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INTRODUCAO

Os exercicios fisicos induzem a uma resposta inflamatéria, que de uma forma geral, é
proveniente do dano tissular de origem mecanica e/ou metabdlica, os quais desencadeiam uma
cascata de reacdes fisico-quimicas que resultam no reparo do tecido muscular (Scheneider CD
e Oliveira AR, 2004; Cruzat et al., 2007). Nos exercicios resistidos (ER) esta resposta também
€ proveniente da isquemia de reperfusdo, a qual é ocasionada pelo catabolismo das purinas
durante a hipoxia tecidual (Bloomer RJ & Goldfard AH, 2004). Este processo resulta no
estresse oxidativo, que ativa mediadores quimicos, 0s quais, aumentam o0s leucdcitos
circulantes e as moléculas de adesédo do endotélio vascular (Sahnoun et al., 1998) resultando
na invasao destas células no tecido lesado (Aor et al., 2004). A leucocitose tecidual aumenta a
producédo das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON) favorecendo o dano muscular
secundario (Pizza et al., 1998).

Estes mecanismos alteram a homeostase de diversos tecidos, dentre estes o
hematopoiético, o qual apresenta um aumento dos marcadores inflamatérios, como a creatina
quinase e a lactato desidrogenase (Willoughby et al, 2003; Howatson et al. 2009), bem como, a
leucocitose observada apoés a pratica dos ER (Scheneider CD e Oliveira AR, 2004). Entretanto,
estas respostas sdao dependentes do volume e da intensidade dos exercicios praticados
(Scheneider e Oliveira, 2004; Wang & Huang, 2005).

Estas mudancas fisiol6gicas decorrentes dos exercicios estdo associadas a dor tardia,
gue frequientemente acomete atletas (Sellwood, KL, et al., 2007) e principalmente 0s iniciantes
em atividades fisicas, pois este sintoma esta relacionado a falta e/ou a descontinuidade dos
programas de exercicios (Cheung et al., 2003). Para minimizar a resposta inflamatéria pés-
exercicio, varias intervencoes tém sido utilizadas, dentre estas 0 uso de agentes térmicos, tais
como a hipotermia (Castle PC et al., 2006; Sellwood, KL, et al., 2007; Pournot H. et al. 2011) e
a hipertermia (Cochrane D.J, 2005; Pournot H. et al. 2011). Estas intervenc¢des termoterapicas
ainda ndo foram comparadas quando aplicadas apos a pratica dos ER em praticantes de
musculacdo. Os objetivos do presente estudo foram estudar as alteracdes hematoldgicas
(células brancas, células vermelhas e plaquetas) e eletroliticas (sodio, potassio, magnésio e
célcio) secundarias aos ER e os efeitos de agentes termotrdpicos nesta resposta.

METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité Etica em Pesquisa na Area da Salude (CEPAS) da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG), processo n° 23116.002536/2010-48 de acordo
com a Resolugcdo (n° 196/96) do Conselho Nacional Saude. Todos voluntarios leram,
concordaram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. As coletas
ocorreram na Sala de Musculacdo do Centro Esportivo de nossa instituicdo e as amostras
sanglineas foram processadas e analisadas no Laboratério de Analises Clinicas da
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Associacdo de Caridade da Santa Casa do Rio Grande.

Foram convidados a participar do estudo: voluntarios aptos e saudaveis apOs avaliacéo
médica, com idade entre 20 a 35 anos, indice de massa corporal >30 (IMC: kg/m?), praticantes
de exercicios de musculacdo ha mais de seis meses, ndo apresentar restricbes a pratica de
atividade fisica avaliado pelo PAR-Q (Thomas et al, 1992) e nao estar participando
regularmente de outros programas de exercicios. Voluntarios em uso de qualquer tipo de
suplemento alimentar, vitaminicos, ergogénicos, medicamentos (quinze dias antes as coletas),
diagnostico prévio doencas cronicas e/ou reacdes alérgicas e os tabagistas ndo foram
incluidos. No dia das coletas de dados foram excluidos aqueles que apresentassem
leucocitose, sintomas de disturbios musculo esqueléticos, alteracdes no perfil lipidico e glicidico
e que realizaram atividade fisica até 72h antes.

