflamatoria
apos o exercicio excéntrico. Nossos dados reforcam esta suposicdo, dado o
facto das células CD45RO" presentes nos linfocitos T CD4" e T CD8" dos
triatletas n&o-Elite, os quais evidenciaram uma leucocitose mais pronunciada
comparativamente aos triatletas de Elite, se mostrarem significativamente
aumentados apos as respectivas provas analisadas, corroborando a correlagcdo

entre leucocitose pos-esforco e activacdo/mobilizacdo dos diferentes fendtipos
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na resposta inflamatéria tecidual induzida pelo exercicio fisico. Para além da
comprovada interdependéncia entre os referidos indicadores, importa aduzir
que segundo Gabriel et al. (1993) a realizacdo de esforcos de endurance
prolongados e intensos pode induzir a conversdo dos linfocitos CD45RA™ em
linfocitos CD45R0O™, o que indica um superior estadio de activacéo e, talvez,

uma maturagdo mais pronunciada destas células.

6.2.5 Actividade dos diferentes sistemas antioxidantes

Os resultados obtidos no presente estudo expressam uma conflitualidade
relativamente ao comportamento da enzima SOD nas diferentes provas de
triatlo realizadas. Uma andlise dos indicadores de stresse oxidativo referentes
as provas de triatlo longo e triatlo sprint permiti-nos verificar um aumento
significativo (p<0.05) da actividade da enzima SOD eritrocitaria no grupo Elite,
0 que evidencia uma condicdo acrescida de stresse oxidativo induzido pelas
respectivas provas. Efectivamente, a enzima SOD tem como func¢éo principal
catalisar a conversdo do radical superéxido (O,*) em oxigénio (O,) e perdxido
de hidrogénio (H.0,), estando o aumento da sua actividade relacionado com a
resisténcia aumentada ao stresse oxidativo (Finaud et al., 2006; Jackson,
2007). O aumento da actividade da enzima SOD nos eritrécitos observado no
nosso estudo corrobora estudos anteriores realizados com atletas de natacao
(Aguilar-Silva et al., 2002), ciclismo (Mena et al., 1991) e corrida (Marzético et
al., 1997; Hessel et al., 2000; Selamoglu et al., 2000). No entanto, estes dados
conflituam com os resultados encontrados por Palazzetti et al. (2003) em
triatletas competitivos e por Aguilo et al. (2005) em ciclistas profissionais, onde
a referida actividade enzimatica pds-esforco se mostrou inalterada.
Contrariamente aos resultados verificados nas provas de triatlo longo e triatlo
sprint, foi observada, apés a prova de triatlo olimpico, uma relevante diminuicao
da actividade da SOD eritrocitaria nos triatletas do grupo nao-Elite. Neste
sentido, Schneider et al. (2007) e Knez et al. (2007) observaram de forma
similar, uma diminuicdo significativa da actividade da enzima SOD, apés
submeterem um grupo de triatletas treinados as provas de triatlo longo half-
ironman  (1,9km/90km/21km) e triatlo ironman (3,8km/180km/42km),

