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RESUMO

Lesdes musculares fazem parte do dia a dia dos atletas e sua presenca impede o
praticante de exercer sua atividade. Em um estudo prévio verificou-se que o exercicio
fisico acelerava a deposicao inicial de colageno tipo Ill, mas retardava o processo de
maturacdo, com menor area de colageno tipo | em lesées musculares de ratos. A
Interleucina-6 (IL-6) e a Metaloproteinase-1 (MMP-1) eram as enzimas envolvidas no
processo de reparo. Desta forma, o objetivo desta pesquisa foi quantificar a
imunoexpressao da IL-6 e MMP-1 no processo de reparo de lesbes musculares de
ratos treinados e sedentarios. A amostra foi constituida por 64 ratos machos Wistar,
que foram divididos em dois grupos: Grupo Experimental (GE) foi submetido a
natacao e o Grupo Controle (GC) composto por animais sedentarios. Foram induzidas
lesbes no musculo gastrocnémio por meio da aplicagdo subcutanea de NaOH a 40%,
sendo os animais mortos apés 2, 7, 14 e 21 dias. Segmentos teciduais, incluindo a
area lesionada, foram removidos e encaminhados para analise histoldgica. Foi
realizada a andlise imunoistoquimica com os anticorpos anti IL-6 e MMP-1. Na analise
estatistica foram utilizados os testes Games Howell e ANOVA. Aos 14 dias menor
expressao de MMP-1 (p=0,01) foi encontrada no GE (2434,42+1324,40) comparado
com o GC (26735,02£10773,28). Aos 21 dias, menor expressao de IL-6 (p=0,00) e
maior de MMP-1 (p=0,05) foram observadas no GE (598,08+349,03;
14586,71+8601,10 respectivamente) comparado ao GC (3915,37+1319,25;
7273,491+2304,86 respectivamente). O stresse ocasionado pela atividade fisica da
musculatura lesionada diminui a expressao a MMP-1 no est4gio inicial do processo de
reparo e no estagio mais tardio aumenta a expressao de MMP-1 e diminui a expressao
de IL-6, 0 que pode ter contribuido no estudo prévio com o incremento do colageno do
tipo Ill em uma fase inicial do processo de reparo e uma menor deposicao de colageno
do tipo | em uma fase mais tardia, resultando em menor resisténcia da ferida. Sugere-
se entdo que os atletas isolem o grupo muscular lesionado durante o treinamento para
favorecer o processo de reparo.

Palavras-chave: processo de reparo; exercicio; inflamacao; lesdo muscular;
metaloproteinase-1; interleucina-6.
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ABSTRACT

Muscle injuries are part of the daily lives of athletes and their presence prevents
the practitioner to exert its activity. In a previous study it was found that exercise
accelerated the initial deposition of collagen type Ill, but slowed the ripening
process, with smaller areas of type | collagen in muscle injury in rats. Interleukin-6
(IL-6) and metalloproteinase-1(MMP-1) are respectively miocina and enzyme
involved in the repair process. Thus, the objective of this research was to quantify
the immunoreactivity of IL-6 and MMP-1 in the repair of muscle damage of trained
and sedentary rats. The sample consisted of 64 male Wistar rats were divided into
two groups: experimental group (EG) was subjected to swimming and Control
Group (CG) composed of sedentary animals. Lesions were induced in the
gastrocnemius muscle by subcutaneous injection of 40% NaOH , and the animals
killed after 2, 7, 14 and 21 days. Tissue segments, including the injured area, were
removed and sent for laboratory processing. Immunohistochemical analysis with
anti IL-6 and MMP -1 antibodies was performed. In statistical tests performed and
Games Howell ANOVA were used. At 14 days lower expression of MMP-1 (p =
0,01) was found in EG (2434.42 + 1324.40) compared to the CG (26735.02 +
10773.28). At 21 days, lower expression of IL-6 (p = 0,00) and higher MMP -1
(p=0,05) was observed in EG (598.08+349.03; 14586.71 + 8601.10 respectively)
compared to the CG (1319.25£3915.37; 7273.49 + 2304.86, respectively). The
stress caused by physical activity of the injured muscles decreases the expression
of MMP-1 in the initial stage of the repair process and in the later stage increases
the expression of MMP-1 and decreases the expression of IL-6, which may have
contributed in previous study with the increase of type Ill collagen at an early stage
of the repair process and less deposition of collagen type | in a later phase,
resulting in reduced wound strength. It is suggested that athletes then isolate the
injured muscle group during training.

