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RESUMO

A MMP-1 é uma enzima, cuja funcao é a degradacao dos colagenos tipo | e lll,
envolvidos no processo de reparo de feridas. O presente estudo teve por objetivo
verificar a expressao da MMP-1 no processo de reparo de feridas frente ao exercicio
fisico. As Uulceras foram quimicamente induzidas no gastrocnémio de ratos
submetidos a natagcao e em ratos sedentarios. Foi no grupo treinado e sedentario,
realizada a avaliagao imunohistoquimica utilizando anti-MMP-1. O grupo treinado foi
submetido a natacdo 5 vezes semanais por 60 minutos, durante 6 semanas. Os
animais treinados demonstraram diminuicao da expressao de MMP-1 aos 14 dias.
Aos 21 dias foi observada uma maior expressdao da MMP-1 no grupo treinado em
relagcao ao sedentario. Concluiu-se que a atividade fisica pode alterar a expressao

da MMP-1, retardando o processo de reparo de feridas aos 14 dias.
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INTRODUGAO

Para que o processo de reparo ocorra, € necessario inicialmente que o tecido
lesionado seja degradado. Apds essa degradagao, fibroblastos sintetizam fibras
colagenas tipo lll. Em uma fase mais avangada, o colageno tipo Il depositado é
substituido pelo colageno tipo |. Essa substituicdo se inicia em meédia aos 10 dias.
(BALBINO et al. 2005). Tanto para a degradacédo do tecido lesionado, quanto para a
degradacgao e substituicdo dos colagenos é necessaria a ativagdo de algumas enzimas,
as metaloproteinases (MMP) (MCLENNAN, 2008).

Existem cerca de 20 MMP que s&o divididas em cinco grupos, a saber: colagenases,
estromelisinas, gelatinases, matrilisinas e MMPs ligadas a membrana plasmatica
(PEREIRA et al. 2005; MCLENNAN, 2008; VERMA, 2007).

A MMP-1, uma colagenase intersticial, € a metaloproteinase mais abundante e esta
diretamente ligada ao processo de remodelacao (Warhonowicz et al. 2007). Quando
ocorre uma lesdo, essa MMP-1 degrada o colageno intersticial remanescente do tipo |
(maduro), abrindo espago para a formacado de colageno Il (imaturo) depositado por
fibroblastos. A subsequente substituicdo de colageno Ill para o |, que é mais resistente,
também ocorre com a participacdo MMP-1. Esta MMP-| € sintetizada por uma variedade
de tipos celulares, incluindo células epiteliais, mesenquimais, inflamatérias, neoplasicas e
fibroblastos (MCLENAN et al. 2008; JUCA et al. 2008).

Estudos prévios verificaram alteragcdo da MMP-1 apds o exercicio fisico (LI et al
2009), que verificou, por meio do PCR, reducao da MMP-1 no musculo cardiaco de ratos
submetidos a natagdo. Mammi et al (2011) também verificaram, por meio da avaliagao
sérica, reducdo da MMP-1 em voluntarios que realizaram exercicio fisico em
cicloergbmetro. Entretanto, em exercicios de curta duragao, foi verificado, por meio de
coleta de sangue utilizando imuno-histoquimica, um aumento da expressdao de MMP-1
(URSO et. Al. 2009). Cappelli et al (2009) também verificaram, por meio de PCR em
amostras de sangue, um aumento na expressao génica do MMP-1 logo apds uma unica
sessao de exercicio fisico de alta intensidade. Entretanto, nenhum estudo avaliou a

expressao da MMP-1 em ulceras de ratos submetidos ao treinamento fisico.



Em estudo prévio'(ndo publicado) foi verificado, em ratos com Ulcera induzida, uma
maior expressao de colageno tipo Il aos 14 dias, comparando animais submetidos ao
treinamento fisico com sedentarios. Diante desse achado, o objetivo deste estudo foi
analisar se a expressdo da MMP-1, que é responsavel pela clivagem do colageno tipo | e
lll, além da remodelagado, poderia ter influéncia nessa maior expressédo de colageno tipo

Il aos 14 dias em animais submetidos ao treinamento fisico.

MATERIAL E METODO

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em uso de animais da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana conforme o parece: CEUA/PUCPR-297/07.

