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RESUMO

Introdugdo: O exercicio estressante prolongado tem sido associado a uma depressao transitéria da fun¢do imune,
com rotinas de treinamento e competicdo intensas e prolongadas capazes de levar os atletas a uma deficiéncia
imune. Objetivo: O objetivo deste estudo foi observar se o treinamento crénico foi capaz de produzir diferengas
sustentdveis no sangue periférico (SP) subpopulagdes de leucdcitos (LEU, granulécitos, mondcitos, linfocitos totais,
linfocitos B e T, e células CD4+ e CD8+T e células natural killers) de atletas de caiaque de elite quando comparados
com nao atletas. Métodos: A amostra incluiu 13 homens atletas de caiaque de elite, 20 + 3 anos, 75,0kg + 7,9 peso
e 177,3 +7,1 cm estatura. O VO, foi 58,3 + 7,8mLkg.min™. O grupo de néo atletas incluiu sete homens saudaveis,
idade 18 + 1 ano de idade, 81,3 + 13,8Kg de peso corporal e 171,9 + 4,5cm de estatura. As amostras de sangue
dos atletas foram coletadas no inicio da temporada de treinamento, ap6s um periodo fora do treinamento de seis
semanas. Populagdes de células sanguineas periféricas foram identificadas por andlise de citometria de fluxo. Para
identificar as diferencas entre os grupos de atletas e nao atletas, o teste U de Mann-Whitney foi utilizado. Resultados:
Néo foram identificadas diferencas entre os atletas de caiaque treinados e nao atletas em repouso, exceto para
células natural killers (CD3-CD56+) e os valores da subpopulagédo CD3-CD56+CD8+ os quais foram mais baixos nos
atletas. Conclusdo: Nosso estudo encontrou que, apds um periodo prolongado sem treinamento (seis semanas),
somente a populagdo de NK CD3-CD56+ e, em especial, a subpopulagdo de altamente citotdxica CD3-CD56+CD8+
apresentou niveis mais baixos nos atletas de elite quando comparados com os homens destreinados.

Palavras-chave: atletas, células natural killers, linfécitos, linfocitos T, imunologia.

ABSTRACT

Introduction: Prolonged strenuous exercise has been associated with a transient depression of immune function,
with prolonged intense training schedules and competition able to lead to immune impairment in athletes. Objetive:
The objective of this study was to see if chronic training was able to produce sustained differences in the peripheral
blood (PB) leukocyte subpopulations (WBC, granulocytes, monocytes, total lymphocytes, Band T lymphocytes, CD4+
and CD8+ T cells and Natural Killer cells) of elite kayakers when compared to non-athletes. Methods: The sample
comprised 13 elite male kayakers, 20+ 3 years old, 75.0 kg 7.9 weight and 177.3£7.1 cm stature. The VO, was
58.3+7.8 mlL.kg.min’’. The Non-athlete group comprised 7 health males, aged 18+1 years old, 81.3+13.8 kg of weight
and 171.9+4.5cm stature. The athlete’s blood samples were collected at the beginning of the training season, after
an off period of six weeks of training. Peripheral blood cell populations were identified by flow cytometry analysis. To
verify the differences between the athlete and non-athlete groups the Mann-Whitney U Test was used. Results: No
differences between the trained kayakers and the non-athletes were found at rest except for Natural Killer cells (CD3-
-CD56+) and the CD3-CD56+CD8+ subset values that were lower in the athletes. Conclusion: Our study found that
after a prolonged time without training (six weeks) only the NK CD3-CD56+ population and particularly the highly
cytotoxic CD3-CD56+CD8+ subpopulation had lower levels in the elite athletes when compared to the untrained men.

Keywords: athletes, natural killer cells, lymphocytes, T-lymphocytes, immunology.