A amostra compreendeu 12 voluntarios que foram submetidos as avaliacdes da forca
muscular, sessdo de ER controle (CONT), sessdo de ER seguido de hipotermia (HIPO) e
sessdo de ER seguido de hipertermia (HIPER). As coletas foram realizadas em jejum de 12h e
com um intervalo de sete dias entre as sessfes. As medidas antropométricas e fisicas foram
realizadas no dia da avaliacdo da forca muscular, sendo utilizada uma balanca calibrada
(Filizola, modelo PL 200, Brasil) e um estadiémetro (Sanny, Brasil).

Avaliacéo e prescricdo das sessdes de exercicios

O teste de 10 repeticBes maximas (LORM) foi adotado para a avaliagdo e a prescricao
do protocolo de treinamento com sobrecarga controlada (Kraemer et al; 2002). Os aparelhos
(Physicus®, Brasil) selecionados para a execucéo dos exercicios foram a cadeira extensora, 0
agachamento e o leg press45°. Os valores das cargas maximas no teste de 10RM foram
obtidos ao longo de trés a cinco tentativas, quando o voluntario apresentava quadro de falha
concéntrica para o movimento dindmico. Desse modo, validou-se como carga maxima a que foi
obtida na Ultima execucdo. A cada nova tentativa realizava-se adicdo de incrementos
progressivos de 5kg. Durante a avaliagdo da forca muscular o tempo de recuperacao entre
séries e entre os exercicios foi de 5min.

As sessdes de exercicios foram realizadas em quatro séries de 10RM com intervalo de
um minuto entre séries e dois minutos entre os equipamentos. Visando reduzir a margem de
erro nos testes de 10RM e das coletas de dados, foram fornecidas instru¢cdes padronizadas,
antes do teste para que o voluntario tomasse ciéncia de toda a rotina que envolveria o
procedimento experimental, como: instru¢des sobre a técnica de execugdo dos exercicios,
estimulos verbais durante as avaliacbes e 0s exercicios para manter o nivel maximo de
estimulagéo.

Intervencdes

A hipotermia (HIPO) consistiu em bolsas de gelo aplicadas sobre toalha Umida a
temperatura controlada entre 2 a 5°C (Castle PC et al.,, 2006). A hipertermia (HIPER) foi
aplicada através de bolsa com agua quente, sendo a temperatura da toalha Umida controlada
entre 44 a 46°C (CITACAO). As temperaturas foram aferidas com termdmetro (MARCA, PAIS)
posicionado entre a toalha e a musculatura. O controle da temperatura ocorreu através da
adicdo ou remocao das fontes termoterapicas. O tempo de aplicacdo da termoterapia foi de
10min e as intervencgdes foram realizadas imediatamente apds os ER. A intervencdo controle
(CONT) consistiu em repouso durante 10min.

Coletas e medidas hematologicas

As coletas sanglineas foram realizadas antes dos exercicios (Basal), imediatamente
apos os ER (Exercicio) e apos as intervencdes (Intervencéo). As coletas ocorreram em uma
sala previamente esterilizada, confortavel e com temperatura controlada entre 20° a 24°C. As
amostras de sangue eram divididas em duas aliquotas, uma para a avaliacdo dos hemogramas
gue eram condicionadas e homogeneizadas em tubos comerciais de vacuo (Vacutainer -
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Brasil) com contendo (EDTA 2,5%) e a outra aliquota era reservada para as medidas dos
eletrdlitos sendo o sangue foi acondicionado em francos a vacuo sem anticoagulantes.

