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Resumo

Lectinas séo (glico) proteinas capazes de se ligar com especificidade e
reversivelmente a carboidratos sem modifica-los. Devido a interacdo proteina-
carboidrato, as lectinas tem larga aplicacdo no estudo de fenébmenos biolégicos
e no esclarecimento de alteracdes na constituicdo de glicoconjugados da
superficie de células em diferentes condicbes. Os objetivos deste trabalho
foram: 1 — o possivel uso da lectina como marcadora de leucdcitos de sangue
periférico de ratos apds o exercicio fisico; 2 — o percentual de linfécitos,
monacitos e neutrofilos circulantes apos sesstes agudas de exercicio fisico. A
lectina de Mikania laevigata foi isolada por cromatografia de afinidade em
coluna de Sephadex G-50 e de troca i0nica, a partir de extratos aquosos das
folhas do vegetal. A lectina de Euphorbia milli foi isolada por cromatografia de
afinidade em coluna de ultrogel AcA44 a partir de exudatos de latex. As fracdes
lectinicas foram marcadas com Fluoresceina Isotiocianato (FITC), segundo
técnica de THE e FELTKAMP (1970). Ratos Wistar foram os animais de
experimentacdo, com protocolo de exercicio, consistindo em trés adaptacdes
com tempo e carga reduzidas, seguido de uma sesséao de treino de forca com
10 repeticbes, com carga minima de 70% do peso corporal do animal ou,
exercicio aerdbio moderado de 20 minutos em esteira.O sangue dos animais
foi coletado em EDTA em distintos tempos apds o exercicio. Apos fixacdo com
Formaldeido 2%, os eritrocitos foram lisados com Triton X-100 - 0,1% em PBS,
seguido de incubacao com lectina-FITC. O percentual de leucécitos marcados
foi avaliado por Citometria de Fluxo. Os resultados mostraram que as lectinas

ligam-se a células do sistema imune. Lectina-Mikania-FITC apresentou um alto



poder de ligacdo as células, tanto dos grupos exercicio como dos grupos
controles, ndo apresentando diferenca significativa entre os grupos. Lectina-
Euphorbia-FITC apresentou diferencas significativas entre alguns grupos
controle x esteira e controle x forca (p<0,05). Assim sendo, as duas lectinas
tem potencial para futuros estudos como marcadoras de células imunes e em

especial a Lectina-Euphorbia-FITC.
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1. Introducgéo

Dentre as estratégias atuais para a terapia de doencas uma da mais
destacadas é o exercicio fisico. Praticado com regularidade, o exercicio fisico,
vem apresentando diversos progressos, sociais, psicolégicos e hioldgicos, em

pacientes com diversas patologias.

Muitos estudos apontam os beneficios de sessdes de exercicios sobre o
sistema imunoldgico, entretanto, restam ainda muitas duvidas em descobrir
guais as modalidades, intensidade e volume sé&o as mais indicadas para cada

caso.

A literatura apresenta modelos de periodizacdo para o calculo de
intensidade e volume de exercicio, mas também s&o necessarias analises

bioquimicas para a plena compreenséo da melhoria imunolégica no exercicio.

Uma alternativa para estas analises envolvem as (glico)proteinas
denominadas lectinas. Proteinas de origem, em sua maioria, vegetal, as
lectinas tem afinidade de ligacdo a células, incluindo as do sistema imune.
Esta caracteristica nos permite presumir uma possivel aplicacdo das mesmas
como marcadoras de células imunes em processos inflamatérios. O latéx de
Euphorbia milii var. milii e as folhas de Mikania laevigata (coroa-de-cristo e
guaco) plantas tipicas de nossa regido, contem uma grande quantidade de

lectinas, o que torna a obtencao de suas lectinas acessivel financeiramente.

Valendo-se das lectinas como possiveis marcadoras de células imunes,
foi analisada a ligacdo das lectinas citadas a células imunes de ratos, ap0s o
exercicio agudo de forca ou aerdbio, em diferentes tempos de recuperacao,

além da possivel variacdo do percentual de células imunes circulantes.



2. Revisao de Literatura

2.1 Sistema imunoldgico e exercicio fisico

O sistema imunoldgico € responsavel pela remocéo de células mortas,
remocdo de detritos celulares, memodria imunolégica e combate a
microorganismo. Podemos dividir as fungfes imunoldgicas em imunidade inata
e imunidade adaptativa. A imunidade inata pode ser definida como uma
barreira composta de células e moléculas especializadas presentes em todos
os individuos indiferentes de prévio contato. (MEDZTHIOV et. al.,2000)
Contrapondo, temos a imunidade adaptativa Trata-se de uma resposta dos
organismos a patdgenos ou proteinas estranhas, que foram reconhecidos
como tais, fagocitados e apresentados pelos macrofagos, como antigenos, ao
sistema imunoldgico como possiveis causadores de alguma desordem
imunoldgica. A resposta imune adaptativa caracteriza-se como auto-limitada e
com memoria especializada para patdgenos especificos, contrariando a
resposta inata que € geral e muitas vezes inespecifica. (CRUVINEL et. al.,

2010)