A amostra foi constituida de blocos processados e arquivados no laboratério de
patologia experimental da PUCPR de estudo prévio (ndo publicado) de Namba & Grégio
(2009)". Para tanto foram utilizados 62 ratos Wistar adultos machos, divididos em dois
grupos: grupo treinado com lesdo muscular (GT) e grupo sedentario com lesdo muscular
(GS).

Atividade Fisica

A atividade fisica escolhida foi a natagao, e inicialmente, por uma semana foi realizada
a adaptacao dos animais do grupo treinado ao ambiente aquatico, iniciando o treinamento
com 20 min e acrescentado 10 min diarios para que ao quinto dia os animais ja
estivessem nadando por 60 min. Apos a adaptacéo, foi acrescentada ao treinamento uma
carga equivalente a 5% do peso corporal acoplada ao térax do animal com fita adesiva.
Os treinos tiveram duragao de 60 min diarios, com frequéncia de cinco dias por semana,
com duracao total de 6 semanas. O treino se iniciou as 8:00 da manha e era utilizado um
recipiente de amianto (100cm x 70cm x 60cm) com coluna de agua de 40cm, para evitar
que os ratos apoiem a cauda no fundo do recipiente. A temperatura da agua era mantida
em 32 +1° C. Apds o término das sessdes de natacdo, os ratos eram enxugados e
levados as suas respectivas gaiolas em uma sala com temperatura de 25° C.

O grupo controle foi submetido ao meio aquatico apenas para simular as condi¢des do
grupo treinado, porém nao foram treinados.

Ulceracao do gastrocnémio

1
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A ulceragdo no gastrocnémico dos animais foi realizada apdés o periodo de
adaptacao da atividade fisica. A ulcera foi induzida por meio da aplicagdo subcutanea de
NaOH 40%. Os animais eram anestesiados com tiopental (80mg/kg) antes de realizar a
ulceracdo. Os animais foram mortos por overdose de solugdo anestésica (150mg/kg) nos
dias 7, 14 e 21, assim que concluida a ultima sessao de treino.

Reagao imunohistoquimica e andlise da imunomarcagao

As reacdes imunohistoquimicas para a marcagcao da proteina MMP-1 foram
realizadas no Laboratério de Patologia Experimental da PUCPR.

A partir de blocos de parafina foram obtidos cortes histolégicos de 4 um de
espessura que foram estendidos sobre laminas eletricamente carregadas (AutoWrite®
Green Adhesion Slides Cut Edges, Sakura, CA, codigo 9546-1). As laminas foram secas a
60 °C por 24h. A desparafinizagao foi feita com xilol em temperatura ambiente (2 banhos
de 10 min). Em seguida, os cortes foram hidratados em etanol absoluto (3 banhos de 1
min) e etanol 80% (1 banho de 1min). Para inibir a peroxidase enddgena, os cortes foram
incubados em solugdo de perdéxido de hidrogénio e metanol 5% e lavados em agua
destilada. Depois, foi realizada a recuperagédo antigénica, onde as laminas foram imersas
em recuperador Imuno Retriver (Dako, Carpinteria, CA) em banho-maria a 99 °C por 30
min, deixando esfriar até a temperatura ambiente, sendo entdo lavadas em agua
destilada. Em seguida as laminas foram marcadas com a caneta Dako Pen (Dako,
Carpinteria, CA, Cddigo S2002), delimitando a area do corte.

Os cortes permaneceram imersos em tampéao TBS-Tris (pH 7.3) até o momento da
incubacado com o anticorpo primario. Os cortes foram secos e incubados com o anticorpo
primario anti-MMP-1 monoclonal de coelho, clone: EP247Y (Millipore, CA), em camara
umida, a 4 °C, “overnight”. A diluigdo do anticorpo em Antibody Diluent with Background-
Reducing Components (DAKO Carpinteria, CA, cdédigo S302283) foi de 1:50. O controle
positivo utilizado foi a placenta. O controle negativo foi obtido omitindo o anticorpo
primario. Apds a incubagao, os cortes foram incubados em tampao TBS-Tris (pH 7.3),
sendo mantido no tampao por 15 min. Em seguida os cortes foram lavados novamente
com tampao; as laminas foram secas e incubadas com Advance link (Dako, Carpinteria,
CA, cdédigo K406889) por 30 min em temperatura ambiente e cAmara umida. As laminas
foram lavadas com tampao TBS-Tris (pH 7.3) e em seguida secas e incubadas em
Advance enzyme (Dako Corporation, Carpinteria, CA, cddigo K406889) por 30 min em
temperatura ambiente e cAmara umida. Em seguida, os cortes foram lavados em tampao