Para a observacdo da morfologia e contagem diferencial das células brancas, nos
guais os avaliadores encontravam-se cegos frente ao protocolo experimental, fez-se um
esfregaco de sangue em lamina, que recebeu o corante de Romanowsky. Depois de lavada e
secada a temperatura ambiente, examinou-se a lamina no microscopio o6ptico (marca
Olympus). As determina¢des do numero de leucdcitos totais foram realizadas no analisador
hematolégico ADIVA 60-Bayer, enquanto as concentracbes dos linfécitos, segmentados e
mondcitos foram determinados através de contagem microscopica em laminas hematologicas
previamente preparadas. Foram contadas 100 células seguindo a técnica de zig-zag de
Shilling, sendo os valores expressos em x10°mm?®. A contagem das células ocorreu pelo
aparelho Cell Counter. Para a determinacdo do numero de hemacias por mL de sangue,
utilizou-se a camara de Newbauer, com a técnica da macrodiluicdo. O liquido de Marcano foi
empregado como diluente para contagem dos eritrocitos, sendo utilizado 4mL do diluente para
20mL de sangue, contando-se os eritrécitos nos cinco quadrados médios do quadrado central e
multiplicando-os por 10.000, e seus valores expressos em mg/dL. Na determinacdo do
hematécrito, o tubo de microhematdcrito foi preenchido com sangue em aproximadamente 3/4
de sua capacidade e vedado em uma das extremidades com auxilio do bico de Bunsen. Entéo,
colocou-se o capilar em microcentrifuga por 5min, a 3.000rpm, realizando-se a leitura no cartdo
especifico.

As avaliac6es dos triglicerideos, colesterol total, HDLc, LDLc e dos eletrélitos magnésio
(Mg*™) e calcio (Ca™) foram realizadas por kits comerciais LAB TEST e analisados no aparelho
LAB MAX 240®. O sédio (Na*) e o potassio (K*) foram verificados no aparelho ROCHE 9180
ELETROLITE ANALYZER. Para quantificacdo das variaveis hematoldgicas as amostras eram
contadas duas vezes e 0s valores expressos pela média das medidas. Na ocorréncia de uma
diferenca maior que 10% entre os resultados o procedimento era repetido.

Anédlise estatistica

Os valores estdo expressos em média e desvio padrdo. A normalidade foi verificada
pelo teste de Shapiro-Wilk. As variaveis hematologias e eletroliticas foram comparadas atraves
das sessbes (CONT vs HIPO vs HIPER) e das coletas (Basal vs Exercicio vs Intervensao) pela
ANOVA de duas vias para medidas repetidas, seguida de post hoc de Bonferroni. Foi
considerado um nivel de significAncia de 5%.

RESULTADOS

Os doze voluntarios (26 +5anos) eram do género masculino (79,2 +14kg; 178 +6cm),
com média do indice de massa corporal de 25 +4kg/m? normotensos (PAS: 114 +6mmHg;
PAD: 74 x3mmHg), perfil lipidico dentro dos limites da normalidade (triglicerideos 104
+21mg/dL; colesterol total: 157 +17mg/dL; HDLc: 50 #6mg/dL; LDLc 89 +15mg/dL) e
normoglicémicos (87 +8mg/dL).