respectivamente. Posteriormente, Neubauer et al. (2008) encontraram uma
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reducdo significativa de 7% (p<0.001) da actividade da SOD eritrocitaria, ao
estudarem as alteracdes agudas na capacidade antioxidante induzidas por uma
prova de triatlo ironman em triatletas competitivos. Contrariamente a estes
dados, Oztasan et al. (2004) verificaram, apds a realizacdo de um exercicio
fisico agudo exaustivo, um aumento da actividade da enzima CuZn-SOD
eritrocitaria em ratos treinados. Esta discrepancia no comportamento da
actividade da enzima SOD pode resultar dos diferentes procedimentos de
avaliacdo adoptados nos referidos estudos, assim como do modelo de
exercicio fisico agudo realizado. Adicionalmente, Tauler et al. (2005) salientam
a influéncia de factores como a intensidade do esfor¢co e o balanco inicial das
enzimas antioxidantes na geracéo de diferentes espécies reactivas de oxigénio.
Em convergéncia, Senturk et al. (2005) reiteram a importancia do estado de
treino na prevencdo dos danos oxidativos induzidos pelos esforgos fisicos
prolongados, uma vez que individuos treinados apresentam uma maior
populacdo de eritrécitos jovens, 0S quais se mostram mais resistentes ao
stresse oxidativo, reduzindo a incidéncia de hemdlise. De acordo com Ji
(2007b), o treino aerdbio constitui um importante factor de activagao do sistema
enzimatico antioxidante. De facto, as espécies reactivas produzidas durante o
estimulo da contraccdo muscular, desempenham um papel preponderante no
processo da adaptacdo muscular ao stresse oxidativo, através da activacdo da
transducdo de sinais para a sintese de enzimas antioxidantes sensiveis ao
estado redox (Allen e Tresini, 2000). De salientar que, as enzimas
antioxidantes, na sua grande maioria, contém uma sequéncia de genes
reguladores sensiveis a alteracdo do estado redox que interagem com factores
de transcricdo, possibilitando a regulacdo da sua expressado genética (Finkel e
Holbrook, 2000). Assim, o aumento da actividade da SOD eritrocitaria,
observado nas provas de triatlo longo e triatlo sprint, nos respectivos grupos
Elite, poderéa ser justificado pela ac¢do da actividade contractil no processo de
sinalizacao intracelular, condicionada pelas ERON, conduzindo & expresséo de
genes responsaveis pela codificagdo de proteinas antioxidantes (Ji, 2007).
Relativamente ao comportamento da enzima SOD exibido pelos triatletas do
grupo nao-Elite na prova de triatlo olimpico, caracterizado pela saliente
diminuicdo (p<0.01) da respectiva actividade eritrocitaria, pensamos que possa

estar relacionado com balanco inicial da actividade enziméatica antioxidante e o
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estado nutricional pré-prova apresentados pelos triatletas em estudo. Neste
sentido, Ortenblad et al. (1997) sugerem que o0 stresse oxidativo gerado nos
eritrocitos pode ser influenciado pelo tipo, intensidade e duracdo dos
programas de treino, assim como pelo status antioxidante total (TAS), onde
uma maior actividade do sistema antioxidante ndo enzimatico parece exercer
um importante papel protector contra o stresse oxidativo, sem haver a
necessidade de um maior aumento das actividade enzimaticas. De facto, uma
analise dos resultados obtidos na prova de triatlo olimpico, presentes na tabela
34, permiti-nos verificar que embora a actividade da SOD eritrocitaria estivesse
diminuida em ambos os grupos avaliados, em particular no grupo nao-Elite
Jforam evidenciados quer no grupo Elite quer no néo-Elite, aumentos
significativos no TAS (23% e 21,4%, respectivamente), o que pode indiciar um
mecanismo compensatoério do sistema de defesa antioxidante em resposta a
intensidade do esforco realizado. Estudos anteriores demonstraram que a
realizacdo de uma prova de meia-maratona em corredores treinados (Child et
al., 1998) e protocolos de esfor¢cos exaustivos também induziram um aumento
da capacidade antioxidante total plasméatica (Ashton et al., 1998; Vider et al.,
2001). Considerando que o status antioxidante total avalia a capacidade
antioxidante do compartimento aquoso do sangue, no qual estdo presentes,
proteinas (10-28%), acido urico (7-58%) e acido ascérbico (3-27%) (Kohen et
al., 2000), pensamos que o aumento significativo do TAS, evidenciado na
prova, possa reflectir ou, em parte, ser influenciado pelo aumento significativo
da concentracdo de acido Urico observado em ambos 0s grupos. Esta hipétese
€ suportada pela observacdo de correlacdes significativas entre o valores
referentes ao TAS e os niveis de &cido Urico pods-esforco encontradas nos
grupos Elite (r=0.97; p<0.01) e n&o-Elite (r=0.90; p<0.05) na prova de triatlo
olimpico do presente estudo. Neste sentido, tem sido referido na literatura, que
0s baixos niveis séricos de 4cido Urico apresentados por determinados atletas,
possam explicar os reduzidos valores referentes ao TAS, comparativamente
aos individuos sedentarios (Watson et al., 2005; Gougoura et al., 2007). De
facto, as propriedades antioxidantes ndo enzimaticas do acido urico conferem
efeitos scavenger sobre os radicais livres in vivo, atenuando o stresse
oxidativo induzido pelo exercicio fisico intenso (Waring et al., 2003; Tauler et

