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APRESENTACAO

A realizacdo de exercicio fisico promove grandes alteracdes fisioldgicas e
metabdlicas tanto a curto (agudas) quanto em longo prazo (crénicas).

Dentre estas alteracdes estdo modificacbes na reologia do sangue, inclusive nas
células vermelhas. Estudar o efeito do exercicio nessas células é muito importante, uma
vez que, sdo os eritrécitos as células responsaveis pelo transporte e entrega de oxigénio
aos musculos em atividade.

Para realizar adequadamente suas fungdes, a célula vermelha, principalmente sua
membrana, possui propriedades especificas, tais como deformabilidade, fluidez e
estabilidade.

Assim sendo, investigar o efeito do exercicio fisico nas propriedades da membrana
pode elucidar se o exercicio é capaz de promover melhorias ou prejuizos na
funcionalidade do eritrdcito.

E nesse sentido que o presente trabalho foi desenvolvido. O Capitulo 1 trds a
fundamentacdo tedrica da tese. Nesse capitulo é feita uma breve explanacdo sobre o
eritrocito, desde sua estrutura, formacao, funcdao, metabolismo e morte. Em seguida, é
feita uma abordagem sobre a membrana do eritrdcito, sua estrutura, composi¢ao, fungao
e propriedades. Além da descricdo da técnica do teste para avaliacdo da estabilidade de
membrana e a descricdo dos parametros hematolégicos e bioquimicos avaliados no
presente estudo. Por fim, foram descritos os aspectos gerais do exercicio fisico e seus
efeitos na reologia do sangue e nas propriedades da membrana.

No capitulo 2 foram avaliados os efeitos agudos do exercicio fisico de intensidade
moderada e alta, na estabilidade osmética da membrana do eritrdcito. A investigacao da
estabilidade osmética foi feita através do teste de fragilidade osmética, padronizado no
Laboratério de Biofisicoquimica (LABFIQ) do Instituto de Genética e Bioquimica da
Universidade Federal de Uberlandia.

O capitulo 3 analisou o efeito do treinamento agudo e cronico, de intensidade e
volume variados, na estabilidade de membrana de eritrécitos. Esse estudo foi conduzido

durante 18 semanas, em que foi avaliado um grupo de atletas nadadores de alto nivel.



CAPITULO 1

FUNDAMENTAGAO TEORICA



O SANGUE HUMANO

A fungao primordial do sangue é manter a homeostase, suprindo todos os tecidos
do corpo com as substancias vitais para a funcionalidade e removendo o que precisa ser
descartado.

O sangue é composto basicamente por células e plasma. O compartimento celular
do sangue é muito complexo, pois é composto por varios tipos de células distintas, como
células vermelhas ou eritrdcitos (RBC), células da série branca e as plaquetas. Ja o plasma
é constituido por agua, eletrdlitos, metabdlitos (uréia, glicose e aminoacidos), nutrientes,
proteinas e hormonios, suspensos em uma solucao salina complexa (Baskurt et al., 2007).

Existem muitos ions no sangue, tais como, sédio (Na*), calcio (Ca**), potéssio (K*),
cloreto (CI'), bicarbonato (HCOj5) e fosfato (PO,>). A concentracdo de ions é altamente
controlada, uma vez que alteragdes nessas concentragdes podem ocasionar um
desequilibrio osmético ou afetar o pH sanguineo, o que prejudica a reologia do sangue e
as propriedades mecanicas das células (Baskurt et al., 2007).

O sangue contém grande variedade de proteinas (simples, glicoproteinas e
lipoproteinas) que sdo os principais componentes sélidos do plasma. Podem ser
separadas em trés grupos principais: fibrinogénio, albumina e globulinas (Rodwell, 2015).
As proteinas exercem fun¢des importantes no plasma. Algumas sdo enzimas, anticorpos,
imunoglobulinas e hormonios. Atuam como transportadoras, em processos inflamatérios

e de coagulacdo (Rodwell, 2015).

ERITROCITOS
1- Estrutura e fungdo dos eritrdcitos

Os eritrécitos sdao discos biconcavos enucleados compostos basicamente pela
proteina hemoglobina (Hb) e revestidos por uma membrana plasmatica (Smith, 1995)
(Figura 1). E uma célula bastante simples, pois perde as organelas durante sua
diferenciacdo, o que limita seu tempo de vida (=120 dias), pois sdo incapazes de
reproduzir e reparar eficientemente os danos oxidativos causados a ela (Gordon-Smith,

2007, 2013).



A funcdo primaria dos eritrdcitos é transportar os gases respiratorios ligados a
hemoglobina (Hb). Nos pulmdes, o oxigénio (O,) se difunde pela barreira alveolar e se liga
a Hb, formando a HbO,, em um processo denominado oxigenac¢do. A Hb circula por todo
o corpo, liberando O, para os tecidos e recolhendo diéxido de carbono (CO,) produzido
pelas células durante o metabolismo. O CO, é enzimaticamente convertido pela anidrase
carbonica em HC03_ nos tecidos e nas células vermelhas para ser eliminado (Mairbaurl,
2013). Sendo assim, além de transportar O, a Hb dos RBC atua na eliminacdao de CO; e
protons gerados pelo metabolismo tecidual (Gordon-Smith, 2007; Mohandas & Gallagher,
2008).

Além do transporte de gases, os RBC recolhem metabdlitos liberados na
circulagao, como por exemplo, o lactato, que é liberado pelo musculo esquelético durante
o exercicio fisico intenso. Atuam também na diminuigdo da resisténcia vascular periférica.
Essa acdo é realizada através da liberacdo de oxido nitrico (NO) e estimulando sua
formacdo endotelial. O NO é um potente vasodilatador que leva a vasodilatacdo arteriolar
e aumenta o fluxo sanguineo local em determinadas situagdes fisiolégicas, inclusive

durante a realizacdo de exercicio fisico (Mairbaurl, 2013).

2- Hemoglobina

A molécula de hemoglobina é formada por uma porc¢do protéica denominada
globina e uma porgdo que corresponde ao heme (Azevedo, 2014). Se encontra dissolvida
no citosol do RBC em concentracdes muito altas (~34% por peso) correspondendo a cerca
de 95% do conteudo intracelular protéico dessa célula (Rodwell, 2015).

Trata-se de uma proteina tetramérica composta por 2 cadeias a (cada uma com
141 residuos) e 2 cadeias B (cada uma com 146 residuos) de globina. Em cada cadeia da
estrutura da proteina contém um grupo prostético heme.

O heme é composto por um anel protoporfirinico contendo um atomo de ferro no
seu estado ferroso (Fe?*). O ferro é um componente essencial da estrutura da proteina,
pois é nesse mineral que o O, se liga para ser transportado (Azevedo, 2014; Gordon-

Smith, 2007, 2013; Klinken, 2002; Nelson, 2014).



Os eritrécitos maduros sao incapazes de sintetizar a Hb. Sua producdo na
eritropoese comecga a partir do proeritroblasto e vai aumentando durante a maturagdo da
célula até a fase de reticuldcito (responsavel por 35% da producdo total).

A hemoglobina é responsavel pelo transporte de gases (O, e CO;). Se as moléculas
de O, fossem transportadas diluidas em soro sanguineo, apenas 5 ml/min poderia ser
entregue aos tecidos, enquanto que a hemoglobina tem a capacidade de transportar 50
vezes mais esta quantidade, isto é 250 ml/min. O controle da afinidade da Hb com o O,
depende de varios fatores como pH, temperatura, pressao parcial de oxigénio, pressao
parcial de gas carboOnico, e concentracdo de 2,3-difosfoglicerato (2,3 DGP) (Azevedo,

2014; Gordon-Smith, 2007).

3- Formagao dos eritrdcitos

A eritropoiese é o processo pelo qual o tecido hematopoiético da medula dssea
produz as células vermelhas. Em adultos normais, aproximadamente 200 bilhdes (cerca
de 1% do total) de eritrécitos velhos sdo substituidos por eritrdcitos jovens na circulagao
diariamente. O tempo de vida médio de um eritrécito normal é cerca de 120 dias (Koury
& Ponka, 2004; Smith, 1995). Apds este periodo, os eritrdcitos sdo retirados da circulagdo
pelos macréfagos presentes principalmente no bago e no figado para serem destruidos
(Azevedo, 2014).

A figura 2 ilustra a eritropoiese. Trata-se de um processo continuo em que a
proliferacdo e diferenciacdo do RBC se iniciam com as células tronco (stem cells) do tecido
hematopoiético.

As stem cells constituem uma pequena populacdo de células indiferenciadas da
medula dssea (1 a 3%). Sua proliferagdo, diferenciagdo e manuten¢do funcional sdo
mediadas por interleucinas e fatores estimulantes de col6nias, que agem diretamente em
receptores de membrana estimulando ou inibindo o crescimento celular. A interacdo de
fatores de crescimento ou citocinas (interleucinas) com a célula tronco induz a divisdo
assimétrica destas células, que podem ser renovadas ou originar col6nias de células
progenitoras multipotenciais, que possuem potencial para expressar ambos os genes de
linhagem mieldide e linféide. A linhagem mieldide sdo as unidades formadoras dos

eritrécitos (Klinken, 2002; Koury & Ponka, 2004).



O conjunto de eritrdcitos e seus precursores medulares sdo conhecidos como
eritron. O processo de producao da eritropoese pode ser dividido na fase de reprodugao,
responsavel pelas mitoses celulares (proliferacdo) e na fase de maturacdo, caracterizada
pela hemoglobinagdo e perda do nucleo (Figura 2). A eritropoiese dura cerca de 7 dias e
um proeritroblasto produz 16 eritrécitos maduros (Koury & Ponka, 2004).

Os eritrécitos sao liberados na circulagdo como reticuldcitos. Estes sao células
anucleadas 20% maiores do que os eritrocitos maduros contendo residuos de RNA e
mitocondrias capazes de realizar a respiracdo oxidativa. Os reticuldcitos correspondem
cerca de 1-2% das células vermelhas circulantes e permanecem no sangue periférico por
24-48 horas até se transformarem em eritrdcitos (Smith, 1995). Ao passarem pelos vasos
esplénicos eles perdem seus residuos de RNA e suas organelas passando a se tornar
células (RBC) maduras (Gordon-Smith, 2007).

O hormonio eritropoietina (EPO) é o principal regulador da eritropoiese. Trata-se
de uma glicoproteina sintetizada nos tubulos distais e coletores corticais dos rins. Este
hormonio atua na proliferacdo e diferenciacao de células progenitoras, principalmente no
estagio de transformacdo do proeritroblasto em eritroblasto. Promove o aumento da
sintese de hemoglobina e a saida de reticulécitos do compartimento medular (Azevedo,
2014; Koury & Ponka, 2004).

A EPO ndo entra na célula alvo, mas age através do segundo mensageiro, o AMP
ciclico, aumentando a concentracao intracelular desse mediador. O aumento desse
mediador nas células eritroides da medula dssea pode ser induzido por outros hormonios,
tais como catecolaminas, vasopressina, horménio do crescimento, hormonio
adrenocorticotréfico, hormonios da tiredide, corticosterdides e andrégenos (Besa &
Bullock, 1981; Szygula, 1990).

A EPO é produzida normalmente em pequenas quantidades, mas quando ocorre
uma diminuicdo da entrega de oxigénio, como nas anemias, ou em situacdes em que uma
maior quantidade de oxigénio é requisitada (hipdxia), a sintese de EPO e
consequentemente o aumento na producdo de eritrocitos acontece (Smith, 1995). Caso
cesse a necessidade de aumentar a demanda de oxigénio pelos tecidos, a producao de
EPO pelos rins é reduzida, voltando aos niveis normais (Azevedo, 2014; Koury & Ponka,

2004).



A eritropoiese é um processo altamente dindmico e regulado. Além da EPO, outras
substancias sdo essenciais para uma produg¢do adequada de células vermelhas tais como
folato, cobalamina e ferro. A deficiéncia de algum desses trés nutrientes pode levar a uma
diminuicdao na producdo de eritrdcitos e, subsequentemente, a redu¢dao no numero de
eritrocitos circulantes, causando anemia (Koury & Ponka, 2004).

A deficiéncia de folato e cobalamina esta relacionada ao desenvolvimento da
anemia megaloblastica, em que ocorre a presenca de hemacias macrociticas e de
reticulocitopenia. Nessa doenca os eritrécitos sdo incapazes de maturar adequadamente,
fazendo com que a medula éssea aumente o numero de eritroblastos e megaloblastos
imaturos que sofrem apoptose precocemente (Koury & Ponka, 2004).

O ferro é um componente essencial dos eritrécitos, uma vez que esse mineral esta
envolvido na sintese das protoporfirinas e da globina, para a formacdo de Hb (Azevedo,
2014; Klinken, 2002).

A deficiéncia de ferro é a causa mais comum de anemia (anemia ferropriva). A
anemia ferropriva é causada por uma diminuicdo da oferta de ferro para a sintese de
heme e, consequentemente, a formacdo de hemoglobina no desenvolvimento de células
eritréides. A diminuicdo da hemoglobinizacdo leva a producdo de eritrécitos normais
pequenos (microciticos) e com quantidades reduzidas de hemoglobina (hipocromicos)
(Koury & Ponka, 2004).

A deficiéncia desses nutrientes pode ser devida a inumeros fatores. No caso do
folato e da cobalamina, as causas estdo relacionadas a deficiéncias nutricionais, a defeitos
genéticos, auto-imunes ou metabdlicos que envolvem o transporte e absor¢cdo das
vitaminas. Com relacdo ao ferro sua deficiéncia no organismo também pode ser
nutricional, defeitos nas proteinas de transporte, na sua absorcao e também devido a
perda de sangue, que pode estar sendo causada por diversos motivos (Koury & Ponka,

2004).

4- Metabolismo dos eritrdcitos
Por ndo possuirem nucleo e organelas, a energia para os eritrécitos sobreviverem
provém da via glicolitica de Embden-Meyerhof, mas os eritrécitos também tém uma via

das pentoses muito ativa.



O substrato energético nos eritrécitos é a glicose. Sua fonte é exclusivamente
extracelular, pois estas células ndo possuem a capacidade de armazend-la (Baskurt &
Meiselman, 2003). A entrada de glicose na célula ocorre por difusdo facilitada através de
transportadores especificos de alta afinidade, os GLUT-1 (Rodwell, 2015).

Dentro dos eritrdcitos, a glicose é degradada pela via glicolitica de Embden-
Meyerhof ou glicélise anaerdbia, com a finalidade de produzir adenosina trifosfato (ATP)
(Gordon-Smith, 2007).

Outra via muito ativa nos eritrécitos é a via das pentoses, cuja importancia reside
na producdo de moléculas de fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido
(NADPH).

O ATP produzido é de extrema importancia para os eritrécitos realizarem diversas
funcdes relacionadas com transporte de fons (principalmente Na®, K* e Ca®") o que
impede a hiper-hidratagdo da célula. Serve também como substrato para reagdes
envolvendo quinases e auxilia na manutengdo do estado deformavel dos eritrécitos,
controlando o volume e a drea de superficie celular (Azevedo, 2014; Baskurt &
Meiselman, 2003; Gratzer, 1981).

O NADH produzido no eritrocito pode atuar como substrato da metemoglobina-
redutase, capacitando-a a reduzir a metemoglobina inativa (Fe**) em hemoglobina ativa
(Fe®"). Essa conversdo é importante, pois o ferro quando se encontra no estado férrico
(Fe®") é incapaz de se ligar ao O,, prejudicando assim a fun¢dao da molécula de Hb
(Rodwell, 2015).

O agente redutor NADPH atua em seu sistema de reparo oxidativo. Ele atua como
cofator da enzima glutationa redutase (que reduz a glutationa oxidada a glutationa
reduzida) para protecdo da hemadcia contra lesdes oxidativas (Azevedo, 2014).

A via glicolitica também produz 2,3-difosfoglicerato (2,3-DGP), um dos maiores
moduladores alostéricos in vivo da afinidade entre o O, e a Hb. Esta enzima possui a
capacidade de enfraquecer a ligacdo do O, com a Hb, permitindo sua dissociacdo em
situacOes de hipdxia (Benesch & Benesch, 1967; Chanutin & Curnish, 1967). Dessa forma
o 2,3-DGP atua facilitando a liberacdo de O, em tecidos onde ha baixa pressdo de O,,
enqguanto nos tecidos com alta pressdo de O, (pulmdo), a molécula de 2,3-DPG é

deslocada do centro da Hb desoxigenada, facilitando a captacdo de O,.



Dois fatores estdo envolvidos nesse processo: 1) o 2,3-DGP se liga as moléculas de
Hb causando alteragdes conformacionais envolidas na modulagdo alostérica desta
proteina; 2) o aumento producdo 2,3-DGP (que é um anion intracelular incapaz de
atravessar a membrana) faz com que ocorra um aumento no efluxo de fons H* na célula,
causando uma de uma queda no pH intra-eritrocitario. A queda do pH faz com que ocorra
aumento da liberagdo de O, para os tecidos pela Hb (efeito Bohr) (Brewer, 1974; Gordon-

Smith, 2007; Mulquiney & Kuchel, 1999).

5- Envelhecimento e morte dos eritrdcitos

Apds serem liberadas na circulagcdo, as hemdcias sofrem varias agressoes
mecanicas, metabdlicas e osméticas durante sua vida util. Isso quer dizer que com o
passar dos dias de vida, os eritrécitos vdo perdendo pouco a pouco sua organizacdo
estrutural e suas propriedades, diminuindo assim progressivamente sua eficacia em
realizar o transporte de gases (Kosower, 1993).

Por serem células anucleadas, os eritrécitos possuem um sistema muito limitado
de auto-reparagdo. Assim sendo, alguns danos em sua estrutura ou nos componentes
presentes na membrana celular muitas vezes ndao podem ser reparados (Clark, 1988) e
esses danos irreversiveis vao se acumulando com o envelhecimento do RBC.

A tabela 1 resume as principais alteracdes que ocorrem no RBC ao logo de sua
vida util. De uma forma geral ocorre uma perda progressiva das propriedades do RBC. Ele
se torna menos deformavel, menos fluido e mais rigido. Essas mudancas sdo reflexos dos
processos que a célula realiza para desempenhar suas funcdes.

