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Resumo

Objectivo: Analisar as alteragdes hematoldgicas agudas induzidas
por uma prova de triathlon longo. Avaliou-se 0 comportamento de
diversos biomarcadores enzimdticos e da funcio imune em atletas
portugueses masculinos de triathlon. Material ¢ mérodos: 10 atletas
seniores masculinos (31,5 + 1,2 anos; 69,3 + 1,9 kg; 177,7 + 1,4
cm; 22,0 + 0,8 de IMC e 10,1 £ 2,2 % GC) divididos em grupos
elite e nao-elite. Foram recolhidas amostras de sangue venoso peri-
férico antes e imediatamente apds as provas. Utilizou-se estatistica
descritiva, testes nao-paramétricos de Wilcoxon e Mann-Whitney
e coeficiente de correlagio de Spearman. Resultados: Verificou-se
o aumento da actividade das enzimas CK e AST (p < 0,05) em
ambos os grupos. O aumento da actividade da enzima GGT (p <
0,05) ocorreu somente no grupo elite. Foi constatado, em ambos os
grupos, um aumento da contagem leucocitdria, fundamentalmente
expressa pelo aumento da contagem de neutréfilos (p < 0,05). Apds
a prova, registou-se a diminuigio da relagio CD4/CD8 e aumento
das concentragdes dos linfécitos T CD3*CD8*, T CD4'reg e T
CD4*CD69* nos atletas dos grupos nao-elite. Conclusio: Os resul-
tados encontrados sugerem que a intensidade e a duragio da prova
de triathlon condicionam as respostas dos diversos biomarcadores
analisados em fungio do nivel de treino dos atletas.

Palavras-chave: triathlon, treino, actividade enzimdtica, sistema
imune, linfécitos.
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Abstract

Objective: To assess acute hematological changes induced by
a long triathlon. We evaluated the behavior of various enzymatic
and of immune function biomarkers in male Portuguese triathlon
athletes. Methods: 10 male senior athletes (31.5 + 1.2 years, 69.3 +
1.9kg, 177.7 + 1.4 cm, BMI 22.0 + 0.8 and BF 10.1 + 2.2%) were
divided into groups elite and non-elite. Samples were taken from
peripheral venous blood before and immediately after the events.
We used descriptive statistics, nonparametric tests of Wilcoxon and
Mann-Whitney and Spearman correlation coefficient. Results: There
was increased activity of CK and AST (p < 0.05) in both groups.
The increased activity of the enzyme GGT (p < 0.05) occurred
only in the elite group. It was found in both groups, an increase
in leukocyte count, mainly expressed as an increase in neutrophil
count (p < 0.05). After the race, there was a decrease in the CD4/
CDS8 ratio and increased concentrations of T lymphocytes CD3*
CD8*, CD4" T reg and CD4* CDG69" for athletes from non-elite
groups. Conclusion: The results suggest that the intensity and dura-
tion of triathlon affect the responses of several biomarkers analyzed
according to the level of training of athletes.

Key-words: triathlon, training, enzymatic activity, immune system,
lymphocytes.
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Introducéio

Os sistemas biol6gicos respondem aos diferentes estimulos
provenientes do exercicio fisico levando a adaptagoes que
se traduzem num incremento da capacidade funcional do
atleta. Dentro desta perspectiva, a problemdtica traduz-se no
nivel da agressdo 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 dura¢io de uma
dada intensidade. A prética do triathlon implica a realizacio
de trés diferentes desportos desenvolvidos em regime aerébio
(natacdo, ciclismo e corrida), podendo por vezes, prolongar-
-se por mais de 10 horas e com intensidades superiores a
65% VO,max [1,2]. Estudos tém demonstrado que atletas
de esforcos prolongados evidenciam um aumento da acti-
vidade de determinadas proteinas como a creatina-quinase
(CK), aspartato-aminotransferase (AST), mioglobina (Mb)
e a presenca de fragmentos de cadeia de miosina pesada em
resposta a alteracio na permeabilidade da membrana celular,
o0 que permite, ainda que indirectamente, determinar o grau
de agressao imposto pelo exercicio [3-5]. Adicionalmente, o
aumento do volume mitocondrial, a activacio lisossémica,
a disrupcio e vacuolizagio sarcoplasmdtica constituem im-
portantes alteragées histoldgicas musculares induzidas pelos
esforcos intensos ¢ prolongados, principalmente aqueles
nos quais se verifica uma elevada incidéncia de contrac¢oes
excéntricas [6-8].