al., 2005), podendo também quelar ides metalicos (ferro e cobre) prevenindo a
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formacao de radical hidroxilo via reaccdo de Fenton (Halliwell e Gutteridge,
1999). Esta elevacdo das concentracdes plasmaticas de &cido Urico em
resposta a realizacdo de esforcos intensos e prolongados € consistente com a
literatura (Mastaloudis et al., 2001; Mastaloudis et al.,, 2004e pode ser
justificada pelo aumento na activacdo do sistema de degradacdo das purinas
(Selamuglo et al.,, 2000; Mastaloudis et al. 2001; Chevion et al., 2003;
Mastaloudis et al., 2004; Aguilo et al., 2005; Schneider et al., 2007). Outra
explicacdo possivel para o referido aumento do TAS observado nos respectivos
grupos de triatletas na prova de triatlo olimpico, inclui a contribuicdo das
concentragbes plasmaticas de determinadas moléculas antioxidantes néo
mensuradas no presente estudo como o acido ascorbico, a glutationa e a
bilirrubina, as quais juntamente com o aumento das actividades enzimaticas
antioxidantes, atenuam os danos induzidos pelo stresse oxidativo
Relativamente a enzima glutationa-peroxidase (GPx), foi verificada em
ambos o0s grupos, uma ligeira diminuicdo da actividade eritrocitaria apés a
prova de triatlo longo, corroborando os resultados obtidos por Schneider et al.
(2007) e Neubauer et al. (2008) com atletas treinados de provas triatlo longo e
triatlo ironman, respectivamente. No entanto, este resultado se mostrou
divergente nas provas de triatlo olimpico e triatlo sprint, onde nos respectivos
grupos ndao-Elite, foram observados aumentos das referidas concentracdes
eritrocitarias, reforcando os dados obtidos por Hellstein et al., (2001); Inal et al.,
(2001) e Palazzetti et al. (2003). Todavia, cabe ressaltar que, embora sem
relevancia estatistica, o grupo Elite apresentou, em todas as trés provas
realizadas, valores basais da enzima GPx mais elevados comparativamente ao
grupo nao-Elite, o que de acordo com a literatura, indicia uma importante
adaptacao do sistema antioxidante enzimatico aos elevados volumes de treino
aerobio realizados pelos atletas de nivel mais elevado, conferindo-lhes um
efeito protector contra a accdo do H,O, e consequentemente, do radical OH*
nas proteinas, acidos nucleicos e lipidos membranares (Leeuwenburgh et al.,
1994; Powers et al., 1994; Margaritis et al., 1997; Halliwell e Gutteridge, 1999).
Neste sentido, esta bem documentado na literatura, que o treino aerodbio, se
suficientemente longo e intenso, induz um aumento da actividade enzimética
antioxidante capaz de reduzir o estado basal de stresse oxidativo, reforcando a

capacidade antioxidante do organismo para a realizacdo de esforcos fisicos
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subsequentes (Marzatico et al,., 1997; Finaud et al., 2006). De facto, Margaritis
et al. (1997) verificaram que os elevados valores basais da enzima GPx
presentes nos eritrocitos de triatletas profissionais comparativamente aos
triatletas amadores estavam significativamente correlacionados com o volume
de treino semanal (r=0.78; p<0.05), VO2nax (r=0.75; p<0.05) e performance do
atleta (r=0.79; p<0.05), permitindo concluir, que a elevada capacidade de
consumo de oxigénio e consequente producdo de ERO evidenciados por estes
triatletas sdo acompanhados por uma maior actividade da enzima GPx e por
uma concentracdo aumentada de glutationa reduzida (GSH), as quais
assumem uma funcdo protectora do organismo contra a lipoperoxidacdo e
danos na membrana celular. Estes resultados sédo reforcados pelo presente
estudo, onde foram verificadas correlacGes significativas entre os valores de
partida da GPx eritrocitaria e o tempo total de prova no triatlo longo (r=0.90,
p<0.05) e triatlo olimpico (r=0.89, p<0.05), sendo também observado que
nestas respectivas provas, a actividade da enzima GPx eritrocitaria estava
inversamente correlacionada com os valores de TBARS pés-esforco (r=-0.91;
p<0.05 e r=-0.90; p<0.05, respectivamente), sendo esta correlacdo negativa
também verificada na prova de triatlo sprint (r=-0.82; p<0.05). Embora por
vezes controverso, o papel do treino aerébio na manutencdo da homeostasia
redox, traduzido no aumento da actividade/concentracdo de determinadas
moléculas antioxidantes, € corroborado por diversos autores (Myiazaki et al.,
2001; Mastaloudis et al., 2001; Evelson et al., 2002; Adhihetty et al., 2003;
Lekhi et al., 2007) sugerindo desta forma, a ocorréncia de alteracdes
compensatérias positivas no sistema antioxidante dos atletas, as quais
constituem importantes mecanismos de protec¢cdo do organismo contra a
instalacdo do stresse oxidativo e consequente lipoperoxidacao.

