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RESUM

S'han estudiat algunes variables hematologiques i
el comportament microreologic eritrocitari en un
grup d'homes sans abans i després de ser sotmesos
a una prova d'esfor¢c maxim. Es detecta una hema-
concentracio significativa (Hc: 42,8 ~ 45,9; Hb: 15,4
- 16,5; Osm,,...... 304,5 = 322,5), y una acidificacié
{pH: 7,394 - 7,197; Lactat: 2,1~ 10,0) sanguinia des-
prés de l'esforg. Maigrat 'augment d'osmolalitat
plasmatica, de la qual caldria esperar que induis un
descens en el volumen eritrocitari, no es van detec-
tar alteracions en aquest parametre (VCM: 81,5 —
83,4). Es troba una lleugera variacié en la corba de
fragilitat osmética deis eritrocits, indicant una menor
resistencia (major hemolisi) després de Ia realitzacio
de la prova d'esforg. No es detectaren diferéncies en
la deformabilitat eritrocitaria. La modificacié en la
resisténcia osmética eritrocitaria es pot interpretar
com una resposta adaptativa cel-lular a ia variacié
patida per I'osmolalitat del medi intern durant I'exer-
cicl (causada probablement per pérdues hidriques).
La variacioé en la tensié maxima suportable per ia
membrana de 'eritrocit no sembla que sigui suficient
per comprometre ia deformabilitat eritrocitaria i, per
tant, la capacitat d'aquestes cél-lules per perfondre
adequadament els teixits amb una demanda eievada
d'oxigen.
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RESUMEN

Se han estudiado algunas variables hematologicas
v el comportamiento microrreoldgico eritrocitario en
un grupo de varones sanos antes y después de ser
sometidos a una prueba de esfuerzo maximo. Se

- detecté una significativa hemoconcentracion (Hc:

42,8 — 45,9; Hb: 15,4 — 16,5; Osm,..: 304,5 = 322,5),
y una acidificacion (pH: 7,394 - 7,197; Lactato: 2,1~
10,0} sanguinea tras el esfuerzo. A pesar del aumento
de osmolalidad plasmatica, que cabria esperar indu-
jiese un descenso en el volumen eritrocitario, no se
detectaron alteraciones en este parametro (VCM:
81,5 — 83,4). Se hallé una ligera variacion en la curva
de fragilidad osmadtica de los eritrocitos, indicando
una menor resistencia (mayor hemdlisis) tras la reali-
zacion de la prueba de esfuerzo. No se detectaron
diferencias en la deformabilidad eritrocitaria. La
modificacion en la resistencia osmética eritrocitaria
puede interpretarse como una respuesta adaptativa
cejular a la variacion sufrida por ia osmoialidad del
medio interno durante ei ejercicio (debida probable-
mente a pérdidas hidricas). La variacién en la tension
maxima soportable por la membrana del eritrocito no
parece ser suficiente para comprometer la deforma-
bilidad eritrocitaria y, por tanto, la capacidad de es-
tas células para perfundir adecuadamente los tejidos
con elevada demanda de oxigeno.
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introduccid

Es considera el sistema cardio-vascular com a
factor limitant essencial del rendiment fisic, al-
menys pel que fa a 'exercici a nivell aerdbic, ja que
determina el cabdal sanguini i, conseglientment, la
capacitat d'aportacio d'oxigen als teixits.

El flux sanguini és determinant per dues variables
regulables fisiologicament: la despesa cardiaca i la
resisténcia periférica. La primera d'elles esta sot-
mesa, fonamentaiment, al control neuroendocri del
treball desenvolupat per la bomba cardiaca, mentre
que la segona respon a mecanismes de regulacié
reflexa, generalitzada o local, del diametre dels
vasos sanguinis. Pero no tan solament la geometria
dels vasos intervé en les alteracions en el flux san-
guini sind que el comportament reoldgic de la sang
també té una importancia cabdal. La viscositat san-
guinia ve determinada per diversos factors com la
concentracio i la composicié proteica del plasma,
I'hematocrit | la deformabilitat i I'agregabilitat eritro-
citaria (Cokelet, 1980; Chien, 1981).

Actualment es qliestiona si la realitzacié d'exer-
cici fisic pot induir canvis en la viscositat sanguinia
i si aix0 pot comprometre o limitar d'aguna manera
I'aportacié d'oxigen als teixits periférics.