Dentre principais células do sistema imunol6gico podemos destacar trés
delas, linfécitos, mondcitos e neutrofilos. Elas tém a sua origem na medula
0ssea, has células hematopoiéticas pluripotentes ou células tronco, logo apos
diferenciando-se em células indiferenciadas, ou progenitoras, linféides e
mieldides. Células linféides diferenciam-se em pro-linfocitos e células linféides
dendriticas. Células mieldides diferenciam-se, como produto final, em
plaquetas, eritrécitos, basofilos, neutrdfilos, eusinofilos, mondcitos, células

dendriticas e mastocitos. (PARHAM, 2001)
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Os linfécitos apresentam-se no sangue e nos tecidos linféides
tipicamente com metabolismo pouco ativado. Contudo, basta um estimulo para
gue este seja ativado, levando-os a secretar citocinas envolvidas na resposta
imune. Podemos classificar os linfécitos em tipo Te em tipo B. Linfécitos que
amadurem no timo, a partir de seus “CD” (clusters de membrana),
diferenciando-se em T CD 4+ e TCD 8 +. Os T CD 4 + ou “T helpers” sao
células que reconhecem o antigeno apresentado pelos macrofagos e o
sinalizam para o sistema imunitario. Os T CD 8 + séo células citotoxicas, sendo
assim, ao reconhecer uma célula possivelmente infectada por agente
patdgeno, sinaliza a célula T CD 8+ induzindo-a a apoptose ou ao rompimento.
(CRUVINEL et. al., 2010). Ja os linfécitos do tipo B sdo responsaveis pela
producdo de anticorpos, atuando como células de memdria no sistema
imunoldgico. Os linfécitos sao fortemente estimulados por Interleucina do tipo 2
(IL-2), Concanavalina A (ConA) além de estimulos inflamatorios locais (PERES

et. al., 2005)

Os mondcitos sao células circulantes que possuem a capacidade de se
diferenciar em macrofagos no tecido e tem como principais funcdes a
fagocitose, a apresentacdo de antigenos. (BOSCOLO et. al.,, 2004) e a
secrecdo de citocinas. (LEANDRO et. al. 2007). Mondcitos-macréfagos ja
foram utilizados em diversos trabalhos (SCHAUN et. al., 2010; SILVEIRA et. al.
2006; KIZAKI et. al. 2000) como possiveis marcadores e objetos de estudo em
sua relacdo com o exercicio. Uma possibilidade de andlise do impacto do
exercicio em macréfagos é através do ensaio de fagocitose de Zymosan.
Consiste em separar e aderir o0s mondécitos-macrogfagos em meio de cultura

seguido de adicao de particulas contendo o fungo Saccharommyces cerevisae
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e posterior contagem no interior das células do numero de particulas
fagocitadas. Foi encontrada diferenca significativa nos grupos pré e pés
exercicio, ocorrendo um aumento na fagocitose no grupo poés exercicio.

(SILVEIRA et. al.; 2006).

Neutrofilos sdo células prioritariamente fagociticas e responsivas ao
sistema de complemento do sistema imune. Diferentes dos macréfagos, que
também sdo prioritariamente fagoécitos, os neutréfilos ndo possuem a
capacidade de apresentar antigenos, contudo podem reconhecer e responder a
estes antigenos (PARHAN, 2001). S&0 extremamente sensiveis a citocinas
inflamatorias tendo rapida mobilizagéo para sitios inflamatorios. Em condicbes
normais, 0s neutrofilos sdo eliminados dos tecidos normais por apoptose.

(BRINKMANN et. al. 2004).

O exercicio fisico tem forte influéncia em fatores
neuroendocrinos,imunolégicos e metabodlicos por exemplo na secrecdo de
adrenalina, nora - adrenalina, hormonio do crescimento e cortisol, influenciando
diversas respostas multifatoriais a estes estimulos. Dentre as células mais
responsivas a estes estimulos encontram-se as células imunoldgicas.
(KRAUSE et al., 2008). Um exemplo € um aumento no namero de linfocitos e
leucocitos, possivelmente decorrente da liberacdo de catecolaminas
provocando o recrutamento de linfocitos dos linfonodos e do baco. Entretanto,
apols o exercicio pode ocorrer uma imunossupressédo, decorrente da migracao
de células imunoldgicas para o sitio inflamatorio, causando uma leucopenia
transitoria (DOHI et al. 2003). Esta diminuicdo de leucdcitos circulantes tende a

retornar aos niveis basais, apos 24 horas (PEDERSEN, et al., 1998)
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Ainda existe a duvida quanto a melhor modalidade, intensidade e volume
de exercicios necessarios para um incremento no sistema imunoldgico, ja se
sabe que exercicios moderados podem melhorar os mecanismos de defesa,
contrapondo o exercicio intenso que poderia enfraguecé-lo (ANGELI et. al.,
2004; NOBREGA et. al., 2005). Contudo uma possivel adaptacao oriunda do
treinamento venha a suprir essa momentanea queda do desempenho do

sistema imunoldégico,

Alguns exercicios caracterizam-se por uma necessidade de alta
intensidade, gerando um maior processo inflamatério e estendendo o periodo
de recuperacdo. O dano muscular, decorrente do exercicio, esta intimamente
ligado a fase excéntrica do movimento, sendo responsavel pelo rompimento
dos sarcomeros nas miofibrilas, requisitando um maior nimero de células para

responder ao processo inflamatério. (CHEUNG etl al. 2003).