No que respeita a actividade plasmatica da enzima GR, os resultados obtidos
neste estudo se mostram conflituais, tendo sido verificado na prova de triatlo
longo, incrementos significativos (p<0.05) de 8,2% e 21,7% nos grupos Elite e
nao-Elite, respectivamente, enquanto na prova de triatlo olimpico, o grupo Elite
evidenciou uma diminuicdo de 25,9% na referida concentracéo, divergindo do
resultado observado no grupo nao-Elite, caracterizado por um aumento de
10,4% em relacdo ao valor médio de partida. Curiosamente, na prova de triatlo
sprint, a actividade plasmatica da enzima GR mostrou-se inalterada no grupo
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Elite, contrastando com o aumento de 18,3% apresentado pelo grupo nao-Elite.
A enzima GR actua na detoxificacdo das ERO, mais especificamente no
controlo dos niveis de H;O, celular, sendo fundamental para o normal
funcionamento da enzima antioxidante GPx (Powers e Sen, 2000). De facto, a
interaccé@o das enzimas GPx e GR sobre o equilibrio redox celular GSH/GSSG
condiciona o0s niveis intracelulares de GSH (Powers et al., 1999).
Relativamente a diminuicdo na actividade da enzima GR observada no grupo
Elite, na prova de triatlo olimpico, pensamos estar associada a diminuicdo da
concentracdo de NADPH, um importante substrato que actua como co-factor e
agente redutor fundamental na reaccdo de reducdo da glutationa oxidada
(GSSG) a glutationa reduzida (GSH), catalisada pela enzima GR. No tecido
muscular esquelético, a elevada oxidacdo da glutationa resulta no aumento da
razdo GSSG/GSH, favorecendo a ocorréncia de stresse oxidativo (Sen, 2000;
Barreiro et al., 2006; Jackson, 2007). Nessa condi¢cdo, o figado promove o
aumento da libertacdo de glutationa para a circulacdo sanguinea, elevando a
captacao e a capacidade antioxidante do tecido muscular esquelético durante o
processo de contrac¢cdo (Gohil et al., 1988). A glutationa é predominantemente
regenerada no musculo esquelético e no figado, a partir do NADPH, um
importante produto da via das pentoses, utilizado como substrato pela enzima
GR (Leeuwenburgh e Ji, 1996). Contudo, este processo de regeneracdo da
glutationa € regulado pelas concentracdes de glucose-6-fosfato (G6-P), um
intermediario da via glicolitica, cuja concentragcdo € mantida a partir da
degradacdo do glicogénio (Newsholme e Leech, 1983). Assim, em resposta a
realizagcdo de esforcos fisicos prolongados como as provas de triatlo, a
deplecdo das concentragBes enddgenas de glicogénio muscular e hepéatico
reduziria a actividade da via glicolitica, diminuindo a disponibilidade de G6-P
como substrato, favorecendo a alteragdo do estado redox intracelular para um
estado mais oxidado, podendo desta forma, conduzir ao aumento na oxidagéo
dos grupos tidis de proteinas com func¢des sinalizadores importantes durante a
actividade muscular (Sen, 2000; Jackson, 2007). Neste sentido, estudos
demonstram que actividades de elevada intensidade, que induzem aumentos
significativos dos niveis de lactato, podem causar diminuicdo nas
concentracoes de NADPH (Tauler et al., 1999; Zoppi et al., 2003). De referir, a