Actualmente, as provas de triathlon tém merecido atengio
relevante no que concerne ao estudo da performance em fun-
¢ao das alteragoes de diversos biomarcadores, principalmente
nas provas do triathlon Ironman (3,8 km/180 km/42,2 km),
de forma a possibilitar uma melhor compreensao da relagao
destes indicadores com importantes variagdes na funcio
neuromuscular, actividades enzimdticas e respostas hemato-
l6gicas [9-11]. Diversos estudos tém sugerido uma relagio
entre a susceptibilidade aumentada as infecgoes e a prdtica
regular de exercicios intensos ou competi¢oes exaustivas,
resultando em alteragoes significativas nos sistemas endé-
crino, nervoso ¢ imunoldgico dos atletas [12-14]. Estudos
realizados com nadadores de elite verificaram um aumento
da incidéncia de infecgbes nas vias aéreas superiores (IVAS),
tendo sido evidenciados, apds as provas, aumentos expressi-
vos da concentragdo leucocitdria, expressos principalmente
pelo aumento de neutréfilos, acompanhados da reducio
da concentragdo de imunoglobulina A (Ig A), para além de
alteracbes na actividade citotdxica das células natural killer
(NK) [15,16]. Contudo, o comportamento dos indicadores
bioquimicos e imunolégicos parece apresentar uma elevada
variabilidade inter-individual em funcio do nivel de treino
dos atletas, estando directamente relacionado a especificidade
da intensidade e duracgio do esforco realizado.

Perante os pressupostos apresentados, o prop6sito central
deste estudo foi verificar, em atletas portugueses masculinos

de triathlon de elevado nivel competitivo (elite) e praticantes
regulares (ndo-elite), o efeito de uma prova de triathlon longo
composta por 1,9 km de natacio, 90 km de ciclismo e 21,1
km de corrida, na modulagio da resposta aguda de diversos
biomarcadores enzimiticos e da funcio imune, de modo a
proporcionar uma melhor compreensio dos distirbios home-
ostdticos induzidos pelo exercicio fisico prolongado e intenso
e suas respectivas repercussoes sistémicas.

Material e métodos

Amostragem

A amostra foi constituida por 10 atletas masculinos da
Federagao Portuguesa de Triathlon, com idade média de
31,5 + 1,2 anos, massa corporal de 69,3 + 1,9 kg, estatura
corporal de 177,7 + 1,4 cm, indice de massa corporal de
22,0 + 0,8 e percentagem de gordura corporal 10,1 +
2,2, participantes das provas nacionais e internacionais
na referida distancia. Os atletas foram divididos em 2
grupos (elite ¢ nio-elite) de acordo com as respectivas
posi¢des no ranking nacional e categoria de inscri¢do em
competi¢des internacionais pela International Triathlon

Union (ITU).
Procedimentos

Para a avaliagiao da estatura corporal dos atletas foi
utilizado o estadidmetro (marca Rudolf Martin) e para
a determina¢do da massa corporal (kg) e percentagem de
gordura corporal (%GC) dos atletas foi realizada a pesa-
gem em balanca digital de bioimpedéincia (marca Tanita
TBF 305). Todos os atletas integrantes da amostra foram
submetidos a duas colheitas sanguineas, a primeira nos
instantes precedentes a cada uma das provas e a segunda,
imediatamente apds o seu término, sendo estas realizadas
através da puncdo venosa na regiio cutinea antecubital
anterior, com dlcool a 95%, totalizando 60 amostras. Todas
as amostras foram colhidas em tubos ETDA-K de 4,5ml
(BD Vacutainer) para a determinagio dos parimetros
bioquimicos e imunolégicos.