Se compararmos as caracteristicas fisicas e mecanicas dos eritrocitos jovens em
relacdo aos eritrdcitos velhos, existem algumas diferengas bem definidas. Uma delas é o
aumento da densidade e diminuicdo do volume da célula (Bartosz, 1991; Clark, 1988;
Waugh et al., 1992). Esses eventos estdo associados a perda de eletrdlitos, o que leva a
perda de dgua e desidratacdo na célula (Fortier et al., 1988; Shiga et al., 1985).

Alguns autores relatam também diferencas no tamanho do RBC jovem comparado
com o senescente, indicando uma perda progressiva no tamanho da célula (Cordero,
Rodriguez, & Romero, 2004) e também diminuicdo da area de superficie (Waugh et al.,

1992). Essas alteracbes estdo relacionadas com processos de microvesiculacdo da



membrana, que encapsula porcdes do citoplasma. A perda desses fragmentos da
membrana é que faz com que a célula se torne menor e com menor volume (Bartosz,
1991).

Outra alteragdo que acontece é a mudanca na morfologia da célula (Cordero et al.,
2004). Essa alteracdo estd associada a mudancas nas interacGes entre as proteinas do
citoesqueleto e as proteinas transmembranicas, o que afeta a forma e prejudica a
deformabilidade da célula (Cordero et al., 2004).

Com o envelhecimento do RBC ocorre alteracdes na proteina banda 3. Suas
porgdes intra-membranosas se agregam na superficie da célula e passam a ser uns dos
primeiros marcadores morfoldgicos para a eliminagao celular (Bartosz, 1991; Cordero et
al., 2004).

De uma forma geral, alteragdes no comportamento das proteinas estdo
relacionadas ao aumento da densidade e diminuicdo da deformabilidade nos eritrdcitos
senescentes. Durante o processo de envelhecimento, ocorre um aumento nos processos
de agregacdo, glicacdo e degradacdo protéica (Clark, 1988; Smith, 1995).

Os agregados protéicos sao formados principalmente através de ligacGes cruzadas
com as proteinas da membrana entre si, com a Hb e com as proteinas do citoesqueleto.
Esse processo é mediado por acdo enzimatica, por acao do malondialdeido e outros
produtos da peroxidacdo lipidica com os grupos amino das proteinas. Ja a glicacdo ocorre
de forma nao enzimatica devido ao contato continuo das proteinas com acucares,
principalmente a glicose (Bartosz, 1991).

O dano oxidativo na célula vermelha é muito grande, esse é um dos principais
fatores que levam a morte celular (Danon & Marikovsky, 1988; Lutz et al., 1988). Um
processo muito frequente é a peroxidac¢do dos lipidios da membrana. Os produtos desse
processo vao se acumulando progressivamente na membrana dos eritrécitos, causando
danos estruturais e morfoldgicos (Bartosz, 1991; Schroeder, 1984).

Um dos danos estruturais decorrentes dos processos de peroxidacdo lipidica é a
diminuicdo da assimetria dos lipidios da membrana. Essa é uma alteracdo importante,
pois a exposicdo da fosfatidilserina na face extracelular da membrana é um dos
marcadores para a remocdo das células senescentes pelos macrofagos (Fadok et al., 1998;

Fadok et al., 2001; Kuypers & de Jong, 2004).
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Todos esses processos contribuem para o envelhecimento do RBC e a diminuicao
de sua deformabilidade. Embora a altera¢do na deformabilidade parecesse ser o principal
determinante do tempo de vida dos RBC, os fatores exatos que regulam a sobrevivéncia e
promovem o sequestro de células senescentes por macréfagos teciduais ndo sao
totalmente conhecidos, e tudo indica ser um processo de causas multifatoriais (Danon &
Marikovsky, 1988).

Quando os danos no RBC chegam a um ponto critico, a célula se arrebenta. Se
esse processo ocorrer na corrente sanguinea é denominada hemdlise intravascular; se ele
ocorrer no interior do baco, ele recebe o nome de hemdlise extravascular, pois a
circulacdo sanguinea nesse orgdo é aberta (Wallace & Blakemore, 1970).

Cerca de 200 bilhdes de eritrdcitos sdo catabolizados por dia. Apds o tempo de
vida util, os eritrocitos senescentes sdo sequestrados pelo baco e a remocdo é
responsabilidade dos macréfagos mononucleares do sistema reticulo endotelial (bago,
figado e medula déssea) onde eles sdo destruidos (Bartosz, 1991; Bratosin et al., 1998;
Rifkind, 1966).

Os macrofagos sao seletivos e possuem a habilidade de distinguir células maduras
de senescentes. Essa distincdo é feita através de sinais especificos que vao surgindo na
célula senescente. Dentre os sinais estdo o surgimento de antigenos especificos na
superficie das células envelhecidas (Signorini et al., 1995), a presenca de receptores ou o
aparecimento na superficie da membrana de estruturas que normalmente tém
localizagdao transmembrana ou na face interior da membrana (Bartosz, 1991; Bratosin et
al., 1998).

No interior do macréfago, o RBC é lisado e seu conteudo é reciclado. A globina é
degradada em seus aminoacidos componentes para posterior reutilizacdo. O heme
proveniente da Hb é degradado enzimaticamente, liberando monéxido de carbono e
ferro como subprodutos (Coburn & Kane, 1968). O ferro degradado retorna ao plasma e
se liga a transferrina, sendo reutilizado, o que representa a principal fonte de ferro do
organismo (Rodwell, 2015). J4 a protoporfirina é clivada para formar biliverdina, que, por
sua vez é reduzida a bilirrubina. A bilirrubina liga-se a albumina (bilirrubina indireta) e
segue pela circulacdo até o figado, onde é conjugada com duas moléculas de acido

glucurénico (bilirrubina direta) através da enzima glicuronil-transferase. Parte da
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bilirrubina direta é eliminada pelas fezes na forma de estercobilinogénio e o restante é
reabsorvido e eliminado nos rins como urobilinogénio (Azevedo, 2014; Coburn, Williams,

& Forster, 1964; Gordon-Smith, 2007; Motta, 2009).

MEMBRANAS CELULARES
1- Fun¢6es das membranas celulares

As membranas sdo estruturas semipermeaveis que definem o limite externo das
células e regulam o transito de moléculas através de sua estrutura. Atuam como
transportadoras de substancias (agua, ions) e de gases (O, e CO,) para dentro e fora das
células (Agre, 2006; Bratosin et al.,, 1998). Também funcionam como receptores, pois
captam sinais extracelulares e desencadeiam alteragées moleculares na célula, além de

possuirem funcGes de catdlise e de transducdo de sinais (Guidotti, 1972; Nelson, 2014).

2- Estrutura e composicao da membrana dos eritrécitos

As membranas das células eucariotas seguem o modelo do mosaico fluido,
proposto por Singer e Nicolson na década de 70 (Singer & Nicolson, 1972). Nesse modelo,
a membrana das células é constituida por uma bicamada de lipidios em que proteinas e
glicoproteinas estdo interligadas (Figura 3).

Cerca de 52% da massa da membrana é composta por proteinas, 40% de lipidios e
8% de carboidratos (Mohandas & Evans, 1994).

Os componentes da membrana estdo associados ocorrendo interacGes proteina-
proteina e interacdes do tipo lipidio-proteina (Chasis & Shohet, 1987). O moisaico é
fluido, uma vez que as interagGes entre seus componentes sdo nao covalentes, deixando
as moléculas individuais dos lipidios e das proteinas livres para se movimentarem
lateralmente no plano da membrana (Nelson, 2014).

Os carboidratos sdo as moléculas em menor nimero na membrana, estao
associados principalmente a lipidios (glicolipidios) ou a proteinas (glicoproteinas). Agem
contribuindo para manter a carga negativa externa da membrana e atuam parcialmente
como antigenos de grupo sanguineos (Bratosin et al., 1998; Shiga et al., 1990).

Os maiores constituintes lipidicos da membrana sdo os fosfolipidios, os esterdis e

em menores quantidades os glicolipidios (Cooper, 1978). Todas as trés classes de lipidios
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sdo moléculas anfipaticas com uma cabeca polar (hidrofilico) e uma cauda hidrofdbica
(Lodish, 2012).

A composicdao de fosfolipidios da membrana compreende basicamente
fosfatidilcolina (30%), fosfatidiletanolamina (28%), esfingomielina (25%) e fosdatidilserina
(14%). S3o estes componentes que formam a bicamada lipidica, sendo distribuidos
assimetricamente na membrana (Lucy, 1972; Mohandas & Evans, 1994; Singer &
Nicolson, 1972).

A organizacdo dos fosfolipidios na membrana é estrategicamente desenvolvida
para criar uma barreira impermeavel, que impede a difusdo de solutos hidrofilicos através
da membrana. A maioria dos aminofosfolipidios, fosfatidilserina, fosfatidilinositol e da
fosfatidiletanolamina, estdo distribuidos na face interna enquanto que a fosfolipidios de
colina, fosfatidilcolina e esfingomielina, estdo localizados predominantemente na face
externa (Schroeder, 1984). A distribuicdo deve ser assimétrica para a manutencao da
forma e para modular as propriedades biofisicas da membrana, inclusive a estabilidade
mecanica. Para isso, a organizac¢do dos lipidios na membrana é enzimaticamente regulada
(Manno et al., 2002).

Os esterdis sao outro tipo de lipidios que compdem estruturalmente a membrana
plasmatica. A estrutura caracteristica desse grupo de lipidios é o nucleo esterdide rigido
constituido por quatro anéis fundidos entre si. A estrutura planar rigida do nucleo de
esterdides reduz a liberdade de movimentagdo por rotacdo das moléculas que sdo
vizinhas a ele, fazendo com que elas assumam sua conformacdo totalmente estendida
reduzindo assim a fluidez no interior da bicamada (Nelson, 2014).

No caso da membrana dos eritrécitos, o esterol predominante é o colesterol.
Trata-se de uma estrutura anfipatica com um grupo cabeca polar e um corpo
hidrocarbonado ndo polar. Este componente é encontrado predominantemente na face
externa da monocamada da membrana (Schroeder, 1984). Em quantidades adequadas, o
colesterol atua como um modulador de varias funcdes na membrana, tais como,
transporte, trocas idnicas, além de regular a acdo de receptores e da acdo de enzimas na
membrana (Yeagle, 1985, 1991).

O colesterol é que confere as camadas lipidicas maior espessura e rigidez, uma vez

gue sua parte hidrofdbica contribui para o aumento da afinidade entre os fosfolipidios.
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Na verdade, sdo as intera¢des hidrofdbicas e as ligacdes de hidrogénio que ocorre entre
os lipidios é o que mantém a integridade da bicamada permitindo a movimentacao
celular da membrana sem manté-la rigida (Cooper, 1978).

Outras fungbes do colesterol na membrana estdo relacionadas com as
propriedades de permeabilidade, estabilidade e de fluidez. Para a manutencdo dessas
propriedades é preciso haver certa proporc¢do de fosfolipidios em relagdo a colesterol na
membrana. Um aumento dos niveis de colesterol no meio afeta sua propor¢do na
membrana, e esse aumento estd diretamente correlacionado a uma reduc¢do da fluidez e
da permeabilidade e aumento da rigidez da membrana, devido ao nucleo rigido do anel
esterdide, o qual diminui a liberdade de rotacdo das ligacdes carbono-carbono (Rodwell,
2015). Essas alteragdes prejudicam a célula a desempenhar adequadamente suas fungdes
fazendo com que estas sejam removidas precocemente pelo baco para serem destruidas
(Cooper, 1978; Shiga, Maeda, Kon, 1990). Além dos esterdis, o teor de acidos graxos
saturados e insaturados nos fosfolipidios também influencia na fluidez e rigidez da
membrana plasmatica. Quanto maior a quantidade de acidos graxos saturados, maior é a
rigidez devido a quantidade de interagdes de van der Waals entre as cadeias alinhadas
das caudas hidrofdbicas dos fosfolipidios. Por sua vez, um maior teor de acidos graxos
insaturados cis-configurados aumenta a fluidez da membrana (Rodwell, 2015).

As proteinas da membrana plasmatica se dispdem de duas formas: mergulhadas
na bicamada (proteinas intrinsecas ou integrais) ou associadas a superficie interna ou
externa da bicamada (proteinas extrinsecas ou periféricas) (Lague, Zuckermann, & Roux,
2001; Shiga, Maeda, Kon, 1990).

As proteinas integrais estdo fortemente ligadas a membrana por meio de
interacOes hidrofébicas entre os lipidios na bicamada e os dominios hidrofdbicos dessas
proteinas. Elas possuem relevancia direta na integridade estrutural da membrana, pois se
ligam através de seus dominios citoplasmaticos a proteinas presentes no citoesqueleto
(An & Mohandas, 2008). Além disso, desempenham vdrias funcdes na membrana, como
sinalizacdo, transporte (de cations, agua e ureia) e adesdo das células vermelhas com
outras células. As proteinas integrais mais estudadas sdo a banda 3 e as glicoforinas.

Banda 3 é a maior proteina integral da membrana correspondendo entre 15-20%

da quantidade total de proteina. As principais fun¢des da banda 3 sdo: a) fazer a ligagdo
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entre a bicamada lipidica com o citoesqueleto, através de interacdes do seu dominio
citoplasmadtico com as proteinas presentes no citoesqueleto (anquirina, proteina 4.1 e
proteina 4.2) e b) realizar o transporte de anions através da membrana (Low, 1986;
Mohandas & Evans, 1994).

Sao quatro glicoproteinas pertencentes a classe das glicoforinas: A,B, C e D. Elas
correspondem a cerca de 2% do total de proteinas das membranas dos eritrécitos. Por
serem ricas em acido sidlico, sdo chamadas também de sialoglicoproteinas. A presenca de
residuos de acido sidlico confere uma forte carga negativa liquida a superficie da célula;
esta carga é funcionalmente importante na reducdo da interacdo entra as células
vermelhas, bem como das células vermelhas com outras células, incluindo endotélio
vascular (Chasis & Mohandas, 1992).

Dentre as fungdes das glicoforinas estdo o transporte de especificidades de alguns
grupos sanguineos. A glicoforina A transporta a especificidade do grupo sanguineo MN, a
glicoforina B a especificidade Ss, e glicoforina C a especificidade de grupo sanguineo
Gerbich (Reid et al., 1990).

Estas proteinas integrais também atuam como ligantes ao citoesqueleto da
membrana, bem como transportadoras nas células vermelhas (Mohandas & Evans, 1994).

Existem também associadas a membrana as proteinas periféricas, que estdo
localizadas na superficie citoplasmatica da bicamada lipidica e podem ser facilmente
liberadas da membrana através de uma simples manipulacdao de forga ibnica do meio,
pois sO se associam a membrana por meio de interacGes eletrostaticas ou pontes de
hidrogénio que estabelecem com dominios hidrofilicos das proteinas integrais e com os
grupos polares da cabeca dos lipidios de membrana (Nelson, 2014). As proteinas
periféricas incluem espectrina, actina e proteina 4.1R, constituintes do citoesqueleto da
membrana (Mohandas & Evans, 1994).

O citoesqueleto é uma rede de proteinas que sdo responsaveis pela integridade e
elasticidade da membrana (Barthes-Biesel, 1996; Chasis & Shohet, 1987). Controla o
tamanho, a forma, a flexibilidade e a durabilidade da membrana do RBC, como também
as interacdes célula-célula e a fusdo da membrana. Qualquer alteracdo nesse complexo
modifica profundamente a morfologia do RBC e causa a fragmentacdo da membrana em

pequenas vesiculas (Bratosin et al., 1998).
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O citoesqueleto é composto por trés proteinas principais: espectrina, actina e
proteina 4.1 (Bennett, 1985, 1990a, 1990b). Encontra-se associado a bicamada lipidica
citosdlica por meio de interacdes proteina-proteina e lipidio-proteina (Figura 3).

A espectrina é a maior proteina do citoesqueleto. E composta por duas cadeias
polipeptidicas, a a- e a B- espectrina, que sdo alinhadas de forma antiparalela e
interligadas formando um dimero. Um dimero interage com outro formando tetrameros.
A forma que a espectrina se associa confere a esta molécula flexibilidade tanto da
proteina quanto da membrana. Esta proteina pode se associar de diferentes formas: a
outra espectrina, a anquirina, a actina ou a proteina 4.1 (An & Mohandas, 2008; Rodwell,
2015; Smith, 1995).

Além da associacdo entre as proteinas, ocorrem associacdes entre a espectrina e a
fosfatidilserina, presente na camada interna da membrana. Essa associacdo é
extremamente importante, pois é responsdvel por regular a estabilidade mecanica do
RBC (Manno et al., 2002).

Anquirina é uma proteina em forma de piramide que se liga a espectrina. Por sua
vez, a anquirina liga-se fortemente a banda 3 para assegurar a ligacdo de espectrina a
membrana (An & Mohandas, 2008; Rodwell, 2015).

A actina existe nas células vermelhas como filamentos de dupla hélice e se liga
principalmente a proteina 4.1 (Rodwell, 2015).

A proteina 4.1 é uma proteina globular que se liga fortemente na extremidade da
cauda da espectrina, perto do local de ligacdo da actina, formando assim os complexos
juncionais espectrina-actina-proteina 4.1 (Figura 3). A proteina 4.1 também se liga a
proteinas integrais como as glicoforinas A e C e a certos fosfolipidios, juntando assim o
complexo das proteinas do citoesqueleto com a bicamada lipidica (An & Mohandas, 2008;
Rodwell, 2015). O complexo juncional é um importante regulador da integridade
mecanica da membrana (An & Mohandas, 2008).

A ligacdo entre a bicamada e o citoesqueleto é essencial para a membrana
plasmatica ser capaz de sofrer os rearranjos conformacionais para a célula realizar suas
funcdes, essa propriedade é a deformabilidade. (Chasis & Mohandas, 1986). Para um

funcionamento ideal, as associacGes entre as proteinas da membrana e do citoesqueleto
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devem ser adequadas e a proximidade da rede do citoesqueleto com a bicamada deve ser
criticamente regulada (Mohandas & Evans, 1994).