TBS-Tris (pH 7.3.) A revelagcao da reagao foi executada com a solugao cromogena de 3,3’



diaminobenzidina (1:1) (DAB - Sigma Chemical, St. Louis, MO, cédigo D7679) por 5 min.
Seguiu-se a lavagem em banhos de agua destilada. A contra-coloragao foi feita com
solucdo de hematoxilina de Harris, por 5 min. Em seguida, as laminas foram lavadas em
agua corrente, sendo mantidas em agua por 5 min. Seguiu-se a desidratacdo em trés
banhos de etanol absoluto por 1 min e a diafanizagdo com trés banhos de xilol por 5 min.
As laminas foram montadas com laminulas de vidro e Permount® (Fisher Scientific, Fair
Lawn, CA, cédigo SP15-500).

Foram consideradas imunopositivas as estruturas ou células coradas em marrom.
Foram capturadas em média cinco imagens aleartérias de pontos representativos de toda
a lesdo, de cada lamina, através de uma microcamera Dinolite® AM 423X (AmMo
Eletronics Corporation, New Taipei city, Taiwan) acoplada ao microscopio Olympus BX-50
(Olympus, Téquio, Japao) em magnificacdo de 400X. As imagens foram analisadas no

programa de morfometria Image Pro-Plus 4.5, sendo obtida a area de MMP-1 em um?2.

Andlise estatistica

A analise estatistica foi feita utilizando o software SPSS versdo 19.0. Visando
comparar se os valores médios das variaveis analisadas (MMP-1-1 em 7, 14 e 21 dias,
grupo treinado e sedentario) apresentavam diferenga estatisticamente significante
segundo grupo. Testou-se inicialmente a normalidade dos dados utilizando o teste de
Shapiro Wilk, onde se observou que as variaveis apresentavam distribuicdo normal.
Dessa forma, a comparacao dos valores médios segundo grupo foi feita utilizando o teste
paramétrico ANOVA. Visando testar se os tratamentos apresentavam homogeneidade de
variancias, foi realizado o teste de homogenidade de variancias de Levene, que revelou
que as variaveis apresentavam variancias heterogéneas, segundo os diferentes grupos.
Dessa forma, quando o teste ANOVA acusou diferenca estatisticamente significante entre
0s grupos, a comparagao dois a dois visando identificar quais grupos diferiam entre si, foi
feita utilizando o teste de comparagdes multiplas de Games Howell para variancias

heterogéneas. O nivel de significancia adotado em todos os testes foi de 5%.

RESULTADOS

Uma menor expressao de MMP-1 foi observada no grupo treinado aos 14 dias

quando comparado ao grupo sedentario. Aos 21 dias, houve uma inversao da expressao



de MMP-1, demonstrando no grupo treinado uma maior imunomarcagao comparado com
o sedentario (tabela 1).

Aos 7 dias ndo foi observada diferenca significativa em nenhum dos grupos
estudados.

Nao foi analisada a expressdo de MMP-1 no dia 2 devido a néo alteragdo do
colageno em trabalhos realizados anteriormente pelo mesmo grupo de pesquisa
avaliando a proporgédo de colageno tipo | e tipo Ill (dados ndo publicados)’.

TABELA 1: Valores médios e desvio padrdo da area de MMP-1 (micrometros quadrados)

nos grupos sedentarios e treinado, nos tempos 7, 14 e 21 dias .

Dias pos- Sedentarios Treinados Teste de Games-Howell
ulceracga (valor de p)
o}
(XxDP) (XxDP)
7 19983,00+£8150,06 8113,32+2207,15 0,15
14 26735,02+10773,28 2434,42+1324,40 0,01*
21 7273,49+2304,86 14586,71+£8601,10 0,05*

Teste ANOVA a dois critérios: p= 0,0003; X= média; DP= desvio padrao
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Na tabela 2 pode-se verificar que no grupo treinado houve um atraso na deposigao

do colageno tipo I.

TABELA 2: Valores médios e desvio padrdo da porcentagem da area de colageno tipo Il

nos grupos sedentario e treinado, nos tempos 7, 14 e 21 dias’.

