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RESUMO

Objetivos: Analisar os efeitos de uma corrida de 15 km ao ar livre em ambiente de alta temperatura na modulagao da leucocitose em homens
saudaveis treinados em corrida.

Meétodos: A amostra foi composta por 14 homens que participavam de um grupo de corrida recreativo. Foram incluidos voluntarios que
declarassem ser capazes de percorrer a distdncia minima de 15 km, ndo estivessem tomando nenhum medicamento imunossupressor € nao
tivessem nenhuma doenga infecciosa. Os critérios de exclusdo foram hipertensao arterial em repouso antes da corrida, historico de doengas
osteomioarticulares, metabdlicas e/ou cardiovasculares, ¢ ndo completar o percurso da corrida. Amostras de sangue venoso antes ¢ apos a
corrida foram coletadas para determinagdo do hematocrito e contagem de células imunes por imunocitoquimica.

Resultados: Observou-se aumento no numero de leucdcitos totais e neutréfilos no momento pds corrida (9,31+2,4x10° células/pL e
7,64+3,4x10°% células/pL respectivamente) em comparacdo ao momento pré corrida (5,52+0.2x10% células/puL e 2,90+0,6x10* células/puL
respectivamente) (p<0,05). Houve diminuig¢ao no niimero de linfocitos e eosindfilos no momento pos corrida (1,34+0,3x10° e 0,36+0,2x10°
células/pL respectivamente) comparado ao pré corrida (1,67+£0,3x10% e 0,22+0,1x10° células/pL respectivamente) (p<0,05). Ndo foram
observadas diferengas significativas no nimero de mondcitos e basofilos no momento pos corrida (0,45+0,1x10% e 0,9+0,3%103% células/puL
respectivamente) comparado ao pré corrida (0,40+0,08x10°% e 0,8+0,3x10° células/uL respectivamente) (p>0,05).

Conclusdes: A corrida de 15 km ao ar livre, em ambiente de alta temperatura, induziu a uma cinética leucocitaria tipica, com leucocitose
as custas do aumento no niimero de neutréfilos, assim como queda no niimero de linfocitos e eosinofilos, em homens saudaveis com prévio
treinamento em corrida. Estes resultados ajudam a compreender melhor a leucocitose induzida pelo exercicio e podem indicar a intensidade
do estresse promovido pelo exercicio em condi¢des ambientais extremas.

DESCRITORES: leucocitose; termoregulagdo; corrida.

ABSTRACT

Aims: To assess the effects of an outdoor race of 15 km in a hot environment on leukocyte kinetics in healthy trained men.

Methods: The sample consisted of 14 men who participated in a recreational race group. Volunteers who said they were able to run a minimum
distance of 15 km, were not taking any immunosuppressants, and had no infectious disease were included in the study. The exclusion criteria
were the following: hypertension at rest before the race, history of musculoskeletal, metabolic and/or cardiovascular diseases, and failure to
finish the race. Venous blood samples were collected before and after the race for determination of hematocrit levels and immune cell count
by immunocytochemistry.

Results: An increase in total leukocyte and neutrophil count was observed after the race (9.31+£2.4x10° cells/uL and 7.64+3.4x10° cells/pL,
respectively) compared to the pre-race period (5.52+0.2x103 cells/uL and 2.90+0.6x 10 cells/uL, respectively), (p<0.05). There was a decrease
in lymphocyte and eosinophil count after the race (1.34+0.3x10° and 0.36+0.2x10° cells/uL, respectively) compared to the pre-race period
(1.67+0.3x10% and 0.22+0.1x10? cells/uL, respectively) (p<0.05). There was no statistically significant difference in monocyte and basophil
count after the race (0.45+0.1x10° and 0.9+0.3x10° cells/pL, respectively) compared to the pre-race period (0.40+0.08x10° and 0.84+0.3x10*
cells/uL, respectively) (p>0.05).