A busca por marcadores e sinalizadores inflamatérios no exercicio
permitiu-nos postular se alguma proteina de origem vegetal e em grande
disponibilidade, capaz de ligar-se as células participantes em processos
inflamatorios poderia servir para o este propésito, surgindo assim a

possibilidade do uso de lectinas para este fim.

2.2 Lectinas

Lectinas sao (glico) proteinas, com pelo menos um sitio de ligacdo néo
catalitico, capazes de reconhecer e se ligar com especificidade e de maneira
reversivel a sitios de carboidratos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). O

primeiro trabalho descrevendo lectinas foi realizado em 1888 por Stillmark, ao
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estudar extratos de Ricinus communis (mamona), encontrando um composto
capaz de aglutinar eritrocitos, assim assinalando o principio das pesquisas

envolvendo lectinas (KENNEDY et al, 1995).

A distribuicdo destas (glico) proteinas, (a grafia deve-se ao fato de que
certas lectinas apresentam uma porcao glicidica em sua constituicdo), € muito
variada, sendo encontradas em seres unicelulares (IMBERT et al., 2004),

vegetais (LEITE et al., 2006) e animais (MOURA et al., 2006).

Lectinas possuem diversos papeis biolégicos importantes como acédo
fungicida, antimicrobiana e inseticida (FREIRE et. al., 2002). Também € citada
com acdo antibactericida (SANTI-GADELHA et al., 2006) e inibicdo de
crescimento tumoral (PETROSSIAN et al., 2007). Esta acdo antimicrobiana das
lectinas presentes em plantas faz parte de um sistema imune inato destes

seres (YE; NG, 2001).

Uma das principais caracteristicas das lectinas € a capacidade de ligar-
se seletivamente e reversivelmente a carboidratos, tendo seu nome “lectina”
oriundo da palavra latina “lectus”, que significa selecionado (SHARON; LIS,
2002). Sendo assim, as lectinas de forma excelente sdo usadas na deteccéo,
isolamento de glico-proteinas na caracterizacdo histologica e citoldégica de
células normais e transformadas no estudo de processos inflamatérios e
imunoldgico, devido a ligacdo especifica das mesmas aos carboidratos dos
glico conjugados. (DRESCH et al.,, 2008). Lectinas diferem de anticorpos
anticarboidratos no que tange a sua origem. As lectinas sdo proteinas de

origem nado-imunolégica (VAN DAMME et. al., 1996). Outra caracteristica
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significante das lectinas é a sua ligacao a carboidratos sem alterar a estrutura

do ligante, portanto elas sao diferentes de enzimas (LIENER et al. 1986).

Baseado nas caracteristicas acima citadas podemos detectar em um
ensaio de aglutinacdo de eritrécitos a presenca ou ndo de lectinas em uma
amostra. O ensaio é realizado a partir de uma diluicdo seriada da amostra
contendo lectina e posterior adicdo de uma solucéo de eritrdcitos, entre 2% a
4%. A avaliacdo é feita tendo o valor inverso da maior diluicdo em que se
observa a atividade hemoaglutinante (SANTOS et. al., 2005). Contudo outros
agentes podem causar a hemoaglutinacdo, sendo necessarios experimentos
com o carboidrato inibidor de afinidade da lectina utilizada garantindo que o

elemento hemoaglutinante seja realmente a lectina (WU et al., 2006).

Diferentes trabalhos tém mostrado que as lectinas funcionam como
proteinas bioativas em processos inflamatérios (DIAS-BARUFFI et al., 2000;
GUSTAFSSON et al., 2011). Nosso laboratério vem trabalhando no isolamento,
caracterizacdo e estudo das propriedades biolégicas de novas lectinas. Dentre
elas a lectina extraida do latex da Euphorbia milii var. milli (coroa- de-
cristo)(EML), apresentou efeito quimiotaxico para neutréfilos, sendo a sua
migracdo dose-dependente e o efeito inibido por D-galactose (Gal), e tendo
ainda como inibidor da atividade lectinica a N-acetil-D-galactosamina (GalNAc)

(DIAS-BARUFFI et al., 2000).

GUSTAFSON et al.(2011) mostraram a ligacdo de lectinas, como a
Concanavalina A (ConA) a manose (Man) e a glicose (Gli) presentes na
membrana plasmatica de macréfagos. A lectina de Mikania laevigata (MLL),

especifica para Gli e Man, que vem sendo estudada em nosso laboratério,
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poderia servir, bem como, a lectina de Euphorbia milii, para o estudo de
possiveis marcadoras em alteracfes qualitativas e quantitativas dos
glicoconjugados das membranas dos linfécitos, mondcitos e neutrofilos
migrantes para o sitio inflamatorio causado pelo dano muscular apos exercicios

fisicos.

3. Objetivo

3.1 Objetivo Geral:

Foram avaliados os efeitos de uma sesséo de exercicio aerébio ou exercicio de
forca sobre variaveis imunolégicas em ratos Wistar machos adultos e

comparadas entre 0S grupos exercicio e controle.

3.2 Objetivos especificos:

1- Verificar as alteracfes percentuais nos leucocitos circulantes em sangue
periférico de ratos nos exercicios aerobio e forca, em diferentes tempos
de recuperacao (6, 24 e 48 horas).