As variaveis hematologicas avaliadas ndo apresentaram diferencas entre as sessodes
(CONT, HIPO e HIPER) estudadas (Tabela 1). As coletas sanguineas (Basal vs Exercicio vs
Intervencdo) ao longo do tempo ndo modificaram as concentragdes do Na* e do K'. Os
exercicios aumentaram as demais varidveis hematoldgicas e eletroliticas analisadas. Os ER
aumentaram aproximadamente 38% dos leucadcitos totais (P:<0.001), onde respectivamente 0s
neutrofilos segmentados aumentaram 32% (P:<0.001), os linfécitos 57% (P:<0.001) e os
monaocitos em aproximadamente 50% (P:<0.001). As intervencdes termoterapicas (P:<0.001)
reduziram os leucécitos totais aos valores basais, 0 que nao ocorreu na sessao controle. Nos
neutrofilos segmentados as intervencdes termoterapicas reduziram seus valores em relacdo ao
exercicio em aproximadamente 18% retornando aos valores basais, na sessdo controle os
valores diminuiram em relacdo aos exercicios, mas ndo retornaram aos valores basais. Os
linfécitos foram reduzidos aos niveis basais pela hipotermia apdés os ER, as intervencdes
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controle e hipertermia reduziram os valores em relagdo aos exercicios, mas ndo o suficiente
para atingirem os valores basais. Nas intervencdes termoterapicas os valores dos mondocitos
atingiram os niveis basais, 0 que ndo ocorreu com a sessdo controle. Os basofilos (Sessao:
P=0.996; Coletas: P=0.860) e os eosindfilos (Sessédo: P=0.998; Coletas: P=0.458) ndo se
alteraram durante as sessbes e as intervencgdes, sendo que seus valores permaneceram
menores que 1% durante o todo o experimento (dados ndo apresentados). O hematdcrito, 0s
eritrécitos e a hemoglobina aumentaram aproximadamente 5% apds os ER (P<0,001),
entretanto, estes valores reduziram apdés as intervencdes em todas as sessfes (CONT; HIPO;
HIPER). Na sessdo CONT, as plaquetas ndo retornaram aos valores basais apdés as
intervencdes (P<0,001).

Tabela 1. Alteracdes hematoldgicas e eletroliticas decorrente das sessdes de exercicio
de resisténcia e das intervencdes

Coletas Sangiiineas ANOVA de 2 vias

Variaveis Sessao (valor p)
Basal Exercicio Intervencdo Sessdo Coletas
Leucécitos totais CONT 7367 +2473 10767 13255i 9275 +2931%*
(x10%mm?) HIPO 7159 +2076 10232 134517_# 8174 +2808* 0,586  <0,001
HIPER 7317 £+1542 9342 +1912% 7692 +1687*
Neutréfilos CONT 5357 +2306 7047 12766z 6397 +2445%
(x10%mm?) HIPO 4755 +1939 6596 12644# 5419 +1615* 0,511  <0,001
HIPER 4809 +1615 6079 +1960* 4941 +149*
Linfécitos CONT 1615 +345 2841 1976## 2195 +550"*
(x10%/mm?) HIPO  1831+359 2886 1104% 2107 1759: 0,863 <0,001
HIPER 1902 +345 2482 +495 2066 +576"*
Y — CONT 360 +102 798 1236: 604 +174%*
(x10%mm?) HIPO 491 +169 668 1198# 568 +177 0,743  <0,001
HIPER 546 +74 698 +164 610 +163
H . CONT 42,4 +2 45,1 +2* 43,6 +3*
emgzo)c”to HIPO 44,3 +2 46,9 +2" 448 +22* 0170 <0,001
HIPER 44,3 +2 46,2 +3* 44 +2 3*
L, CONT 5,0 +0,3 5,3 +0,3" 5,1 +0,4*
Ez'nt:;/‘é'lt_‘)’s HIPO 4,902 5.2 +0,2" 5+0,3* 0324 <0,001
HIPER 4,9 +0,4 5,2 +0,3" 4,8 +0,3*
H lobi CONT 14 +0,7 14,9 +0,7* 14,7 +1,1
e”zg/% E) 'na HIPO 14,6 +1 15.6 +0,7% 148+0.7* 0,160 <0,001
HIPER 14,8 +1 15,4 +1* 14,6 +0,7*
CONT 238,323 288,5 +33" 272,3 +26"
Plaquetas #
L) HIPO 285,55 +66 329,5 177# 304,2+87 0,123  <0,001
HIPER  266,9 +22 293,6 +24 279,8 +41
Na* CONT 1432 +1,72 1455 +1,6 142,3 +1,5
(MEq/L) HIPO  142,3459 143,7 +6,3 143,5+125 0,217 0,333
HIPER  146,2 +1,7 146,5 +2,3 145,6 +3,8
K* CONT 3,7 +0,3 3,8 +0,3 4,0 +0,7*
(MEq/L) HIPO 3,7 +0,4 3,9+0,2 3,8 +0,3 0,206 0,004
HIPER 3,6+0,2 3,8+0,3 3,7 +0,3
Mg ™ CONT 2,1+0,1 2,2+ o,1z 2,1 +0,1*
(MEQ/L) HIPO 2,1+0,1 2,3+ 0,1# 2,1+0,1* 0,696 <0,001
HIPER 2,1+0,1 2,3+ 0,1 2,1 +0,1*
catt CONT 9,2+0,5 9,7+ 0,6: 9,2 +0,4*
(MEg/L) HIPO 9,2+0,5 9,7+ 0,6# 9,3 10,6: 0,970 <0,001
HIPER 9,4+0,5 9,9+ 0,5 9,0 +0,5
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Dados expressos em média e desvio padrdo. “P<0,05 vs basal; *P<0,05 vs Exercicio.