Dias pos- Sedentarios Treinados Teste de Games-Howell
ulceracga (valor de p)
o
(X+DP) (X+DP)
7 1,17+1,21 1,79+2,33 0,99
14 0,74+0,40 44,90+16,15 0,00*
21 1,02+0,94 13,1949,09 0,02*

Teste ANOVA a dois critérios: p= 0,0003; X= média; DP= desvio padrao;

No quadro 1 podemos observar a maior expressdo de MMP-1, em coloragéo

marrom, no grupo sedentario aos 14 dias, e no grupo treinado aos 21 dias.

Tempo Sedentarios Treinados
pos-
ulceracao
(dias)

7

3
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14

21

Quadro 1: Imunoexpressdao da MMP-1 em coloragdo marrom, nos grupos sedentario e treinado aos

7, 14 e 21 dias apods a ulceragao. (aumento original de 400X).

DISCUSSAO

Como demonstrado nos resultados, verificamos que uma menor expressao de
MMP-1 no grupo treinado foi compativel com uma maior area de colageno tipo Il aos 14
dias, verificado no estudo prévio ndo publicado de Namba e Grégio (2009)*. Esse achado
era esperado ja que a MMP-1 degrada mais seletivamente o colageno do tipo Il
(SAARIALHO-KERE, 1998) e, essa enzima, estando em menor quantidade, degradaria
em menor propor¢ao o colageno lll, o que levaria a uma maior area desse colageno. Dos
14 aos 21 dias, foi observada uma redugao consideravel do colageno tipo lll, e isso é
compativel com o aumento da MMP-1 expressa no grupo treinado nesse mesmo periodo
de 21 dias. Possivelmente, se os animais fossem acompanhados por 28 dias, a
quantidade de colageno tipo Il se equivaleria nos grupos sedentario e treinado. Estudos

posteriores devem ser realizados para comprovar tal hipétese.

4
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Em nosso estudo verificamos que, apds a atividade fisica de seis semanas, a
MMP-1 ficou reduzida aos 14 dias pds-ulceragdo, o que corrobora com os resultados
obtidos por Li et al (2009), que avaliaram por PCR a MMP-1 em ratos submetidos a
natacéo por 6 semanas. Mammi et al (2011) avaliaram a concentragao sérica de MMP-1
em voluntarios que realizaram exercicio fisico em cicloergbmetro utilizando de 60 a 80%
da frequéncia cardiaca maxima, por trés semanas. Esses autores observaram que a
MMP-1 também foi reduzida no grupo treinado.

Ao contrario desses estudos que avaliaram o exercicio fisico por um longo periodo,
foi verificado que a expressdo de MMP-1, avaliada imunohistoquimicamente em amostras
de sangue, logo apds uma unica sessao de alta intensidade, aumentou (Urso et al., 2009).
Cappelli et al (2009) também verificaram que a MMP-1 aumenta logo apdés uma unica
sessdo de exercicio fisico de alta intensidade, retornando proximo aos niveis basais 24
horas apds o exercicio.

Uma hipétese para explicar essa diferenga entre a avaliagdo do exercicio a longo e
a curto prazo esta fundamentada no aumento da MMP-1 no periodo inicial do exercicio, e
com o passar do tempo o organismo de adaptaria a atividade fisica constante,
acarretando em uma diminuigdo da MMP-1.

E possivel que a redugdo da MMP-1 em decorréncia do exercicio frequente esteja
associada ao calcio. Metaloproteinases sao endopetidases calcio dependentes
(CAPPELLI et al. 2009) e as fibras musculares necessitam de calcio para que ocorra a
interacdo entre actina e miosina durante a contracdo (FERREIRA, 2005). Dessa forma,
calcio poderia ser alvo de competicao entre os dois locais, diminuindo a expressao de
MMP-1.

Além desse mecanismo, outros fatores podem estar envolvidos com a pratica da
atividade fisica, e podem determinar situagcdes metabdlicas interdependentes que levem a
liberacdo da MMP-1.