2- Identificar o possivel uso de lectinas de Euphorbia mili e Mikania
laevigata como marcadoras de recuperacdo apos exercicio fisico em

células do sistema imunoldgico (linfocitos, mondcitos e neutrofilos).

4. Problemas de Pesquisa e hipdteses

Apés constatar, com base nesta revisdo de literatura, que o exercicio
fisico, conforme sua intensidade e volume podem alterar a atividade e numero

de células do sistema imunoldgico surge a questdo: é possivel identificar um
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possivel processo inflamatdrio baseado na marcagcdo de células imunolégicas

com lectinas em diferentes modelos de exercicio?

Hipoteses:

H1: As lectinas em estudo, por se tratarem de moléculas bio-ativas,
proteinas que reconhecem especificamente carboidratos da superficie celular

teriam uma efetiva ligacdo na superficie das células do sistema imune.

H2: Os animais do exercicio de forca poderiam, ter uma ligacdo mais

significativa de seus leucécitos as lectinas, comparados ao exercicio aerébio.

H3: Apos 48 h, os percentuais de linfocitos, monaocitos e neutréfilos circulantes

retornariam aos niveis basais do grupo controle.

5. Materiais e métodos

5.1 Tratamento Animal

Foram utilizados para esse trabalho ratos Wistar machos, adultos (entre
60 e 90 dias de vida) provenientes do Biotério Setorial do Departamento de
Bioquimica da UFRGS. Os animais forma mantidos sob um ciclo de
claro/escuro 12h/12h e temperatura ambiente a 23°C, recebendo ad libitum,
agua e dieta comercial padréo para ratos de laboratério. A agua fornecida aos
animais foi trocada com freqUéncia, impedindo o desenvolvimento de
microorganismos. Os animais ficaram em caixas (N0 maximo quatro por caixa)

de propileno (41x34x16 cm), as mesmas foram armazenadas em uma sala

17



destinada ao tratamento e manipulagdo de animais, no biotério do

Departamento de Bioquimica.

5.2 Tamanho Amostral

De acordo com a proposicdo de Callegari-Jacques (2003) e
considerando alfa=0,05 e beta=0,20, foram utilizados cinco animais em todos
0s parametros avaliados. Esses numeros estdo de acordo com a literatura
cientifica, como pode ser observado nos artigos publicados com protocolos
idénticos ou semelhantes ao que foi utilizado neste trabalho, e nos quais foram
encontradas diferencas significativas para as variaveis analisadas
(KARAGOUNIS et al., 2010; LEAL JUNIOR et al., 2010; MARKERT et al., 2005;

SILVA et al., 2010).

Foram necessarios para esse trabalho um total de 35 animais (trés

grupos em trés diferentes tempos de sacrificio).

5.3 Divisdo dos Grupos

Os animais foram divididos em trés grupos para 0s experimentos:
Controle (C), Exercicio Aerdbio (A) e Exercicio de Forca (F). Foram utilizados
15 animais em cada grupo, tendo um n=5 por grupo. Esse modelo foi repetido
trés vezes para que tivéssemos amostras para os diferentes tempos de
sacrificio dos animais. Os animais foram sacrificados por decapitacdo, sem
anestesia, em trés diferentes tempos, apos a sessao de exercicio (6, 24, 48 h).
O grupo controle foi composto por animais que nao foram submetidos a

nenhum dos protocolos de exercicio.

5.4 Protocolo de Exercicio Aerébico
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O grupo (A) que realizou exercicio aerdbio, passou por um processo de
trés dias de adaptacdo em uma esteira motorizada adaptada para animais, na
gual a velocidade e o tempo de duragcao foram aumentados gradualmente. No
quarto dia foi realizada a sessao aguda de exercicio de 20 min. a 60% do VO,
max (CECHETTI, 2007) tendo como base a média de VO, de animais de
experimentos anteriores. Os animais que se recusaram a correr foram
gentilmente incentivados, com um bastdo de vidro ou suaves toques em suas

costas, para que o fizessem.

5.5 Protocolo de Exercicio de Forca

O grupo (F) que foi submetido ao exercicio de forga, utilizou um
protocolo adaptado, ao descrito por ILHA ( 2008). Os animais foram
estimulados a subir uma rampa de madeira forrada com borracha com 1 m. de
comprimento. A inclinacdo da rampa foi de 30° e no topo havia uma sala
escura onde o animal pode repousar por um intervalo de cerca de 2 min. No
primeiro dia de adaptacdo, os animais reconheceram a rampa, sem nenhum
tipo de peso atrelado a suas costas. No segundo dia, um suporte sem
sobrecarga foi colocada no dorso do animal e foi fixado em um cabo de aco
gue estava atrelado a uma abracadeira presa ao peito do animal. No terceiro
dia de adaptacao, foi colocada no animal uma sobrecarga equivalente a 15%
da massa corporal do mesmo. Ja na sessdo aguda de exercicio, foi colocada
uma sobrecarga equivalente a 75% do peso corporal e o animal teve de

realizar 10 subidas.