diferenca significativa (p<0.05) observada na Tabela 33, relativamente aos
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valores basais da enzima GR inter-grupos presente na prova de triatlo longo.
Como referido anteriormente, a literatura é razoavelmente concordante no que
diz respeito aos efeitos benéficos do treino aerdbio na prevencédo do stresse
oxidativo, por influéncia positiva nas defesas antioxidantes, em particular, no
sistema enzimatico. Esta maior adaptacdo do sistema de defesa antioxidante
enzimatico ao exercicio fisico regular, traduzida pela maior actividade
plasmatica da enzima GR, apresentada pelos triatletas do grupo Elite, &
confirmada através da andlise de estudos anteriores, nos quais foram
observados similares aumentos da referida actividade enzimatica (Somani et
al., 1995; Venditti e Di Meo, 1996; Ramires e Ji, 2001), assim como do
incremento do conteddo citosdlico de GSH (Somani et al., 1995) e da
actividade da glucose-6-fosfato-desidrogenase (G6PDH), enzima fundamental
do ciclo das pentoses, uma das principais fontes celulares de NADPH (Lew e
Quintanilha, 1991). Adicionalmente, evidéncias demonstram que a intensidade
do treino aerdbio e a duracdo das sessbes parecem exercer uma influéncia

significativa na capacidade de adaptacéo do sistema antioxidante. (Ji, 2007b).

5.2.6 Comportamento das TBARS nas diferentes provas de triatlo

Face aos resultados obtidos nas diferentes provas de triatlo do presente
estudo, relativamente a este indicador de stresse oxidativo relacionado com a
agressao as estruturas lipidicas, podemos observar que ambos os grupos, Elite
e ndo-Elite, ndo apresentaram apds o término das respectivas provas,
aumentos dos valores de TBARS. Embora ndo sendo significativos (p>0.05), os
discretos acréscimos registados pelos triatletas nas provas analisadas no
presente protocolo experimental corroboram estudos anteriores respeitantes a
esforcos similares (Margaritis et al., 1997; Schneider et al., 2007; Neubauer et
al., 2008). Este aumento do status pré-oxidante plasmatico tem sido igualmente
referido em diversos estudos realizados com atletas de diferentes desportos
(Marzatico et al., 1997; Child et al., 1998; Child et al., 2000; Thompson et al.,
2001; Chang et al., 2002; Ilhan et al., 2004; Ramel et al., 2004; Knez et al.,
2007), e pode reflectir o efluxo de perdxidos dos tecidos, especialmente do
musculo activo para o plasma, subsequente a ac¢cdo das diferentes espécies

reactivas aos acidos gordos polinsaturados presentes nas membranas
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celulares. No entanto, uma analise inter-grupos das provas de triatlo olimpico e
triatlo sprint (Tabelas 35 e 37, respectivamente), permiti-nos verificar que os
triatletas do grupo Elite apresentaram valores basais de TBARS mais elevados,
comparativamente aos triatletas néo-Elite. Estas diferencas estatisticamente
significativas (p<0.05) eram espectaveis, uma vez que diversos estudos
demonstram que atletas de Elite apresentam niveis basais aumentados de
lipoperoxidacdo comparativamente a individuos menos treinados, dado perfil
habitual das cargas de treino, sugerindo a possibilidade do stresse oxidativo
imposto pelo intenso programa de treino poder exceder a elevada capacidade
de detoxificacdo das ERO presente nos individuos treinados (Balakrishnan e
Anuradha, 1998; Santos-Silva et al., 2001; Rodrigues dos Santos, et al., 2004;
Lekhi et al.,, 2007; Gougoura et al., 2007). Tem sido sugerida a hipotese da
lipoperoxidagdo promover um aumento da permeabilidade da membrana,
resultando no efluxo de enzimas miocelulares, como a CK, para o plasma.
Todavia, nossos resultados ndo corroboram esta hipétese postulada por Kanter
et al. (1988), ndo tendo sido encontrada na prova de triatlo longo, nenhuma
correlacao significativa entre os niveis de CK pdés-prova e a concentracao
plasmatica de TBARS pés-esfor¢co. De acordo com estes autores, esfor¢os que
promovam uma subida plasmatica, dilatada no tempo, das enzimas
musculares, promovem uma subida correlativa dos indicadores de stresse
oxidativo. De facto, a prova de triatlo longo induziu, em ambos os grupos de
triatletas, Elite e ndo-Elite, os aumentos mais pronunciados da actividade da
enzima CK pés-esfor¢co, 109,3% e 307,6%, respectivamente. Sera de admitir
que, dado o facto das correlacdes encontradas entre as respectivas variaveis
(CK e TBARS) néo se mostrarem estatisticamente relevantes no nosso estudo,
justifica-se a significativa elevacdo da actividade da enzima CK pela maior
contribuicdo dos factores mecanicos, provavelmente induzidos pelo segmento
de corrida da prova de triatlo longo, e ndo resultantes da lipoperoxidagao, na
ocorréncia de danos musculares, corroborando desta forma, os resultados de
Child et al., 1998; Baker et al., 2004; Wozniak et al., 2005).
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7. CONCLUSOES