CONCLUSAO
Dentro dos limites do presente trabalho, pode-se concluir que a atividade fisica
frequente promoveu menor expressao da MMP-1, favorecendo a deposicéo de colageno

tipo Il aos 14 dias e retardando o processo de reparo de feridas musculares aos 14 dias.
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ABSTRACT

MMP-1 is an enzyme whose function is degradation of collagen types | and Il involved in
wound repair. The present study aimed to verify the expression of MMP-1 in the process of
wound repair opposite exercise. The ulcers were chemically induced in the gastrocnemius
of rats submitted to swimming and sedentary rats. Was in the trained and sedentary,
performed immunohistochemical assessment using anti-MMP-1. The trained group was
submitted to swimming 5 times weekly for 60 minutes for 6 weeks. The trained animals
showed decreased expression of MMP-1 after 14 days. On day 21 we observed a higher
expression of MMP-1 in the trained group compared to the sedentary. It was concluded
that physical activity can alter the expression of MMP-1, slowing the process of wound

repair at 14 days.
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INTRODUCTION

For the repair process occurs, it is necessary first that the injured tissue is degraded. After
this degradation, fibroblasts synthesize collagen type lll. In a later stage, type Il collagen
is deposited replaced by collagen type |. This replacement begins at approximately 10
days. (BALBINO et al. 2,005). So much for the degradation of damaged tissue, and for the
replacement of collagen degradation and is required for activation of some enzymes,
metalloproteinases (MMP) (MCLENNAN, 2008).

There are about 20 MMP which are divided into five groups, namely: collagenases,
stromelysins, gelatinases, MMPs matrilysins and linked to the plasma membrane (Pereira
et al. 2005; MCLENNAN, 2008; VERMA, 2007).

MMP-1, an interstitial collagenase, is the most abundant and metalloproteinase is directly
linked to the process of remodeling (Warhonowicz et al. 2007). When an injury occurs, the
MMP-1 degrades interstitial collagen remaining type | (mature), paving the way for the
formation of collagen Ill (immature) deposited by fibroblasts. The subsequent replacement
of collagen | to Ill, which is stronger, it also occurs with the participation MMP-1. This
MMP-| is synthesized by a variety of cell types, including epithelial cells, mesenchymal
cells, inflammatory, neoplastic cells and fibroblasts (MCLENAN et al. 2,008; Dickie et al.
2,008).

Previous studies found changes in MMP-1 after physical exercise (Li et al, 2009), which
verified by means of PCR reduction of MMP-1 in cardiac muscle of rats swimming. Mammi
et al (2011) also found, by evaluating serum, reduction of MMP-1 in volunteers who
performed exercise on a cycle ergometer. However, in short exercises, was found by blood
collection using immunohistochemistry, increased expression of MMP-1 (BEAR et. Al
2009). Cappelli et al (2009) also verified by PCR on blood samples, an increase in gene
expression of MMP-1 after a single session of high intensity exercise. However, no study
has evaluated the expression of MMP-1 in ulcer rats subjected to physical training.

In a previous study (unpublished) was observed in rats with induced ulcers, increased
expression of collagen type Il at 14 days, comparing animals undergoing physical training
in sedentary. Given this finding, the aim of this study was to analyze the expression of

MMP-1, which is responsible for cleavage of collagen type | and lll, as well as remodeling,



could have an influence on this higher expression of collagen type Il at 14 days in animals

undergoing physical training.

MATERIAL AND METHOD

This study was approved by the ethics committee on animal use of the Pontifical Catholic
University of Parana as seems: CEUA/PUCPR-297/07.

The sample consisted of blocks processed and archived in the laboratory of experimental
pathology PUCPR previous study (unpublished) of Namba & Gregio (2009) 1. Therefore,
we used 62 adult male Wistar rats were divided into two groups: group training with

muscle injury (GT) and sedentary group with muscle injury (GS).

Physical Activity

Physical activity was chosen swimming, and initially for a week was held the adaptation of
group trained to the aquatic environment, starting training with 20 min and 10 min added
daily to the fifth day the animals were already swimming for 60 min. After the adjustment
has been added to the training load equivalent to 5% of body weight attached to the thorax
of the animal with adhesive tape. The training lasted for 60 min daily, often five days a
week, with a total duration of six weeks. The training started at 8:00 am and was used a
container of asbestos (100cm x 70cm x 60cm) with water 40cm column, to prevent the
mice support the tail on the bottom of the container. The water temperature was
maintained at 32 +1 ° C. After the end of the swimming sessions, the rats were downsized
and taken to their cages in a room with a temperature of 25 ° C.

The control group was subjected to the aquatic environment only to simulate the

conditions of the trained group, but were not trained.