5.6 Tratamento animal ap0s a sessdo aguda de exercicio fisico
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Tao logo foi finalizada a sessdo de exercicio pertinente, os animais
foram decaptados e seu sangue foi coletado em tubos Falcons com
anticoagulante EDTA para analise imediata. N&o foi utilizada anestesia prévia
dos animais, visto que os anestésicos comumente usados poderiam promover
alteracbes nas amostras, interferindo nas técnicas utilizadas para a avaliacao

de ligacdes lectinicas a células imunoldgicas.

De acordo com o guia de severidade de procedimentos, os animais
foram submetidos a procedimentos de grau leve, caracterizados desse modo a
provavel ndo experiéncia de dor, sofrimento ou desconforto pelos animais
utilizados. Foram procedimentos que nao acarretaram prejuizos no bem-estar

ou nas condicdes gerais dos animais (PROPESQ-Comissdes-CEUA).

5.7 Isolamento e purificacdo de lectinas de Euphobia milii e Mikania

laevigata

Com o objetivo de analisar a ligacdo das lectinas em estudo as células
imunes, foi necessario o isolamento e purificacdo das mesmas. O processo
iniciou-se com a coleta das folhas de Mikania laevigata (MLL) e o latex da
Euphorbia milii var. millii (EML) A MLL foi isolada em coluna de Sephadex G-50
e de troca ibnica a partir extratos aquosos das folhas do vegetal segundo
protocolo do laboratério. A EML foi purificada a partir de exudatos de latex, em

colunas de Ultrogel AcA 44, conforme descrito por DIAS-BARUFFI (2000).

5.8 Marcacao de Lectinas com Fluoresceina Isotiocianato

Lectinas em estudo foram marcadas com FITC (Fluoresceina
Isoitiocianato) segundo técnica de THE e FELTKAMP (1970). A marcacéao foi

confirmada apoés retirada de uma aliquota e visualizagcdo em microscopio de

20



fluorescéncia, e a ndo perda da atividade lectinica durante o processo da
marcacao foi por teste de hemoaglutinacdo de suspensdo de eritrocitos de

coelho a 2%.

5.9 Determinacdo do numero e percentual de linfécitos, mondcitos e

neutroéfilos circulantes de sangue periférico de ratos

As amostras de sangue dos grupos exercicios e controle foram coletas,
fixadas em formaldeido 10% por 10 minutos. Em seguida os eritrocitos foram
lisados com solucéo de Triton a 0,11% em solucéo fosfato-salino pH 7,2 por 30
minutos. Apos a lise dos eritrocitos, as células imunes fixadas foram contados
utilizando um Citébmetro de Fluxo, modelo FACS Calibur (Becton-Dickinson),
sendo adquiridos 5000 eventos. Todos os procedimentos foram realizados a
temperatura ambiente. A quantificacdo destes eventos foi realizada no software
Quest Cell, onde foram marcadas as populacdes, utilizando como base para a

localizacdo das mesmas, tamanho da célula por sua granulosidade.

5.10 Determinacdo do numero e percentual de linfécitos, mondcitos e
neutrofilos circulantes de sangue periférico de ratos, marcados com

Lectina-FITC

Utilizando os processos anteriormente descritos de fixacdo de leucécitos
e lise de eritrocitos, as amostras foram incubadas por 30 minutos com 20uL de
solucéo contendo MLL-FITC ou EML-FITC e em seguida as células marcadas
foram contadas em Citometria de Fluxo. Solucdes de D-Gli 0,2M e de D-Gal
0,2M em PBS, foram usadas, para inibir, respectivamente, a atividade lectinica
da MLL-FITC e da EML-FITC, com fins de controle negativo da especificidade

da ligacao lectinica. As Lectinas-FITC, foram incubadas com os respectivos
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inibidores a temperatura ambiente (20°C), durante 30 minutos antes da adicao

as células.
5.11. Anélise estatistica

A analise estatistica foi feito no programa Graphpad Prism 5.0 para
Windows. Para o teste de normalidade utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk. Visto
gue os dados eram paramétricos, utilizamos ANOVA de duas vias, com a
utilizacdo do poés-teste de Bonferroni para a andlise entre os diferentes tempos

de recuperagéo.

6. CONSIDERACOES ETICAS

Os cuidados com os animais seguiram as diretrizes governamentais
oficiais conforme a lei n® 11.794/2008, as diretrizes da Federacdo das
Sociedades Brasileiras para Biologia Experimental, aprovadas pelo Comité de
Etica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, bem como o “Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals” (publicagdo do NIH N° 80-23,
revisado em 1996) e as normas do “Canadian Council on Animal Care (CCAC).
O projeto do qual faz parte este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no
uso de animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (n° do
projeto 21206) no dia 26/09/2011.

7. LOCAL DE EXECUCAO

A parte experimental deste trabalho de conclusdo de curso foi realizada
nos laboratérios do Departamento de Bioquimica, do Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, cujos
laboratérios possuem a infra-estrutura para o trabalho com animais de

experimentacdo, além dos equipamentos, vidrarias e reagentes necessarios
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para a sua execuc¢do deste trabalho. A elaboracéo do trabalho te6rico e escrita

foi realizada na prépria Escola de Educacao Fisica.