Keywords: repair process; exercise; inflammation; muscle injury; metalloproteinase-
1;Interleukin-6.
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1-ARTIGO EM PORTUGUES

Imunoexpressiao da Metaloproteinase-1 e da Interleucina-6 no processo de reparo de lesoes

musculares em ratos submetidos a exercicios fisicos.

Immunoexpression of metalloproteinase-1 and Interleukin-6 in repair process in muscle lesions in rats
submits at the exercise.

Eli Luis Namba', Ana Maria Trindade Grégio" , Aline Cristina Batista Rodrigues Johann""

! Professor adjunto do curso de Odontologia da Universidade Positivo, aluno do doutorado da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana, Curitiba, PR, Brasil.

" Doutora em Farmacologia pela UNICAMP, professora titular do curso de Odontologia da Pontificia Universidade
Catolica do Parana, Curitiba, PR, Brasil.

" Doutora em Patologia pela UFMG, professora adjunta do curso de Odontologia da Pontificia Universidade
Catolica do Parand, Curitiba, PR, Brasil

Introducao

As lesdes musculares fazem parte do dia a dia dos atletas de alto rendimento fisico e o processo
de reparo acaba tornando-se fundamental para o retorno as atividades esportivas.® Em muitos casos a
recuperacdo € tdo importante que pode definir a participacdo dos atletas nas competi¢des e, caso nao
ocorra pode gerar perdas de recursos financeiros.* As lesdes musculares correspondem a um percentual

de 10 a 55% de todas as lesdes sofridas pelos atletas durante a pratica dos esportes.”

A recuperacdo muscular ocorre por duas vias: regeneracdo da drea lesionada ou reparo; o que
. . ) ~ 2 . 8,9
determina a via de reparo € a extensdo da area lesionada.” Durante o processo de reparo muscular as

. . . Zo = . 8,20,26
citocinas inflamatérias sdo ativadas.

Quando associadas ao musculo esquelético sdo denominadas de
miocinas. A interleucina-6 (IL-6) é a miocina que mais se expressa nos tecidos musculares durante a
pritica de exercicios fisicos.""*® A IL-6 é liberada primeiramente pelos macréfagos e linfécitos em
resposta a uma injiria.>’ Para Toumi e Best (2006) a IL-6 esti envolvida no processo de reparo
muscular.'”?” A IL-6 tem um papel importante na cicatrizacio da ferida provavelmente por regular a
infiltracdo de leucéeitos e aumentar o coldgeno.'® Para que ocorra a degradagio do coldgeno do tipo III
para que possa ser depositado o colageno do tipo I, que confere maior resisténcia da ferida, € necessario a
presenca das metaloproteinases (MMP).'” As MMPs se apresentam em nosso organismo em nimero de

20,'"* dentre elas a mais presente no processo de reparo, remodelando e degradando o coldgeno do tipo

I éa MMP-1.%

Em um estudo prévio realizado por Namba et al (2014) verificou-se em ratos com ulcera

induzida, uma maior expressiao de coldgeno tipo III aos 14 dias e menor do tipo I aos 21 dias, o que



significa que apesar de ter acelerado a deposicdo do coligeno em uma fase mais inicial este coldgeno
apresentou uma menor maturacio em um periodo posterior conferindo menor resisténcia a ferida.'® Desta
forma a hipétese do estudo € que haveria diminui¢cdo na imunoexpressdo da IL-6 e MMP-1comparando
animais submetidos ao treinamento fisico com sedentérios. A presenca do coldgeno do tipo III confere ao
processo de reparo uma arquitetura tecidual de menor resisténcia, neste sentido, sabendo da importancia
da IL-6 e da MMP-1 neste processo, a proposta desta pesquisa foi quantificar a interagdo da IL-6 e da
MMP-1 no processo de reparo em animais treinados com a presenca de uma Ulcera em sua musculatura

ativa.

Métodos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em uso de animais da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana (CEUA/PUCPR), sob o nimero 297/07. A amostra foi
constituida por 64 ratos Wistar, machos, com idade de 50 dias, com peso entre 250 e 300 gramas. Os
animais foram alimentados com racdo e dgua ad libitum e foi respeitado o fotoperiodo de 12 horas claro
e 12 horas escuro.