O potassio (P=0.004) manteve-se elevado na sessdo CONT em relacéo as intervencao
termoterapicas. Os ER aumentaram as concentracées sanguineas do Mg*" (P<0.001) e do
Ca'" (P<0.001), respectivamente de 10% (P<0,05) e 5% (P<0.05), porém apds as intervenc¢des
estes retornaram aos valores basais, sendo que na HIPER o Ca™ ficou inferior as
concentragdes basais. O Ca'" reduziu em relagdo ao exercicio nas trés diferentes intervencoes
(P<0.05), sendo mais evidente, na HIPER.

DISCUSSAO

Os exercicios de alta intensidade proporcionam alteracfes na homeostase que levam a
reorganizacdo da resposta de diversos tecidos, dentre estes 0 hematopoiético, induzindo ao
aumento na concentracdo dos leucécitos circulantes (Suzuki, 2002) observada durante e logo
apos a realizacéo dos exercicios (McCarthy & Dale, 1988). A leucocitose apos os ER se deve
aos aumentos dos neutrdfilos, dos linfocitos (Wang & Huang, 2005; Simonson SR & Jackson
CGR, 2004) e dos mondcitos (Cruzat, et al., 2007; Pournot H. et al. 2011), como parte da
resposta inflamatoria as lesdes do tecido muscular, evidenciadas apos os ER em nosso estudo.
Estas alteracdes hematoldgicas observadas apés ER decorrerem principalmente do aumento
da isquemia de reperfusao (Bloomer RJ & Goldfard AH, 2004), em que durante o relaxamento
muscular, ocorre 0 aumento da circulagdo sanguinea tecidual e consequentemente uma maior
oferta de oxigénio resultando na formacdo das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERON) (Rietjens et al., 2008), sendo que quando estes sdo gerados acima da capacidade
antioxidante (enziméatica e ndo enzimatica) do tecido, promovem o estresse oxidativo,
induzindo a lesBes dos componentes celulares e/ou servindo como sinalizadores ou
desencadeadores da resposta inflamatoria (Cruzat, V F. et al.,2007; Scheneider CD e Oliveira
AR, 2004).

Os programas de atividades fisicas com ER promovem um esperado aumento no
hematocrito, nos eritrocitos e na hemoglobina (Hu M, et al., 2008) advindas da melhora da
capacidade funcional. Entretanto, nosso estudo demonstrou um aumento agudo nestas
variaveis e nas plaquetas. Acreditamos que este fato se deva a reduc¢éo do volume plasmatico.
Ahmadizad S e El-Sayed MS (2005) demonstraram que apds uma sessdo de ER o volume
plasmatico diminui 10%, o que acarretou o aumento de 5.6%, 5.4% e 6.2% na contagem dos
eritrocitos, da hemoglobina e do hematdcrito respectivamente, dados similares aos
encontrados em nosso estudo.