Andlise bioquimica: Para andlise dos parimetros bioquimi-
cos efectuados no soro, foi utilizada a centrifugacio a 3000
rpm (centrifuga JOUAN CR3). Foram analisados através do
método turbidimétrico a 340 nm, as actividades séricas das
enzimas creatina-quinase (CK), aspartato-aminotransferase
(AST), alanina-aminotransferase (ALT) e gama-glutamil-
transferase (GGT).

Andlise imunolégica: Os tubos de ensaio de polipropileno
de 5 ml para citémetro de fluxo (IZASA) foram identificados e
os anticorpos com diferentes especificidades, conjugados com
diferentes fluorocromos foram pipetados (pipetas automdticas
de 10 pL) para os respectivos tubos, em conformidade com
o apresentado na Tabela I
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Tabela I - Identificacdo dos anticorpos monoclonais utilizados na determinacio da imunomarcagio.

Caracterizacdo dos Linfécitos T

FL1-FITC FL2-PE FL3-ECD FL4-PC5 FL5-PC7
Tubos/ CD8 CD 69 CD45RO CD28 CD3 (IOT;UCHTT)
Anticorpos (IOT; B9.11) (IOT; TP1.55.3) (IOT; UCHL1) (IOT; CD28,2 )
monoclonais HLA-DR CDh 127 CDh4 CD25
(IOT; Immu-357) (IOT;R34.34 ) (IOT; SFCI12T4D11) (IOT;B1,49,9 )

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 automdticas)
de sangue periférico e as amostras foram incubadas durante o
petiodo de 15 minutos, no escuro e a temperatura ambiente. No
final do periodo de incubagio, procedeu-se a lise dos eritrdcitos
e a fixacdo dos leucdcitos, utilizando o Lisador automdtico TQ-
-Prep (BC) e os reagentes Immunopre Reagent System (BC).
Em seguida, os tubos foram colocados no frigorifico durante 15
minutos, procedendo-se, logo apds, & aquisi¢ao das amostras no
citémetro de fluxo ( Cytomicas FC500 da Beckman Coulter),
utilizando o programa “CXP Versao 2.0” (Beckman Coulter).
Uma combinagio de anticorpos monoclonais conjugados com
isotiocianato de fluresceina (FITC) e ficoeritrina (PE) foram
utilizados para enumerar as subpopulagées de linfécitos. A
calibragem do citdmetro foi realizada utilizando o FACScomp
software (Immunocytometry system). Do sangue venoso pe-
riférico heparinizado, 3 ml foram misturados com o mesmo
volume da solugio de fosfato tampao (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 solucio PBS (10 ml),
sendo posteriormente suspensas em solugio FCS-RPMI-1640.
As amostras contendo 1x10° células mononucleares em solucio
FCS-RPMI-1640 foram tratadas com 10ul de anticorpos mo-

noclonais conjugados com isotiocianato de fluresceina (FITC)
e ficoeritrina (PE), sendo as seguintes combinagoes: anti-CD3
(FITC) \ anti-CD4 (PE), anti-CD3 (FITC)\anti-CD8 (PE),
lavadas duas vezes com solugio PBS+, e novamente suspensas
em 1 ml de solugio 0.5% de paraformaldeido-PBS+, sendo
posteriormente analisadas pelo programa Infinicyt Versao 1.1.1.
Foi utilizado o teste de Wilcoxon para medidas repetidas, e o
teste de Mann-Whitney para amostras independentes. Para
verificar os niveis de associacdo entre as varidveis investigadas no
estudo, recorreu-se ao coeficiente de correlagio de Spearman.
Os niveis de significAncia foram mantidos em 5% (p < 0.05).
Os procedimentos estatisticos foram analisados nos programas
Excel™2000 e Statistical Package for the Social Sciences (SPSS™.
Versio 16.0).

Resultados

De acordo com os dados expostos na Tabela I1, constata-se,
nos atletas de elite, o aumento das actividades das enzimas
CK (109,3%, p = 0,011), AST (21,1%, p = 0,016) e GGT
(17,3%,p = 0,014). Este comportamento, embora mais
pronunciado nos atletas do grupo nao-elite, foi somente ve-
rificado na actividade das enzimas CK (307,6%, p = 0,043)
e AST (55,7%, p = 0,014).

