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INTRODUCAO

CLINICA MEDICA DO

ARTIGO ORIGINAL

RESUMO

Introducdo: O triatlo fronman se caracteriza por ser uma atividade de longa duracao em que alteracoes
organicas agudas estdo presentes. Objetivo: Verificar a ocorréncia de dano muscular e sua relagdo com o perfil
imunolodgico em triatletas do Ironman - Brasil. Métodos: A amostra de sangue foi obtida de 21 atletas em trés
momentos: dois dias antes da prova (pré), imediatamente apds a prova (pos) e seis dias apds a prova (seis dias
pos), em que foram analisadas de forma isolada as varidveis creatinoquinase (CK), os leucécitos totais, linfocitos,
subtipos de linfocitos CD4+ e CD8+, e relacdo CD4+/CD8+ e a correlagdo da CK como marcador de dano
muscular, com as demais varidveis. Resultados: As diferencas significativas foram observadas nos leucécitos pré
(média: 6.242,9 mm?3; DP: 1.233,3) e pds (média: 18.398,1 mm?; DP: 3.904,0; p < 0,0001); pds (média: 18.398,1 mm?;
DP: 3.904,0) e seis dias pos (média: 6.396,4 mm?; DP: 1.299,8; p < 0,0001); CK pré (média: 173,2 U/I; DP: 103,7) e
pds (média: 2.339,4 U/I; DP: 1.729,0; p < 0,0001), CK pré (média: 173,2 U/I; DP: 103,7) e seis dias pds (média: 368, 1
U/I; DP: 274.4; p < 0,0053); CK pds (média: 2.339,4 U/I; DP: 1.729,0) e seis dias pds (média: 368,1 U/I; DP: 2744, p <
0,0003); CD4+/CD8+ pré (média: 1,9; DP: 0,8) e seis dias pos (média: 2,4; DP: 1,1: p < 0,00032). Conclusao: Houve
dano muscular no periodo pés-prova imediato e melhora do perfil imunolégico apds o sexto dia.

Palavras-chave: creatinoquinase, linfocitos, leucdécitos, triatlo.

ABSTRACT

Introduction: The Ironman triathlon is characterized as an activity of long duration in which acute organic chan-
ges are present. Objective: To investigate the relationship between muscle damage and immune system. Methods:
Blood samples were obtained from 21 athletes at three different times: 2 days before (pre), immediately after (post)
and 6 days after the race (6 days post). The creatine kinase (CK), total leukocytes, lymphocytes, lymphocyte subtypes
CD4+ and CD8+ variables were independently assessed, as well as the CD4+ / CD8+ ratio. Additionally, the CK cor-
relation as a marker of muscle damage with the others variables was studied. Results: Significant results observed
were: leukocytes pre (6,242.9 mm3; SD: 1,233.3) and post (mean: 18,398.1 mm3; SD: 3,904.0; p< 0.0001), post (mean:
18,398.1 mm3; SD: 3,904.0) and 6 days post race (mean: 6,396.4 mm3; SD: 1299.8; p< 0.0001), CK pre (mean: 173.2 U/J;
SD: 103.7) and post (2339.4 U/l; SD: 1729.0; p< 0.0001), CK pre (mean: 173.2 U/l; SD: 103.7) and 6 days post (mean:
368.1 U/, SD: 274.4; p< 0.0053), CK post (mean: 2339.4 U/I; SD: 1729.0) and 6 days post (mean: 368.1 U/I; DP: 274.4;
p< 0.0003), CD4+ / CD8+ pre (mean: 1.9; SD: 0.8) and 6 days post (mean: 2.4, SD: 1.1: p<0.00032). Conclusion: There
was muscle damage immediately after the race and improvement in immune profile on the sixth day after the race.
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Estudos prévios tém demonstrado a influéncia do exercicio fisico de

EXERCICIO E DO ESPORTE

O triatlo fronman é uma prova de longa duragdo de 226 km, com-
posta por 3,8 km de natagao, 180 km de ciclismo e 42,195 km de corrida
com sua duragdo variando entre um pouco mais de oito horas, que é o
tempo dos primeiros colocados, e 17 horas, tempo maximo permitido
para cumprir a prova.