A distribuicdo assimétrica dos fosfolipidios na bicamada também contribui para a
ancoragem do citoesqueleto na membrana dos eritrécitos. Os fosfolipidios fosfatidilserina
e fosfatidilinositol, que estao localizados no interior da bicamada, interagem com a
espectrina (fosfatidilserina) e com a proteina 4.1R (fosfatidilinositol). Estudos revelam que
a ligacdo entre espectrina e fosfatidilserina melhora a estabilidade mecanica dos
eritrécitos (Manno et al., 2002) enquanto que a ligacdo entre fosfatidilinositol e proteina
4.1R regula as interagGes transmembranicas entre a proteina banda 3 e a glicoforina C
(An & Mohandas, 2008; Mohandas & Gallagher, 2008).

Tanto as ligagdes verticais quanto as laterais das proteinas do citoesqueleto com a
bicamada sdo importantes para a manutencdo das propriedades de elasticidade,
deformabilidade e coesdao da membrana. A perda das ligagdes com citoesqueleto resulta
em perda de lipidios e reducao da area de superficie da membrana, o que compromete a
habilidade da célula se deformar durante a circulagdo, além de ser um agravante que
contribui diretamente para a reducdo da sobrevida do eritrdcito e remoc¢do precoce dos
eritrécitos pelo baco, ocasionando anemia no individuo (Mohandas & Gallagher, 2008).

Algumas desordens genéticas estdo associadas diretamente a danos nas proteinas
do citoesqueleto ou das liga¢des entre o citoesqueleto e a bicamada. Nessas doencas, as
células vermelhas apresentam forma diferente de sua tipica forma bicdncava, sendo
esferociticas (esferocitose hereditaria), elipitcas (eliptose hereditdria) ou ovais
(ovalocitose hereditdria) (An & Mohandas, 2008; Perrotta, Gallagher, & Mohandas, 2008).

As alteracOes na estrutura dos RBC nessas doencas estdo associadas a deficiéncia
ou anormalidade da espectrina, de outras proteinas do citoesqueleto ou das proteinas da
bicamada. A consequéncia dessas alteracées na forma dos eritrécitos é a reducdo da area
de superficie dessas células, o que prejudica a deformabilidade, a regulacdo do volume da
célula e promove sua destruicdo precoce, causando anemia de origem hemolitica. O
principal tratamento dessas condicGes é feito pela retirada cirdrgica do baco, pois assim
os eritrécitos sdao mantidos por mais tempo na circulagdo, amenizando o quadro de

anemia hemolitica (An & Mohandas, 2008; Rodwell, 2015).
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3- Propriedades da membrana dos eritrdcitos

O formato e a organizagdo estrutural das membranas dos eritrécitos sdo
responsaveis pela habilidade dessas células de passar por longas deformacgdes reversiveis
durante sua vida util na circulagao e se manterem estruturalmente integras. A membrana
dessa célula é altamente eldstica, responde rapidamente as tensdes aplicadas e é capaz
de se estender amplamente sem se fragmentar. As caracteristicas peculiares da
membrana sdo consequéncia direta da sua composicdo estrutural e de interacbes que
ocorrem entre a estrutura da bicamada e a rede do citoesqueleto (An & Mohandas,
2008).

Uma propriedade essencial para os eritrdcitos exercerem sua funcdo primaria de
entrega de O, é a deformabilidade. Essa propriedade estd relacionada com a habilidade
da célula mudar sua forma em resposta a uma tensdo. A deformacdo dos eritrécitos
envolve mudancas na curvatura, uma deformacdo uniaxial, ou na drea de expansao
(Chien, 1987). A tensao de deformacdo pode ser aplicada dentro ou fora da célula, sendo
que a extensao, o nivel e a forma de deformacdo dependem da magnitude, frequéncia e
da direcdo do stress aplicado (Chien, 1987).

A deformabilidade determina a extensdao da alteracdo da membrana. Quanto
maior a deformabilidade menor serd a tensdo aplicada na célula para permitir a sua
passagem entre os capilares de didmetro muito menor do que as dimensdes celulares
(Chasis & Mohandas, 1986).

Durante a deformacdo passiva reversivel, a membrana muda sua forma, mas
mantém constante sua area de superficie. Para que isso ocorra, as proteinas do
citoesqueleto devem ser capazes de se rearranjarem, o que depende de outra
propriedade da membrana: a viscoelasticidade (Stuart & Nash, 1990). Esta propriedade
esta relacionada com a capacidade que as proteinas do citoesqueleto, como a espectrina,
possuem de se dobrarem (durante a tensdo) e desdobrarem (apdés a tensdo).
Perturbacdes das associacGes intermoleculares ou intramoleculares da espectrina podem
limitar a capacidade de expansdo da célula. De maneira similar, um aumento da
associacdo entre as proteinas do citoesqueleto e as proteinas integrais pode prejudicar a

habilidade do citoesqueleto de se reorganizar (Chasis & Shohet, 1987).
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Além deste comportamento dindmico do citoesqueleto da membrana, para a
célula se deformar deve haver também a interacao das complexas propriedades fisicas da
célula que sdo inter-relacionadas, tal como a geometria celular e as propriedades
reolégicas dos fluidos intracelulares.

A geometria celular relaciona o tamanho, a forma e a relacdo area x volume do
eritrécito (Stuart & Nash, 1990). O eritrécito humano normal em repouso é um disco
biconcavo com um didmetro de aproximadamente 8 um e um volume corpuscular médio
(MCV) de aproximadamente 90 fl. A drea de superficie média dessa célula é de
aproximadamente 140 umz, a qual é consideravelmente maior do que os 97 um2 gue sao
requeridos para cobrir um volume de aproximadamente 90 fl. O formato bicéncavo e o
excesso da area de superficie sdo estrategicamente elaborados para a célula ser capaz de
deformar e se espremer em capilares muito menores do que seu didametro. Se a célula
fosse esférica, ela seria incapaz de se deformar sem sofrer mudang¢as no volume ou na
area de superficie. E a combinacdo dos dois fatores (formato e excesso de area de
superficie) que permite a célula ser capaz de se deformar uniaxialmente, permanecendo
com a sua area de superficie e volume constantes sob uma variedade de condigdes
fisiolégicas que incluem a deformac¢dao durante a passagem nos microcapilares e entre
fendas estreitas dos sinuséides esplénicos (Stuart & Nash, 1990).

A deformabilidade também é influenciada pelas caracteristicas reoldgicas dos
fluidos intracelulares. Essas propriedades s3ao relacionadas as propriedades fisico-
guimicas, medidas através da viscosidade do fluido intracelular, e pela concentracao de
hemoglobina, medida pela concentracdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC).
Quanto maior a viscosidade da célula, menor serd sua deformabilidade (Barthes-Biesel,
1996; Chasis & Mohandas, 1986).

A perda de agua pela célula é a causa mais comum do aumento da viscosidade. O
maior regulador do conteldo de dgua intracelular é o potdssio. Situagdes que promovem
o efluxo deste cation afetam diretamente a viscosidade da célula, causando desidratacao.
A concentracdo de K* pode estar baixa nos eritrécitos em algumas circunstancias como
anemia falciforme, estresse mecéanico e estresse oxidativo (Stuart & Nash, 1990).

Para realizar suas funcbes de troca, transporte e recepg¢do de sinais, as

membranas celulares devem ter um nivel adequado de fluidez. Essa é outra propriedade
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dos eritrdcitos, relacionada com a capacidade de mobilidade dos lipidios dentro do
nucleo hidrofébico da membrana. Assim sendo, a fluidez da membrana é fortemente
influenciada pela relagao fosfolipidios x colesterol (Cooper, 1977, 1978; Tsuda et al.,
2003).

Além de deformaveis e fluidos, os eritrécitos devem resistir a fragmentacdo. Para
isso ocorra, a membrana dessas células contém outra importante propriedade, que é a
estabilidade. Uma célula é estavel quando é capaz de circular sem se fragmentar frente as
tensdes normais que ocorrem na circulagdao (estabilidade mecanica) ou ser capaz de
resistir a expansao de volume em um meio hipotdnico (estabilidade osmdtica) ou sob a
acdo de agentes quimicos (estabilidade quimica). Sendo assim, a estabilidade pode ser
definida como a maxima medida da deformacdo de uma membrana que pode sofrer
antes de sofrer lise. Uma reducdo anormal na estabilidade faz com que a célula sofra lise
com maior facilidade (Chasis & Shohet, 1987).

Os fatores ja relatados, que determinam e influenciam as propriedades da
membrana também afetam a estabilidade dos eritrécitos. Na verdade, a estrutura da
membrana e suas propriedades sdo um processo integrado com todos os componentes
agindo sinergicamente. Qualquer desequilibrio causado por doencas, hiperingestao de
acidos graxos insaturados ou saturados, defeitos genéticos e outros fatores que causam
mudancas estruturais ou alteracdes intra- ou extracelulares no meio, ira afetar o estado
estdvel da membrana dos eritrdcitos, prejudicando assim sua funcionalidade no fluxo

sanguineo e perfusdo tecidual (El-Sayed, Ali, & El-Sayed Ali, 2005).

4- Avaliacio da estabilidade da membrana dos eritrécitos através do teste de
fragilidade osmotica (FO)

A osmolaridade do plasma sanguineo dos mamiferos é mantida entre 270-310
mosmol. As maiores substancias que regulam essa propriedade sdao os cations, como por
exemplo, o sodio (136-145 mM) e o potassio (3.6—5.4 mM), e os anions, como o cloro e o
hidrocarbonato (Walski et al., 2014).

O grau de resisténcia dos eritrdcitos a lise, ou seja, a estabilidade osmética (EO)
em funcdo da diminuicdo da concentracdo de cloreto de sddio (NaCl) no meio é a base do

teste de fragilidade osmatica (FO).
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Experimentalmente, o teste de FO consiste em mensurar a intensidade da
liberagdao de hemoglobina em solugdo produzida com eritrécitos suspensos em um meio
hipoténico com diferentes concentragdes de NaCl. O teste é baseado no monitoramento
da liberagdao da Hb, quantificado por espectrofotometria a 540 nm. A magnitude da
absorbancia é proporcional a extensao da lise dos eritrocitos (Walski et al., 2014).

Através do teste podemos gerar um grafico da absorbancia em relagdo a
concentracdo de NaCl. Fazendo um ajuste no grafico por regressao sigmoidal através da
equacdo de Boltzmann é possivel determinar os parametros para avaliar a fragilidade
osmotica da membrana das células vermelhas (Figura 4) (Penha-Silva et al., 2007). Sao

eles:

e Hso: que é a concentragdo de NaCl que promove lise de 50% dos eritrdcitos.
Usualmente este parametro estd relacionado a fragilidade osmética, e como o
objetivo do nosso estudo foi investigar a estabilidade osmética, trabalhamos
com a inversao deste parametro, ou seja, 1/Hsp.

e dX: que representa a variacdo da concentracdo de sal responsavel pela
transicdo de hemédlise;

e A;eA, que representam o platd minimo (Anin) € maximo (Amsx) da absorbancia

em 540 nm (Asao).

Existem inUmeras vantagens em usar este teste para avaliar a estabilidade nos
eritrocitos, dentre elas simplicidade, confiabilidade e baixo custo.

O teste de fragilidade osmotica é amplamente utilizado para elucidar a influéncia
de diferentes fatores na propriedade osmodtica de eritrdcitos, tais como, tensdo de
cisalhamento, hemdlise mecanica (Sowemimo-Coker, 2002), doencas (Bartosz, 1991; de
Arvelos et al.,, 2013; Mascarenhas Netto et al., 2014; Massaldi, Richieri, & Mel, 1988),
idade (de Freitas et al., 2014; Penha-Silva et al., 2007), temperatura (Pribush et al., 2003),
uso de medicamentos, estresse oxidativo (Walski et al.,, 2014) e outros (Lemos et al.,
2011; Paraiso et al., 2014; Walski et al., 2014).

Avaliar a estabilidade osmatica dos eritrocitos € muito importante, uma vez que

mudangas na resisténcia osmoética estao relacionadas a alteragdes no numero, na forma e
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outros pardmetros dessas células (Penha-Silva et al., 2007). Além disso, a avaliacdo da
estabilidade osmética in vitro fornece importantes informacdes a respeito do
comportamento e das caracteristicas das células in vivo, permitindo assim o
estabelecimento de correlagdes entre essa varidvel e outros parametros sanguineos.
Estudar as propriedades da membrana dos eritrocitos é muito vantajoso, pois é
facil monitorar sua lise, sua membrana é facilmente isolada, sendo livre de contaminagao
de outras células e organelas, e também porque as alteracdes da membrana refletem nas

propriedades da célula em sua totalidade (Massaldi et al., 1988; Steck, 1974).

PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS DO SANGUE

O hemograma e a analise de parametros bioquimicos do sangue fornecem uma
avaliacdo geral do paciente. Através da realizacdo desses exames laboratoriais é possivel
evidenciar aspectos quantitativos e qualitativos das células sanguineas e de outras

importantes substancias do sangue (Azevedo,2014).

1- Hemograma
O hemograma é um conjunto de andlises laboratoriais que evidenciam aspectos
quantitativos e qualitativos das células sanguineas (série vermelha, branca e plaquetas). O
hemograma completo fornece os seguintes parametros, com os respectivos valores de
referéncia (VR):
1- Contagem de glébulos vermelhos (VR: homens: 4.5 a 5.5 milh/mm?, mulheres:
4 a 5 milh/mm?) e brancos (VR leucdcitos: adultos: 5 a 10.000/mm?);
2- Hematdcrito (VR: homens: 40-50%, mulheres: 34-45%);
3- Dosagem de hemoglobina (VR: homens: 14 a 18 g/dl, mulheres: 12 a 16 g/dl);
4- Calculo dos indices hematimétricos (MCV — VR: 80-97 fl; MCH — VR: 27 a 32
pg; MCHC — VR: 32 a 36%; RDW —VR: 11 a 15%);
5- Contagem de plaquetas (Pt — VR: 135.000 a 350.000 mm?).

A contagem dos glébulos vermelhos, brancos e de plaquetas consiste na

determinacdo no nimero dessas células por mm? de sangue.
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O hematdcrito da amostra de sangue constitui a medida da razdo entre o volume
de eritrécitos e o volume de sangue total. O resultado em porcentagem (%) exprime a
concentracao de células obtidas por centrifugacdo em um dado volume de sangue.

A dosagem da Hb esta relacionada diretamente com o conteldo e coloragao do
RBC. Um baixo valor desse parametro esta relacionado com processos anémicos.

O volume corpuscular médio (MCV) indica o tamanho médio do RBC. O MCV
aumentado ou diminuido em relacdo ao valor numérico de referéncia esta associado,
respectivamente, a macrocitose ou microcitose.

A hemoglobina corpuscular média (MCH) avalia a coloragdo média de
hemoglobina. A intensidade da coloracdo constitui um indicador aproximado da
guantidade de hemoglobina existente no RBC.

A concentracdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC) avalia a concentracdo
média de hemoglobina.

O coeficiente de variacdo do tamanho dos glébulos vermelhos (RDW) verifica a

distribuicdo dos eritrécitos em relagao a variacao de tamanho (Azevedo, 2014).

2- Lipidograma

O lipidograma fornece informacgdes a respeito da concentracdo dos lipidios no
sangue.

Os lipidios fisiologicamente e clinicamente mais importantes de serem
mensurados sdo triglicérides (TG), colesterol total (t-C) e o colesterol das lipoproteinas
plasmaticas, as quais transportam lipideos na circulacao sanguinea.

As lipoproteinas sdo constituidas por quantidades variaveis de colesterol livre e
seus ésteres, TG, fosfolipidios e apolipoproteinas. Na avaliacdo laboratorial sdo realizadas
a mensuracdo do teor de colesterol da lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL-C,
rica em triglicérides), da lipoproteina de baixa densidade (LDL-C, rica em colesterol) e da
lipoproteina de alta densidade (HDL-C, rica em colesterol a ser destinado ao figado no

processo chamado de transporte reverso de colesterol) (Motta, 2009).

3- Antioxidantes soluiveis e enzimaticos
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Os antioxidantes sdo substancias que atuam minimizando os danos promovidos
pelo estresse oxidativo. Agem formando um radical menos ativo ou minimizando os
danos causados pelos radicais livres nas moléculas danificadas (Dekkers et al., 1996).

Uma variedade de antioxidantes atua no organismo, podendo ser classificados
como enzimaticos e ndo enzimaticos. Os antioxidantes enzimaticos incluem superdxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT). Ja os antioxidantes ndo
enzimaticos englobam algumas vitaminas, os flavondides, o acido urico (UA), a bilirrubina
e alguns micronutrientes (Dekkers et al., 1996).

A eficiéncia do sistema antioxidante depende da ingestao nutricional (vitaminas e
micronutrientes) e da producdo enddgena que pode ser modificada pelo exercicio, por

doencas e pelo envelhecimento (Finaud, Lac, & Filaire, 2006).

4- Enzimas indicadoras de lesao muscular

Existem varias enzimas que sdo consideradas como indicadoras de lesao tecidual,
inclusive do tecido muscular. Pelo fato dos niveis teciduais dessas enzimas serem muito
maiores dos que encontrados no soro, quando ocorre lesdo ou hemdlise nos tecidos, ha
uma elevacdo significativa de suas concentracdes no plasma.

A realizacdo de exercicio fisico € um fator que pode ocasionar aumento
significativo das enzimas indicadoras de lesao muscular tais como a lactato desidrogenase
(LDH) e a creatinaquinase (CK) (Ahlborg & Brohult, 1967; Alemany et al., 2014; Boros-
Hatfaludy, Fekete, & Apor, 1986; Brancaccio, Maffulli, & Limongelli, 2007; Nerdrum,
1964).

A LDH é uma enzima da classe das oxidorredutases que catalisa a conversao
reversivel de lactato a piruvato. Ela estd presente no citoplasma de todas as células do
organismo, sendo abundante no miocardio, no figado, musculo esquelético, nos rins e nos
eritrdcitos. O valor de referéncia para a LDH no soro é de 95 a 225 U/l (Motta, 2009).

A CK catalisa a conversao reversivel de creatina em creatina fosfato, atuando na
producdo de energia para nos tecidos. A funcdo predominante da enzima ocorre nas
células musculares, onde estd envolvida no armazenamento de energia como creatina
fosfato. Os valores de referéncia da CK sdo de 46 a 171 U/I para homens e 34 a 145 U/I

em mulheres (Motta, 2009).