Conclusions: The 15-km outdoor race in a hot environment led to a typical leukocyte kinetics, resulting in leukocytosis owing to the increase
in neutrophil count as well as to a decrease in lymphocyte and eosinophil count in healthy trained men. These findings shed some further
light upon exercise-induced leukocytosis and may indicate the level of stress produced by exercise under extreme environmental conditions.
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Abreviaturas: NF, neutréfilos; LF, linfocitos; EOS, eosindfilos;
BAS, basofilos; MC, mondcitos; NK, natural killer; IMC, indice
de massa corporal; VO,max, consumo maximo de oxigénio.

INTRODUCAO

Sabe-se que uma sessdo de exercicio induz ao
aumento na quantidade de células imunes circulantes,
fendmeno denominado de leucocitose induzida pelo
exercicio. A leucocitose induzida pelo exercicio
pode ser caracterizada pelo aumento da concen-
tragdo sanguinea principalmente de neutrofilos
(NF), linfocitos (LF) T e B, e células Natural Killer
(NK) [1].

Os NF compdem entre 40-70% dos leucocitos
circulantes [2], e sdo os principais contribuintes para
a leucocitose induzida pelo exercicio [3]. Os LF tém
a funcdo de gerenciamento da imunidade adquirida, e
compdem entre 20-50% das células imunes circulan-
tes [2]. Demonstram sua concentragdo aumentada
durante o exercicio, e, imediatamente apos o exercicio,
reduzem-se novamente, retornando aos valores basais
em até 24 horas [4]. Os basofilos (BAS) e os eosinofilos
(EOS), denominados granuldcitos, perfazem 1 a 6%
das células imunes circulantes [2] e possuem papel
importante na resposta inflamatoéria, pois liberam
substancias que dilatam os vasos e iniciam a cascata
do acido araquidonico [5].

Estudos prévios demonstram que uma sessio
aguda de exercicio de alta intensidade em elevada
temperatura ambiental induz a um aumento maior no
numero de leucocitos totais, NF, LF, células NK e na
producdo de citocinas, quando comparada com uma
sessdo de exercicio em ambiente com temperatura
menor que 28°C [6,7]. Essa responsividade pode ser
associada ao fato de que as células possuem receptores
sensiveis a adrenalina e ao cortisol, hormonios em ele-
vadas concentragdes no exercicio de alta intensidade [3].
Os LF CD4+ e CD8+ possuem a menor densidade de
receptores B-adrenérgicos [3,8]. Em contrapartida, o
cortisol também tem influéncia sobre as células imunes,
diminuindo a concentragdo de monocitos (MC), EOS,
LF CD4+ e CD8+ ¢ aumentando a concentragdao dos
NF [3.8]. Além disso, elevadas temperaturas estimulam
o aumento da atividade simpatica ¢ a redugdo da
atividade parassimpatica, que podem ser precursores
da resposta neuroenddcrina ao frente ao exercicio
fisico [9].

O exercicio fisico em altas temperaturas pode
afetar a agdo das enzimas glicoliticas e aumentar a
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osmolaridade sanguinea e intersticial, favorecendo a
diminui¢ao do desempenho, o que em uma condigdo de
competicao, pode resultar na diminuigao da velocidade
média e aumento do tempo de prova [10,11]. Esse
estresse causado pelo exercicio ¢ sinalizado por
hormonios, que também afetam as células imunes,
diminuindo sua adesdo as paredes dos vasos [12].
No entanto, as sessOes de exercicios citadas foram
realizadas em ambiente laboratorial com a temperatura
controlada, ndo mimetizando a pratica diaria de
uma sessdo de exercicio. Portanto, é importante que
sejam feitos estudos que investiguem a leucocitose
induzida pelo exercicio fisico em um ambiente real,
de temperatura quente.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi analisar
os efeitos da corrida ao ar livre em ambiente de alta
temperatura na modulacao da leucocitose por meio da
contagem sanguinea dos NF, LF, MC, BAS e EOS.
Hipotetizamos que a corrida ao ar livre em ambiente de
alta temperatura induzira a leucocitose, especialmente
dos NF, e causard uma queda dos LF ¢ EOS.