Tabela II - Efeito da prova de triathlon longo nas diferentes actividades enzimdticas dos triatletas.

Triatletas elite

Triatletas néao-elite

Enzimas (n =5) (n = 5)
Pré-Prova Pés-Prova Pré-Prova Pés-Prova
CK (U.L") 268,6+135,4 562,4 + 194,7* 190,4 = 30,0 776,2 + 458,7*
AST (U.L) 39,8 £ 9,1 48,2 = 11,0* 26,2 + 2,1 40,8 + 8,8*
ALT (U.L) 254 7,3 272 +7,8 17,4 = 5,5 20,6 = 6,1
GGT (U.L) 18,4 + 2,1 21,6 +1,2* 21,0 £ 6,0 23,6 +7,2

Nota: Valores expressos pela média + desvio-padrdo. * p < 0,05, vs Pré-Prova.

Tabela III - Efeito da prova de triathlon longo nas diferentes subpopulagées leucocitdrias dos tritletas.

Pardmetros Imunolégicos Triatletas Elite Triatletas néo-Elite

(n=5) (n=15)
Pré-Prova Pés-Prova Pré-Prova Pés-Prova
Monécitos (103/ul) 0,4 +0,3 0,5+ 0,2* 0,6 +04 0,8 +0,4*
Linfocitos (10%/ul) 22+1,0 1,2 = 0,6* 2,3+=1,0 1,3 = 0,5*
Neutrofilos(10%/ul) 34+1,7 14,4 + 4,7* 40=1,0 15,0 = 3,6*
Leucécitos (10%/ul) 6,3+1,5 16,3 = 5,0* 6,7 =1,4 17,5 = 4,1~

Valores expressos pela média = desvio-padréo. * p < 0.05, vs Pré-Prova.
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O comportamento dos indicadores da fun¢io imune
ap6s a prova pode ser observado na Tabela III. Uma andlise
dos dados permite-nos verificar um aumento significativo
dos leucdcitos totais, em ambos os grupos de atletas, sendo
observado acréscimos de 158,7% (p = 0,003) e 161% (p =
0,001) nos grupos elite e nao-elite, respectivamente. Esta
leucocitose reflecte principalmente um aumento dos neutré-
filos (neutrofilia) pés-esforco, sendo este mais acentuado nos
atletas do grupo elite (323,5%, p = 0,002) comparativamente
ao grupo nao-elite (275%, p = 0,003).

De forma a analisar o efeito crénico das sucessivas cargas
de treino na resposta imune dos atletas presentes neste estudo,
foram comparadas as concentragées leucocitdrias intergrupos
nos momentos pré e pds-prova, conforme apresentado na
Figura 1, nfo tendo sido constatadas diferencas significativas.
Contudo, importa reter que os atletas do grupo nao elite,
apresentaram valores basais de leucdcitos totais ligeiramente
mais elevados quando comparados com atletas de elite (6,7

£ 1,4vs 6,3 + 1,5x 103/uL, p = 0,834).

Figura 1 - Andlise comparativa dos grupos experimentais de triatle-
tas relativamente a concentragdo dos leucdcitos totais nos momentos
pré e pos-prova de triathlon longo.

Leucécitos Totais

25 -
201
151
101

(107 3/ul)

5
0

Pré-prova Pos-prova

O elite Enado elite
*p < 0,05, vs Pré-prova; * p<0.05, vs Elite.

A relagio dos linfécitos T CD4*/CD8*, utilizada como
indicador de imussupressao, foi alterada ao término da prova,
sendo a diminui¢io observada (1,9 + 0,8 vs 1,6 + 0,5; p =
0,042) somente no grupo dos atletas nao-elite, de acordo com
o exposto na Figura 2.

Foi encontrada uma diferenca intergrupos de 26,3% refe-
rente aos valores basais (2,4 £ 0,8 vs 1,9 £ 0,8; p = 0,036) da
relacdo, sendo também constatada uma diferenca de 37,5%
nos valores pds-prova dos grupos de atletas analisados (2,2 +
0,7 vs 1,6 £ 0,5; p = 0.018).