24



5- Ferro sérico

O ferro é um elemento metdlico essencial. Estd presente em vdrias proteinas,
inclusive no grupo heme da hemoglobina.

O ferro sérico refere-se ao ferro ligado a siderofilina presente no plasma. Os
valores de referéncia no sangue desse mineral sdo 65 a 170 (ug/dl) para homens e 50 a

170 (ug/dl) para mulheres (Motta, 2009).

EXERCICIO FiSICO
1- Aspectos gerais sobre exercicio fisico

O exercicio fisico nada mais é do que a realiza¢cdo de trabalho muscular. O termo
exercicio fisico é utilizado para definir a realizacdo de trabalho muscular de forma
planejada, estruturada e repetitiva (Caspersen, Powell, & Christenson, 1985), ou seja,
controlando as variaveis: tempo, intensidade, volume, duracdo e frequéncia.

O exercicio fisico pode ser classificado de diferentes maneiras que incluem: a
intensidade, a via metabdlica dominante, a mecanica muscular e o ritmo.

Em relagdo a classificacdo pela via metabdlica, essa categorizagdo diz respeito a
principal via metabdlica utilizada pelo organismo para fornecer energia (na forma de ATP)
para os musculos que estdo em atividade. Nesse sentido, o exercicio fisico pode ser
classificado como anaerdbio ou aerdbio.

O exercicio é dito anaerdbico quando a producdo de energia independe da
utilizacdo de 0,. As vias metabdlicas responsaveis pela geracdao de ATP sob estas
condicGes sdo o sistema fosfocreatina e a glicdlise. Esta denominacdo é feita para
exercicios de alta intensidade e curta duracdo (menos de 45 segundos) (Powers, 2014).

Quando o tempo de exercicio vai aumentado, a energia passa a ser
predominantemente produzida de forma aerdbia. Nessas circunstancias é utilizando O, e
o ATP passa a ser produzido dentro das mitocondrias, envolvendo a interacdo de duas
vias metabdlicas cooperativas: ciclo de Krebs e cadeia de transporte de elétrons (Powers,
2014).

A intensidade e o volume de treino sdo outras importantes variaveis que servem

para classificar o exercicio fisico. Uma depende da outra, pois se o volume de exercicio é
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alto a intensidade n3do pode ser alta também. Sendo assim, de maneira geral, tanto a
intensidade quanto o volume podem classificados em alto, moderado e baixo.

Apesar de muitos autores classificarem didaticamente os tipos de exercicio deve-
se entender que os itens de classificacdo n3o sdo absolutos. E muito dificil realizar um
exercicio estritamente estdtico ou dindmico, ou ainda, puramente anaerdbio ou aerdbio.
As vias metabdlicas se interagem e a energia para realizar a maioria dos tipos de exercicio
é originaria de uma combinacdo de fontes. Na pratica, todo exercicio fisico apresenta
todos os componentes que sdo utilizados para classifica-lo, o que varia é a proporcao
relativa de cada um deles em cada exercicio executado (Powers, 2014).

InUmeros protocolos sdo utilizados para prescrever e medir a intensidade do
treino. A escolha do protocolo mais adequado depende das caracteristicas especificas do
exercicio a ser realizado, das caracteristicas do executante (nivel de aptidao fisica, tempo
de treino, objetivo a ser alcancado) e da disponibilidade de equipamentos para realizar o
teste (Powers, 2014).

O trabalho muscular é capaz de desequilibrar muitas varidveis homeostaticas,
sendo capaz de promover alteracdes fisioldgicas, metabdlicas e bioquimicas no
organismo para suprir o desequilibrio causado (Powers, 2014).

Podemos categorizar as alteracdes relativas ao exercicio como sendo agudas
(curto prazo) e cronicas (longo prazo).

O efeito agudo do exercicio sdo as altera¢des que acontecem em associagao direta
com a sessao de trabalho muscular. Elas podem ser imediatas ou tardias. O efeito agudo
imediato refere-se as alteragdes observadas imediatamente apds a realizagdo do
exercicio. Ja as altera¢Oes agudas tardias sdo as observadas ao longo das primeiras 24
horas que se seguem apds uma sessdo de exercicio.

As alteracbes cronicas, também denominadas ajustes fisioldgicos, sdo aquelas que
resultam da realizacao regular de exercicio fisico por um maior periodo de tempo, dado

em meses ou anos.

2- Efeitos do exercicio na reologia do sangue
A realizacdo de exercicio fisico de diferentes protocolos (maximo x submaximo,

curta x longa duracdo) frequentemente promove alteracdes hemorreoldgicas (Brun,
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2002; Brun et al., 1998; Brun, Connes, Varlet-Marie, 2007; Brun et al., 1991; Connes et al.,
2013; Yalcin et al., 2000; Yalcin et al., 2003).

Entende-se por hemorreologia o estudo do fluxo e dos componentes do sangue na
micro- e na macrocirculagdo (Brun, Connes, Varlet-Marie, 2007). Nesse ramo de pesquisa
também ocorre a investigacao dos fatores e das situacdes fisioldgicas ou patoldgicas que
influenciam o fluxo sanguineo (Copley, 1990). Dentre estes fatores estdo os elementos
gue constituem o sangue, a deformabilidade e as propriedades fisicas do sangue e das
células vermelhas, tais como: viscosidade, rigidez e estabilidade. H4 um crescente nimero
de dados clinicos e experimentais indicando claramente que o comportamento do fluxo
sanguineo é o fator determinante para uma perfusdo tecidual adequada (Baskurt &
Meiselman, 2003).

A membrana do RBC é o primeiro elemento estrutural que determina o
comportamento dinamico da célula (Chasis & Shohet, 1987). Assim sendo, altera¢des
hemorreolégicas sdo diretamente relacionadas com as propriedades da membrana do
RBC.

Estudar o exercicio fisico com relagdo a hemorreologia é extremamente
importante, pois sdo as propriedades hemorreoldgicas que irdo determinar a capacidade
das células de transportar e transferir O, para os tecidos.

A compreensdao dos efeitos do exercicio fisico na hemorreologia deve
compreender andlises separadas das altera¢des agudas e crbnicas. As alteracdes estdo
relacionadas com intensidade, tipo, duracdo do exercicio e nivel de aptidao fisica do
individuo (Connes et al., 2013; Yalcin et al., 2003).

2.1 Alteragcoes hemorreoldgicas agudas

As principais alteracdes hemorreoldgicas agudas em decorréncia do exercicio sdo
aumento da viscosidade (Letcher et al., 1981; Nosadova, 1977; Vandewalle et al., 1988;
Wood, Doyle, & Appenzeller, 1991) e o aumento da rigidez e diminuicdo da
deformabilidade dos eritrdcitos (Brun et al., 1998; Yalcin et al., 2003). Essas modificacGes
estdo relacionadas primordialmente as alteracGes dos fluidos corporais, comumente
denominada “hemoconcentracdao”, aumento do nimero de células circulantes e da

producdo de metabdlitos.

27



Sao inumeros os fatores responsaveis pela mudanca de fluidos no organismo em
decorréncia da realizagdo de exercicio fisico. Os principais sao:
a- Redistribuicdo das células vermelhas no leito vascular (Martins. E., 1988);
b- Contracdo do bago para aumentar a liberagdo de células vermelhas circulantes
(Convertino et al., 1981; Szygula, 1990);

Aumento da concentragdo de proteinas no plasma (Nosadova, 1977);

(@}
1

d- Perda de dgua via suor e respiracdo para termorregulacao (Stephenson & Kolka,
1988);

e

Entrada de 4gua dentro das células musculares (Brun, Connes, Varlet-Marie,
2007).

Essas modificacBes fisioldgicas acontecem para suprir alta demanda de O, pelos
musculos e para regular a homeostase durante a realizacdo do exercicio. Os reflexos
dessas alteragdes no sangue sdao o aumento da viscosidade e menor resisténcia do fluxo.

Especificamente nos eritrécitos sdo observadas alteracbes nas propriedades da
membrana, um aumento na rigidez e diminuicdo da deformabilidade e no volume da
célula (aumento do hematécrio) (Wardyn et al., 2008; Yalcin et al., 2003).

Tanto o exercicio agudo maximo e submdaximo aumenta a viscosidade do sangue.
Essa alteracdo e dependente de algumas varidveis: a) viscosidade plasmatica, b)
hematdcrito, e c) parametros estruturais associados principalmente a agregabilidade e a
rigidez da célula (J. F. Brun et al., 1998).

O aumento da viscosidade plasmatica estd diretamente associado as mudancas
envolvidas com a altera¢ao dos fluidos corpéreos e com a concentragdo de proteinas no
plasma (Mairbaurl, 2013).

Ja as alteracdes no hematdcrito e na viscosidade sanguinea nao sdo muito claras
(Mairbaurl, 2013). Algumas associacdes sao evidentes, como por exemplo, que o
aumento no hematdcrito é linearmente proporcional ao aumento da capacidade de
transporte de oxigénio. Sendo assim, seria conveniente pensar que quanto maior o valor
do hematécrito, melhor seria para o individuo. Porém, com o aumento no hematdcrito
ocorre proporcionalmente um aumento da viscosidade e da resisténcia do fluxo
sanguineo, o que diminui a entrega de O, para os tecidos. Esta complexa relacdo faz com

que deva existir um valor ideal de hematdcrito em que a capacidade de entrega de O, aos
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tecidos seja a maxima possivel (Baskurt & Meiselman, 2003). Apesar do valor do
hematdcrito aumentar durante o exercicio, a restauragdo de seu valor é rapida e muitas
vezes a elevacdo ndo chega a ser evidenciada no pds-exercicio (Wood et al., 1991).

Uma alteragdo reoldgica menos comum de ser observada é o aumento da
agregabilidade dos eritrécitos. Esse aumento estd associado a elevacdo da concentracao
de proteinas no plasma, tais como albumina e fibrinogénio. A presenca de agregados
pode prejudicar a distribuicdo normal das células vermelhas e a dindmica do fluxo na
microcirculacdo, levando a uma transferéncia inadequada de oxigénio para os tecidos (El-
Sayed, Ali, & El-Sayed Ali, 2005).

A maioria dos estudos encontrados indica que o exercicio fisico promove
diminuicdo na deformabilidade dos eritrécitos e um aumento de sua rigidez (Brun,
Connes, Varlet-Marie, 2007).

Uma das alteragBes plasmadticas que contribui diretamente com o aumento da
rigidez dos eritrécitos é a elevacdo da concentracdo de lactato sanguineo.
Experimentalmente estd comprovado que esse metabdlito encolhe as células vermelhas e
diminui sua flexibilidade (Brun, Connes, Varlet-Marie, 2007; Brun et al., 1991).

Porém, estudos recentes encontraram resultados divergentes em relagao a agao
do lactato promover rigidificacdo dos eritrécitos (Mairbaurl, 2013). Connes et. al. (2004)
concluiram que in vitro o lactato aumenta a deformabilidade dos eritrécitos em
individuos treinados e diminui em individuos ndo treinados (Connes et al., 2004). Esse
resultado sugere que individuos bem treinados, como atletas de endurance (exercicio
aerébio de longa duracdo), apresentam hemacias mais resistentes a acdo do lactato,
sendo que o nivel de aptiddo fisica influencia diretamente a acdo desse metabdlito nas
células vermelhas (Connes et al., 2010).

O estresse oxidativo é outro fator que prejudica a deformabilidade dos eritrécitos.
O estresse é induzido pelo aumento na producao de radicais livres durante o exercicio
tanto intrinsecamente na célula quanto extracelularmente. Yang e colaboradores
avaliaram a deformabilidade dos eritrécitos apds uma corrida de 5 km. Uma reducdo da
deformabilidade foi encontrada associada a alteracdes na forma da célula, com aumento
no numero de células equinoides e uma alta taxa de hemolise. Junto com essas altera¢ées

foi observado um aumento na concentracdo de malondialdeido dentro das células
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vermelhas, em decorréncia da lipoperoxidacdo, uma vez que aquele metabdlito é o
produto da peroxidagdo de acidos graxos polinsaturados (Yang, 1995).

A quantidade de agua dentro do eritrécito é outro fator que influencia a
deformabilidade durante o exercicio. Cerca de 62% do conteudo celular é dgua. A maior
parte dessa molécula se encontra “ligada” a outras moléculas da célula e em menor
quantidade (25%) “livres” dentro do RBC. A porcentagem de moléculas de dgua “ligadas”
estd associada a deformabilidade e ao transporte de O,. Durante o exercicio agudo a
quantidade total de agua ndo muda no eritrécito ou diminuiu discretamente, mas a
porcentagem de agua “livre” aumenta resultando em uma menor quantidade de dgua
“ligada”, o que resulta em uma diminuicao da deformabilidade (Baskurt et al., 2007; Brun
et al., 1998).

Com relacdo a todas as alteracées hemorreolégicas agudas relatadas, a alteracao
na deformabilidade é o fator mais importante a ser avaliado, pois variacGes nesta
propriedade da célula resultam em modificacdes no fluxo sanguineo nos capilares. Além
disso, uma menor deformabilidade pode limitar a perfusdao sanguinea (Yalcin et al., 2003).

Estudos recentes sugerem que uma diminuicdo singela da deformabilidade pode
facilitar a extracdo de oxigénio do sangue. Assim sendo, essa reducdo, se nao for
acentuada, pode contribuir facilitando e aumentando a entrega de O, dos eritrdcitos para
os tecidos que estdo realizando trabalho muscular (Connes et al., 2013).

Em conjunto, estes resultados indicam que agudamente o exercicio fisico promove
aumento da viscosidade do sangue. Esse comportamento é resultado dos efeitos
combinados de aumento da viscosidade do plasma e diminui¢ao da deformabilidade das
células vermelhas. Essas alteracbes podem prejudicar a microcirculacdo e, portanto, a
libertacdo de O, para os musculos em atividade (Mairbaurl, 2013).

E importante destacar que as alteracdes hemorreldgicas relatadas s3do
modificacdes fisioldgicas adaptativas que ocorrem durante a realizacdo da maioria dos
exercicios e ndo implica riscos maiores para o individuo. Presumidamente, tais alteracdes
sdo facilmente controladas com a hidratacdo durante o treinamento (El-Sayed, Ali, & El-
Sayed Ali, 2005) e com os mecanismos fisiolégicos que promovem a vasodilatacdo e o
aumento do volume plasmatico, resultando em um processo denominado “auto-

hemodiluicdo” (Brun et al., 1998; Brun, Connes, Varlet-Marie,2007).
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Recentemente estudos ressaltaram a importancia do RBC em liberar NO para
promover vasodilatacdo durante o exercicio. A liberacdo de NO pelo endotélio e pelos
eritrocitos contribui para a vasodilatacdo e para uma maior deformabilidade dessas
células, uma vez que a nitrosilagdo de proteinas do citoesqueleto na membrana do RBC
parece melhorar sua deformabilidade (Grau et al., 2013). Esse achado é relativamente
novo e precisa de maiores investigacdes para esclarecer os mecanismos de agao

envolvendo o RBC e a liberacdo de NO (Connes et al., 2013; Mairbaurl, 2013).

2.2 Alteragées hemorreoldgicas crénicas

E interessante destacar que as propriedades reoldgicas sdo alteradas em
decorréncia do exercicio crénico. Na verdade existe uma correlagdo negativa entre o
aumento da capacidade aerdbia e a viscosidade sanguinea (Brun et al., 2000). Sendo
assim, a viscosidade do plasma, o hematécrito, a agregacao e a rigidez dos eritrécitos sao
menores em atletas quando comparados com individuos treinados (El-Sayed, Ali, & El-
Sayed Ali, 2005). O exercicio regular faz com que o sangue seja mais diluido e que os
efeitos agudos da hemoconcentracdo ocorram de forma mais branda, em um processo
gue é denominado de auto-hemodilui¢do crénica.

Sao inumeras as adaptacdes promovidas pelo exercicio responsaveis pela melhora
da hemorreologia. Sendo que as principais sdo:

1- Aumento do volume plasmatico e sanguineo;

2- Modificacdo nas propriedades dos eritrécitos;

3- Aumento da taxa de renovacao celular;
4- Mudanca na composicao corporal;

5

Maior oxidacdo de gorduras.

Apds horas da realizacdo de exercicio fisico ocorre um aumento do volume
plasmdtico, o que representa uma resposta reversa da hiperviscosidade, resultando em
uma “auto-hemodiluicdo”. O aumento do volume plasmatico reflete em um aumento do
volume de sangue, acompanhado de uma diminuicdo no Ht e das proteinas plasmaticas.
Com a pratica regular de exercicio fisico esse processo se torna constante e o sangue dos
individuos ativos e atletas se torna mais diluido quando comparado com pessoas

sedentarias (Brun, Connes,Varlet-Marie, 2007; El-Sayed, Ali, & EI-Sayed Ali, 2005).
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Aliado as alteracdes reoldgicas, as propriedades dos eritrdcitos de individuos
ativos e atletas sdo diferentes quando comparadas com aquelas de individuos
sedentarios.

A primeira adaptacdo positiva € o aumento da deformabilidade. A melhora dessa
propriedade estd relacionada ao aumento do volume plasmatico, ao aumento da
porcentagem de agua dentro do RBC, ao aumento da taxa de renovagao celular e a
diminuicdo da rigidez da membrana do RBC (Connes et al., 2013; El-Sayed, Ali, & El-Sayed
Ali, 2005).

Além do aumento na % de dgua total dentro do eritrécito, ocorre um aumento na
% de dgua “ligada” e diminuicdo na % de dagua livre. Essa modificacdo contribui
imensamente para uma melhora na deformabilidade dos eritrécitos (El-Sayed, Ali, & El-
Sayed Ali, 2005; Peyreigne et al., 1998).

O aumento da taxa de renovacdao celular é uma adaptacdo hematoldgica
promovida pelo exercicio que contribui para a melhoria nas propriedades
hemorreolégicas do sangue (Connes et al., 2013; El-Sayed, Ali, & El-Sayed Ali, 2005;
Schmidtet al., 1988; Smith, 1995).