Os animais foram divididos em dois grupos: a) Grupo experimental (GE) 32 animais portadores
de les@o muscular e que praticavam previamente atividade fisica e b) Grupo controle (GC) com 32
animais sedentdrios portadores de lesdo muscular. Dentro de cada grupo os animais foram subdivididos
em quatro subgrupos (n=8) de 2, 7, 14 e 21 dias apds inducdo da lesdo muscular. O processo de reparo
foi avaliado sem nenhuma interferéncia terap€utica.

Os animais do GE nadaram em um esquema de 5 dias de treino e 2 dias de repouso/semana de
acordo com a metodologia descrita por Namba et al (2014). As sessdes de natacdo ocorreram as 8 horas

em recipiente de amianto (100cm x 70cm x 60cm) com coluna de dgua de 40cm a 32°C.

Nos cinco primeiros dias de natacdo os animais se adaptaram ao ambiente aquatico iniciando por
10 minutos, de forma que a cada dia eram acrescidos 10 minutos. A partir do sexto dia de natacdo
acrescentou-se diariamente uma carga equivalente a 5% do peso corporal acoplada ao térax por meio de

um elastico.

No 11° dia de natacéo realizou-se a lesdo muscular e os animais continuaram o treinamento nos
2,7, 14 e 21 dias seguintes a indugdo da lesdo, ou seja, totalizando 13, 18, 25 e 32 dias de natacdo

respectivamente.

Os animais do GC apesar de niao submetidos a natacdo, foram colocados na dgua e
imediatamente retirados a fim de simular o estimulo neurofisiol6gico induzido no grupo experimental.

Depois de anestesiados por injecao intraperitoneal de tiopental sédico® 80mg/kg (Cristélia, SP,
Brasil), foi realizada a inducdo da lesdo no musculo gastrocnémico direito com 80 ul. de NaOH 40%, via

subcutinea.



Ap6s os 2,7, 14 e 21 dias supracitados, os animais dos grupos GC e GE foram mortos por meio
da injecdo com alta dose de solucdo anestésica por meio da via intraperitoneal (tiopental sédico, 150
mg/Kg).A area lesionada foi removida, fixada em formalina 10% e processada.

A avaliacdo imunohistoquimica para as proteinas IL-6 e MMP-1 foi feita utilizando cortes
histolégicos de 4 pum de espessura. Foi realizada a recuperacdo antigé€nica, aonde as laminas foram
imersas em recuperador Imuno Retriver (Dako, Carpinteria, CA, EUA,) em uma cuba de banho-maria a
99°C por 30min.Os cortes foram incubados com os anticorpos primdrios anti-IL-6 ¢ MMP-1
(monoclonal de camundongo, Immuny Biotecnology, Campinas, Sao Paulo, Brasil ¢ monoclonal de
coelho, clone: EP247Y, marca: millipore, Califérnia EUA), em camara tmida, a 4°C, overnight. A
diluicdo (em Antibody Diluent with Background-Reducing Components, DAKO Carpinteria, CA, EUA,
codigo S302283) foi de 1:200 e 1:50. O controle positivo utilizado foi a pele inflamada com lesdo e a
placenta respectivamente. No controle negativo foi obtido omitindo o anticorpo primdrio. Os cortes
foram incubados com Advance link (Dako, Carpinteria, CA, EUA, c6digo K406889) por 30 minutos a
temperatura ambiente em camara imida, em seguida incubadas em Advance enzyme (Dako Corporation,
Carpinteria, CA, EUA, cddigo K406889) por 30 minutos a temperatura ambiente em camara Umida. A
revelacdo da reacdo foi executada com a solucdo cromdgena de 3,3' diaminobenzidina (1:1) (DAB -
Sigma Chemical, St. Louis, EUA, cdédigo D7679) por 5 minutos. A contra-coloragdo foi feita com

solucdo de hematoxilina de Harris por 5 minutos.