Nombrosos treballs (Martin et al., 1985; Maug-
han et al., 1985; Vandewalle et al., 1988) relacionen
la pérdua hidrica, causa de I'increment consegtient
de I'hematocrit i I'osmolaritat plasmatica, amb un
augment de la viscositat sanguinia després de la
realitzacid d'exercici fisic. Altres estudis, tanma-
teix, no troben modificacié en aquests parametres
(Reinhart et al., 1983, 1989). L'estudi de la defor-
mabilitat eritrocitaria ha aportat dades contradicio-
ries ja que, mentre que en alguns casos s'ha des-
crit una disminucié després de la practica d'exerci-
ci fisic (Reinhart et al., 1983), en altres no s'han po-
gut detectar alteracions significatives (Vandewalle
et al., 1988). '

Atés que la deformabilitat eritrocitaria es troba in-
timament relacionada amb la capacitat de distensio
de la membrana de I'hematia, els assaigs de re-
sisténcia osmotica proporcionen informacié ad-
dicional sobre la funcionalitat i el comportament
microreologic dels etitrocits. Robertson et al., (1988)
trobaren una correlacié enire fragilitat osmética eri-
trocitaria i la fraccié envellida de la poblacio eritro-
ritaria després d’'una cursa de llarga distancia.

L'interés de ['estudi de la microreologia eritrocita-
ria es basa en la hipodtesi que I'exercici fisic podria
induir tant la mobilitzacié de poblacions immadures
d'hematies (amb una menor deformabilitat i, conse-
guentment, més fragils), com accelerar el segresta-
ment de les de més edat en la circulacié esplénica o
induir la seva hemolisi per accié mecanica. En qual-
sevol cas, el resultat seria la modificacié cap a un
acerb eritrocitari amb un comportament reologic di-
ferent a les poblacions normals. Creiem que aquests
fenomens, implicats en I'hemolisi intravascular, han
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas y antropométricas del grupo estudiado

Edad Talla Peso corporal = Horas de actividad fisica
(afios) (cm) (kg) semanal
Media 318 1763 80.0 4.0
1.3 0.7

Error estdndar 3.5 2.4

de ser considerats en I'estudi de I'“anémia de l'es-
portista” juntament amb altres mecanismes que ja
han estat assenyalats com a factors etiologics d'a-
questa entitat: disminucié dels diposits de ferro,
expansié del volum plasmatic o descens en la pro-
duccié d'eritropoietina.

‘Fins ara els estudis hemoreologlcs realltzats es
basen en proves fisiques de durada ltarga i mitjana
i, sovint, durant el desenvolupament d'una compe-
ticié on la realitzaci6 de I'exercici es troba sumada
a la fatiga que li és.propia. Es dificil, a més, realitzar
un control precis de balang hidrosali en aquestes
circumstancies.

L'objectiu d'aquest estudi consisteix a determi-
nar si hi ha canvis en els valors hematologics ba-
sics i el comportament microreologic de I'hematia
després de la realitzacié d'una prova escalonada
maxima d'esforg.

Material y métodes

L'estudi fou realitzat en quatre homes sans amb
un nivell d'activitat fisica mitjana de 4h/setmana.
Els individus realitzaren una prova maxima d'esforg
triangular sobre cinta ergométrica (Jaeger).

Després d'un escalfament inicial de 4 minuts, a
velocitat de 8 Km/h i pendent del 2,5%, s'incre-
menta la velocitat 2 Km/h cada minut. Hom dona la
prova per finalitzada quan els subjectes arribaren a
['extenuacioé (entenent com a tal el moment en qué
han estat incapagos de continuar la cursa a la ca-
rrega de treball imposada). ,

Es realitza un control electrocardiografic abans,
durant i després de la realitzacié de la prova i una
analisi de gasos respiratoris cada 30 segons mit-
jangant un ergoanalitzador Oxycon 4 (Mijnhardt)

Tabia 2. Pardmetros ventilatorios, frecuencia cardiaca y rendimiento en la prueba

Vbzméx" " femix ; ' femx  Rox  velnk tdp

(mL/kg/min) (lat/min)  (L/min) (ciclos/min) (km/h) (min)

Media 54.72 189.2 129.6 51.25 11 17.0 798
Error estdndar 323 . 119 30 0.03 1.0 - 047
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Tabla 3. Valores hematolégicos

PRE POST

Recuento hematies (-10°) 525 +0.15 * 551 % 0.10
Hemoglobina (g/dL) 1538 + 0.40 ** 16.46 = 027
Hematocrito (%) 4275 + 114 * 45.88 + 0.89
VCM (zm®) 8145 + 1.29 NS 83.36  1.49
HCM (pg) 2029+ 038 NS 2080034
CHCM (%) 3599054 NS 3588 =038
Osmolalidad plasma (mOsm/kg) 304.5 + 4.5 * 3225 % 19
Lactato (mmol/L) 148 = 0.21 i 10.02 = 0.34
PH (sangre venosa) 7402 £ 0016  ** 7.197 £ 0015