8. RESULdosTADOS

8.1 Percentuais de linfécitos circulantes

A figura 1 apresenta o percentual de linfécitos em sangue periférico de
ratos submet diferentes modelos de exercicio e diferentes tempos de
recuperacdo. Os resultados estdo expressos como média e DP para n=5
(animais) por grupo. Diferenca significativa: entre os grupos Forca e Esteira 48

h (p<0,05). Os demais grupos néo apresentaram diferenca significativa.

Percentuais de Linfocitos Circulantes
100% -

E] CONTROLE
80% A FORCA
ESTEIRA
60% -
40% A
20% -
0% -

Figura 1. Percentuais de linfocito em sangue periférico de ratos com diferentes
modelos de exercicio e diferentes tempos de recuperagéo.

Os resultados estdo expressos como média e DP para n=5 (animais) por grupo.
Diferenca significativa: entre 0s grupos Forca e Esteira 48 h (p<0,05)
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8.2 Percentuais de mondcitos circulantes

A figura 2 apresenta o percentual de mondcitos em sangue periférico de
ratos submetidos a diferentes modelos de exercicio e diferentes tempos de
recuperacdo. Os resultados estdo expressos como meédia e DP para n=5
(animais) por grupo. Diferencga significativa: entre os grupos Forca e Esteira 48

h (p<0,001). Os demais grupos nédo apresentaram diferenga significativa.

Percentuais de mondcitos circulantes

6% i 3 3k sk
B3 CONTROLE
4% - - - E3 FORCA
T B3 ESTEIRA

2% -~ ﬁ g

o
0% i :

A AN
v ®

Figura 2. Percentuais de mon6cito em sangue periférico de ratos com
diferentes modelos de exercicio e diferentes tempos de recuperagéo.

Os resultados estdo expressos como média e DP para n=5 (animais) por grupo.
Diferenca significativa: entre os grupos Forca e Esteira 48 h (p<0,001)
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8.3 Percentuais de neutréfilos circulantes

A figura 3 apresenta o percentual de neutrdfilos em sangue periférico de
ratos submetidos a diferentes modelos de exercicio e diferentes tempos de
recuperacdo. Os resultados estdo expressos como média e DP para n=5
(animais) por grupo. Diferenga significativa: entre os grupos Esteira e controle

48 h (p<0,05). Os demais grupos néo apresentaram diferenca significativa.

Percentuais de neutréfilos circulantes

25% E£3 CONTROLE
E3 FORCA
B3 ESTEIRA
20%-
1506+
10%4 B3 —
5%-
0%
AN
N

Figura 3. Percentuais de neutr6filos em sangue periférico de ratos com diferentes modelos de exercicio
e diferentes tempos de recuperacéo.

Os resultados estdo expressos como média e DP para n=5 (animais) por grupo.

Diferenca significativa: Esteira e Controle 48 h (p<0,05)
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8.4 Percentuais de linfécitos circulantes marcados com lectina =FITC de

Mikania laevigata

Figura 4. Percentuais de linfocitos marcados com lectina-FITC Mikania
laevigata em sangue periférico de ratos submetidos a diferentes modelos de
exercicio e diferentes tempos de recuperagdo. Os resultados estdo expressos
como média e DP para n=5 (animais) por grupo. Nao houve diferenca

significativa entre os diferentes grupos.

Percentuais de linfécitos marcados com
lectina-FITC Mikania laevigata

150% A
E3 CONTROLE
100% - E3 FORCA
B3 ESTEIRA
50% -
0%

Figura 4. Percentuais de linfocitos marcados com lectina-FITC Mikania laevigata em sangue
periférico de ratos com diferentes modelos de exercicio e diferentes tempos de recuperagéo.
Os resultados estdo expressos como média e DP para n=5 (animais) por grupo.

Né&o houve diferenga significativa.
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8.5 Percentuais de mondcitos circulantes marcados com lectina =FITC de

Mikania laevigata

Figura 5. Percentuais de mondcitos marcados com lectina-FITC Mikania
laevigata em sangue periférico de ratos submetidos a diferentes modelos de
exercicio e diferentes tempos de recuperagdo. Os resultados estdo expressos
como média e DP para n=5 (animais) por grupo. Nao houve diferenca

significativa entre os diferentes grupos.

Percentuais de mondcitos marcados com lectina-FITC

150%- Mikania laevigata
E3 CONTROLE
FORCA
B3 ESTEIRA
100%-

50%-

0%

q/b‘

Figura 5. Percentuais de mondcitos marcados com lectina-FITC Mikania laevigata em sangue periférico de
ratos com diferentes modelos de exercicio e diferentes tempos de recuperagéo.

Os resultados estdo expressos como média e DP para n=5 (animais) por grupo.

Né&o houve diferenga significativa.
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8.6 Percentuais de neutréfilos circulantes marcados com lectina —=FITC de

Mikania laevigata

Figura 6. Percentuais de neutréfilos marcados com lectina-FITC Mikania
laevigata em sangue periférico de ratos submetidos a diferentes modelos de
exercicio e diferentes tempos de recuperagdo. Os resultados estdo expressos

como média e DP para n=5 (animais) por grupo. Nao houve diferenca

significativa.
Percentuais de neutréfilo marcados com lectina-FITC
150%- Mikania laevigata
100%- - -
= = £ CONTROLE
= i E3 FORCA
= B3 ESTEIRA
50%+ EEE
0% S

Figura 6. Percentuais de neutréfilo marcados com lectina-FITC Mikania laevigata em sangue
periférico de ratos com diferentes modelos de exercicio e diferentes tempos de recuperacéo.
Os resultados estéo expressos como média e DP para n=5 (animais) por grupo.