METODOS

Foram selecionados para o estudo sujeitos
saudaveis, do sexo masculino, treinados em corrida.
Os participantes faziam parte de um grupo de
corrida recreativo que se encontrava trés vezes por
semana, correndo entre 10 a 21 km por treino. Foram
incluidos voluntarios que declarassem serem atletas
capazes de percorrer a distancia minima de 15 km,
ndo estivessem tomando nenhum medicamento
imunossupressor ¢ ndo tivessem nenhuma doenca
infecciosa. Os critérios de exclusdo foram: a) antes
da corrida, pressao arterial de repouso 2130 mmHg
sistolica ou >80 mmHg diast6lica em dectbito dorsal;
b) histérico de doengas osteomioarticulares, metabdlicas
e/ou cardiovasculares; ¢) ndo completar o percurso da
corrida. Todos os sujeitos foram informados sobre os
procedimentos experimentais e assinaram o Termo
de Consentimento Livre Esclarecido de participagao
no estudo. Todos os procedimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa Institucional sob o
nimero 545.550/2014 e realizados segundo as recomen-
dacoes da resolugao 466/12 do Conselho Nacional de
Saude.

Os sujeitos compareceram ao laboratorio em dois
momentos. Na primeira visita, foram realizadas as
avaliacdes antropométricas, de composi¢do corporal
e da capacidade cardiorrespiratoria. Apos 14 dias
compareceram para a corrida e as avaliagdes antes e
logo depois da mesma (Figura 1).
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Antropometria
Composigao corporal
Capacidade cardiorrespiratoria

l 14 dias

Antropometria
Composigao corporal
Coleta de sangue para contagem
de leucocitos e medida do hematocrito

Corrida 15 km

Figura 1. Desenho experimental do estudo.

O peso e a estatura dos sujeitos, despidos de
qualquer vestimenta ou acessoério, foram medidos por
meio da balanga com estadiometro (Welmy® W300,
Santa Barbara do Oeste, Brasil) com precisdo de
0,5 cm para estatura e 0,05 kg para o peso. A com-
posicdo corporal foi medida por bioimpedancia tetra
polar (Biodynamics®, BIA450, Washington, EUA)
respeitando os procedimentos recomendados pelo
fabricante para andlise do indice de massa corporal
(IMC) e da taxa metabolica basal.

A capacidade cardiorrespiratéria, avaliada pelo
consumo maximo de oxigénio (VO,max), foi medida
por meio da ergoespirometria, realizada duas sema-
nas antes da corrida. O protocolo utilizou velocidade
progressiva, com fase inicial de adaptacao a velocidade
de 4,0 km/h e inclinagéo de 1%. O teste foi iniciado com
velocidade constante de 5,0 km/h, com incremento de
1,0 km/h a cada minuto ¢ a manuten¢ao da inclinagao
a 1%. O equipamento ¢ composto pelo analisador de
gases (VO,;,,, MedGraphics®, Saint Paul, Minnesota,
EUA) conectado ao computador calibrado antes
do inicio de cada teste a uma esteira ergométrica
(Inbramed®, Master Super ATL).

Apbs 14 dias, os sujeitos retornaram ao labo-
ratorio no dia da corrida, permaneceram em re-
pouso para a coleta da amostra sanguinea venosa
antecubital (momento pré). Imediatamente apos a
corrida, foi coletada outra amostra sanguinea venosa
(momento pds). Para a coleta de sangue, os sujeitos
permaneceram em decubito dorsal, sendo coletados
18 ml de sangue da veia antecubital. As amostras
foram armazenadas em tubos com anticoagulante,
refrigeradas e enviadas ao laboratorio para as analises
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das populagdes de leucocitos totais, LF, NF, MC, EOS,
BAS e determinagdo do hematocrito, imediatamente
apos o término da ultima coleta.