A etapa brasileira do fronman é realizada em Floriandpolis, capital
do estado de Santa Catarina, desde 2001, quando participaram 498
atletas. Desde entdo, o evento cresceu exponencialmente, tendo em
2011 o total de 1.822 participantes. Entretanto, o nimero de vagas nao
supre a real demanda, uma vez que as 2.000 inscricoes disponibilizadas
para 0 ano de 2012 se esgotaram em apenas 14 minutos, inviabilizando
a inscricdo de muitos atletas.

Em eventos com mais de quatro horas de duracao, alteracdes or-
ganicas e psicoldgicas sdo fatores que apresentam grande influéncia
no desempenho atlético e na ocorréncia de problemas de satde'?.
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longa duracdo na fungdo imune, incluindo populacdes de leucécitos,
linfocitos T e células natural killer (NK)*4, e inducao de dano muscular
e resposta inflamatdria sistémica®®.

O dano muscular, verificado em atividades prolongadas, como o
triatlo fronman, esta associado ao aumento dos niveis de CK’, liberacao
de interleucinas (IL)s, e consequente modulacdo do sistema imune. £
sugerido que alteragdes imunoldgicas e hormonais ocorram em virtude
do treinamento de grande volume e intensidade, que, associados ao
estresse da competicdo, podem ser percebidos apds o evento®. Essas
alteracdes podem causar imunodepresséo®, com mudancas no nimero
de neutrdéfilos e mudangas na propor¢do dos subtipos de linfécitos, po-
dendo ocasionar aumento da suscetibilidade as infeccdes, comumente
no trato respiratério superior®. O objetivo deste estudo foi verificar a
ocorréncia de dano muscular e sua relagéo com o perfil imunolégico
em triatletas do triatlo Ironman Brasil.
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METODOS

Inicialmente, 23 atletas amadores integrantes de uma equipe de
triatlo de Floriandpolis, sendo dois do sexo feminino e 21 do masculino,
foram convidados a participarem do estudo. Durante o periodo de
coleta, dois individuos foram excluidos por ndo terem se submetido a
duas das trés coletas de sangue programadas.

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da instituicdo onde foi realizado o estudo. Foi apresen-
tado aos sujeitos termo de consentimento pds-esclarecido, tendo o
protocolo 16/05.

Coletas de sangue - Foi realizada coleta de 10 ml de sangue
em trés momentos distintos: dois dias antes da prova (pré), imedia-
tamente apds o final da prova (pds) e seis dias apds a prova (seis
dias pds). Dos participantes do estudo, 21 atletas foram submetidos
a coleta de sangue apenas no primeiro e segundo momento e 14
atletas nos trés momentos.

Puncdo venosa, armazenamento, transporte e método - A pun-
¢do venosa foi realizada por meio do sistema de coleta a vacuo na fossa
cubital utilizando-se tubos de coleta Sarstedt com anticoagulante EDTA
K, — volume 1,2 ml; tubos de coleta Sarstedt sem anticoagulante SST
soro gel — volume 4,9 ml; agulhas coleta multipla — Sarstedt. Apds a
coleta do material bioldgico e transcorrido o tempo necessario para a
coagulacdo do sangue (no minimo 30 minutos), os tubos de soro gel
foram centrifugados durante 15 minutos a 1.500 rota¢des por minuto
em centrifuga calibrada. Foram, entdo, acondicionados no refrigerador
e transportados em maleta térmica apropriada e com gelo reciclavel
para serem avaliados no mesmo dia. Para a avaliagdo dos leucécitos
analisou-se 0 hemograma, através de: amostra — sangue total (com anti-
coagulante EDTA); equipamento — SYSMEX-2100D, que € um analisador
hematoldgico automético. Nele é empregado o sistema de citometria
de fluxo fluorescente que apresenta excelente sistema diferencial da
série branca.

Determinacédo da creatinoquinase total (CK total) — Amostra de
soro, pelo método enzimatico, por meio do Sistema Advia — 1650 Bayer.
Os valores de referéncia para a CK total a uma temperatura de 37°C para
as mulheres é de 25 a 165 U/I, e para os homens é entre 26 e 190 U/I.

Determinacdo dos niveis de linfocitos CD4* e CD8" — Amostra:
sangue total (com anticoagulante EDTA). Por meio do uso de anticor-
pos monoclonais e por citometria de fluxo, investiga-se a presenga
de antigenos de membrana celular e intracelular, os quais sdo impor-
tantes para estudar as células e caracterizar as diferentes populacdes
linfocitarias em termos relativos, a funcdo das mesmas, com o objetivo
de auxiliar no diagndstico e acompanhamento de imunodeficiéncias.