Ambos os grupos de atletas evidenciaram alteragoes nos
indicadores de activagao do fenétipo linfocitdrio T CD4*
(Tabela IV), em particular nas células T CD4* reguladoras,
as quais assumem relevante importincia na homeostase da
tolerancia periférica.

Figura 2 - Andlise comparativa dos grupos de triatletas relativa-
mente ao efeito da prova de triathlon longo na relagio dos linfécitos
T CD4*/ T CD8".

T CD4+ /CD8+

Pré-prova Pos-prova

O elite Enao elite

*p < 0,05, vs Pré-prova; * p<0.05, vs elite.

Discussdo

O exercicio fisico intenso e prolongado provoca multiplas
alteragbes bioquimicas cuja interpretagio pode, por vezes,
conduzir a resultados conflituais, principalmente em atle-
tas com elevado nivel de treino. O aumento da actividade
das enzimas séricas indicia alteracdes na permeabilidade da
membrana celular, e estd normalmente correlacionado com
lesdo celular consequente ao exercicio [5,17]. Os indicadores
bioquimicos CK e AST utilizados no presente estudo cons-
tituem marcadores de lesio muscular, dado o facto de serem
proteinas que, quando libertadas para o espaco extracelular,
em resposta ao exercicio fisico, permitem determinar, ainda
que de forma indirecta, a existéncia de lesées [3,5]. As enzimas
ALT ¢ GGT encontram-se em maior concentragio no figado
e epitélios dos ductos biliares e renais, respectivamente [18],
o que pode sugerir a possibilidade de lesdo hepdtica, quando
observado um aumento significativo dos niveis séricos destas
enzimas em resposta ao exercicio fisico [19].

A elevada variabilidade inter-individual pés-prova obser-
vada no comportamento da enzima CK, expressa pelos acen-
tuados desvios-padrio, corrobora estudos anteriores realizados
com diferentes atletas de provas de resisténcia [4,17,20,21].
Esta variabilidade pode ser, em parte, justificada pelo nivel de
treino do atleta, uma vez que quanto mais elevado o estado
de treino, maior a possibilidade da realizagio de esforcos
intensos, com melhor tolerincia s elevagbes enzimdticas
relacionadas com focos de lesio muscular [4,22,23]. Neste
contexto, a atenuagio da expressio da actividade da enzima
CK pés-prova, evidenciada pelos atletas de elite, reforca o
denominado efeito protector da carga repetida [24], promo-
vendo nestes atletas importantes adaptagdes metabdlicas ao
esforco prolongado exaustivo, reduzindo o nivel de agressio
muscular induzida pelo exercicio. Esta resposta da actividade
enzimdtica menos pronunciada por parte dos atletas de elite
lhes confere a classificagio de low CK responders [17], na
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qual se observa uma curva individual dos valores absolutos
pouco acentuada e que pode, de acordo com alguns autores,
ser justificada por diferentes mecanismos, dentre os quais,
a incapacidade de drenagem da enzima CK do intersticio
para a circulacdo sanguinea, através do sistema linfético, em
resposta ao possivel aumento da pressio dos fluidos intersti-
ciais [25]. Relativamente aos elevados valores da actividade
da enzima CK apresentados pelos atletas do grupo nao-elite,
uma justificativa plausivel parece convergir para o efeito mo-
dulador da duragio do esforco, facto que corrobora estudos
anteriores com atletas de ultra-maratonas e triathlons longos,
onde a dilatagao do tempo de esforgo é sugerida como factor
determinante na libertagio desta proteina para a circulagao
[3,26,27]. A semelhanca do observado na actividade da CK,
o aumento da actividade da enzima AST, apresentada por
ambos os grupos de atletas, consubstancia no diagndstico da
ocorréncia de lesio no tecido muscular esquelético [21,28].
Contudo, a sua menor expressao pds-prova pode ser justificada
pelas suas elevadas dimensées moleculares, o que resulta numa
dificuldade acrescida da sua remocio, via sistema linfético
[3,27,29]. O aumento significativo da actividade da enzima
GGT, constatada nos atletas de elite, constitui um indicador
sensivel de disttirbios hepdticos [30], possuindo também um
importante papel modulador na velocidade das vias glicolitica
e oxidativa [31]. Este aumento da actividade parece estar
relacionado, segundo alguns autores, com a redistribuicio
do fluxo sanguineo e o aumento da temperatura corporal
induzidos pelo exercicio fisico intenso e prolongado, facto
que poderia resultar em danos hepatocelulares provocados
por uma isquemia [32,33].