N&o houve diferenca significativa.
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8.7 Percentuais de linfécitos circulantes marcados com lectina =FITC de

Euphorbia milii

Figura 7. Percentuais de linfocitos marcados com lectina-FITC Euphorbia
milii em sangue periférico de ratos submetidos a diferentes modelos de
exercicio e diferentes tempos de recuperagdo. Os resultados estdo expressos
como média e DP para n=5 (animais) por grupo.Diferenca altamente
significativa (p<0,001) nos grupos Forca Controle (em todos os intervalos) e

Esteira Controle (em todos os intervalos).

Percentuais de linfocito marcados com lectina-FITC Euphorbia milii

150%-
B3 CONTROLE
E3 FORCA
100% * %k * % % * sk % %k % E ESTEIRA
o
% %k %k % %k %k % %k %k
50%%-
0% : :
N X
> N

Figura 7. Percentuais de linfécito marcados com lectina-FITC Euphorbia milii em sangue
periférico de ratos com diferentes modelos de exercicio e diferentes tempos de recuperagao.
Os resultados estdo expressos como média e DP para n=5 (animais) por grupo.

Diferenca altamente significativa (p<0,001) nos grupos Forca Controle ( em todos os
intervalos) e Esteira Controle ( em todos os intervalos)
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8.8 Percentuais de mondcitos circulantes marcados com lectina =FITC de

Euphorbia milii

Figura 8. Percentuais de mondcitos marcados com lectina-FITC
Euphorbia milii em sangue periférico de ratos submetido a diferentes modelos
de exercicio e diferentes tempos de recuperacdo. Os resultados estdo
expressos como média e DP para n=5 (animais) por grupo. Diferenca
altamente significativa (p<0,001) entre os grupos Forca e Controle (em todos

os intervalos) e, Esteira e Controle (em todos os intervalos)

Percentuais de mondcito marcados com lectina-FITC Euphorbia milii

150%-
3k 3k k % 3k k
100%-
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B3 ESTEIRA
0%

Figura 8. Percentuais de mondcito marcados com lectina-FITC Euphorbia milii em sangue periférico
de ratos com diferentes modelos de exercicio e diferentes tempos de recuperagao.

Os resultados estdo expressos como média e DP para n=5 (animais) por grupo.

Diferenca altamente significativa (p<0,001) nos grupos Forca Controle ( em todos os intervalos) e
Esteira Controle ( em todos os intervalos)
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8.9 Percentuais de neutroéfilos circulantes marcados com lectina-FITC de

Euphorbia milii

Figura 9. Percentuais de neutréfilos marcados com lectina-FITC
Euphorbia milii em sangue periférico de ratos submetidos a diferentes modelos
de exercicio e diferentes tempos de recuperacdo. Os resultados estdo
expressos como média e DP para n=5 (animais) por grupo. Diferenca
altamente significativa (p<0,001) entre os grupos Forca e Controle 48h; muito
significativa (p<0,01) entre os grupos Forca e Controle 24h e significativa entre
os grupos Forca e Controle 6h. O Grupo Esteira controle apresentou diferenca

muito significativa no tempo 48h (p<0,01) e 6h (p<0,05).

Percentuais de neutrofilo marcados com lectina-FITC Euphorbia milii
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Figura 9. Percentuais de neutréfilo marcados com lectina-FITC Euphorbia milii em
sangue periférico de ratos com diferentes modelos de exercicio e diferentes tempos de
recuperacéo.

Os resultados estdo expressos como média e DP para n=5 (animais) por grupo.
Diferenca altamente significativa (p<0,001) nos grupos Forga Controle 48h; muito
significativa (p<0,01) no grupo Forca Controle 24h e significativa no grupo Forga
Controle 6h. O Grupo Esteira controle apresentou diferenga muito significativa no
tempo 48h (p<0,01) e 6h (p<0,05)
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9. Discusséao dos resultados apresentados

Os resultados encontrados com relagcédo ao percentual de células imunes
circulantes apresentaram diferencas significativas apenas em 48 horas.
Linfocitos (Controle x Esteira), Mondcitos (Forca x Esteira) e Neutrofilos (Forca
x Esteira) apresentaram diferencas significativas. Estes dados caracterizam
gue o exercicio fisico do grupo forca ndo se caracterizou como um exercicio de

intensidade moderada com bases nos parametros imunoldgicos.

O exercicio fisico de atividade leve é referido como 20% a 50 % VO2 qax,
moderado de 50% a 70% VO2max € intenso acima de 80% do VO2max.
(LEANDRO et. al., 2007). Considerando o perfil dos leucécitos do grupo forca
esta altamente alterado podemos caracteriza-lo como exercicio mais intenso

guando comparado ao grupo aerobio.

Os linfécitos circulatérios do grupo Forca em relacdo ao grupo Esteira
em 48 horas mostra que ainda existe uma sinalizacdo decorrente de um
processo inflamatério em andamento. Este dado € confirmado pelo percentual,

significativo (p<0,001), em relacéo ao grupo esteira em monadcitos circulantes.