Foram consideradas imunopositivas as estruturas ou células coradas de marrom. Foram
capturadas 5 imagens de cada lamina através de uma microcdmera Dinolite® AM 423X (AmMo
Eletronics Corporation, New Taipei city, Taiwan) acoplada ao microscépio Olympus BX-50 (Olympus,
Toéquio, Japao) em magnificacdo de 400X. As imagens foram analisadas no programa de morfometria

Image Pro-Plus 4.5, sendo obtida a drea de IL-6 e MMP-1 em um’.

Na andlise estatistica, na comparacao entre as varidveis grupo e tempo utilizou ANOVA seguido
do teste paramétrico de Games-Howell para as variancias heterogéneas. Foi considerado estatisticamente

significativo p<0,05.



Resultados

Aos 21 dias, a média da drea de IL-6 foi significativamente menor no GE quando comparado ao

GC, conforme tabela 1.

TABELA 1: Média da drea de IL-6 (micrometros quadrados) de acordo com a varidvel tempo nos Grupo
Controle (GC) e Grupo Experimental (GE)

GAMES HOWELL

Dias GC (X+DP) GE (X+DP) valor de p
2 3.931,88+1.101,17 2.829,79+ 968,38 0,6112
7 1.246,88+557,02 503,49+175,36 0,1792
14 1.026,00+576,36 580,57+134,37 0,6220
21 3.915,37+1.319,25 598,08+349,03 0,0017%*

Teste ANOVA a dois critérios, X=média; DP= desvio padrio FONTE: pesquisa 2013.

Uma menor expressdo de MMP-1 foi observada no GE aos 14 dias quando comparado ao GC, e

o contrario foi observado aos 21 dias (tabela 2).

TABELA 2: Média da drea de MMP-1 (micrometros quadrados) de acordo com a varidvel tempo nos
Grupo Controle (GC) e Grupo Experimental (GE)

GAMES HOWELL

Dias GC (X+DP) GE (X+DP) valor de p
7 19.983,00+8.150,06 8.113,3242.207,15 0,15
14 26.735,02+10.773,28 2.434,42+1.324,40 0,01%*
21 7.273,49+2.304,86 14.586,71+8.601,10 0,05*

Teste ANOVA a dois critérios: p= 0,0003; X= média; DP= desvio padrao FONTE: pesquisa 2013.

Nao foi necessdrio avaliar a MMP-1 aos 2 dias pois neste periodo o coldgeno do tipo III ndo teria sido

depositado.

Discussao

Os exercicios fisicos quando realizados de forma regular e continua melhoram a qualidade de vida
dos individuos facilitando as respostas do processo inflamatério e agindo como redutor de riscos a
doencas cardiovasculares, infeccdes e alteragdes imunolégicas.****' No ambito das competicdes em
esportes de alta performance o treinamento € parte fundamental no desenvolvimento dos atletas. As
lesdes musculares fazem parte de treinamentos inadequados, excesso de treinamentos ou traumas

decorrentes das atividades propostas e podem determinar a auséncia dos atletas nas competicdes assim
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como o término precoce da carreira atlética.”™ """’ Para estudar as influéncias do exercicio sobre a
expressao de IL-6 e MMP-1 e o processo de reparo utilizou-se o método de treinamento descrito por
Namba et al.(2014), onde se submeteu os ratos da linhagem Wistar a natacdo e apds adequacdo dos

. . ~ . A 18
mesmos foi induzida uma lesdo ulcerada no musculo gastrocnémio.

Considerando que a atividade fisica pode interferir positivamente no processo de reparo o que
apesar das lesdes musculares serem frequentes entre os atletas e influencie no rendimento dos mesmos,
somente um estudo prévio (Namba et al, 2014) revelou a influencia do exercicio fisico em uma cadeia
muscular lesionada, verificando um atraso na deposicdo do coldgeno tipo I resultando em uma menor
resisténcia da ferida. Entretando este estudo ndo verificou possiveis fatores que poderiam influenciar
neste resultado. Neste o sentido destaca-se o pioneirismo desse estudo, auxiliando o preenchimento de
uma lacuna na literatura. Desta forma verificou-se que o exercicio fisico em uma cadeia muscular
lesionada acarreta: 1) redug@o da expressdo da IL-6 aos 21 dias e 2) reducéo da expressdo da MMP-1 aos

14 dias e aumento aos 21 dias.