O aumento do nimero de leucécitos circulantes apds a
realizacio de exercicios fisicos constitui uma resposta aguda
natural, e estd dependente de factores como a intensidade,
a duracio e tipo de esforco realizado [14,34,35]. Esta leu-
cocitose pds-esforco é normalmente expressa pelo aumento
de neutréfilos [12-14,36,37], e se mostra mais pronunciada
em esforcos prolongados [36,38]. O aumento do niimero de
leucdcitos, evidenciada por ambos os grupos, apds a realizagio
da prova corrobora os resultados de estudos anteriores, e terd
resultado da desmarginagio dos neutréfilos, a partir das pare-
des do endotélio, induzida pelo aumento do débito cardiaco
e alteracoes dos niveis de cortisol e catecolaminas [31,39,40].
Efectivamente, niveis elevados de adrenalina, induzidos pelo
exercicio fisico, reduzem a afinidade dos neutréfilos pela pa-
rede do endotélio, potenciando um fluxo aumentado destas
células para a circulagdo sanguinea [41]. Adicionalmente, o
aumento transitério do nimero mondcitos pés-prova, embora
menos acentuado, estd relacionado ao processo inicial da
activacdo dos macréfagos no mecanismo de resposta inflama-
téria [42]. Relativamente a activagio dos linfécitos T CD4*
e T CD8, Pizza et al. [43] referem que o tipo de exercicio
parece exercer uma influéncia significativa na magnitude do
comportamento dos parAmetros da imunidade celular e hu-
moral. A diminuigo significativa da relagao dos linfécitos T

CD4'/CD8" no grupo nao-elite reflecte, principalmente, um
acréscimo dos linfécitos T CD8*, o qual pode estar associado
auma ssituacio de imunossupressio evidenciada pela realizacio
de esforcos intensos e prolongados [44,45]. Esta modulagio
do sistema imune, caracterizada pelo aumento dos linfécitos T
CD8* para o compartimento vascular, em resposta ao exercicio
fisico agudo, parece estar relacionada com a expressdo dos
[B-receptores presentes nestas células [46]. Contrariamente ao
aumento observado no grupo nio-elite, os atletas de elite evi-
denciaram uma diminuicdo do fenétipo T CD4*CD69", que
pode se prender, em parte, aos niveis aumentados de cortisol
em resposta a realizagio de esforgos prolongados e intensos
[47], os quais poderiam provocar a inibi¢io da produgio de
interleucina-1 (IL-1) pelos mondcitos e, consequentemente,
reduzir a estimula¢io dos linfécitos T CD4+, com menor
produgio de interleucina-2 (IL-2), o que resultaria na inibi¢io
da proliferagao dos linfécitos T e diminui¢io de mediadores
de inflamacio e actividade citotéxica [48].

Conclusdao

A anilise e interpretagao dos resultados obtidos neste estudo
permitem-nos extrair as seguintes conclusdes: a duragio do
esforco parece constituir o factor determinante na expressio
da resposta das proteinas musculares CK e AST, enquanto a
intensidade do esfor¢o exerce um importante efeito modulador
da actividade da enzima hepdtica GGT. De forma similar aos
indicadores bioquimicos, a resposta dos biomarcadores da fun-
¢do imune parece estar condicionada pela duragio e intensidade
do esforco. Assim, verificamos que a intensidade e a duragio
das provas de triathlon condicionam as respostas dos diferentes
biomarcadores em funcio do nivel de treino dos atletas.
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