INTRODUCAO

O exercicio prolongado e estressante tem sido associado a uma de-
pressao transitdria da fungdo imune', com treinamentos e competicoes
prolongados e intensos capazes de levar os atletas a disfuncdo imune.
Contudo, ndo esté claro se existem diferencas substanciais entre a po-

pulacao de atletas de elite e ndo atletas. As medidas da funcdo celular
T e B ndo parecem ser afetadas por treinamento fisico prolongado?.
Apesar disso, o sistema imunolégico intrinseco responde diferente-
mente ao treinamento fisico intenso. Relatos de atividade oxidativa
de neutrofilos diminuida® e decréscimo da expressao de citocinas em
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monocitos e células dendriticast, apds fases de treinamento de alto
volume e intensidade em nadadores em repouso quando comparados
a controles sedentdrios e equiparados em idade, foram publicados.
O efeito do treinamento fisico sobre o nimero e funcdo das células
exterminadoras naturais (NK) ainda é discutido. Enquanto estudos de
intervengdo ou cruzados-seccionais reportaram aumento moderado
na citotoxidade de células NK (CCNK) apds treinamento fisico mode-
rado®, o treinamento intenso tem mostrado a capacidade de alterar
subgrupos de células NK e reduzir CCNKS”,

As células NK representam um componente da imunidade inerente
a qual pode destruir células de tumor e infectadas por virus, sem sen-
sibilizacdo prévia (i.e, ndo-MHC-restrita)®. Aproximadamente 40% das
células NK (CD3-CD564) em humanos expressam CD8. A subpopulacédo
CD3-CD56+CD8+ em humanos apresentou ter atividade citolitica maior
quando comparada com a subpopulagcdo CD8° tanto em repouso'® e
apos cultura'! e mediar citotoxidade autéloga de células leucémicas
mieloides em pacientes com leucemia mieloide aguda que foram sub-
metidos a transplante de medula autélogo™.

Foi demonstrado que, em repouso, a funcdo imune em atletas,
comparada a ndo atletas, apresenta mais semelhancas do que dispa-
ridades'®. Apesar disso, hd mais estudos que especifique subgrupos
e os relacione a tempos especificos de treinamento que se fazem
necessarios. Ficamos interessados em examinar um grupo de atletas
de resisténcia extremamente treinados (atletas de caiaque) antes do
inicio da temporada de treinamento e compara-lo com um grupo
de néo atletas, observando vaérios parametros imunolégicos. O ob-
jetivo deste estudo foi investigar, antes do inicio da temporada de
treinamento e apds o periodo de recuperagdo de seis semanas, as
diferencas no sangue periférico na contagem de leucdcitos, popu-
lacdes de linfocitos B, T e em nas subpopulagcdes (CD4+, CD8+), e
também nas células NK (CD3-CD56+) entre atletas (atletas de caia-
que) e ndo atletas!

MATERIAIS E METODOS

Caracteristicas dos participantes

A amostra consistiu de 13 atletas de caiaque de elite, 20 + 3 anos
de idade, 75,0kg + 7,9 peso e 177,3 + 7,1cm estatura. O VO, foi 58,3
+ 7,8mLKkg. min’* O grupo de néo atletas consistiu de sete homens,
idade 18,2 + 1,1 anos, 81,3 + 13,8kg peso e 171,94 + 4,51cm estatura.

Todos apresentavam histéria negativa de doengas cardiovascular
ou hepatica e exibiam valores normais de um exame de rotina clinica,
incluindo valores de presséo arterial. Nenhum dos sujeitos fazia uso de
qualquer medicac¢do no tempo do estudo.

Apos receber explanacdes orais e escritas, obteve-se o termo de
consentimento e o protocolo experimental foi aprovado pelo Comité
de Etica de Pesquisa em Humanos da Faculdade de Ciéncias do Esporte
e Educagao Fisica da Universidade de Coimbra.

Amostras de sangue venoso

Amostras de sangue foram coletadas em um ponto especifico de
tempo (em novembro) apds um periodo de descanso de seis sema-
nas e antes do inicio da temporada de treinamento para atletas do
caiaque. As amostras de sangue para o grupo de ndo atletas foram
coletadas em um ponto equivalente de tempo.