O exercicio é um importante fator capaz de estimular a eritropoiese (Szygula,
1990). Na verdade sdo as alteragdes na homeostase e os mecanismos utilizados para
reparar esses danos, que sao os responsaveis pelo aumento da eritropoiese, tais como:

1- Hipdxia;

2- Acdo Hormonal;

3- Maior taxa de hemolise;

4

Maior demanda de O, para os tecidos em atividade.

A exposicdo a situacdes de hipodxia ocorridas durante o exercicio € um estimulo
para haver producdo de RBC. A acdo hormonal de cortisol e catecolaminas libera
reticulécitos da medula dssea e possivelmente estimulam a eritropoiese. A eritropoiese
também ¢é estimulada pelo horménio do crescimento e fatores de crescimento
semelhantes a insulina que também estdo elevados durante o exercicio (Mairbaurl, 2013).

A aceleracao da renovacao celular em decorréncia da pratica regular de exercicio
fisico esta intimamente relacionada a maior taxa de hemolise intracelular (Deitrick, 1991;

El-Sayed, Ali, & El-Sayed Ali, 2005). Durante a realizagdo de exercicio fisico ocorre uma
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intensificagdo da hemodlise. Os mecanismos relacionados com essa maior destrui¢ao
variam com o tipo de atividade realizada. No caso de exercicios que envolvem impacto
com o solo, ocorre a destruicdo traumatica dos eritrécitos circulantes nos microvasos da
regidao dos pés devido ao impacto com o solo (Eichner, 1985; Telford et al., 2003).

Além do dano mecanico traumatico, também é evidenciado um aumento na taxa
de hemdlise nos exercicios que ndo envolvem impacto (Robinson, Cristancho, & Boning,
2006). Nesse caso, a hemolise pode acontecer devido a compressdo dos eritrécitos na
microcirculacdo durante a rdpida contragdo dos grandes musculos (Szygula, 1990).

A idade dos eritrdcitos é outro fator envolvido na hemdélise. Quanto mais velha é a
célula, menos resistente ao trauma ela se torna e, consequentemente, maior é a chance
de ser lisada (Bartosz, 1991; Waugh et al., 1992; Yusof et al., 2007).

Aliado a maior taxa de hemadlise que ocorre durante a realizacdo de exercicio estd
a maior necessidade do organismo por oxigénio. Para suprir essa demanda células mais
eficientes devem ser recrutadas (Smith, 1995; Szygula, 1990).

Eritrocitos jovens possuem propriedades reoldgicas diferentes dos velhos. Sdo
mais deformdveis, mais fluidos e menos agregaveis, sendo assim mais flexiveis e
eficientes para transportar O, (El-Sayed, Ali, & El-Sayed Ali, 2005; Mairbaurl, 2013).

Além do aumento de células vermelhas jovens, os RBC circulantes sdo menos
rigidos em resposta a realizagao cronica de exercicio fisico. Essa alteragdao é um reflexo da
perda de peso e da diminui¢do plasmatica de LDL-C e aumento de HDL-C (El-Sayed, Ali, &
El-Sayed Ali, 2005). As alteracdes dos lipidios circulantes refletem na mudanca da
composicdo lipidica das membranas, o que contribui imensamente no aumento da sua
fluidez.

Na verdade a pratica regular de exercicio altera o metabolismo dos lipidios. Ha
uma maior taxa de oxidacdo dessas moléculas reduzindo na circulagdo os niveis de TG e
LDL-C. Ocorre também perda de massa gorda e perda de peso (mudanca da composicao
corporal) que contribuem para a desagregabilidade e aumento da deformabilidade dos
eritrocitos (Brun et al., 2011).

Resumidamente, o treinamento contribui para a diminuicdo na concentracao de
todos os parametros conhecidos em alterar a reologia do sangue. Todas as adaptacoes

reoldgicas em resposta ao treinamento regular sdo para facilitar a transferéncia de O, e a
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oxigenacdo tecidual, o que resulta em um melhor desempenho (Brun, 2002; Brun,

Connes, Varlet-Marie, 2007).

3- Ativacao leucocitaria e plaquetaria em resposta ao exercicio agudo.

Além dos eritrdécitos, o comportamento de outras células sanguineas é alterado
em funcdo da realizagdo de exercicio fisico.

Apds o exercicio agudo intenso, o numero de leucdcitos circulantes aumenta
(Larrabee, 1902), este processo é denominado leucocitose. A magnitude da leucocitose
varia de acordo com a intensidade e duragao do trabalho muscular realizado, sendo que a
duracdo influencia no aumento mais do que a intensidade (McCarthy & Dale, 1988).

O aumento do nimero de leucécitos circulantes esta relacionado com o aumento
do fluxo sanguineo, que recruta maiores quantidades destas células do pool marginal e
também com alteragbes hormonais, mediadas principalmente por receptores
adrenérgicos e pelo cortisol (Brun, Connes,Varlet-Marie, 2007; McCarthy & Dale, 1988).

As catecolaminas influenciam a liberagdo de leucécitos durante o exercicio. Ja o
cortisol, colabora com a leucocitose tardia, ou seja, apés um periodo de realizacdo do
treinamento (McCarthy et al., 1991; Ronsen et al., 2001).

O aumento no numero de leucdécitos pode exacerbar processos oxidativos, uma
vez que, se ativados eles passam a ser importantes fontes de ROS e proteases. A hipdxia
transitdria, que ocorre durante a realizacdo de exercicio fisico, libera citocinas que
também contribuem para essa ativacdo leucocitaria (Brun, Connes, Varlet-Marie, 2007).

Os leucdcitos ativados reduzem enzimaticamente o O, molecular para formarem
metabdlitos, tais como superdxido (0,°), perdxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila
(OH®), que causam danos nos constituintes do plasma e nas células vizinhas, inclusive nos
eritrocitos. Visto que, as moléculas oxidantes sdo capazes de difundir através da
membrana do RBC aumentando o estresse oxidativo dentro da célula. Além de
difundirem para o interior, os produtos da ativacdo leucocitaria modificam a membrana
do RBC, no caso das proteinas, alterando a antigenicidade de proteinas e a peroxidacdo
de lipidios. Os danos causados no RBC favorecem a hemdlise, o envelhecimento
acelerado e a sua remocao precoce (Brun, Connes, Varlet-Marie, 2007; Santos-Silva et al.,

2001; Temiz et al., 2000).
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Além dos leucdcitos, o numero de plaquetas aumenta em funcdo da realizacdo de
exercicio fisico. Esse aumento é correlacionado positivamente com a intensidade do
treino (Posthuma et al., 2014).

O aumento no numero de plaquetas no exercicio também estd associado a
estimulacdo adrenérgica, que induz a contracdo do baco e consequentemente libera mais
plaquetas na circulagdo (Bakovic et al., 2013; Schaffner et al., 1985).

As plaquetas podem ter uma acdo oxidante. Esta acdo é mediada principalmente
pela LDL oxidada (Ox-LDL) (Poller, Priest, & Thomson, 1971; Posthuma et al., 2014; Tozzi-
Ciancarelli, Penco, & Di Massimo, 2002).

E importante ressaltar que as alteracdes nos leucdcitos e nas plaquetas dependem
de inUmeras varidveis tais como tipo de exercicio, duragao, intensidade e caracteristicas
préprias da populacdo estudada (nivel de treinamento, idade e género) (El-Sayed, Ali, &
El-Sayed Ali, 2005; Posthuma et al., 2014; Santos-Silva et al., 2001).

Apesar desses efeitos agudos, o treinamento crénico é capaz de melhorar a
liberacdo plaquetaria e leucocitdria em funcdo da realizacdo do exercicio fisico. Os
mecanismos para essas adaptacdes estdo relacionadas a hemodiluicdo e o aumento na
producdo de substancias anti-plaquetdrias, como O6xido nitrico e prostaglandinas (El-

Sayed, Ali, & El-Sayed Ali, 2005).

4- Estresse oxidativo e exercicio

Durante a realizacdo de exercicio fisico ocorre a producdo de radicais livres (Davies
et al., 1982). Sua producdo depende da frequéncia, intensidade, duracdo e tipo de
exercicio executado (Ji, 1995a, 1995b; Urso & Clarkson, 2003).

Radical livre é qualquer atomo, grupo de dtomos ou molécula que apresenta um
elétron ndo pareado em sua érbita externa. Apesar de serem moléculas importantes do
metabolismo celular, sdo altamente reativos, pois tém a habilidade de se ligar
rapidamente a outras moléculas, combinacdo que causa danos na molécula que se
combina com o radical (Baskurt & Meiselman, 2003; Sindhi et al., 2013).

Existem também compostos igualmente reativos, mas que ndao possuem elétron
ndo-pareado na ultima camada e, portanto, ndo podem ser classificados como radicais

livres, mas que indiretamente geram radicais livres. Estas substancias sao classificadas de
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maneira mais ampla como espécies reativas de oxigénio (ROS) ou espécies reativas de
nitrogénio. Um exemplo comum dessas espécies é o perdxido de hidrogénio (Droge,
2002).

A quantidade de radicais livres produzidos durante o exercicio estd diretamente
relacionada com a velocidade do metabolismo aerdbio (Powers, 2014), pois estes sdo
resultado da intensa utilizacdo de O, pelos musculos em atividade. Estima-se que entre
2% a 5% do oxigénio total utilizado pela mitocondria é convertido em radicais livres (Urso
& Clarkson, 2003).

Além dos radicais livres produzidos devido ao consumo de O,, o exercicio pode
causar aumento da producdo de radicais livres de outras maneiras, tais como pelo
aumento das catecolaminas (McAnulty et al., 2003), devido a producao de lactato (Aguilo,
Castano, et al.,, 2000; Kayatekin et al.,, 2002), a elevada taxa de autoxidacdo da
hemoglobina (Misra & Fridovich, 1972), a hipertermia (Osorio et al., 2003) ao processo de
isquemia-reperfusdo (Droge, 2002) e devido a hipdxia tecidual transitéria, que ocorre
devido a grande demanda por O, pelos tecidos e a insuficiéncia dos pulmdes em suprir
essa demanda (Brun, Connes, Varlet-Marie, 2007; El-Sayed, Ali, & El-Sayed Ali, 2005). Se a
taxa de producdo exceder a capacidade de remoc¢ao pelos sistemas antioxidantes o
estresse oxidativo ocorre.

O estresse oxidativo é uma condicdo celular ou fisioldgica de elevada
concentracdo de espécies reativas capaz de causar danos moleculares as estruturas
celulares, com consequente prejuizo da sua funcionalidade (Droge, 2002).

Os eritrécitos sdao propensos a ac¢ao dos radicais livres. Uma vez que, essas
moléculas podem se difundir através da membrana, promovendo danos cumulativos no
interior da célula. Além disso, o RBC possui altas concentra¢des de O, e ferro, dois fatores
gue contribuem amplamente para processos de oxidacdo (El-Sayed, Ali, & El-Sayed Ali,
2005).

Para combater o dano oxidativo, o organismo contém os antioxidantes. Assim
sendo, antioxidante é qualquer substdncia que em baixas concentracbes é capaz de
retardar os processos de oxidacdo nas moléculas convertendo os agentes oxidantes em

produtos ndo téxicos (Sindhi et al., 2013; Urso & Clarkson, 2003)
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Os principais agentes antioxidantes do RBC sdo as enzimas Cat, SOD e a GPx e os
antioxidantes acido ascorbico (vitamina C) e a-tocoferol (vitamina E) (Bartosz, 1991;
Sindhi et al., 2013).

A SOD catalisa a dismutacdo do 02" em H,0, e oxigénio molecular. Embora a
afinidade com o substrato e a especificidade sejam diferentes, tanto a CAT quanto a GPx
atuam na desintoxicac¢do celular reduzindo o H,0, (Urso & Clarkson, 2003).

O a-tocoferol é um antioxidante lipofilico que pode reduzir radicais livres tais
como lipoperéxidos, sendo encontrado em todas as membranas celulares. Ja a vitamina C
estd presente no compartimento citossélico da célula, servindo como um doador de
elétrons para radicais livres gerados. Esses dois antioxidantes sdo repostos através da
dieta (Gate et al., 1999).

O sistema antioxidante age em conjunto para desintoxicar da melhor maneira o
RBC, a fim de promover o menor dano oxidativo possivel. Entretanto, se a producao
excede a capacidade de acdo dos mecanismos de defesa, varias modificagcdes funcionais e
estruturais ocorrem no RBC (Baskurt & Meiselman, 2003).

Essas modifica¢Oes incluem peroxidacao lipidica, oxidacdo protéica, degradacao
de proteinas, danos no citoesqueleto e alteragdes nas propriedades fisicas da membrana
(Baskurt & Meiselman, 2003; Smith, 1995).

A figura 5 ilustra as principais rotas de formacdo de radicais livres e ROS nos
eritrécitos.

A principal via pela qual ocorre a producdo de ROS é a auto-oxidacdo da oxi-
hemoglobina em metemoglobina (Sindhi et al., 2013). Esta via aumenta em proporc¢ao ao
aumento na captacdo de O, induzido pelo exercicio. O produto gerado pela reacdo, a
metemoglobina, é incapaz de se ligar ao O,. Outro prejuizo que ocorre em funcdo da
formacao desse composto, é que a reacdo de conversao gera superoxido, radical livre que
é precursor da formacdo de varias espécies oxidativas altamente tdxicas, como o radical
hidroxila. Esse radical age danificando diretamente a membrana do RBC, promovendo
processos de oxidacdo das proteinas e peroxidacdo lipidica (Figura 5). A formac3o de OH®
ocorre na reacao de reciclagem do ferro para o estado ferroso, em que o perdxido de

hidrogénio é o substrato (Figura 5) (Smith, 1995).
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Os radicais livres e os ROS agem danificando principalmente a membrana
plasmatica. O processo mais comum é a peroxidagao lipidica que ocorre em acidos graxos
polinsaturados da membrana plasmatica, resultando na producao de radical peroxil. Esse
produto é altamente reativo e pode combinar com outros radicais semelhantes,
propagando danos nas estruturas bioldgicas. O dano irreversivel nos lipidios pode
aumentar a permeabilidade e a rigidez da membrana, comprometendo a homeostase
celular (Gate et al., 1999; Smith, 1995).

Os danos oxidativos nos eritrécitos podem prejudicar as propriedades reolégicas e
o fluxo sanguineo. Podem afetar adversamente a deformabilidade e impedir a passagem
dos eritrocitos na microcirculacdo, promovendo efeitos diversos na entrega de nutrientes
e O, para os musculos, como também na remocgao de produtos metabdlicos (El-Sayed, Ali,
& El-Sayed Ali, 2005). Se os componentes essenciais da membrana e do citoesqueleto
sofrem danos irreversiveis, a hemalise ocorrerd (Smith, 1995).

Independente dos fatores envolvidos no desenvolvimento e exacerbagao do
estresse oxidativo, o préprio envelhecimento da célula por si sé é um importante fator
gue contribui para a existéncia do processo. Com o passar dos dias de vida, as enzimas e
os agentes antioxidantes presentes no RBC vao sendo alvo de oxidagdo. Paralelo a isso,
ocorrem na célula processos de glicacdao, o que aumenta a vulnerabilidade do RBC ao
dano oxidativo (Bartosz, 1991; Szygula, 1990).

Embora ocorra a geracao de radicais livres e um possivel dano oxidativo devido a
realizacdo de exercicio fisico, esta é uma resposta aguda frente ao desequilibrio
homeostatico que ocorre no organismo do individuo. O exercicio crénico altera
positivamente o status antioxidante (Bogdanis et al., 2013; Brites et al., 1999; Finaud et
al., 2006), que atuam diminuindo os niveis basais de danos oxidativos e aumentando a
resisténcia ao estresse oxidativo. Essa adaptacdo ocorre na tentativa de manter o
equilibrio entre o estresse oxidativo promovido pelo exercicio e as defesas fisioldgicas e

bioquimicas (Aguilo et al., 2000).

5- Efeitos do exercicio fisico nas propriedades da membrana do eritrdécito
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Devido a quantidade considerdvel de propriedades que a membrana dos
eritrécitos possui e a imensa variedade de formas de realizar exercicio fisico, o estudo do
efeito do exercicio fisico na membrana do RBC é muito heterogéneo.

As principais propriedades estudadas sdo a fluidez (Tsuda et al., 2003) e a
deformabilidade (Smith et al., 1999). Estudos envolvendo a estabilidade osmética e
exercicio fisico sdo relativamente escassos.

A relacdo da fluidez com o efeito agudo de uma sessdao de exercicio maximo e
submaximo foi investigado por Bersoza et. al. (2011). Nesse estudo, os autores puderam
observar que o exercicio agudo promoveu uma queda dramatica da fluidez e um
aumento da rigidez da membrana do RBC. Além disso, apds a sessdo maxima de treino,
houve uma exacerbac¢do da formacao de produtos oxidativos. Nesse sentido, os autores
concluiram que aumento da rigidez da membrana apds a realizacdo de exercicio fisico
estaria intimamente associada a producdo de radicais livres e aos danos que essas
substancias podem causar na membrana plasmatica (Berzosa et al., 2011).

Brzeszczynska et al. (2008) também detectou aumento da rigidez e diminuicdo da
fluidez da membrana do RBC apds 1 hora de exercicio incremental até a exaustdo
realizado em 11 homens ndo treinados. Essa alteracao também foi associada ao aumento
do estresse oxidativo (Brzeszczynska et al., 2008).

Com relacdo ao efeito do nivel de treinamento e mudancas nas propriedades da
membrana, Smith et. al. (1995) compararam o efeito do exercicio agudo na membrana de
eritrécitos de individuos nao treinados com altamente treinados. A suscetibilidade ao
dano na membrana, ao estresse oxidativo e consequentemente a maior propensao a
hemdlise diferiu entre os dois grupos, sendo maior nos individuos ndo treinados. Isso
quer dizer que o treinamento regular conferiu um efeito protetor contra oxidacdo nos
eritrocitos dos individuos altamente treinados (Smith et al., 1995).

Além de Smith et. al. (1995), Cazzola et. al. (2003) encontraram melhora das
propriedades da membrana em funcdo da realizacdo de exercicio regularmente. Esses
achados estdo relacionados aos processos adaptativos que o exercicio promove, tais
como maior taxa de renovacdo celular e melhora do status antioxidante (Cazzola et al.,

2003).
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CONSIDERAGOES FINAIS

Sendo alvo de tantas ag¢bGes promovidas pela execu¢dao do exercicio fisico, a
membrana dos eritrécitos se torna alvo dessas acdes podendo sofrer assim modificacdes.