A contagem dos leucocitos foi feita por meio da
técnica padronizada de imunocitoquimica [13] (Advia
2120, Hematology System, Siemens® Healthcare
Diagnostics, Forchheim, Germany) realizada no Centro
de Pesquisa Clinica do Hospital Universitario da Uni-
versidade Federal do Maranhao (CEPEC — HUUFMA).

A temperatura ambiente ¢ a umidade relativa
do ar no momento da corrida foram medidas a cada
cinco minutos, utilizando termohigrometro digital
(Instrutherm®, HT-260, Sao Paulo, Brasil) até a
passagem do ultimo atleta.

A corrida foi realizada na cidade de Sao Luis,
Maranhdo, Brasil, com altitude 4 metros acima do
nivel do mar. O percurso utilizado para realizar a
corrida possuia 3 km em uma avenida com extensao
de 1500 metros de ida e 1500 metros de volta, plana e
asfaltada, onde os atletas percorreram por cinco vezes
o percurso até totalizar 15 km. O percurso possuia
pontos de hidratacdo a cada 1,5 km, onde os atletas
hidratavam-se ad libitum. A corrida iniciou-se as 11:00
horas da manha e o ultimo atleta finalizou a corrida as
12:50 horas da tarde.

Os resultados foram apresentados como média e
desvio padrao. Foram utilizados os testes de Grubbs
para determinar a existéncia de valores discrepantes
e o teste de D’Agostino e Pearson para determinar a
normalidade dos dados (sendo homoscedasticos), t de
Student, considerando estatisticamente significante
o p <0,05. Os dados foram analisados pelo software
GraphPad® Prism 5.
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RESULTADOS

A amostra foi composta por 14 sujeitos que
atenderam aos critérios de inclusdo. A média de idade
dos participantes foi de 41+10 anos ¢ a média do
VO,max foi de 54+12,14 ml.kg-'.min-'. Caracteristicas
antropométricas e outros dados de antes e apos a corrida
sdo mostrados na Tabela 1. A temperatura durante a
corrida foi de 38,75+1,75°C e a umidade relativa de
37,37+4,65%.

Quando comparado o momento pré corrida
com o momento pods corrida, observou-se reducdo
significativa do peso e do IMC e aumento significativo
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do hematocrito. Nao se observou diferenca significativa
nos valores de taxa metabdlica basal (Tabela 1).

Ao avaliar a contagem de células imunes nos dois
momentos (antes e apos a corrida), observou-se aumen-
to significativo no nimero de leucoécitos totais e NF no
momento pos-corrida comparado ao momento pré-corri-
da (Tabela 2 e Figura 2). Esse aumento correspondente
a 40,71% para leucocitos totais e 62,03% para NF
(Figura 3). Em contrapartida, observou-se redugdo
significativa no numero de LF ¢ EOS no momento pos-
corrida comparado ao momento pré-corrida (Tabela 2 e
Figura 2). Essa reducao correspondente a 24,52% para
os linfocitos e 62,98% para os eosinofilos (Figura 3).