Amostras sanguineas (15ml) foram coletadas da veia antecu-
bital por pungdo venosa, respeitando uma pausa de 48 horas de
descanso apos a Ultima sessao de treinamento. Andlise comple-
te da contagem de leucécitos (LEU)., granulécitos (GR), linfocitos
(Li) e mondcitos (MO) foi feita utilizando um analisador sanguineo
(Beckman Coulter T66, EUA).
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Citometria de fluxo

Subpopulagées de linfocitos foram determinadas por citometria de
fluxo (FACSCalibur; BD, San Jose, CA,, EUA). Foram incluidos o nimero
total de linfécitos T (CD3+) e subpopulagdes de axiliadoras/regula-
doras (CD3+CD4+), supressoras/citotéxicas (CD3+CD8+), linfécitos B
(CD19+), células natural killers (CD3-CD56+) e CD3-CD56+CD8+ e CD3-
-CD56+CD8-. Estas células foram coradas com o Lymphogram (CYT-
-C001, Cytognos, Espanha) de acordo com instru¢des do fabricante. As
células coradas foram analisadas em um citdmetro de fluxo FACScan
com ajuda do software CELLQuest (BD Biosciences). Os dados foram
analisados pelo programa computacional Infinicyt (Cytognos, Espanha).

ANALISE ESTATISTICA

Anélises descritivas foram consideradas para a média e desvio pa-
drdo. Uma vez que a amostra nao apresentou distribuicdo normal, o teste
U de Mann-Whitney foi utilizado para verificar diferencas entre atletas
e ndo atletas. O valor de significancia estabelecido foi de P < 0,05. O
software de analise estatistica SPSS para Windows (verséo 16.0. SPSS Inc,
Chicago) foi utilizado.

RESULTADOS

Os resultados mostram que o nimero de leucécitos, linfécitos, gra-
nulécitos e mondcitos foi semelhante e os grupos nao apresentaram
diferenca significante entre si (tabela 1).

Células CD3+T, CD4+ T coadjuvante, CD8+T supressora/citotoxica e
contagem total de células e porcentagem de CD19+ B né&o evidencia-
ram diferencas significantes entre os dois grupos (tabela 2). Contudo, os
sujeitos treinados apresentaram contagem de células e porcentagem
de NK mais baixas (CD3-CD56+) quando comparados aos nao atletas,
especificamente no subgrupo CD3-CD56+CD8+ (P < 0,05, tabela 2).

Tabela 1. Contagem celular total e porcentagem das populagdes de células
brancas de sangue periférico em atletas de caiaque de elite e homens néo
treinados. Os valores representam a média (+ desvio padréo).

Parametros hematol6gicos PLEEE LD TR P
(N=13) (N =7)
(BS 10%/uL 9,40 (1,63) 41 (1,88) 0,24
MO 10%/uL 041 (0,16) 066 (0,69) 0,23
% MO 4,61 (1,88) 7,17 (6,63) 0,55
GR10%/uL 5,60 (1,45) 1(1,36) 032
% GR 63,03 (6,17) 63,10 (5,07) 0,96
DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que as principais diferencas entre atle-
tas e nao atletas em repouso e apds um periodo sem treinamento
foram encontradas no nimero de células natural killers (CD3-CD56+)
presentes no sangue periférico. O subgrupo CD3-CD56+CD8+, em
especial, apresentou valores significativamente mais baixos do que 0s
encontrados em nao atletas (tabela 2).

Glesson et al® relataram que em atletas, em temporada de treina-
mento de natacdo, ndo houve alteragdes significantes nos nimeros ou
porcentagens de subgrupos de células B ou T, mas houve uma queda
significativa no numero e porcentagem de células natural killers. Por
outro lado, um estudo de Pedersen et al.*, em que ciclistas treinados
foram comparados com homens destreinados, a porcentagem de cé-
lulas NK foi mais alta nos atletas treinados, mas o estudo ndo relata em
qual fase do treinamento os dados foram coletados.

De acordo com Gleeson e Bishop'®, as alteracdes possibilitadas
por uma série de exercicios prolongados pode levar a uma supressao
natural da atividade das células NK e T, o que potencialmente po-
deria apresentar beneficios para pacientes transplantados em termos
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Tabela 2. Linfécitos sanguineos periféricos totais e contagem de células de subpo-
pulagoes de linfocitos em atletas de caiaque e homens nao treinados. Os valores
representam a média (+ desvio padréo).