O mais interessante é investigar quais sdao os fatores que contribuem para
promover alteracdes na membrana e até que ponto isso melhora ou prejudica a
funcionalidade do RBC.

Estudos a respeito das alteracdes nas propriedades da membrana em funcao da
realizacdo de exercicio sdo relativamente escassos, principalmente envolvendo a
investigacdo da propriedade de estabilidade osmética.

Foi nesse sentido que o presente estudo foi desenvolvido, com o intuito de
investigar o efeito agudo e cronico do exercicio fisico na estabilidade osmédtica de
eritrocitos, tentando encontrar possiveis correlacdes com as varidveis sanguineas.

O capitulo 2 faz uma investigacdo a respeito do efeito do exercicio agudo
moderado e intenso na estabilidade osmédtica em homens saudaveis e ativos. Jd o
capitulo 3 avalia o efeito do exercicio agudo e crénico nas mesmas varidveis em atletas

nadadores.
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Figura 1. Imagens de microscopia de for¢a atémica: (A) eritrécito humano (area 12 pm?) e

(B) agrupamento de eritrécitos (area 30 umz) (Banco de dados do laboratorio).
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Figura 5. Processos de formacdo de produtos oxidativos no citosol do eritrdcito.
Abreviaturas: NAD", dinucleétido de nicotinamida e adenina; MetHb Red, metemoglobina
redutase; HbO,, oxihemoglobina; MetHb, metemoglobina; 0,°, superéxido; H': proton;
SOD, superodxido dismutase; H,0,, perdxido de hidrogénio; H,0, dgua; GPx: glutationa
peroxidase; CAT, catalase; OH®, radical hidroxila; Fe? : jon ferroso (Fonte prépria do

autor).
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Tabela 1. Principais alteragdes fisico-quimicas que ocorrem na célula vermelha com

o seu envelhecimento:

1- Aumento da densidade (Bartosz, 1991; Waugh et al., 1992);

2- Diminuicao do volume da célula (Bartosz, 1991);

3- Perda progressiva da area de superficie (Cordero et al., 2004; Waugh et al,,
1992);

4- Alteragdes na forma (Cordero et al., 2004);

5- Diminuicdo das enzimas intracelulares e deplecdo de ATP (Cordero et al.,
2004);

6- Diminuicdo na composicdo lipidica (Schroeder, 1984);

7- Perda da assimetria dos lipidios na bicamada (Bratosin et al., 1998; Schroeder,
1984);

8- Peroxidagdo lipidica e acumulo dos produtos deste processo (Schroeder,
1984);

9- Alteragdes no comportamento das proteinas da membrana (Waugh et al.,,
1992).

10- Diminuicdo da deformabilidade (Cordero et al., 2004).

(Fonte propria do autor)
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CAPITULO 2

INFLUENCIA DO EXERCICIO AGUDO NA ESTABILIDADE OSMOTICA DA MEMBRANA DE
ERITROCITOS HUMANOS

INFLUENCE OF ACUTE EXERCISE ON THE OSMOTIC STABILITY OF THE HUMAN
ERYTHROCYTE MEMBRANE

Este Capitulo foi redigido de acordo com os padrdes da revista International Journal of

Sports and Medicine na qual foi publicado.
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RESUMO

Este estudo avaliou os efeitos de dois tipos diferentes de exercicio aerdbio sobre a
estabilidade osmdtica da membrana do eritrécito humano e em diferentes varidveis
hematoldgicas e bioquimicas que estdo associados a esta propriedade da membrana. A
populacdo do estudo consistiu de 20 homens saudaveis e ativos. Os participantes
realizaram sessoes Unicas de dois tipos de exercicio. A primeira sessao foi constituida por
60 min de exercicio continuo de intensidade moderada (MICE). A segunda sessao,
executada uma semana depois, consistiu em uma sessao de exercicio intervalado de alta
intensidade (HIIE) até a exaustdo. A estabilidade osmdtica da membrana dos eritrécitos
foi representada pelo inverso da concentragdo de sal (1/Hsg) no ponto médio da curva
sigmoidal de dependéncia entre a absorbancia da hemoglobina e a concentragdo de NacCl.
Os valores de 1/Hsg se alteraram de 2,29+0,1 para 2,33+0,09 apds MICE e de 2,30+ 0,08
para 2,2310,12 apds HIIE. Durante o MICE o volume corpuscular médio aumentou,
provavelmente devido a lise in vivo dos eritrécitos mais velhos, com preservacao de
células que eram maiores e mais resistentes a lise in vitro. O estudo mostrou que uma
Unica sessao de exercicio agudo afetou a estabilidade osmotica de eritrécitos, ocorrendo

aumento apds MICE e diminui¢ao apds HIIE.

Palavras-chave: exercicio agudo, eritrécitos, membrana, hemdlise, estabilidade osmética
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ABSTRACT

This study evaluated the effects of two different types of acute aerobic exercise on the
osmotic stability of human erythrocyte membrane and on different hematological and
biochemical variables that are associated with this membrane property. The study
population consisted of 20 healthy and active men. Participants performed single sessions
of two types of exercise. The first session consisted of 60 min of moderate-intensity
continuous exercise (MICE). The second session, executed a week later, consisted of high-
intensity interval exercise (HIIE) until exhaustion. The osmotic stability of the erythrocyte
membrane was represented by the inverse of the salt concentration (1/Hso) at the
midpoint of the sigmoidal curve of dependence between the absorbance of hemoglobin
and the NaCl concentration. The values of 1/Hso changed from 2.29 + 0.1 to 2.33 + 0.09
after MICE and from 2.30 + 0.08 to 2.23 + 0.12 after HIIE. In MICE has occurred an
increase in the mean corpuscular volume, probably due to in vivo lysis of older
erythrocytes, with preservation of cells that were larger and more resistant to in vitro
lysis. The study showed that a single bout of acute exercise affected the erythrocyte

osmotic stability, which increased after MICE and decreased after HIIE.

Keywords: acute exercise, erythrocyte, membrane, hemolysis, osmotic stability
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1- INTRODUCTION

Numerous cellular processes such as signal transduction, solute transport and
cellular interactions are mediated by membrane (Derby & Gleeson, 2007). For optimal
functioning, the cell membranes should particularly associate stability and functionality,
properties that depend on their degree of fluidity (Garcia et al., 1997; Stubbs & Smith,
1984).

The membrane fluidity is an important physiochemical property. In the
erythrocytes, in particular, this property is responsible for modulating functions such as
permeability and transport of ions and oxygen, as well as the activities of membrane-
associated enzymes (Berzosa et al., 2011). The excess and lack of fluidity are undesirable
characteristics that affect cell physiology and can contribute to loss of stability and
acceleration of membrane destruction, leading to cell death (Garcia et al., 2005; Sinensky,
1974).

Blood cells are a good model to study the stability of biological membranes.
Currently, the erythrocytes are considered the most convenient cell type for such
investigations, since they are simpler and stable cells, whose lysis can be
spectrophotometrically monitored in the visible region of spectrum, due to the release of
hemoglobin in the solvent. In addition, changes in the composition and behavior of their
membranes may reflect the composition and behavior of other cells (de Freitas et al.,
2008; G. S. D. Lemos, L. F. Marquez-Bernardes, L. R. Arvelos, L. F. Paraiso, & N. Penha-
Silva, 2011; Steck, 1974).

There are many agents that may affect the stability and functionality of
membranes, such as heat (Yatvin, 1977), reactive oxygen species (ROS) (Berzosa et al.,
2011; Gonsette, 2008; Hensley, Robinson, Gabbita, Salsman, & Floyd, 2000), solutes
which stimulate the self-organization of the membrane (such as water and osmolytes)
and solutes that can promote their disorganization, such as ethanol (Cunha, Arvelos,
Costa, & Penha-Silva, 2007; Penha-Silva et al., 2008) and sodium dodecyl sulfate (Fonseca
et al., 2010). The environment in which the red blood cell is found, it is also a decisive
factor in determining the composition and fluidity of the cell membrane, and it can be
modified by diet, exercise and various diseases (de Arvelos et al., 2013; de Freitas et al.,

2010).
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The intake of essential fatty acids of the w-3 and w-6 families increases the supply
conditions of membrane phospholipids in the body, which contributes to decrease in the
cholesterol/phospholipids ratio and increased membrane fluidity. In erythrocytes, these
changes favor the occurrence of the morphological changes required to allow their
passage through capillaries of small diameter, ensuring the exercise of their functions (W.
S. An et al., 2012; Berlin et al., 1992; Cartwright, Pockley, Galloway, Greaves, & Preston,
1985; De Moffarts et al., 2007).

Physical exercise is characterized by increased consumption of oxygen throughout
the body, especially by the muscles. The regular practice of physical exercise promotes
adaptations in blood rheology, with changes in aggregation, deformability and fluidity of
erythrocytes, towards improving efficiency in the collection, transport and delivery of
oxygen to tissues (J. F. Brun, 2002; J. F. Brun et al.,, 1998). The increase in oxygen
consumption during exercise is associated with an increased production of reactive
oxygen species (ROS), which act by promoting a series of physiological and biochemical
changes in the body (Alessio, 1993; Santos-Silva et al., 2001). The excessive production of
ROS in relation to their physiological demand and the anti-oxidant defenses creates a
condition called oxidative stress, which can manifest on all cellular structures, especially
biological membranes. The direct action of the ROS on the erythrocyte membrane can
alter its structure and physicochemical properties (Cazzola et al., 2003; Santos-Silva et al.,
2001; Soffler, 2007).

Surely, these physicochemical properties must include the stability of erythrocyte
membrane. As physical exercise has the ability to promote changes in the oxidative status
of the organism, hematological indices and the supply conditions of membrane lipids, the
erythrocyte must be influenced by exercise. Undoubtedly, this influence must be well
understood, as it is the red blood cell that carries oxygen to the muscle, although the
muscle is the agent of the mechanical contraction during exercise. Although previous
studies have shown that physical exercise can promote changes in cell membranes
(Berzosa et al., 2011; J. F. Brun, 2002; J. F. Brun et al., 1998; J. F. Brun, Connes, P., Varlet-
Marie, E., 2007; Brzeszczynska et al., 2008; Cazzola et al., 2003; Tsuda et al., 2003), no
studies have evaluated the effects of intensity and duration of exercise on the osmotic

stability of erythrocytes. It is within this context that the present study investigated the

66



effects of two different types of acute aerobic exercise on osmotic stability of the

erythrocyte membrane and on several hematological and biochemical indices.

2- MATERIAL AND METHODS
2.1 Population

This study was approved by the Ethics Committee on Human Research of the
Federal University of Uberlandia (337/11), and all the volunteers involved in the study
signed a free informed consent. The study conforms with The Code of Ethics of the World
Medical Association (Declaration of Helsinki) and with the international ethical standards
in sport and exercise science research (Harriss & Atkinson, 2011). The study included 20
healthy men who practiced some type of regular physical activity for at least six months
without any injury or damage to health that might influence physical activity. The
volunteers were non-smokers and non-chronic users of alcohol, drugs and / or

medications.

2.2 Experimental procedures

The volunteers performed single sessions of two types of acute aerobic exercise:
moderate-intensity continuous exercise (MICE) and high-intensity interval exercise (HIIE).

The evaluation of the aerobic capacity of the participants was performed in
maximal aerobic test of 5 minutes duration (T5) (Berthon et al., 1997). The total distance
covered in 5 minutes was used to obtain the maximal aerobic speed (MAS) of each
volunteer. The speed at which each volunteer should accomplish his exercise session was
calculated from his value of MAS.

Volunteers were advised to feed normally and do not perform any exercise in the
24 hours before the sessions. The exercise sessions were performed in the morning at the
running track (200 meters) of the Faculty of Physical Education of the Federal University
of Uberlandia. The exercise sessions were preceded by low-intensity warming-up for 10
minutes.

The first type of exercise was the MICE and consisted of 60-min of running at 65%
of MAS. A week later, the volunteers returned to the site and performed the second type

of exercise (HIIE), which consisted in the repetition of 2.5-min cycles of running at 100%
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and 50% of MAS, until exhaustion, i.e., when the volunteer could no longer maintain the

speed in the exercise.

2.3 Blood collections

Blood samples were collected by venipuncture before and immediately after both
exercise sessions in evacuated tubes (Vacutainer, Becton Dickinson, Juiz de Fora, Brazil)
containing EDTA (for hematological evaluations and determination of the erythrocytes
stability), heparin (for the determination of the activity of glutathione peroxidase) and

without anticoagulant (for biochemical determinations).

2.4 Determination of hematological and biochemical variables and activity of glutathione
peroxidase (GPx)

Routine hematological variables, including erythrocytes (RBC), total leukocytes
(Leu) and platelets (Pt) counts, hemoglobin (Hb), hematocrit (Ht), mean corpuscular
volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin
concentration (MCHC), red cell distribution width (RDW), were obtained in an automated
hematology analyzer (Cell-Dyn 3700, Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL), and
determinations of human serum albumin (HSA), uric acid (UA), glucose (Glu), total
cholesterol (t-C), triglycerides (TG), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), low-
density lipoprotein cholesterol (LDL-C), very low density lipoprotein (VLDL-C), total lactate
dehydrogenase (LDH), creatine kinase (CK), creatine kinase MB (CK-MB) and serun iron
(Fe), were done in an automated biochemical analyzer (ArcHITect C 8000, Abbott
Diagnostics). The activity of GPx was determined using a commercial kit (Ransel, Randox,

United Kingdom).

2.5 Evaluation of osmotic stability of the erythrocyte membrane

NaCl (Labsynth, Diadema, Brasil) used had an ACS purity grade and its solutions
were prepared only in ultrapure water (Millipore Corporation, Sdo Paulo, Brazil), using an
analytic balance (Shimadzu, model AW220, Japan). The volume measurements were

made with automatic pipettes (Labsystems, Helsinki, Finland).
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Duplicate sets of microtubes (Eppendorf, Hamburg, Germany) containing 1.5 ml of
0.1-0.9 g.dl'1 NaCl were preincubated for 10 min at 37 °C in a thermostated water bath
(Marconi, MA 184 model, Piracicaba, SP, Brazil). After adding 10 pl of total blood, the
tubes were sealed, gently mixed, incubated for 30 min at 37 °C and then centrifuged at
1600 x g for 10 min at 37 °C in a Hitachi Koki centrifuge (CF15RXIl model, Hitachinaka,
Japan). The absorbance at 540 nm of supernatants was read in a Shimadzu
spectrophotometer (UV1650TC model, Japan).

The relationship between absorbance at 540 nm (As4) and the NaCl concentration
(X) was adjusted to a sigmoidal regression line (Figure 1) according to the Boltzmann
equation:

Amin_Amax +A (1),

14 eXHso)idx max

A54o =

where, Anax and Ani, represent the average values of Asyg at the minimum and maximum
plateaus of the sigmoid, respectively, Hso is the NaCl concentration (g/dl) capable of
promoting 50% hemolysis, and dX is the variation in NaCl concentration responsible for
total lysis of the erythrocytes. Anax is the maximal average value of absorbance and is
proportional to the amount of hemoglobin released from erythrocytes under the higher
hypotonic conditions of the experiment. A., is the minimum average value of
absorbance and may represent the in vivo stability of erythrocytes when lysis is not
associated with the handling of the patient's blood. The osmotic stability of erythrocytes
can be properly expressed by the values of 1/Hso and dX, since both are directly
associated with the osmotic stability of the erythrocyte membrane (Cunha et al., 2007; de
Arvelos et al., 2013; de Freitas et al., 2010; de Freitas et al., 2008; Fonseca et al., 2010; G.
S. D. Lemos et al., 2011; Penha-Silva et al., 2008; Penha-Silva, Firmino, Reis, et al., 2007).

2.6 Statistical analyses

The evaluation of the results with respect to normality was accomplished by using
the Kolmogorov-Smirnov test. The comparison between the types of exercise (MICE and
HIIE) and time (before and after the exercise sessions) were made using Student's t test
for paired data. All statistical analyses were performed using Origin 8.5 professional

(Microcal, Northampton, MA, USA) or GraphPadPrism 6.01 (La Jolla, CA, USA).
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3- RESULTS

All results obtained in this work presented normal distribution according to the
Kolmogorov-Smirnov test.

Table 1 shows the anthropometric characteristics and the value of maximal
aerobic speed (MAS) of the study participants. The values of these parameters were very
homogeneous among the volunteers involved in the study.

Both types of exercise produced statistically significant changes in the osmotic
stability variable 1/Hso, but these changes occurred in opposite directions (Figure 2). The
moderate-intensity continuous exercise (MICE) produced an increase in 1/Hso, while the
high-intensity interval exercise (HIIE) has caused a reduction in the values of this
parameter. The parameter dX was not affected in any of the two situations.

Both types of exercises also produced significant changes in many hematological
variables (Table 2). After both types of exercise, the values of RBC, Hb, Ht, Pt and Leu
increased. The MCV increased only after the MICE. On the other hand, MCHC decreased
only after the HIIE.

A comparison of hematological variables between the two types of exercise
showed that after HIIE the total leukocytes count was greater than after MICE, although
the total leucocytes count had been greater before HIIE than before MICE. Furthermore,
the values of MCHC were lower after HIIE than after MICE (Table 2).

Regarding the biochemical parameters, the values of HSA, UA, Glu, t-C, HDL-C and
Fe were significantly increased after both kinds of exercise, with significantly higher levels
of Glu after HIIE in relation to MICE. Furthermore, after HIIE the iron levels were lower
than after MICE. The levels of VLDL-C increased only after the HIIE (Table 3).

Among the enzymes indicative of cell injury, LDH increased significantly in both
types of exercise. The total CK increased significantly only in MICE, while CK-MB levels
increased significantly only in HIIE, although total CK had been higher after HIIE than after
MICE (Table 3).