Os dados sugerem que apds as intervencdes as alteracfes do hematocrito e dos
eritrécitos se devem recuperacdo parcial do volume plasmatico, sendo que as sessfes
termoterapicas apresentaram-se mais efetivas no retorno das concentragfes plasméticas das
plaquetas.

Os ER estimulam a resposta inflamatdria através da producdo das ERON (Rietjens et
al., 2008), a qual ativa mediadores quimicos e as moléculas de adeséo do endotélio vascular
(Sahnoun et al., 1998) para a atracdo quimiotaxica do tecido muscular lesado por leucocitos
(Aor et al.,, 2004), aumentando o dano muscular secundario (Pizza et al.,, 1998). Este
mecanismo explica a reducdo dos leucdcitos apdés as intervengdes, sendo que as
termoterapias foram discretamente mais efetivas nesta reducao.

A reducédo da temperatura reduz o fluxo sanguineo, o metabolismo e a demanda por O,
pelo tecido muscular (Burke et al., 2000), eventos que apés a reperfusdo poderia reduzir a
formacédo das ERON e a leucocitose (Pournot et al. 2011), sendo esta modificacdo encontrada
em nosso estudo. Estes efeitos reduzem os danos musculares ap0s 0s exercicios excéntricos
(Eston & Peters, 1999; Pournot et al. 2011). Os resultados prévios (Castle PC et al., 2006;
Sellwood, KL, et al., 2007; Cochrane D.J, 2005; Pournot H. et al. 2011) favoraveis encontrados
na aplicacéo desta terapia, ndao foram claramente evidenciados em nosso estudo, acreditamos
gue o tempo, a area de aplicacdo reduzida da hipotermia e o nivel de treinamento dos
voluntarios, diferentes dos estudos prévios, sejam responsaveis pelos efeitos diminuidos desta
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terapia. A hipertermia resulta no aumento da temperatura, do fluxo sanguineo e do
metabolismo local (Prentice, 1999), sendo que estes mecanismos permitem uma maior oferta
de O, e favorecem a remocdo de metabdlitos (Zuluaga et al. 1995). Acreditamos que estes
mecanismos favorecam a reducdo dos leucocitos circulantes devido a maior fixacdo destes no
tecido muscular, pois ja foi evidenciado o aumento dos anticorpos no tecido (Zuluaga et al.
1995). O estudo de Pournot H. et al. (2011) que comparou a imersdo em agua a 10°C, 36°C e
contraste (42°C e 10°C) apOs exercicios intermitentes demonstrou que apenas a hipotermia
reduziu os leucocitos (neutrofilos e mondcitos) circulantes apés 1h de recuperacdo, sendo que
24h apos a hipertermia resultou no aumento da dor tardia. Nossos resultados demonstram que
10min apds as intervencgdes termoterapicas nao ocorrem diferencas entre estas terapias.

As limitacbes do presente estudo residem na aplicagdo dos exercicios e das
intervencdes voltadas apenas para a musculatura para um grupo muscular especifico, na
auséncia da avaliacdo de mediadores quimicos (estresse oxidativo e marcadores inflamatérios)
responsaveis pela transducao do sinal e na analise tecidual muscular que permitiria avaliar a
guantidade de leucécitos que invadiram o tecido muscular, sendo que estas informacdes
favoreceriam um melhor entendimento da interacdo dos ER e as intervenc¢des termoterapicas.

CONCLUSAO

Os ER promovem o aumento dos leucdcitos (neutrofilos, mondcitos e linfocitos), dos
eritrocitos, das plaquetas e dos eletrélitos (K*, Mg*™* e Ca™) verificados imediatamente apds o
protocolo de exercicios. As intervencdes termoterapicas aplicadas localmente por 10min
restabeleceram as concentracdes plasmaticas das plaquetas e do K'. Estas intervencdes
apresentam discretos efeitos sobre a leucocitose evidenciada apdés os ER em praticantes de
musculacao.

Palavras-chave: hipotermia induzida, hipertermia induzida, hematologia.
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