Ulceration of the gastrocnemius

The ulceration in the gastrocnemius of animals was performed after the period of
adaptation to physical activity. The ulcer was induced by subcutaneous injection of NaOH
40%. The animals were anaesthetized with thiopental (80mg/kg) prior to ulceration. The
animals were killed by overdose of anesthetic solution (150mg/kg) on days 7, 14 and 21,

so they completed the last training session.

Immunohistochemistry and immunoblotting analysis



Immunohistochemical reactions for protein labeling MMP-1 were performed in the
Laboratory of Experimental Pathology PUCPR.

From paraffin blocks were obtained from histological sections of 4 mm thick which were
extended on electrically charged slides (Green autoWrite ® Adhesion Slides Cut Edges,
Sakura, CA, 9546-1 code). Slides were dried at 60 ° C for 24h. The deparaffinization was
made with xylene at room temperature (two baths of 10 min). Then, sections were
hydrated in absolute ethanol (three baths 1 min) and ethanol 80% (1 1min bath). To inhibit
endogenous peroxidase, the sections were incubated in a solution of hydrogen peroxide
and 5% methanol and rinsed in distilled water. Then, we performed antigen retrieval,
where the slides were immersed in stove Immuno Retriver (Dako, Carpinteria, CA) in a
water bath at 99 ° C for 30 min, left to cool to room temperature and then washed in
distilled water. Then the slides were stained with a Dako pen Pen (Dako, Carpinteria, CA,
Code S2002), delimiting the area of the cut.

The sections were stored in TBS-Tris buffer (pH 7.3) until the time of incubation with the
primary antibody. The sections were dried and incubated with the primary antibody anti-
MMP-1 rabbit monoclonal, clone: EP247Y (Millipore, CA) in a humidified chamber at 4 ° C,
"overnight". The dilution of the antibody in Antibody Diluent with Background-Reducing
Components (DAKO Carpinteria, CA code S302283) was 1:50. The positive control used
was the placenta. The negative control was obtained by omitting the primary antibody.
After incubation, sections were incubated in TBS-Tris buffer (pH 7.3) and kept in the buffer
for 15 min. Then the sections were washed again with buffer, the slides were dried and
incubated with Advance link (Dako, Carpinteria, CA, code K406889) for 30 min at room
temperature and humidity chamber. Slides were washed with TBS-Tris buffer (pH 7.3), and
then dried and incubated in Advance enzyme (Dako Corporation, Carpinteria, CA code
K406889) for 30 min at room temperature and humidity chamber. Then, the sections were
washed in TBS-buffer Tris (pH 7.3). Disclosure of the reaction solution was run with the
chromogen 3,3 '-diaminobenzidine (1:1) (DAB - Sigma Chemical, St. Louis, MO, code
D7679) for 5 min. This was followed by washing in distilled water baths. Counter-staining
was made with Harris hematoxylin solution for 5 min. Then, the slides were washed in
running water, and kept in water for 5 min. This was followed by dehydration in three baths
of absolute ethanol for 1 min and cleared with three changes of xylene for 5 min. The
slides were mounted with glass coverslips and Permount ® (Fisher Scientific, Fair Lawn,
CA, code SP15-500).



Were considered immunopositive structures or cells stained brown. There were an
average of five images captured aleartérias of representative points throughout the lesion
of each blade through a micro AM Dino-Lite ® 423X (amino Electronics Corporation, New
Taipei City, Taiwan) coupled to an Olympus BX-50 microscope (Olympus, Tokyo, Japan) at
a magnification of 400X. The images were analyzed in morphometry program Image-Pro
Plus 4.5, and obtained the area of MMP-1 in nm 2,

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using SPSS version 19.0. To compare the mean values
of the variables (MMP-1-1 in 7, 14 and 21 days, trained and sedentary group) had
statistically significant second group. Was initially tested the data for normality using the
Shapiro Wilk, where it was observed that the variables had a normal distribution. Thus, the
comparison of the mean values second group was made using ANOVA. To test whether
the treatments had homogeneity of variance was performed to test for homogeneity of
variances Levene, who revealed that the variables had heterogeneous variances,
according to the different groups. Thus, when the ANOVA accused statistically significant
difference between groups, pairwise comparison to identify which groups differed from
each other, was made using the multiple comparison test of Games Howell for

heterogeneous variances. The level of significance for all tests was 5%.