The GPx activity increased significantly only after the HIIE and reached a level

significantly higher than that obtained after the MICE (Table 3).
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4- DISCUSSION

The effects of different types of exercise on the composition and fluidity of
erythrocyte membrane have been reported in various articles (Berzosa et al.,, 2011;
Brzeszczynska et al., 2008; Cazzola et al., 2003; Li, Tong, Xu, & Chan, 1999; Senturk et al.,
2005; Yalcin, Erman, Muratli, Bor-Kucukatay, & Baskurt, 2003).

This study was the first to evaluate the influence of two different types of acute
aerobic exercise on the osmotic stability of erythrocytes. The determination of the
stability of the erythrocyte membrane is a minimally invasive method of analysis, which is
of great accuracy and reliability (Cunha et al., 2007; de Arvelos et al., 2013; de Freitas et
al., 2010; de Freitas et al., 2008; Fonseca et al., 2010; Lemos et al., 2011; Penha-Silva et
al., 2008).

The present study showed that after performing a single exercise session, both
MICE and HIIE changed the erythrocyte stability variable 1/Hso (Figure 2), besides
affecting many hematological (Table 2) and biochemical (Table 3) parameters.

The continuous exercise of moderate intensity promoted an increase in the values
of 1/Hso, meaning that there was an increase in the osmotic stability of the erythrocyte
membrane. But the high-intensity interval exercise, in turn, caused a reduction in the
values of 1/Hso, which means that this type of exercise decreased the osmotic stability of
the erythrocyte membrane (Figure 2).

The literature on the influence of exercise on erythrocyte membrane shows the
absence of a consensus on the issue, with many authors stating that physical exercise
promotes a stabilizing effect on the membrane (Berzosa et al., 2011; Brzeszczynska et al.,
2008; Li et al., 1999), while others saying just the opposite (Cazzola et al., 2003; Kamada,
Tokuda, Aozaki, & Otsuji, 1993; Tsuda et al., 2003).

The studies that show that exercise is able to promote destabilization of the
membrane relate this effect mainly to oxidation, which is exacerbated during training.
The increased production of free radicals and oxidation leads to an increase in lipid
peroxidation (Li et al., 1999) and protein carbonyl content (Berzosa et al., 2011), with
aggregation of membrane proteins (Brzeszczynska et al., 2008), and destabilization of the

plasmatic membrane.
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The studies claiming that exercise promotes an improvement in the structure of
the membrane relate this change to an increase in aerobic capacity and antioxidant
activity (Brites et al., 1999; Finaud et al., 2006; Senturk et al., 2005). Tsuda et al. reported
an increase in membrane fluidity and decrease in microviscosity of erythrocytes of men
with essential hypertension after six months of exercise (Tsuda et al., 2003). Cazzola et al.
showed that after three weeks of training there was an increase in membrane fluidity and
anti-oxidants levels in erythrocytes of both athletes and sedentary men (Cazzola et al.,
2003).

All volunteers in this study had experience with running and most practiced other
sports (weightlifting, cycling, tennis or soccer), but none of them was used to perform
high-intensity aerobic exercise. Although the two types of training had led to acute
increases in serum concentrations of albumin and uric acid, only HIIE increased
significantly the values of GPx, certainly by exacerbation of in vivo hemolysis by
mechanisms that also favored increased in vitro hemolysis after this type of exercise.

This mechanism should include increased oxidative aggression caused by exercise.
Acute exercise can increase the permeability of the membrane, making it more unstable
(J. F. Brun et al., 1998). In fact, lipid peroxidation decreases membrane fluidity and
increases its permeability (Radak et al., 1999) in myocytes and in erythrocytes (Finaud et
al., 2006; Tavazzi et al., 2000).

Indeed, both types of exercise increased the blood levels of CK or CK-MB, which
are indicators of muscle damage, and of total LDH (Table 3), which indicate not only the
existence of muscle damage but also of intravascular hemolysis (Baird, Graham, Baker, &
Bickerstaff, 2012; Brancaccio, Maffulli, Buonauro, & Limongelli, 2008; Brancaccio et al.,
2007; Kato et al.,, 2006; Myhre & Rasmussen, 1970; Myhre, Rasmussen, & Andersen,
1970). Although MICE has promoted a significant increase of total CK and HIIE has
promoted a significant increase in CK-MB, total CK levels after HIIE has suffered an
elevation with borderline significance (0.05 <p <0.10), which has been harmed because
the levels of this enzyme before HIIE were already high, probably due to muscle injury
caused by MICE, which had been performed in the previous week (Table 3).

Thus, both types of exercise have favored the lysis of myocytes and erythrocytes.

In addition to increased oxidative aggression, which should have occurred in both cell
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types, particularly in the case of erythrocytes, lysis was also favored by an increase in
shear stress (Senturk et al., 2005; Telford et al., 2003).

In spite of the increase in the in vivo hemolysis in both types of exercise, after
MICE there was a moderate increase in the in vitro osmotic stability of the erythrocyte
membrane. This condition should be the net result of different and antagonistic
contributions.

The cells that had suffered in vivo hemolysis would be those weaker and less

resistant to mechanical stress, so that only the most resistant and stable cells would have
remained (Santos-Silva et al., 2001; Schmidt et al., 1988; Senturk et al., 2005). Indeed, the
increased values of MCV observed in MICE (Table 2) suggests an increase in the
population of young cells, which are larger (Spodaryk, Berger, & Hauke, 1990) and more
resistant to hypotonic lysis (Marks & Johnson, 1958), which is consistent with the
increased osmotic stability observed in this type of exercise.
The increased values of RBC, Hb and Ht after both types of exercise (Table 2), which
constitutes a process of hemoconcentration (increased proportion of blood cells in
relation to plasma volume) (Austin, Patterson, & von Kanel, 2011), would be due to
splenocontraction and increased recruitment of erythrocytes to increase the oxygen
supply during exercise (J. F. Brun, 2002; J. F. Brun et al.,, 1998; Yalcin et al., 2003).
Although the change in the fluid status may occur due to loss of water through sweat and
water input in muscle cells (J. F. Brun, Connes, P., Varlet-Marie, E., 2007), it may also be
simply due to increased blood cell count. Anyway, regardless of its origin, the fluid status
is the factor that most influences the rheology of erythrocytes during exercise, with
stiffening of red blood cells, even 1 h after submaximal exercise (J. F. Brun, 2002; J. F.
Brun et al., 1998).

In summary, the results of the study show that acute exercise is able to affect the
osmotic stability of erythrocyte membrane. The erythrocyte stability decreased in high-
intensity interval exercise, but increased in moderate-intensity continuous exercise. The
origin of these effects is complex and should involve different aspects of the oxidation of
constituents of the membrane and the set of factors associated with the different
hematological and biochemical variables that are changed during the exercise session.

Further research with a larger number of volunteers will enable the execution of
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multivariate statistical analyses, and allow identification of the variables that have the
greatest influence on the stability of human erythrocyte membrane after moderate and

high-intensity exercise.
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Figure 2. Comparison among the values of the osmotic stability parameter 1/H 50 before
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baseline. ***Statistically significant difference (P < 0.00) when compared with after MICE.
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Table 1. Anthropometric characteristics and maximal aerobic speed of the study

population (n = 20)

Characteristics Mean + sd
Age (years) 24.3 + 3.2
Body Mass Index (kg/m?) 23.7 + 21
Maximal Aerobic Speed (m/min) 261.8 + 17.3
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Table 2. Hematological parameters (mean + sd) before and after the single sessions of

moderate-intensity continuous exercise (MICE) and high-intense interval exercise (HIEE)

Variables MICE HIIE
Before After Before After
(Baseline) (Baseline)
RBC (10°/mm?®) 5.44 +0.53 5.63 % 0.52* 5.47 +0.53 5.72 +0.53"
Hb (g%) 15.85+ 1.1 16.35 + 1.12* 15.81+ 1.12 16.49 + 1.21*
Ht (%) 48.28 +2.98 49.88 + 3.24* 48.29+3.2 51.23+3.71"
MCV (fl) 88.61 % 4.95 89.83 + 4.99* 89.1+5.16 88.74 £ 4.82
MCH (pg) 29.2 +1.51 29.08 +1.6 29.01+1.73 28.93+1.75
MCHC (g/dl) 32.8+0.78 32.8+0.76 32.74+0.78  32.21+1.06"
RDW (%) 13.26 £ 2.11 12.96 + 2.05 12.83 +2.05 12.87+1.78
Leucocytes (10°/mm°) 6.00 + 1.4 7.74 +2.03* 6.42 + 1.6* 10.295 + 2.54""
Platelets (10°/mm?) 243.95+59.15 323.65%78.33* 245.95+54.1  312.9+74.76"

*Statistically significant difference (P < 0.05) when compared to MICE baseline

#Statistically significant difference (P < 0.05) when compared to HIIE baseline

'Statistically significant difference (P < 0.05) when compared to MICE
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Table 3. Comparison of biochemical variables before and after moderate-intensity

continuous exercise (MICE) and high-intensity interval exercise (HIEE)

Variables MICE HIIE
Before After Before After
(Baseline) (Baseline)
HSA (g/dl) 4.44 +0.43 4.84 +0.24% 4.52+0.2 4.94+0.2"
UA (mg/dl) 5.66 + 0.67 6.21 +0.84* 5.6 +0.77 6.05 +0.80"
GPx (U/1) 8018.5+3250.1 7771.09 +4246.31 8556.3+1725.9 10008.16 +2334.61""
Glu(mg/dl) 76.25+19.5 93.35+12.73% 74.8+12.9 114.8 +27.13""
t-C (mg/dl) 156.1 + 26.52 162.45 £+ 25.93* 153.95+22.84 164.95 + 25.19"
TG (mg/dl) 110.05 £ 66.02 122.2 +83.42 103.85 £ 53.08 116.7 £ 66.7
HDL-C (mg/dI) 49.85 +9.72 52.75+10.88* 48.63 +7.48 52.8 +8.78"
VLDL-C (mg/dl) 2144 +12.84 21.4+6.89 20.55+10.51 23.34+13.34"
LDL-C (mg/dl) 83.31+20.27 88.81 £ 20.09 84.77 £19.8 88.81+21.94

LDH (U/1)
CK (U/1)
CK-MB (U/I)
Fe (mg/dl)

204.15 £53.37
258.4 £168.44
20.14 +7.46
118.79+37.31

239.8 +48.25*
319.16 £ 196.21*
21.96+4.92
141.73 + 42.54*

211.65+27.51

377.67 £ 259.8*
20.9 £5.65

101.32 £ 35.46*

249.65 + 44.55"
425.09 +303.71'
25.03 + 6.08"
117.8 +43.9%"

*Statistically significant difference (P < 0.05) when compared to MICE baseline

#Statistically significant difference (P < 0.05) when compared to HIIE baseline

'Statistically significant difference (P < 0.05) when compared to MICE
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MEMBRANE OF COMPETITIVE SWIMMERS
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RESUMO

Objetivo Este estudo teve por objetivo avaliar a influéncia de exercicio agudo e crénico
sobre a estabilidade de membrana de eritrécitos e varios indices sanguineos em uma
populacdo constituida por 5 atletas do sexo masculino de nivel nacional na modalidade
natacao, ao longo de 18 semanas de treinamento. Método As avaliagdes foram feitas ao
inicio e final da 13, 72, 132 e 182 semanas, quando foram feitas alteracées no volume e
intensidade de treinamento. Os efeitos manifestados no inicio daquelas semanas foram
considerados decorrentes de adaptagbes cronicas, enquanto os efeitos observados ao
final das semanas foram considerados decorrentes de manifestacdes agudas da carga de
exercicio daquela semana. Resultados As alteracdes agudas decorrentes do exercicio
compreenderam aumento na atividade da creatina quinase (CK) e na quantidade de
leucdcitos (Leu), e diminuigdo no hematdcrito (Ht) e volume corpuscular médio (MCV), ao
final da primeira semana; aumento nas atividades da CK e da lactato desidrogenase (LDH)
e nas concentragdes de acido urico (UA) e Leu, ao final da sétima semana; aumento nos
valores de CK, LDH e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC), ao final
da 132 semana; e diminuicao dos valores do indice de estabilidade osmética de eritrécitos
1/Hso e aumento na atividade da CK e na concentragdo de plaquetas (Plt), ao final da 182
semana. As alteracdes cronicas decorrentes do treinamento compreenderam aumento
dos valores de 1/Hso, CK, LDH, colesterol da lipoproteina de alta densidade (HDL-C),
colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL-C), ferro sérico (Fe), MCV e PIt.
Conclusdao Apesar de o treinamento agudo ter resultado em diminuicdo na estabilidade
osmética de eritrdcitos, provavelmente associada a exacerbacdo de processos oxidativos
durante o exercicio intenso, o treinamento crénico ao longo das 18 semanas, resultou em
aumento na estabilidade osmatica de eritrécitos, provavelmente pela modulacdo do teor

de colesterol de membrana pelas lipoproteinas de baixa e alta densidade.

Palavras chave: eritrocitos, membrana, estabilidade osmotica, exercicio fisico
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ABSTRACT

Objective This study aimed to evaluate the influence of acute and chronic exercise
on erythrocyte membrane stability and various blood indices in a population consisting of
five national-level male swimmers, over 18 weeks of training. Method The evaluations
were made at the beginning and end of the 1st, 7th, 13th and 18th weeks, when volume
and training intensity have changed. The effects manifested at the beginning of those
weeks were considered due to chronic adaptations, while the effects observed at the end
of the weeks were considered due to acute manifestations of the exercise load of that
week. Results Acute changes resulting from the exercise comprised increases in creatine
kinase activity (CK) and leukocyte count (Leu), and decrease in hematocrit (Ht) and mean
corpuscular volume (MCV), at the end of the first week; increase in the activities of CK
and lactate dehydrogenase (LDH), in the uric acid (UA) concentration and Leu count, at
the end of the seventh week; increases in CK and LDH activities and in the mean
corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), at the end of the 13th week; and
decrease in the value of the osmotic stability index 1/Hso and increases in the CK activity
and platelets (PIt) count, at the end of the 18th week. Chronic changes due to training
comprised increase in the values of 1/Hsg, CK, LDH, high-density lipoprotein cholesterol
(HDL-C), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C), serum iron (Fe), MCV and PIt.
Conclusion Although acute training have resulted in decrease in the osmotic stability of
erythrocytes, probably associated with exacerbation of the oxidative processes during
intense exercise, chronic training over 18 weeks resulted in increased osmotic stability of
erythrocytes, probably by modulation in the membrane cholesterol content by low and

high density lipoproteins.

Keywords: erythrocyte membrane, osmotic stability, exercise
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1- INTRODUCTION

Physical exercise increases oxygen (O,) consumption by the body, mainly in the
muscle tissues (1, 2). In the case of athletes, a good oxygen uptake is extremely important
for tolerance to severe exercise (3, 4). Red blood cells (RBC) should be efficient in O,
uptake and delivery to meet the high demand of tissues (5). The structure of the
membranes of these cells plays an important role in maintaining its functionality; an
imbalance in the physicochemical properties of the membrane can make the cell to
become dysfunctional, hindering tissue oxygenation (6, 7).

It is known that in athletes regular training is able to make changes and
adaptations in the blood rheology, including changes in hematological and biochemical
parameters (8-12). These changes can affect membrane properties, such as its stability.
The stability can be defined as the membrane's ability to resist lysis against many harmful
agents. Many factors that affect the stability of the membrane are well known; among
them are diet, age, temperature, use of drugs and some physiological and pathological
conditions (13-17).

The osmotic fragility test is a valuable tool to assess the sensitivity of the red cells
to osmotic changes in the environment. It is widely used to elucidate the mechanisms
affecting the properties of the membrane of erythrocytes (18-20). The analysis of
membrane properties using erythrocytes as a model has the advantages of simplicity of
the cell, and the easiness in monitoring their lysis by spectrophotometric measurement of
the amount of hemoglobin released into the medium (16, 21, 22).

The number of studies involving exercise and membrane stability is scarce (4, 17,
23, 24). Little is known about the role that exercise plays in the erythrocyte membrane. It
was in this context that the present study aimed to evaluate the acute and chronic
changes in the erythrocyte membrane stability and in hematologic and biochemical
indices of professional swimmers engaged in an 18-week pre-competition training

program.
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2- MATERIAL AND METHODS

2.1 Population

This study was approved by the Committee of Ethics and Human Research of the
Federal University of Uberlandia (337/11). Each volunteer involved in the research signed
a free and informed consent term. The study included five national level male swimmers
(average age of 24+2.3 vyears; average body mass index of 24.5+1.6 kg/m?). All
participants were healthy and did not have any injury or damage to health that could
influence the practice of physical exercise. They were non-smokers and non-consumers of

alcohol, abuse drugs and long-term prescription medications.

2.2 Protocols of training and blood collection

The athletes were studied since the beginning of the training period that preceded
the main competition from which they were going to participate, totaling 18 weeks of
training. The evaluations were made at the beginning and end of the 1st, 7th, 13th and
18th weeks, when volume and training intensity have changed (Table 1). The effects
manifested the beginning of those weeks were considered due to chronic adaptations,
while the effects observed at the end of the week were considered due to acute
manifestations of the exercise load of that week.

Blood samples were collected before the athletes perform any physical effort by
venipuncture, always in evacuated tubes (Vacutainer; Becton Dickinson, Juiz de Fora,
Brazil) containing EDTA as an anticoagulant for determination of erythrogram and
evaluation of the erythrocyte membrane stability, and in tubes without anticoagulant, for

biochemical assays.

2.3 Determination of hematologic and biochemical variables

The erythrogram (automated Cell-Dyn 3700, Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL,
USA) and biochemical tests (automated analyzer Architect C 8000, Abbott Diagnostics)
were carried out in the Clinical Analysis Laboratory of the Clinical Hospital of the Federal
University of Uberlandia. The osmotic fragility test used to evaluate the stability of
erythrocytes was conducted at the Laboratory of Biophysical Chemistry of the Federal

University of Uberlandia.