A andlise e interpretacdo dos resultados obtidos neste estudo, permitem-nos

extrair as seguintes conclusodes:

1) Biomarcadores enzimaticos

1.a) O aumento significativo da actividade das enzimas CK e AST, evidenciado
por ambos 0s grupos experimentais, se mostrou proporcional a duracdo da
prova, sendo mais pronunciado na prova de triatlo longo, sugerindo a duracao
do esfor¢co como factor determinante na resposta destas proteinas musculares
ao exercicio fisico.

1.b) O aumento da actividade da enzima GGT, verificado somente nos triatletas
dos grupos Elite, em todas as provas realizadas, se mostrou inversamente
proporcional & duracdo da prova, sendo mais acentuado na prova de triatlo
sprint. Perante este facto, e constatada a diferenca significativa na performance
dos grupos experimentais nas respectivas provas, pode suspeitar-se que a
intensidade do esfor¢co possa condicionar o seu comportamento durante o
exercicio aerdbio prolongado.

1.c) Triatletas de Elite da prova de triatlo sprint apresentaram valores basais
mais elevados da actividade da enzima CK. Tendo por base as caracteristicas
da prova, expressa numa menor duracdo e consequentemente, uma maior
intensidade, h& fortes suspeitas que esta diferenca ocorra em virtude das
alteracdes induzidas pelas cargas de treino mais intensas, provocando
adaptacdes cronicas expressas por valores basais de CK mais elevados.

1.d) Triatletas dos grupos n&o-Elite evidenciaram, em todas as provas
realizadas, uma maior responsividade da actividade das enzimas CK e AST,
sugerindo a influéncia determinante do nivel de treino do atleta no grau de

resposta da actividade enzimética ao esforgo.

2) Biomarcadores Hematolégicos

2.a) Nao foram constatadas evidéncias de sintomas de anemias microciticas ou
macrociticas, assim como quadros sugestivos de hipocromia ou talassemia nos

triatletas dos respectivos grupos experimentais analisados.
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2.b) O stresse fisico imposto pela prova de triatlo longo alterou o perfil
hematoldgico dos triatletas do grupo Elite. Esta evidéncia se traduziu no
aumento significativo dos valores relativos a CGR, Hb, HGM e CHGM e pela
diminuicdo do VGM. O comportamento destas variaveis indicia, ndo somente a
ocorréncia de uma hemoconcentragcao em resposta a uma desidratacao severa
imposta pelo esforco prolongado, mas também, sugere a presenca de
policitemia, provavelmente em resposta a contracdo esplénica com a finalidade
de aumentar a capacidade de transporte de oxigénio para os tecidos activos.

2.c) Triatletas de Elite da prova de triatlo olimpico evidenciaram valores basais
de CGR, Hb e RDW significativamente inferiores aos valores registados pelos
triatletas ndo-Elite. Estas diferencas sugerem a ocorréncia de adaptacdes
cronicas moduladas pelo treino aerdbio intenso nos triatletas de nivel mais
elevado, expressas na diminuicdo da viscosidade do sangue e maior

homogeneidade de distribuicdo dos eritrécitos.

3) Biomarcadores da Funcéo Imune

3.a) O perfil do comportamento das diferentes populacdes leucocitarias nas
provas de triatlo analisadas foi similar, em ambos o0s grupos experimentais,
sendo evidenciada uma leucocitose significativa imediatamente apds a
realizacdo do esforco.