Tabela 1. Variaveis de

Pré-corrida Pés-corrida

. - > . )
caracterizagdo dos 14 voluntérios Variaveis Média:desvio padrao Média+desvio padrao p
homens, saudaveis e treinados, Estatura (m) 168,13+7,07 N N
submetidos a uma corrida de
15 km ao ar livre em ambiente Peso (kg) 63,92+7,5 61,69+7,2 <0,0001
de alta temperatura, nos Indice de massa corporal (kg/m2) 22,56+1,8 21,77x1,7 <0,0001
momentos pré e pés-corrida- Hematdcrito (%) 43,16+3,0 46,68+3,2 0,0008
Taxa metabolica basal (calorias) 1652+209 1652+204 0,9700
* Teste t de Student.
Tabela 2. Contagem de células R iR Mok
imunes em 14 voluntérios Tipos de células Média+desvio padrao* Média=desvio padrao* pt
homens, saudaveis e treinados, Leucécitos totais 5,52+0,2 9,31+2,4 <0,0001
submetidos a uma corrida de Neutr6l 590406 7 64534 0.0003
15 km ao ar livre em ambiente eutrottios ARG PEESy b
de alta temperatura, nos Linfécitos 1,67+0,3 1,34+0,3 0,0338
momentos pré e pés-corrida. Monécitos 0,40+0,08 0,45+0,1 0,1003
Eosindfilos 0,3620,2 0,22+0,1 0,0363
Baséfilos 0,8+0,03 0,9+0,03 0,4067
* Namero x 103 cel/uL. t Teste t de Student.
L]
[ ] 20 l...l
% 10 . % 15 ﬁ::— »
n ;&
g E ; 1.0 1007 =«
% 5 - .' = " LT T
L] (1]
Bl 05 NF
0 T T 0.0 T T 50+ TOTAL
Antes Depois Antes Depois
Neutréfil Linfécit MG [—|BAS
leutroriios infocitos
X 0 T T T
i *
08 15
[ — - LF
. m -504 *
06 L .
i - =1 10 [ ]
@ 0.4 L] @ L] 100 EOS
> E ., <) J..#gl_ ) - *
= L) E‘ * 5 -
o aganm -y " Teste t de Student.
" * Diferente significativamente do momento pré (p<0,05).
00 Antes Depois 0 Antes Depois t Diferente significativamente do momento pré (p<0,0001).
NF, neutréfilos; LF, linfécitos; MC, monécitos; EOS, eosindfilos;
Eosindfilos Total BAS, bastfilos; TOTAL, leucdcitos totais.
Teste t de Student. * <0,0001; t <0,05.

Figura 2. Contagem das células imunes antes e depois de uma corrida de
15 km ao ar livre em ambiente de alta temperatura, em 14 homens sauda-
veis e treinados. Os valores sao apresentados como média e desvio padrao.
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Figura 3. Alteragao percentual (%) das células imunes
no momento pés em relagdo ao momento pré de uma
corrida de 15 km em ambiente de alta temperatura,
em 14 homens saudaveis e treinados.
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Nao foram observadas alteragdes significativas
no numero de MC e BAS no momento pos-corrida
comparado com o momento pré-corrida (Tabela 2).

DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos de
uma corrida ao ar livre em ambiente de alta temperatura
e umidade relativa baixa do ar na contagem de
leucécitos totais, NF, MC, LF, EOS e BAS de sujeitos
treinados. A hipotese inicial foi confirmada, uma vez
que se observou a leucocitose apos a corrida nessas
condigdes ambientais. Observou-se que a leucocitose
foi modulada positivamente pelo aumento na contagem
de NF. Em contrapartida, observaram-se redugdes na
contagem dos LF, EOS e nenhuma alteragcdao para MC
e BAS.

O Colégio Americano de Medicina do Esporte
considera um ambiente quente quando a temperatura
estd acima de 27°C e a umidade relativa do ar abaixo
de 40%. O ambiente quente pode ser improprio para
pratica de exercicio, pois favorece o desenvolvimento
de complicagdes como a hipertermia e a desidratagao,
que afetam o desempenho [14].

Os sujeitos da presente amostra demonstraram
uma redugdo significativa de massa corporal. Essa
condigdo ¢ explicada pela desidratagdo, sendo con-
firmada pela alterac@o na relagdo soluto/solvente [15],
demonstrada na concentragdo do hematocrito, que foi
significativamente maior apos a corrida no presente
estudo.

Em relacdo as células imunes, observou-se
leucocitose, as custas do aumento dos NF circulantes,
como ja demonstrado em estudos prévios [16,17].
Esse aumento pode ser parcialmente explicado
pelo direcionamento dos NF para o local de uma
possivel lesdo, sendo atraidos por quimiocinas [3].
As catecolaminas também sao determinantes para a
leucocitose, por elevarem o volume de eje¢ao cardiaco,
causando o estresse de cisalhamento e o consequente
desprendimento dos leucdcitos das paredes dos
vasos, direcionando-os para a corrente sanguinea e
diminuindo a expressdo de moléculas de adesdo, como
a L-selectina [12,18]. Estudos demonstram também
que o aumento no numero de NF esta relacionado com
0 aumento da concentragao de cortisol, o que pode ser
um fator de manuten¢do da neutrofilia apos o exer-
cicio [3]. A noradrenalina também pode mobilizar
células imunes de Oorgdos linfoides, através da
estimulagao B-adrenérgica [19,20].