91



The analyzed hematological variables and their reference values were:
erythrocytes (RBC), 4.3-5.7 millions/mm?; hemoglobin (Hb), 13.0-17.5%; hematocrit (Ht),
39-50%; mean corpuscular volume (MCV), 81.0-95.1 fl; mean corpuscular hemoglobin
(MCH), 26-34 pg; mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), 31-36 g/dI; red-
cell distribution width (RDW), 12-15%; leucocytes (Leu), 3.5-10.5 mil/mm?; platelets (Pt),
150-450 mil/mm?; uric acid (UA), 3.5-7.2 mg/dl; creatine kinase (CK), 30-200 U/I; lactate
dehydrogenase (LDH), 100-190 U/I; serum iron (Fe), 50-160 pg/dl; total cholesterol (t-C),
<170 (optimum) and 2240 mg/dl (high); high density lipoprotein cholesterol (HDL-C), 240
mg/dl (ideal); low density lipoprotein cholesterol (LDL-C), <130 (optimum) e 2160 mg/dl
(high); very low density lipoprotein cholesterol (VLDL-C), <40 mg/dl; and triglycerides
(TGC), <150 (optimum) e 2200 mg/dl (high).

2.4 Evaluation of the osmotic stability of the erythrocyte membrane

The NaCl solutions (Labsynth, Diadema, SP, Brazil) were prepared using high purity
reagent (99%) in ultrapure water (Millipore Corporation, Sdo Paulo, Brazil). The mass
measurements were made using analytical balance (Shimadzu, AW220 model, Japan).
Volume measurements were made using automatic pipettes (Labsystems, Helsinki,
Finland). Incubations were performed in a thermostatic bath (model 184 MA; Marconi,
Piracicaba, Brazil). The absorbance readings were made in a digital spectrophotometer
(model UV-1650; Shimadzu, Tokyo, lJapan). Centrifugations were performed in a
refrigerated centrifuge (model Il CF15RX; Hitachi Koki, Hitachinaka, Japan).

The osmotic fragility test was conducted in a duplicate series of microtubes
(Eppendorf, Hamburg, Germany) containing 1.5 ml of NaCl at concentrations ranging from
0.1 a 0.9 g/dl. Initially, the tubes were pre-incubated for 10 minutes at 37 °C in the
thermostated bath. After pre-incubation, 10 pl of blood were added to each microtube.
After homogenization, the microtubes were incubated for 30 min at 37 °C. Then the
microtubes were centrifuged at 1600 x g for 10 minutes at 37 °C and their supernatants
were subjected to absorbance readings at 540 nm.

The graphs of absorbance at 540 nm (Asg0) as a function of the NaCl concentration
(X) were fitted to sigmoidal regression lines (Figure 1) according with the Boltzmann

equation:
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— Amin _Amax + A (1)
540 1 + e(X‘Hso )/dX max ’

A

where Anin (absorvance units) and Anax (absorbance units) represent respectively the
mean values of Asggat the minimum and maximum plateaus, Hso(g/dl NaCl) is the NaCl
concentration capable of promoting 50% hemolysis, and dX (g/dl NaCl) is the variation in
the salt concentration that is responsible for the complete hemolysis transition. The
parameters dX and 1/Hso were used to evaluate the osmotic stability of the erythrocyte

membrane, since they present same direction associations (17, 25).

2.5 Statistical analyzes

All statistical tests were done using the software Bioestat 5.3 (Mamiraua, Belém,
PA, Brazil).

The D'Agostino-Pearson test was used to investigate the existence of normality in
the obtained data. The results that were obtained for some variables were not normally
distributed. For this reason, comparisons were performed using a non-parametric test for
small samples, Wilcoxon Signed Rank Test, which use median values to make comparisons
by ranks.

The Wilcoxon Signed Rank Test was used to compare pre-training with post-
training times in each of the four collections and to compare the pre-training of first week
with the pre-training the 18th week, which allows to investigate the chronic effect of

exercise on the analyzed variables. The significance value used in this test was p<0.063.

3- RESULTS

Figure 1 shows a typical curve of dependency of the amount of released
hemoglobin, given the absorbance at 540 nm, in function of the NaCl concentration in the
medium.

Table 1 shows the characterization of the training sessions.

Table 2 shows the median and interquartile deviations (IQR) obtained for each of
the variables at the beginning and end of each of the four weeks considered in the study,
as well as the results of comparisons made by using the Wilcoxon Signed Rank Test. As

previously mentioned, the effects manifested after the end of each week of training were
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considered to be due to acute manifestations of that week exercise load. At the end of
the 1st week the parameters that have undergone significant acute changes were CK and
Leu, which increased, and Ht and MCV, which reduced. At the end of the 7th week, the
values of parameters CK, LDH, UA and Leu increased significantly. At the end of the 13th
week there were significant increases in A, CK, MCH and MCHC. At the end of the 18th
week there were significant increases in CK and PIt, and a significant decrease in 1/Hxo.

As also previously mentioned, the effects that have persisted at the beginning of
each week were considered to be due to chronic adaptations of the exercise program.
Since 1/Hsq increased in the last week of training in relation to the first week (Table 2),
this should mean that the chronic training increased significantly the stability of the RBC
membrane. There were also increases in CK, LDH, HDL-C, LDL-C, Fe and PIt, and a
significant decrease in the hematological index MCV at the end of the training program

(Table 2).

4- DISCUSSION

The major finding of our research was that the training, both acute and chronic,
has affected the osmotic stability of erythrocytes, as well as the values of various other
parameters studied here. The body of the athletes was affected in some way in every
training session, even in the first training, which was a light training, in which neither the
intensity nor the volume of exercise were high.

The reduction of 1/Hsg after the acute training with the highest intensity among all
(18th week) means that there was a decrease in osmotic stability after this training
session. This finding is in agreement with the results found by Paraiso et al., who reported
a significant reduction in the value of 1/Hso when participants performed a high intensity
training (17).

In addition to this decline in 1/Hsg, at the end of 18th week, the serum levels of CK
and the PIt counts also have changed, however they had suffered significant increases. In
fact, increases in the values of these parameters have often been described in high-
intensity exercise (8, 26). Elevation in platelet count is indicative of oxidative stress and

inflammation as a result of performing physical exercise (27-31).
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Although this study has not assessed oxidative markers, the relation between
exercise and production of reactive oxygen and nitrogen species (RONS) has been
reported by several authors (4, 23, 32-38). Overproduction of RONS is a result of a variety
of stressors such as exposure to pollutants (39), excessive intake of energetic nutrients
(40), and physical exercise (41). Any situation that induces an abrupt increase in oxygen
consumption may result in an acute state of oxidative stress (34). The production of RONS
depends on the type (aerobic or anaerobic), intensity (29, 42-44) and duration of the
physical exercise (34, 45-47).

Ciancarelli-Tozzi et al. suggested in their study that oxidative stress associated
with strenuous exercise produces activation of platelets and causes a reduction in
membrane fluidity of these cells. Platelet activation process is mediated by the
production of oxidized LDL molecules that inhibit nitric oxide production, an important
component of the activation and inhibitor of platelet aggregation (29).

Oxidative stress is also an important factor associated with the reduction in
membrane stability, since it is capable of destabilizing the plasma membrane (17),
increasing its permeability (48) and reducing its fluidity (29, 49, 50). It is possible that the
decrease in the osmotic stability of erythrocytes observed in vitro after intense training in
this study is directly related to oxidation processes promoted by this specific type of
training, which would have destabilized in vivo the membrane of those cells.

Oppositely to the acute effects, the chronic effects of training, measured at the
beginning of each week considered in the present study, comprised an increase in 1/Hsq
and consequently in the membrane stability over time. Few studies have evaluated the
chronic effect of exercise on the properties of the RBC membrane (51, 52).

Some studies have used athletes in this type of research (1, 3, 4, 24), but no
studies have evaluated the cumulative effect of training athletes in the osmotic
membrane stability. The studies found did not evaluate athletes before and after the
training period, but just compared the individuals already in training with sedentary
individuals in relation to the erythrocyte stability (1, 53). A key differentiator of this study
was the use of the athlete himself, before being submitted to the training period, as a
control, to investigate the influence of exercise, what was possible because the assessed

athletes were coming from a vacation period in which they do not trained.

95



Kamada et al. evaluated the membrane fluidity of red cells from runner athletes,
cyclists and sedentary individuals. The athletes presented higher membrane fluidity
compared to sedentary individuals. The authors attributed this increased membrane
fluidity in athletes to the occurrence of changes in the lipid composition of the membrane
in order to improve the efficiency of oxygen delivery by microcirculation, helping athletes
to tolerate the stress of severe exercise (3). Cazzola et al. also found a greater fluidity of
erythrocyte membrane in soccer players when compared to sedentary individuals. They
associated the greater fluidity to better antioxidant status and also the characteristics of
hematological indices of footballers. The volunteers in this group had higher values of
MCV, MCHC and Ht, compared with the group of sedentary individuals (1).

In this study, some hematologic indices suffered changes from the first to the last
week of training. The results suggest that training has promoted a change in the
characteristics of red blood cells, with a predominance of smaller erythrocytes at the 18th
week, since there was a significant decrease in MCV. This may be due to the development
of a nutritional deficiency frame during the training period, since selective nutritional
deficiencies associated with training can affect erythropoiesis. Indeed, Shiraki et al.
reported a decrease in the number of erythrocytes over a period of 21 days of training in
active individuals with a low protein diet when compared to subjects with medium and
high intake of protein. Despite the reduction in the number of red blood cells observed in
these subjects, there was a higher production of reticulocytes during the training period,
especially in the group with higher protein intake. These changes were reflected in the
osmotic fragility, since the regular training was associated with an increase in the osmotic
stability of erythrocytes. In this study, the authors were able to conclude that exercise
activates erythropoiesis, but the red blood cell production is closely related to nutritional
status, especially with the protein status of the individual (52).

Furthermore, the decrease in osmotic fragility is also related to acceleration of the
turnover (54) and increase in the number of young erythrocytes, since they are more
resistant to lysis in hypotonic saline solutions (55, 56). Unfortunately the present study
did not assess the nutritional status of individuals, but only the levels of serum iron, which
remained within the reference range. The significant increase in this parameter at the end

of the 18 training weeks may be an indication of increased cell turnover as an adaptive
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response to exercise, because iron is essential for the RBC production and, consequently,
to the transport O, and CO; through the body(57). The increase in cell turnover due to
chronic training is a process shown by many authors as being an adaptive response of the
body to remove old cells, which exhibit alterations in their structure and rheology, for
young cells, which are more stable and more efficient in performing their transport
functions (58).

Another factor that is also involved in the process of acceleration of cell turnover
caused by exercise is the increased intravascular lysis of erythrocytes during physical
effort (59, 60). Spodaryk stated that the training of swimmers stimulates erythropoiesis
and that old cells are eliminated faster due to increased intravascular hemolysis that
occurs during the course of exercising (61).

Over the weeks of training there were significant elevations in serum levels of
HDL-C and LDL-C, but still staying within the reference range. These elevations may be
related to modulation of the membrane fluidity to enhance its functionality, since the
content of cholesterol in erythrocyte membrane reflects the blood cholesterol levels of
high and low density lipoproteins (62, 63). The increase in the cholesterol content until a
critical level allows the membrane to become more stable and have the critical fluidity
which is necessary to perform its functions. Beyond this critical level, the increase in the
cholesterol content leads to decrease in membrane fluidity and impairment of its
functions (64). HDL plays a major role throughout the body by removing excess
cholesterol from a membrane, so that it can congregate greater stability with the critical
flow necessary to perform their functions. The increase in HDL-C levels shown in this
paper indicates the occurrence of an increase in the efficiency of the mechanisms of
excess cholesterol removal from the membranes of extra-hepatic tissues and cells to
ensure the critical membrane fluidity and promote the so-called reverse transport of
cholesterol to the liver.

Despite the small sample size, a common limitation in studies involving high-level
athletes, significant results were found in this study. Although acute exercise have led to
the decrease in osmotic stability of erythrocytes, chronic training for 18 weeks has led to
an increase in the osmotic stability of erythrocytes, probably by the modulation of the

membrane cholesterol content by the low and high density lipoproteins.
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Figure 1. Typical curve of erythrocytes lysis curve by decrease in the NaCl concentration.
Data were adjusted by sigmoidal regression. Hsy is the salt concentration needed to
promote 50% hemolysis and 4dX is the variation in salt concentration needed to promote
100% hemolysis associated with the transition from the minimum residual value (Anin) to
the maximum value of absorbance (Amax). As dX and H50 have direct and reverse
associations with the osmotic stability of erythrocytes, values of 1/Hso and dX were
always used in this study in order to deal just with variables directly proportional to

osmotic stability.
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Table 1. Characterization of training sessions

Week Volume* Intensity**
1 1 1
7 4 2
13 3 3
18 2 4

* The volume was represented by the distance in kilometers that the athlete swam
weekly (1 = 18 km/week; 2 = 30 km/week; 3 = 40 km/week and 4 = 50 km/week). ** The
intensity was related to the swimming time in relation to individual values obtained in
previous competitions for each athlete. The closer each athlete was in relation to his
maximum swimming time, the greater the intensity of his training. The intensities were

classified as: 1 (50-70%); 2 (72-82%); 3 (85-90%) and 4 (88-100%).
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Table 2. Comparison between the values of variables before (pre-training) and after (post-

training) each training session

Variables Weeks of regular training
1st 7th 13th 18th
Median (IQR) Median (IQR) Median (IQR) Median (IQR)
Anmax (AU) Pre-training 0.89 (0.05) 0.96 (0.07) 0.90 (0.01) 0.91 (0.05)
Post-training  0.88 (0.04) 0.96(0.13)  1.01(0.06)¢  0.90 (0.03)
Amin (AU) Pre-training 0.00 (0.01) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.02 (0.02)
Post-training  0.00 (0.00) 0.01 (0.00) 0.00 (0.00) 0.01 (0.00)
1/Hso ((g/dl)* NaCl)  Pre-training 2.17 (0.06) 2.26 (0.04) 2.25(0.03) 2.44(0.1)°
Post-training  2.19 (0.09) 2.29 (0.04) 2.31(0.03)  2.25(0.05)¢
dX (g/dI NaCl) Pre-training 0.01 (0.00) 0.01 (0.00) 0.01 (0.00) 0.01 (0.01)
Post-training  0.01 (0.00) 0.01 (0.00) 0.01 (0.00) 0.01 (0.00)
UA (mg/dl) Pre-training 4.46 (0.68) 5.42 (0.87) 5.04 (0.14) 5.4 (0.2)
Post-training 4.58 (0.59) 7.43 (0.83)b 5.36(0.15) 5.7 (0.9)
RBC (10%/mm?) Pre-training 5.34 (0.43) 5.45 (0.36) 5.5 (0.28) 5.42 (0.81)
Post-training 5.19 (0.43) 5.19 (0.47) 5.38(0.13) 5.03 (0.16)
Hb (g%) Pre-training 15.8 (0.4) 16.1 (0.5) 15.7 (0.6) 15.6 (0.6)
Post-training 15.6 (0.7) 15.3 (0.6) 15.3 (1.2) 15.5 (0.2)
Ht (%) Pre-training 48.7 (2.3) 49.7 (2.1) 49 (1.2) 48.1(4.1)
Post-training 47 (1.8)° 47 (3.4) 46.4 (2.6) 45.2 (0.4)
MCV (fl) Pre-training 91.7 (3.4) 91.5(2.5) 89.1(3.1) 90.6 (4.2)°
Post-training 91 (1.8)° 91.4 (2.3) 86.9 (2.5) 90.3 (2.3)
MCH (pg) Pre-training 29.7 (0.7) 29.8 (0.9) 28.4 (1.4) 30.6 (1.4)
Post-training 29.9 (1) 29.8 (0.8) 28.7 (1.4)¢ 31.1(1.1)
MCHC (g/dl) Pre-training 32.4(0.1) 32.3(0.5) 31.8 (0.4) 33.2(0.7)
Post-training 32.9(0) 32.3(0.3) 32.7(0.7)¢ 34.4 (0.7)
RDW (%) Pre-training 14.8 (0.2) 15.5 (1.3) 12 (1) 14.6 (0.6)
Post-training 14.6 (0.9) 15.4 (0.9) 11 (1) 15.1 (0.4)
Leu (10°/mm?) Pre-training 6.4 (1.4) 5.9 (1.4) 6(2.2) 6 (0.4)
Post-training 8.4(1.7)® 10.1 (4.4)° 8.8 (2.8) 8.6 (4.4)
Plt (10°/mm?) Pre-training 232 (27) 236 (17) 252 (41) 256 (9) 2
Post-training 247 (31) 249 (36) 262 (25) 288 (25)°
Fe (ug/dl) Pre-training 58(0.8) 89.6 (11.8) 88.9 (41.3) 106.5 (32.8)°
Post-training 52.6 (9.2) 76.6 (24.6) 87.4 (24.9) 99.7 (35.4)
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CK (U/1)

LDH (U/1)

t-C (mg/dl)

TGC (mg/dl)

HDL-C (mg/dl)

VLDL-C (mg/dl)

LDL-C (mg/dl)

Pre-training
Post-training
Pre-training
Post-training
Pre-training
Post-training
Pre-training
Post-training
Pre-training
Post-training
Pre-training
Post-training
Pre-training

Post-training

183 (93)
230(97)°
144 (26)
164 (20)
163 (22)
143 (28)
127 (71)
163 (67)
40.5 (2.4)
40 (2.7)
23 (24.4)
28 (13.6)
76.7 (12.3)
82.1(33.7)

183 (108)
389 (68)°
180 (15)
241 (22)°
222 (36)
210 (52)
116 (20)
100 (14)
59.5(11.3)
58.7 (5.1)
20.6 (3.4)
20.8 (3.8)
142.7 (43.4)
137.1(38.1)

180 (61)
301 (104)
211 (17)
201 (29)
190 (56)
195 (9)
117 (6)
98 (28)
60.3 (13.4)
57.5 (16.6)
23.4(1.8)
19.6 (5.6)
102 (38.1)
101.5 (30.6)

360 (49)*
496 (69) ¢
255 (76)*
249 (6)
198 (32)
203 (26)
107 (49)
182 (25)
58.4 (4.2)°
58.5 (4.2)
21.4(9.8)
36.4 (5)
119.6 (6.5)*
104.5 (29.9)

®p<0.063 indicates a statistically significant difference in relation to pre-training of the first training

session; bp<0.063 indicates a statistically significant difference in relation to pre-training of the second

training session; “p<0.063 indicates a statistically significant difference in relation to pre-training of the

third training session; dp<0.063 indicates a statistically significant difference in relation to pre-training

of the fourth training session.
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