NS: Diferencias no significativas, *:p<0.05, **:p<0.01

amb analitzador paramagnetic d'oxigen (Servo-
mex) i analitzador de captador de raigs infraroigs
per a {'anhidric carbonic (Mijnhardt). Les condi-
cions ambientals, temperatura, humitat relativa i
pressié baromeétrica, foren determinades i I'analit-
zador de gasos fou calibrat, amb mostres de ga-
sos de concentracions conegudes, préviament a
la realitzacié de cada prova.

Les mostres de sang (2 ml) foren obtingudes per
puncié venosa, amb els subjectes asseguts, 5 mi-
nuts abans i immediatament després de la realitza-
ci6 de la prova. La sang extreta es mantingué en
tubs amb EDTA-K en bany de gel immediatament
fins el seu processament. Aixi mateix, s'obtingué
mostres de 20 ul de sang capil-lar arterialitzada del
lobul del pavellé auricular per a I'analisi de lactat
(mitjancant capil-lars amb heparina, fluorur i nitrit).
Totes les determinacions hematiques foren porta-
des a terme abans de transcorreguts 60 minuts
des de l'extraccid de la mostra.

Foren portades a terme les seglients determina-
cions hematologiques: recompte eritrocitari (Coul-
ter Counter ZF), hematocrit (micrométode), hema-
globina (métode espectrofoiométric de Drabkin,
1935), calcul dels indexs hematimetrics, osmolaritat
plasmatica (microosmometre crioscopic Advanced
2MQ), pH sanguini (Radiometer BMS3 Mk?2) i lactat
(micrométode electroenzimatic , Analox P-LM,).

| a deformabilitat eritrocitaria fou assajada pel
meétode de microfiltracié de suspensions d'eritro-
cits a través de membranes de policarbonat. Un
volumen de 50 pL de la mostra de sang fou diluida
en 10 mL de medi de suspensié (123mM NaCli,
4mM KCI, 2 mM CaCl,, 6 mM glucosa, 20 mM
HEPES, 0,25% BSA i ajustat a pH=7.4) préviament
filirat (Millipore 0,48 um) amb la finalitat d'eliminar
la interferéncia de particules en {'assaig de filtracid.
E! dispositiu de microfiltracié era constituit per un
portafiltres (Nuclepore PTO13) ajustat a una xerin-
ga de 2 mL. Les membranes (Nuclepore 110412)
utilitzades presentaven porus de format homogeni
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amb 3 um de diametre. S'utilitza un gradient de
pressio positiva de filtracié de 5 cmH,0 i, per valo-
rar el flux de filiracid, es cronometra el temps
transcorregut per a la filiracié del volum (0,2 mL)
determinat entre dos senyals en la xeringa. Foren
realitzats dos controls de pas del mitja de suspen-
sio, lliure de particules, a través de cada membra-
na abans de la filtracié de la mostra que garantiren
I'estricta calibracié del dispositiu de filtracié.

En la clinica, a causa de la manca d'estandardit-
zacid dels assaigs de microfiltracid eritrocitaria,
poques vegades les dades de diversos laboratoris
es poden fer comparables. A més, acostumen a
utilitzar-se diversos indexs per expressar la defor-
mabilitat eritrocitaria. En aquest estudi hem calculat
les tres formes d'expressio de la deformabilitat o fil-
trabilitat eritrocitaria utilitzats més extensament:

1. L'index directe de filtrabilitat (ID) recomanat
per Chien (1977), calculat com a quocient entre el
temps (Ts) de pas de la suspensio d'eritrocits i
temps (Tm) de pas de la solucié de suspensio lliure
de particules (ID=Ts/Tm).