Indo ao encontro destes dados, os neutréfilos apresentam uma diferenca
significativa (p<0,05) no aumento de células circulante do grupo controle em
relacdo ao grupo Esteira, configurando assim, um processo de transicdo entre
o estado inflamatorio e possivelmente retornado ao estado controle pelo grupo
esteira. Conforme descrito por BICUDO & VAISBERG (2002) os neutroéfilos
apresentam, um segundo pico, de aumento, algumas horas apds o exercicio. E
possivel, por se tratar de um exercicio de menor intensidade, que a diminuicéo

de neutréfilos anteceda este segundo pico pos exercicio. A necessidade de um
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n amostral maior poderia apresentar mais alguma diferenca significativa.
Entretanto permanece a davida se o grupo forca também ndo estaria se
encaminhando para uma diminuicdo dos neutrofilos que antecederia 0 aumento
do numero dos mesmos. Também resta a duvida, se o0 exercicio esteira, por
ser menos intenso, ndo apresentaria este pico e seu futuro retorno aos niveis

do grupo controle.

As células imunes marcadas com o composto Lectina-FITC de Mikania
laevigata ndo apresentaram diferenca significativa em nenhum dos grupos
estudados. Contudo, todos 0s grupos apresentaram um maximo indice de
ligacdo da lectina-FITC com todas as células imunes. Sendo assim, esta lectina
tem potencial para ser usada na marcagdo de células imunes em distintas
condicdes fisiologicas e patologicas. No entanto é necessario um maior ajuste

das condicfes experimentais, como ajuste de concentracao, para seu uso.

As células imunes, dos diferentes grupos de ratos em estudo, marcadas
com lectina-FITC de Euphorbia milii apresentaram resultados com diferencas
significativas. Os linfécitos e mondcitos apresentaram, nos dois grupos
exercicio diferencas significativas (p<0,001) com relacdo ao grupo controle em
todos os tempos. Assim sendo pode-se afirmar que as diferencas na marcacao
dos linfécitos e mondcitos foi exercicio depende. Os neutrofilos do grupo
exercicio forca apresentaram diferencas significativas com aumento destas
significancias ao longo do tempo, em relacdo ao grupo controle: 6h(p<0,05),
24h(p<0,02) e 48h (p<0,001). Estes dados sugerem um possivel uso desta
lectina como sinalizadora na marcacdo de neutréfilos em processos
inflamatorios. O grupo esteira apresentou diferenca significativa nos grupos 6h

(p<0,05) e 48h(p<0,01). E possivel que a menor intensidade do grupo esteira
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seja um dos fatores da diminuicdo da ligacdo da lectina os neutréfilos. Sendo
assim também podemos complementar a idéia inicial de que o exercicio esteira

€ menos intenso e gera um menor processo inflamatorio.

Sendo a intensidade do exercicio de for¢ca maior que o esteira, também o
processo inflamatorio muscular maior, ocasionando variagdo no afluxo de
células imunes para a regiao lesada, com possivel variacdo de percentual das
mesmas na corrente circulatéria. Além de possiveis modificacdes na exposi¢ao
dos glicoconjugados da parte externa das membranas plasmaticas acessiveis a
ligac&o das lectinas, o que justificaria a diferenca da ligacao de lectina EML aos

neutrofilos nos dois grupos exercicio.

12. Conclusdes

Este trabalho estd em fase de producédo, visto que Sdo necessarios
maiores estudos acerca da relacdo lectinas - células imunes. Sendo assim
observamos que o modelo de exercicio de forca utilizado € adequado para o
treino de animais. Os niveis de linfécitos circulantes permaneceram altos e a
migracdo de mondcitos para o tecido muscular aumentou no grupo forca,
consequentemente, caracterizando-se com uma sesséo de exercicio, acima da
intensidade moderada. Também apresenta uma forma de inducéo inflamatoria
sem o0 uso de farmacos. O exercicio esteira ja é utilizado no treinamento

aerobio de ratos, valendo-se do modelo atual.

Estes modelos deverdo ser mantidos para estudos futuros, porém com
alguma possivel mudanca na intensidade e volume dos exercicios visando o

estudo crbnico com estes exercicios. lgualmente devemos analisar marcadores
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inflamatorios classicos com TNFa e IL-6 buscando correlacionar com nossos

possiveis parametros inflamatorios.

Nosso interesse ndo se restringe as células imunes circulantes, mas
também nas células migrantes do sangue para o tecido muscular. Amostras de
gastrocnémico e séleo foram retiradas dos animais deste experimento e
acondicionadas para futuras andlises citolégicas buscando células imunes no

tecido muscular valendo-se da marcacdo com lectinas.

As lectinas mostraram-se muito eficazes na marcacao celular, mas ha a
necessidade de experimentos com concentracdes lectinicas diferentes, com a
lectina-FITC MLL para fins de uso em células imunes. A lectina-FITC EML
mostrou ser eficiente para o uso como marcadora de células imunes de ratos

submetidos as condic¢des de diferentes exercicio.

Como consideracdes finais, acreditamos que os modelos de exercicio
analisados e a marcacdo com lectinas apresentam plena reprodutibilidade e
pode vir a apresentar significativos resultados tanto em exercicio agudo como

em exercicio crbnico.
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