. . ~ . . . ~ 56,11 o . L .
Citocinas estdo presentes nas etapas ativas do processo de cicatrizacdo.”” A atividade fisica
. e 22 . . e . ~
moderada altera a resposta inflamatdéria™ e proporciona um efeito benéfico sobre a liberacdo de

1,18,31 o . . .
©%°" As citocinas fazem parte da etapa proliferativa do reparo, pois atua no recrutamento de

citocinas
fibroblastos que sdo células responsdveis pela sintese de coligeno.”**** O estudo realizado apresentou
uma menor expressao de IL-6 no GE aos 21 dias. Sugere-se que as alteragdes que afetaram a expressao
de IL-6 no GE esteja relacionada a injuria muscular presente, agravando o estresse da atividade fisica. Os

12,16,1 .
6 1211 como avaliaram

exercicios fisicos realizados de forma regular aumentam a expressido de IL-
Mathur e Pedersen (2008) em biopsias de musculo esquelético.”” Os resultados encontrados diferem
destes autores, pois 0s animais do GC apresentaram uma maior expressao de IL-6 quando comparados
ao GE. Sugere-se que o resultado da pesquisa ndo corrobora com a literatura e que isto ocorra pela
diferenca da metodologia, pois a presenga da lesdo muscular (dlcera) associada a atividade fisica nao foi
interrompida mesmo apds indug@o da injdria, além da musculatura ativa no treinamento nao passar por
um periodo de repouso apds a formacdo da lesdo. Sendo assim a manuten¢do do exercicio na
musculatura ativa promove uma menor expressdo de IL-6 desfavorecendo o processo de reparo. Novos

estudos poderiam avaliar a expressao desta citocina em outra musculatura ulcerada que néo participasse

de forma ativa do treinamento.

Como demonstrado nos resultados verificamos que a diminui¢do da expressdo de MMP-1 no
grupo treinado pode ter um aumento na expressdo de coldgeno tipo III aos 14 dias verificado em estudo
prévio. Dos 14 para os 21 dias, observou-se uma reducdo considerdvel do coldgeno tipo III, e isso é
compativel com o aumento da MMP-1 expressa no grupo treinado neste mesmo periodo de 21 dias, uma

vez que a MMP-1 degrada mais seletivamente o coldgeno do tipo IIL> Possivelmente se os animais



fossem acompanhados por 28 dias a quantidade de colageno tipo III se equivaleria nos grupos sedentdrio

e treinado. Posteriores estudos devem ser realizados para comprovar esta hipétese.

Esta resposta parece ser padrdo em alguns estudos relacionando atividade fisica aguda com as
MMP-1."" Um estudo realizado por Ulrich (2004), verificou que a expressio de MMP-1, avaliada por
imunohistoquimica, aumentou apés o exercicio fisico agudo de alta intensidade.”® Cappelli et al (2009)
também verificaram em seu estudo que a MMP-1 aumenta logo apds o exercicio fisico agudo, neste caso,
uma corrida de cavalos, retornando préximo aos niveis basais 24 horas apés o exercicio.” Porém neste
estudo ndo foi utilizada a técnica de imunohistoquimica, e sim PCR que avalia apenas os genes da

proteina e ndo a proteina ja expressa como na imunohistoquimica.

Em nosso estudo de resposta cronica foi verificado que a MMP-1 reduziu, colaborando com a
pesquisa de Li et al (2009), que avaliou via PCR a MMP-1 cronica em ratos treinados. Mammi et al
(2011) avaliaram via ELISA a MMP-1 em seres humanos que realizaram exercicio fisico em
cicloergdmetro utilizando de 60 a 80% da frequéncia cardiaca maxima por trés semanas, e verificaram
que a MMP-1 também foi reduzida no grupo treinado. Talvez ao longo do tempo o aumento agudo da
MMP-1 apés o exercicio poderia levar a uma diminuicdo da MMP-1 cronica, devido a uma possivel

adaptacdo do organismo a atividade fisica constante.

Uma hipétese explicando a reducdo das MMP-1 com o exercicio pode ser sua relagdo com o
célcio, pois as metaloproteinases sdo endopetidases calcio dependente contendo zinco, e as fibras
musculares também necessitam de célcio para que ocorra a interacdo entre actina e miosina (proteinas
contriteis), gerando a contracdo, portanto o célcio poderia competir entre os dois locais, atrasando a

expressio de MMP-1.”