2. L'index de rigidesa de Hanss (1983), el qual té
en compte les diferéncies en concentracié de cél--
lules de cada assaig en funcié de I'hematocrit (Hc)
de la mostra de sang i del factor de dilucié (Fd) a la
gual se I'ha sotmés, i s'expressa com:

Ts-Tm

IR=——
Tm Hc Fd

3. El temps mitja de pas de les cél-lules a través

d'un porus de la membrana (Tcp) segons Kikuchi
(1983) C

71+ h .a+l
— —_— C - —
Vo a (Tep Vp

T=
AdS

on

Vp: velocitat de la columna de mitja de suspen-
sié que travessa un porus; aquesta pot ser estima-
da mitjancant el temps de pas de la suspensi6 lliu-
re de cél-lules (Vp=Tm/AdS); a: longitud que ocupa
una hematia mentre travessa el porus; es pot cal-
cular també (a=MCV/S) en funcié del volum cel--
lular (MCV) i de l'area de la seccid transversal d'a-
questa (S). Reordenant 'equacié podem expres-
sar-la de la manera segiient:

on

7
Tep=[(Ts —L )
p = Tm Sh

MCV+(MCV+/)—17]AdS
S - Tm
MCV: volum corpuscular mitja, S: superficie de

la seccio transversal del porus (S=7 pm?), h: con-
centracié real de cél-lules segons I'hematocrit i la
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diluci6 patida per la mostra de sang (h=Hc-Fd), I:
longitud del porus (1=10 pm), A: area Util de filtra-
ci6é de la membrana (A=0,8 cm?), d: densitat de
porus en la membrana (d=1,4-10° porus/cm?).

La fragilitat osmotica eritrocitaria fou estudiada
per mitja de la incubacid de 25 L de sang en 3 mL
d'un banc de solucions salines tamponades amb
concentracions decreixents (Viscor & Palomeque,
1982). Aguestes solucions foren preparades totes
a partir d'una solucié estoc de 2000 mOsm/Kg (0,9
NaCl, 62mM Na, HPO, 12H, O, 10 mM NaH,PO,
H,0) segons el procediment descrit per Try (1980).
Les osmolaritats de les distintes solucions que
componien el banc d'assaig quedaren compreses
entre 27 i 226 mOsm/Kg. La incubacié fou portada
a terme a 37°C, en agitacié moderada i continua
durant 15 minuts. Un cop finalitzada la incubacio
s'afegi a cada un dels vials 3 mL de soluci6 salina
fisioldgica (154mM NaCl) per tal de bloquejar el
procés d'hemolisi. El contingut dels vials d'incuba-
cié fou centrifugat (2000xg, 15 minuts). El grau
d‘hemolisi fou valorat determinant I'absorbancia a
A=540nm de tots els sobrenedants i s'expressa
com a percentatge relacionant I'absorbancia de
cada un amb el valor maxim per a cada banc de
proves, gue sempre correspongué a l'incubat en la
solucié de menys osmolaritat.

Les diferéncies entre els parametres valorats
abans i després de |'esforg foren avaluades mit-
jangant un test t de Student per a dades aparellades.

Resultats

Les caracteristiques fisiques i antropométriques,
aixi com el nivell d'activitat foren semblants en els
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subjectes sotmesos a estudi (Taula 1). Les dades
ventilatories i cardio-vasculars obtingudes durant
la realitzaci6 de la prova d'esfor¢ queden resumi-
des a la Taula 2. Els parametres valorats: consum
maxim d'oxigen (V O, ..), freqliéncia cardiaca
maxima (fsne), volum espiratori maxim (V gns), fre-
qliéncia respiratoria maxima (fz.:), velocitat maxi-
ma assolida (vmax) i durada de la prova (tdp) con-
cordaven amb el nivell d'activitat fisica desenvolu-
pat habitualment pels individus estudiats.

Els parametres hematologics abans i després de
la realiizacié de l'assaig els mostrem a la Taula 3:
s'objectiva un augment, estadisticament significa-
tiu, en el recompte d'hematies, hemoglobina, he-
matocrit, osmolaritat plasmatica, lactat i pH vends;
mentre que els index hematimétrics (VCM, HCM i
CHCM) no patiren modificacions significatives.

Els valors dels diferents indexs de deformabilitat
eritrocitaria corresponents a les condicions basals i
postesforg els presentem a la Taula 4. No es troba-
ren diferéncies estadisticament significatives entre
les dues condicions experimentals en cap dels in-
dexs. '

Les corbes de fragilitat osmotica dels eritrocits en
ambdues condicions experimentals les presentem a
la Figura 1, aixi com els parametres descriptius d'a-
questes corbes. Aquestes variables permeten carac-
teritzar matematicament les dues corbes de fragilitat
osmotica i establir comparacions estadistiques entre
ambdues condicions experimentals. Aquests para-
metres corresponen a I'osmolaritat a la qual es pro-
dueix una hemolisi en el 50% de la poblacié eritro-
citaria (Osms) i el pendent de la corba (8).