Andlise estatistica — Consistiu de uma parte descritiva, com a
determinacgdo das estatisticas descritivas e de uma parte inferencial,
que testou eventual diferenca significativa entre os exames realizados.
Estatisticas descritivas: determinaram a média aritmética, o desvio pa-
dréo. Andlise inferencial: verificou eventuais correlagdes entre alguns
parametros da analise, através da correlacao de Pearson. O nivel de
significancia do teste foi de 95% (p < 0,05), e as andlises estatisticas
foram desenvolvidas com a utilizacdo do programa Statistica versao 7.0.

RESULTADOS

A amostra estudada constitui-se de 21 atletas, dos quais dois eram
do sexo feminino e 19 do masculino. A idade média foi de 37,1 + 7,9
anos, com idade minima de 21 anos e méxima de 51 anos. O tempo
médio de prova dos participantes do estudo foi de 12h00'+ 1h30, com
menor tempo de 9h36'e o maior de 16h36.

O comportamento das varidveis creatinoquinase, leucécitos, CD4Y,
CD8*, CD4%/CD8* e linfécitos antes, imediatamente apos e seis dias
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apos a competicao é apresentado na tabela 1. Os testes estatisticos
(teste t de Student) mediram as diferencas estatisticamente significativas
entre as estimativas das médias dos parametros comparadas nas trés
situacdes de duas a duas. As variagdes médias dos parametros estuda-
dos nos diferentes momentos estdo ilustradas na figura 1.

Tabela 1. Valores plasméticos de creatinoquinase, leucécitos, CD4*, CD8*, CD4"/
CD8* e linfocitos.

Varidvel n Pré Pos 6 dias P6s Valor p
2| oo | o
Creatir(wg/ci)umase N 179,71 368,07 00053
(124,79) (27444) '
1 e I
2| paz | e
Leﬁ%os | 646429 639643 08663
(169591) (1.299.80) '
14 wsss) | (aoemy | <000
2w | e i
D& mm) | (?7757,'1473) (ggéﬁ?) 0.2451
14 oo ooy | 007
2| ey | e 00no
cos*(mm) |, (gg;ﬁg) (?g;‘:g;) 03675
14 I e
” (3;3 ( 5;31) 01274
coa/co8t |, (égé) (12566) 0,0032
1 ( 5;89) (iég 03124
2| wom | e s
U(nnfs%os " 249127?639? 1(299653352) 0,7101
1 s | oot | 0

Valores sao médias (desvio padrao). Pré = dois dias antes da prova; Pés = imediatamente apds a prova;
6 dias Pos = seis dias depois da prova.

Houve diferenca estatisticamente significativa na avaliacdo da
CK nas trés situacoes, pré com poés (p < 0,0001), pré com seis dias
pbs (p = 0,0053) e pds com seis dias pds (p = 0,0003). Os leucdcitos
apresentaram diferenca estatisticamente significativa em duas situa-
¢oes, pré com pods (p < 0,0001) e pds com seis dias pods (p < 0,0001). A
relacdo CD4*/CD8" apresentou diferenca estatisticamente significativa
entre pré e seis dias pos (p = 0,0032).

Os resultados da andlise da correlacdo entre os percentuais de
variagdo da CK com os leucdcitos totais, CD4*/CD8* e linfocitos estao
apresentados na tabela 2.

DISCUSSAO

A dor muscular, bem como a limitacdo da marcha, sdo sintomas
referidos que levam o atleta a procurar atendimento na tenda médica
apos a prova. Tal situacdo decorre do dano muscular que pode estar
associado a diversos fatores'®. Estudos tém avaliado marcadores de dano
muscular como dor e enzimas musculares plasmaticas. Acredita-se que
estes parametros ndo medem de forma acurada a extensao de lesao
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Figura 1. Variacdes médias dos valores plasmaticos de creatinoquinase, leucdcitos, CD4*, CD8'*, CD4*/CD8* e linfécitos.