RESULTS

A lower expression of MMP-1 was observed in the trained group at 14 days when
compared to the sedentary group. At 21 days, there was a reversal of MMP-1 expression,
demonstrating greater in the trained compared to sedentary immunostaining (Table 1).

At 7 days there was no significant difference in any of the groups studied.

There was analyzed the expression of MMP-1 on day 2 due to no change in collagen on
previous work by the same research group evaluating the ratio of collagen type | and type
[l (unpublished data).

TABLE 1: Mean and standard deviation of the area of MMP-1 (square micrometers) in

sedentary and trained at Times 7, 14 and 21 days.



Dias pos- Sedentarios Treinados Teste de Games-Howell
ulceracga (valor de p)
o}
(X£DP) (X£DP)
7 19983,00+£8150,06 8113,32+2207,15 0,15
14 26735,02+10773,28 2434,42+1324,40 0,01*
21 7273,49+2304,86 14586,71+8601,10 0,05*

In Table 2 it can be seen that the trained group there was a delay in the deposition of

collagen type |I.

TABLE 2: Mean and standard deviation of the percentage area of collagen type Il in

sedentary and trained groups at Times 7, 14 and 21 days.

Dias pos- Sedentarios Treinados Teste de Games-Howell
ulceraca (valor de p)
o}
(X+DP) (X+DP)
7 1,17+1,21 1,794+2,33 0,99
14 0,74+0,40 44,90+£16,15 0,00*
21 1,02+0,94 13,1949,09 0,02*

In Figure 1 we can observe the increased expression of MMP-1 in brown color, in the

sedentary group at 14 days, and in the trained group at 21 days.

Tempo Sedentarios Treinados
pos-
ulceracéao
(dias)




14

21

Figure 1: immunoexpression of MMP-1 in brown color, in sedentary and trained groups at

7, 14 and 21 days after ulceration. (original magnification 400X).

DISCUSSION

As shown in the results, we found that a lower expression of MMP-1 in the trained group
was compatible with a larger area of collagen type Ill at 14 days, occurred in the previous
study unpublished Gregio and Namba (2009). This finding was expected since the MMP-1
more selectively degrades collagen type Il (Saarialho-Kere, 1998), and this enzyme, with
a lesser amount, to a lesser extent degrade collagen Ill, which would lead to a larger area

this collagen. From 14 to 21 days, there was a considerable reduction of collagen type llI,



and this is consistent with the increase in MMP-1 expressed in the trained group during the
same period of 21 days. Possibly, if animals were monitored for 28 days, the amount of
collagen type lll is equivalent in sedentary and trained groups. Further studies should be
conducted to confirm this hypothesis.

In our study we found that, after six weeks of physical activity, MMP-1 was reduced to 14
days after ulceration, which agrees with the results obtained by Li et al (2009), who
assessed by PCR MMP-1 in rats subjected to swimming for 6 weeks. Mammi et al (2011)
evaluated the serum concentration of MMP-1 in volunteers who performed exercise on a
cycle ergometer using 60-80% of maximum heart rate, for three weeks. These authors
observed that MMP-1 was also reduced in the trained group.

Unlike these studies evaluated the physical exercise for a long period, it was observed that
the expression of MMP-1, evaluated immunohistochemically in blood samples after one
session of high intensity increased (Bear et al. 2009). Cappelli et al (2009) also found that
MMP-1 increases after a single session of high-intensity exercise, returning to near
baseline levels 24 hours after exercise.

One hypothesis to explain this difference between the assessment exercise in the long
and short term grounded in the increase of MMP-1 in the initial period of the year, and over
time the body adapt to constant physical activity, resulting in a decreased MMP-1.

It is possible that the decrease in MMP-1 due to the frequent exercise is associated with
calcium. Metalloproteinases are endopetidases dependent calcium (CAPPELLI et al.
2009) and the muscle fibers require calcium for the occurrence of interaction between
actin and myosin during contraction (FERREIRA, 2005). Thus, calcium may be subject to
competition between the two locations, decreasing the expression of MMP-1.

In addition to this mechanism, other factors may be involved in physical activity, and can

determine metabolic interdependent situations that lead to release of MMP-1.



CONCLUSION

Within the limits of this study, it can be concluded that physical activity promoted less
frequent expression of MMP-1, favoring the deposition of collagen type Ill at 14 days and

slowing the process of wound repair muscle at 14 days.
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