Estudos demonstram que a pratica de exercicio
fisico em ambientes com temperaturas elevadas pode
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estimular uma leucocitose mais acentuada do que
em condi¢des ambientais normais [6,7]. Isso pode
ser parcialmente explicado pelo maior aumento da
atividade simpatica e dos niveis de catecolaminas
durante o exercicio fisico em ambientes com
temperaturas elevadas [9,21].

Ainda existem duvidas sobre qual fator € realmente
importante na leucocitose induzida pelo exercicio
em relagdo a atividade simpatica; se é disparada
pelo aumento da temperatura corporal por si s0, pela
ativagdo neuroimunoenddcrina, ou por um conjunto de
fatores [21]. Mas o que de fato se sabe € que o exercicio
em altas temperaturas causa um aumento significativo
na quantidade de adrenalina circulante quando se
compara com 0 mesmo exercicio em temperatura neutra
ou fria, causando assim maior ativacao dos receptores
B-adrenérgicos [6]. A alta temperatura combinada
com o exercicio também aumenta as concentragdes
de cortisol acima dos valores do exercicio em ambiente
neutro [6]. Com caracteristica imunossupressora
importante, o cortisol sinaliza o desconforto e o
estresse causado pela alta temperatura interna sobre
o eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal [22]. Essa alta
concentragdo de cortisol pode ser um fator disparador
da apoptose dos LF ¢ EOS, causando diminui¢do de
suas presengas na circulagdo [23]. Os dados do pre-
sente estudo demonstraram uma queda significativa no
namero de LF circulantes, corroborando com diver-
sos estudos que demonstram tal decréscimo em dife-
rentes tipos de exercicios e intensidades, e em varios
momentos, desde imediatamente apds até 24 horas
depois da sessdo de exercicio [6,24]. Contudo, essa
diminui¢ao de LF pos-exercicio pode-se dever também
a sua movimentagdo em dire¢do de outros tecidos lin-
foides, onde permanecem a maior parte do tempo [24].

Mooren et al. [25] demonstraram que atletas e nao
atletas que correram uma maratona obtiveram maior
aumento na apoptose dos LF, do que quando fizeram
um exercicio extenuante controlado em esteira. Esse
dado indica que exercicio de alta intensidade realizado
em altas temperaturas pode levar a morte programada
dos LF. Assim como em outros estudos citados, o
presente estudo avaliou sujeitos treinados, visando a
entender a resposta nesse tipo de individuos.

Este estudo apresenta como limitagdes a auséncia
do controle da ingestdo de 4gua durante a corrida, a
auséncia do controle da atividade autonomica e da
medida da concentragdo sanguinea de catecolaminas,
cortisol e citocinas e a ndo realizagdo de uma corrida de
15 km em laboratério para comparagao. Em conjunto,
o conhecimento desses fatores poderia melhor
fundamentar e fortalecer as discussdes abordadas.
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Mesmo levando em conta estas limitagdes, e sem alteracdo na contagem de mondcitos/macro-
pode-se concluir que a corrida de 15 km realizada fagos e basofilos. Estes resultados ajudam a com-
em ambiente quente e seco induziu a uma tipica preender melhor a leucocitose induzida pelo exercicio
resposta de leucocitose, modulada especialmente pelo e podem ser indicadores da intensidade do estresse
aumento na contagem dos neutrofilos, acompanhada promovido pelo exercicio em condi¢cdes ambientais
pela reducao na contagem de linfocitos e eosinofilos, extremas.

NOTA

Declaracao de conflitos de interesse

Os autores declaram ndo haver conflitos de iteresse relevantes ao contetudo deste estudo.
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