muscular'’, e que parametros de flexibilidade e poténcia sdo métodos
mais efetivos para avaliar o dano muscular'’, sendo uma limitacéo do
estudo a n&o afericdo destas variaveis. Contudo, a CK, lactato desidro-
genase (LDH), troponina-I e mioglobina sdo frequentemente descritas
como marcadores de dano muscular, isso porque essas moléculas ci-
toplasmaticas ndo tém a capacidade de atravessar a barreira da mem-
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brana sarcoplasmatica'. No estudo realizado, utilizou-se a medida da
enzima CK por ser considerada como melhor biomarcador indireto de
dano ao tecido muscular'?. O dano muscular, por sua vez, estimula o
processo inflamatério através da ativacao de interleucinas (ILs), que mo-
dulam a atividade e distribuicdo das células imunoldgicas'?. Em estudo
realizado com ultramaratonistas, verificaram-se alteracdes significativas
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Tabela 2. Correlagao das variagdes percentuais da creatinoquinase com leucécitos totais, CD4*/CD8* e linfécitos.

Leucdcitos CD4*/CD8* Linfdcitos
A% pré A% pré A% pré A% pré A% pré A% pré
pos 6 pos pos 6 pos pos 6 pos
3 R 033 -034 0,05 -027 0,09 0,11
E A% pré / pés
2 Valor p 0,1490 0,2380 0,8280 0,3500 0,6960 0,7020
o
£ R -0,12 -048 -0,20 -0,23 0,20 0,24
3 A% pré / 6 pés
S Valor p 0,6780 0,0800 0,4830 04370 0,4950 04180
*p < 0,05

em biomarcadores como a CK e marcadores de inflamacdo como a
IL-6 e proteina C reativa, sugerindo que o processo inflamatério esta
associado ao dano muscular'3; adicionalmente, hd evidéncias de forte
correlacao positiva entre o0 aumento de IL-6 e CK plasmatico™. Além
disso, é reconhecido que a contracdo e o dano muscular estimulam
a sintese de IL-6'° e seus efeitos modulam aspectos imunoldgicos e
metabdlicos.

Consequentemente, acredita-se que a modulacdo do perfil das
células imunoldgicas sofre influéncia do processo inflamatério ge-
rado pelo dano muscular. Contudo, outros fatores, associados ou
independentes ao dano muscular, como estado nutricional e uso
de antioxidantes podem influenciar a resposta das interleucinas'®'°.
No estudo vigente, estes fatores ndo foram controlados; portanto,
caracteriza uma limitacéo deste.

Ao avaliar o dano muscular através da enzima CK, observou-se
um aumento significativo dos niveis séricos médios desta enzima
imediatamente apds a prova (segundo momento) e permaneceu
elevado, com significancia estatistica, no sexto dia apds a prova
(terceiro momento) em relacdo aos dois dias anteriores a corrida
(primeiro momento) (figura 1A). Tal comportamento enzimatico refle-
te a persisténcia da injuria tecidual e, consequentemente, de atividade
inflamatdria. Os achados sdo concordantes com Neubauer et al, que
investigaram 42 atletas de triatlo /ronman, nos seguintes momentos:
dois dias antes, imediatamente ap6s, um, cinco e 19 dias apds a prova.
Este estudo verificou relages significativas entre a dindmica leucoci-
taria, marcadores de dano muscular e interleucinas. Foi evidenciada
uma pronunciada resposta inflamatéria inicial, que em geral declina
rapidamente, porém uma inflamacéo sistémica de baixo grau persiste
pelo menos até o quinto dia apds a prova, possivelmente refletindo
uma recuperacao muscular incompleta®,

No exercicio fisico agudo, a resposta inflamatdria em consequéncia
do dano muscular, alteracées hormonais e débito cardiaco promovem a
demarginagao de leucdcitos do leito endotelial e a liberagao de células da
medula 6ssea, 0 que resulta no aumento exponencial da concentracao
sérica dos leucdcitos?. A leucocitose foi observada no presente estudo
imediatamente pds prova e seis dias apds (figura 1B), apresentando um
comportamento semelhante a CK. Isto corrobora outro estudo?! em
que se observou direta correlagdo da leucocitose como marcador de
dano tecidual muscular. Os niveis dos leucdcitos totais no terceiro mo-
mento mostraram-se semelhantes aos niveis basais, sendo provavel que
no sexto dia apds a prova estes ndo sofram influéncias de alteracdes
hemodinamicas e neuroenddcrinas de forma pronunciada. A correlacao
entre variagdo percentual de CK e leucécitos nestes momentos nao foi
estatisticamente significativa (tabela 2), o que pode ser explicado por
momentos diferentes de picos plasmaticos destas varidveis ou por uma
amostra de estudo pequena, sendo assim uma limitagdo do estudo.