Es troba un augment estadisticament significatiu
de la fragilitat osmotica eritrocitaria postesforg a
140 i 150 mOsm/Kg. '

Discussio

Els nostres resuitats indiquen que, després de la
realitzacié de la prova triangular maxima, es va
produir una hemoconcentracié que pot ser atribui-
da fonamentalment a pérdues hidriques, sense
descartar el paper actiu que I'exercici fisic pot in-
duir a través de mobilitzacid esplénica o.hemato-
poigtica. Aixi mateix s'observa una acidificacio,
associada a uns nivells elevats de lactat en sang. -

Cal destacar especialmente I'increment en os-
molaritat plasmatica, després de la realitzacié de la
prova d'esforg, detectat en aquest estudi, que re-
sulta semblant al detectat per Robertson et al.
(1988) després d'una cursa de 21.1 Km. Sorpre-
nentment, malgrat un augment mitja de quasi 20
mOsm/Kg, del qual caldria esperar en principi que
induis una disminucié mesurable en el-volum cel--
jular, no foren detectades variacions significatives
en els indexs hematimeétrics Hem d'interpretar, per
tant, que no hi hagueren variacions en el volum
cel-lular ni en la concentracié d'hemoglobina. El
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mecanisme pel qual es produeix aquest fenomen
d'ajustament del volum eritrocitari invita a I'espe-
culacié; tanmateix, no sembla fora de lloc que hom
es demani sobre el paper que algunes hormones
de fatiga, que pateixen forts increments en condi-
cions de desenvolupament d'un esforg vigoroés,
com les catecolamines o el cortisol, poden jugar en
aquesta gliestio..

Aixd no obstant, si que s'aprecia una variacié en
la corba de fragilitat osmotica eritrocitaria. Aixi, des-
prés de la realitzacié de la prova d'esforg, les he-
maties van presentar menys resisténcia al xoc
hipotonic. Dit d'una altra manera, la membrana
cel-lular d'aquests eritrocits resisti una-tensié me-
nor, originada per la turgéncia desenvolupada per la
cél-lula amb l'entrada passiva d'aigua. Si tenim en
compte que el medi ambient d'aquestes cel-lules
tenia una osmolaritat més gran que en condicions
basals, podem interpretar aquesta variacié com una
resposta adaptativa cel-lular a les condicions d'os-
molaritat del plasma. Els eritrocits estudiats després
de l'esforg, sotmesos a una osmolaritat plasmatica
més gran, resisteixen més malament el xoc hipoto-
nic que no els eritrdcits en condicions basals, ja que
aquests es troben en condicions fisioldgiques amb
una osmolaritat plasmatica més baixa.

Segons sembla, i tenint en compte els resultats
dels assaigs de microfiltracié eritrocitaria, aquesta
lleugera alteracié en la membrana eritrocitaria no
arriba a comprometre la deformabilitat global de la
cél-lula. Conseglientment, la capacitat de perfusio
dels eritrocits en la microcirculacié i en la circulacié
capil-lars no resultaria minvada i l'aportacié d'oxi-
gen als teixits en exercici mantindria un nivell d'efi-
ciéncia adequat.

Conclusions

Després de la realitzacié d'una prova maxima
d'esforg triangular, es detecta una hemoconcen-
tracié acompanyada d'un augment d'osmolalitat
plasmatica, sense que hi hagi canvis en els indexs
hematimétrics.

Les hematies van presentar una menor resistén-
cia al xoc hipotonic després de I'esforg. Aquesta
variacié podria ser conseqiiencia d'una resposta
adaptativa cel-lular a I'augment de I'osmolaritat
plasmatica induida per I'exercici fisic. '

No s'han trobat canvis en la deformabilitat global
de I'nematia cosa per la qual podem deduir que la
seva funcié transportadora d'oxigen no queda
compromesa, malgrat una lleugera alteracio en les
propietats de la seva membrana.

Agraiments

Agraim R. Balius-Matas, A. Estruch, C. Javierre,
G. Rodas, Dr. J.L. Ventura i A. Zamora, |la seva par-
ticipacid en la realitzacié d'aquest estudi.
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Tabla 4. Indices de deformabilidad eritrocitaria

PRE

POST

Tw (se8) 830 £ 0.21
T, (seg) 15.72 = 0.68
D 1.89 = 0.05
IR 2,08 = 0,12
Tep (mseg) 672 32

NS: Diferencias no significativas

NS
NS
NS
NS
Ns

846 + 0.16
16.67 = 031
1.97 * 0.03
2.12 = 0.06
67.5 = 1.9
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