Variavel Atletas de caiaque H_omens nao p
(N=13) treinados (N=7)

Linfécitos (10%/uL) 2.331,46 (454,59) 2.405,85 (685,09) 041

% Linfécitos 25,17 (5,39) 28,70 (6,09) 091
CD3+ (10%/uL) 1.527,45 (467,32) 1.762,29 (466,96) 0,22
%CD3+ 66,17 (16,21) 74,43 (11,65) 0,15
CD3+CD4+ (10%/uL) 858,21 (280,30) 950,24 (282,30) 0,35
%CD3+CD4+ 56,33 (6,27) 53,74 (5,97) 0,22
CD3+CD8+ (10°%/uL) 535,07 (176,57) 633,40 (209,00) 0,22
%CD3+CD8+ 34,97 (5,53) 35,50 (3,78) 045
Proporcao CD4+/CD8+ 1,67 (043) 1,54 (0,29 023
CD3+CD8+CD4+ (10%/uL) 10,04 (5,50) 17,64 (17,11) 032
%CD3+CD8+CD4+ 0,64 (0,22) 0,95 (1,04) 049
CD3+CD8-CD4- (10°/uL) 116,71(54,75) 135,00 (67,43) 044
%CD3+CD8-CD4- 746 (2,27) 8,29 (4,70) 0,50
CD3-CD19+ (10°/ul) 402,13(139,58) 348,84 (133,50 0,22
%CD3-CD19+ 17,19 (4,6) 14,40 (3,97) 0,10
NK CD3-CD56+ (10%/uL) 59,62 (29,79) 96,12 (38,14) 0,02
% NK CD3-CD56+ 246 (0,87) 528 (3,31) 0,02
NK CD3-CD56+CD8+ (103/uL); 24,85+(15,65) 63,27+(45,52) 0,03
% NKCD3-CD56+CD8+ 43,15+(13,11) 49,15+(22,18) 0,29
NK CD3-CD56+CD8 (10%/uL) 34,47+(20,35) 67,54+(55,67) 0,09
9%NK CD3-CD56+CD8 56,24+(13,04) 50,82+(22,20) 0,10

NK: células natural killers.

de reducdo do risco de rejeicao. O efeito da intensidade do exercicio
na atividade citolitica de células NK parece ter um efeito bifsico, com
um ganho inicial sequido por uma supressao tardia'>'¢, As células NK
tém demonstrado ser as células de maior resposta a uma série aguda
de exercicio®. Vérios estudos apoiam o aumento na contagem celular
de NK na circulagéo durante exercicio progressivo, assim como a rapida
recuperacao de NK pds-exercicio™'”°. Elas sdo rapidamente mobilizadas
para o sangue periférico, provavelmente via tenséo de cisalhamento (she-
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ar stress), devido a aumento no fluxo sanguineo juntamente com uma
regulagdo para baixo de expressao de molécula de adesao induzida por
catecolaminas®. Este aumento na piscine periférica tem sido associado
a uma supervisdo imune aumentada?'. Apesar disso, durante exercicio
prolongado, contagens de células NK circulantes podem cair abaixo dos
valores pré-exercicio??, em que as células deixam a circulacdo sanguinea
periférica possivelmente para entrar em locais de dano muscular?®. A saida
de células da circulagdo ou uma inibicéo de sua entrada pode significar

do ou transitando para locais onde elas sdo necessérias para funcéo imune
ou inflamatdria. O exercicio ndo parece destruir células NK; em vez disso,
elas sdo temporariamente realocadas para locais de reserva, como por
exemplo as paredes da veias periféricas, em resposta a secrecao induzida
por exercicio de catecolaminas e ativacéo de moléculas de adesao??. A
reducdo na contagem de células NK foi reportada como resistindo em até
sete dias apos o exercicio®, fato que parece ser confirmado por nossos
resultados com periodos de tempo até mesmo mais longos.

CONCLUSAO

Nossos dados sugerem que, mesmo apds um periodo de descanso
de seis semanas e antes do inicio da temporada de treinamento, o
numero de células NK em atletas PB é mais baixo do que os valores
encontrados em n&o atletas. Este achado pode refletir em adaptacao
cronica ao treinamento, sugerindo que um decréscimo no nimero de
células CD3-CD56+CD8+ pode refletir em risco menor de destruicao
de células autodlogas e declinio do estado de inflamacédo juntamente
com a redistribuicao de células NK nos tecidos para supervisdo imune.
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