Os linfocitos sanguineos periféricos consistem em subtipos de cé-
lulas T, células B e células NK. As mudancas no nimero dos linfécitos
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circulantes totais e subtipos T CD4* e CD8" apresentam-se com uma
caracteristica bifasica em que o aumento dos linfécitos circulantes
(linfocitose) ocorre durante ou imediatamente ap6s o esforco fisico,
seguido de uma diminuicao (linfocitopenia) durante o estagio inicial da
recuperacao e um retorno aos niveis basais de repouso. Tais mudancas
sa0 proporcionais a intensidade e a duragao do esforco®. Os resultados
do estudo néo verificaram este comportamento, provavelmente em de-
corréncia dos momentos estudados. Por outro lado, os linfécitos totais
nao apresentaram alteragdes estatisticamente significativas entre os trés
momentos investigados (figura 1F), sendo estes achados concordantes
com outro estudo?. Além disso, ndo se observou correlacdo estatis-
ticamente significativa entre a variacdo percentual de CK e linfécitos
totais nos diferentes momentos, denotando que o dano muscular ndo
influenciou os niveis circulantes de linfécitos.

Os linfocitos T CD4* ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa nos diferentes momentos, mantendo-se inalterados apds
o esforco de longa duracéo (figura 1C), o que foi concordante com
achados de outros autores?>**,

A mudanca desproporcional entre subtipos de células T CD4* e
T CD8* resulta em mudanca na relacdo CD4*/CD8* que comumente
declina durante e apds exercicio. Esta relacdo tem sido usada como um
indice Util que representa a distribuicao relativa dos subtipos de linfo-
citos T, sugerindo que a queda da relacdo CD4*/CD8* pode estar as-
sociada a supressao da responsividade das células T apds o exercicio®,
consequente imunodepressao e suscetibilidade a infeccdes. Alguns
autores constataram que o treino moderado de longa duragdo nao
altera a razao CD4*/CD8%8 Em contrapartida, exercicio prolongado
e mais intenso (75% VO, diminuiu a concentracdo de células CD4*,
ou mesmo levam a um aumento na concentracdo de linfécitos CD8*%°,
resultando no decréscimo na razao CD4+/CD8". Contudo, apesar de
alguns estudos demonstrarem um decréscimo no balango CD4+/CD8*,
nao foi diagnosticado episddio de infeccdo de vias aéreas superiores
(IVAS) nesses atletas®®, sugerindo que o organismo encontra-se em
potencial estado de alerta contra agressoes externas, o que tende a
desvalorizar o significado clinico das descidas transitérias da relacao
CD4%/CD8*. No presente estudo, verificou-se que n&o houve uma di-
ferenca estatisticamente significativa na relacdo dos linfécitos T CD4+/
CD8+ entre dois dias antes e imediatamente apds prova; contudo,
um aumento estatisticamente significativo da relacdo CD4+/CD8+ foi
observado entre dois dias antes e seis dias apds a prova (figura 1E).
Isto ndo denotou uma tendéncia a imunossupressao no pds-prova
imediato, e sugere um aumento do potencial imunoldgico seis dias
apos, provavelmente em decorréncia da caracteristica do esforco ser
de moderada intensidade, apesar de longa duragao.

N&o houve, ainda, correlacdo estatisticamente significativa entre
o percentual de varia¢des da CK e relacdo linfécitos T CD4*/CD8*
e linfécitos totais entre os diferentes momentos (tabela 2), o que
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ndo permite associar, neste estudo, a injuria tecidual muscular com
alteragdes na distribuicao e numero absoluto de linfécitos circulantes.

Em resumo, o exercicio de longa duragdo de moderada intensidade
provocou evidéncias de dano muscular e de mudancas no perfil imuno-
l6gico, observados pelo comportamento dos niveis de CK, leucdcitos,
e razao entre CD4*/CD8*.

CONCLUSAO

O estudo evidenciou alteracbes enzimaticas séricas que permiti-
ram concluir a ocorréncia de dano muscular apds a prova do triatlo
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