3.b) A magnitude da leucocitose induzida pelas provas realizadas se mostrou
proporcional a duracdo do esforco, sendo mais acentuada, em ambos 0s
grupos de triatletas, na prova de triatlo longo.

3.c) O aumento do numero de leucdcitos totais circulantes se mostrou
correlacionado com o aumento da actividade da enzima CK, sendo contudo,
mais pronunciado nos triatletas nao-Elite. Tal comportamento sugere o nivel
competitivo do atleta como factor condicionante da expressao do trafego de
leucdcitos em resposta ao exercicio fisico.

3.d) O aumento da concentracdo dos linfocitos TCD3" em resposta as provas
de triatlo analisadas se mostrou inversamente proporcional a duracdo das
provas, sendo mais acentuado, em ambos 0S grupos, na prova sprint e mais
pronunciado nos triatletas dos grupos Elite.

3.d) Apés a prova de triatlo longo, somente os triatletas ndo-Elite evidenciaram

um decréscimo da relacdo CD4/CD8. Esta diminuicdo, caracterizada pelo
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incremento da concentracdo das células TCD8" imediatamente apds o esforco,
parece implicar uma maior responsividade destes atletas a elevacdo das
concentracdes de catecolaminas e cortisol.

3.e) Triatletas de Elite apresentaram um aumento menos acentuado das
células TCD8'CD45RO" comparativamente aos triatletas n&o-Elite nas
diferentes provas analisadas.

3.f) Em ambos o0s grupos experimentais, imediatamente apos a realizacdo da
prova de triatlo olimpico, observaram-se aumentos significativos das células
TCD4'CD45RO™ sendo estes mais acentuados nos triatletas de Elite. Este
comportamento sugere uma resposta imune positiva, expressa numa maior
capacidade de adesdo e sinalizacdo destas células, prevenindo uma
subsequente imunossupressao pos-esforco.

3.9) Os diferentes perfis de comportamento do marcador de activacio
linfocitario T CD4"CD69" apresentados pelos grupos experimentais da prova de
triatlo longo, sugerem que, diferentes niveis de prestacdo competitiva, parecem
implicar em respostas distintas relativas a activacdo e proliferacdo deste
fendtipo linfocitario.

3.h) Nos triatletas de Elite a proliferacdo das células TCD4'reg e TCD4'CD28"

se mostrou condicionada pela duracdo da prova, sendo constatado um

aumento das respectivas concentracdes somente na prova de triatlo longo.

4) Biomarcadores de stresse oxidativo

4.a) Foram constatadas evidéncias de stresse oxidativo nas provas de triatlo
longo e triatlo sprint, somente nos triatletas dos grupos Elite. Esta resposta,
traduzida em valores acrescidos da actividade da enzima SOD eritrocitaria,
reforca a alteracdo sistémica pro-oxidante induzida pelos esfor¢cos que
requerem elevado consumo de oxigénio.

4.b) Nao foram verificadas evidéncias de lesdo oxidativa, expressa em valores
aumentados de TBARS, nas respectivas provas de triatlo analisadas. No
entanto, observou-se uma diferenca inter-grupos significativa relativa aos
valores basais deste biomarcador na prova de triatlo sprint. Este
comportamento reflecte, provavelmente, um efeito das intensas cargas de

treino presentes na preparacédo dos triatletas de nivel mais elevado.
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Conclusdes

4.c) Triatletas de Elite da prova de triatlo longo apresentaram valores basais da
enzima antioxidante GR superiores aos registados pelos triatletas de nivel
competitivo inferior.

4.d) Ambos o0s grupos experimentais de triatletas evidenciaram aumentos
significativos do TAS na prova de triatlo olimpico. Estando o acido urico
contemplado no status antioxidante total, ha evidéncias que a ndo constatacéo
de stresse oxidativo nos respectivos grupos possa estar relacionada as suas
propriedades antioxidantes ndo-enzimaticas, as quais Ihe conferem importantes

efeitos scavengers sobre os radicais livres do oxigénio.

Em linha de convergéncia com as conclusdes obtidas neste estudo, verificamos
gue a intensidade e a duracdo das provas de triatlo condicionam as respostas
dos biomarcadores em funcao do nivel competitivo dos triatletas.
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