Outro aspecto que pode estar relacionado e merece atencdo € a intensidade da atividade fisica.
Sera que a intensidade pode ser um fator modulador das metaloproteinases? Posteriores estudos
comparando resposta aguda e cronica do exercicio, além de diferentes intensidades, poderiam elucidar

esta hipotese.

Conclusao

Sugere-se que o stresse gerado pela atividade fisica da musculatura lesionada diminui a expressao
da MMP-1 no estdgio inicial do processo de reparo e aumenta no estigio tardio e que diminui a
expressao da IL-6 no grupo experimental o que pode ter contribuido no estudo prévio com o incremento
do colageno do tipo III na fase inicial do processo de reparo e uma menor deposi¢io de coldgeno do tipo
I em uma fase mais tardia, resultando em menor resisténcia da ferida. Sugere-se entdo que os atletas
isolem o grupo muscular lesionado durante o treinamento para ndo interferir na remodelacdo da

arquitetura tecidual.
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2-ARTIGO EM INGLES

Immunoexpression of metalloproteinase-1 and Interleukin-6 in repair process in muscle lesions in
rats submits of the exercise.

Introduction

Muscle injuries are part of the daily lives of athletes of high physical performance and the repair
process ends up becoming crucial for returning to sports activities.® In many cases recovery is so
important that can define the participation of athletes in sports competitions and even generate losses of
resources.®” > The muscle lesions correspond to a percentage 10-55 % of all injuries suffered by athletes
during sports practice.”

The muscle recovery occurs by two pathways: the regeneration of the injured area or fibrosis ,
which determines the repair pathway is the extension of the area lesionada.®® during the repair process of
muscle inflammatory cytokines are activities.® * **** Coupled skeletal muscle are called myokines .
Interleukin-6 (IL-6) is the most myokines expressed in muscle tissue during exercise practice.” ** IL- 6
is primarily released by macrophages and lymphocytes in response to a injuria.21 To Toumi and Best
(2006) IL- 6 is involved in the repair process."” *’For the degradation of collagen type III for it to be
deposited type I collagen which gives greater wound strength occur it is necessary the presence of matrix
metalloproteinases (MMP) .'” MMPs present in our body in number of 20,'"* among them more present
in the process of repair , remodeling and degrading collagen III is typical MMP- 1.%

In a previous study by Namba (2013) was found in rats with induced ulcers, increased expression
of collagen type III at 14 days and less type I at 21 days, which means that despite the rapid deposition of
collagen in a earlier stage this tissue showed a lower maturation at a later period giving less resistance
the wound . Thus the hypothesis of the study is that there would be changes in the immunoreactivity of
IL-6 and MMP-1compair animals undergoing physical training in sedentary. The presence of collagen
type III gives the repair process over tissue architecture of least resistance, in this sense, knowing the
importance of IL-6 and MMP-1 in this process, the purpose of this research was to investigate the
interaction of IL-6 and MMP-1 in the repair process in trained with the presence of an ulcer in their

respectively myokine active muscles and the enzymes involved in the repair process animals .

Methods

This study was approved by the Ethics in Research use of animals at the Pontifical Catholic
University of Parand (CEUA/PUCPR) under number 297 / 07 . The sample consisted of 64 male Wistar
rats , aged 50 days, weighing between 250 and 300 grams . The animals were fed food and water ad

libitum and the photoperiod of 12 hours light and 12 hours darkness was respected.
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The animals were divided into two groups: a) Experimental Group (EG ) 32 animals with muscle
damage and previously practiced physical activity b ) Control Group (CG ) with 32 sedentary animals
suffering from muscle injury . Within each group, the animals were divided into four subgroups (n=8)
for 2, 7, 14 and 21 days after induction of muscle injury. The repair process was evaluated without any
therapeutic interference. GE animals swam in a scheme of 5 training days and 2 rest days/week
according to the methodology described by Namba et. al. (2013). The swimming sessions occurred at 8
o'clock in asbestos container (100cm x 70cm x 60cm ) with 40cm of water column at 32°C .

In the first five days of swimming animals have adapted to the aquatic environment starting for
10 minutes so that each day were added 10 minutes. From the sixth day of swimming was added a daily
amount equivalent to 5 % of the thorax coupled through an elastic body weight load.

On day 11 ° swimming held muscle injury , and the animals to be trained within 2 , 7, 14 and 21
days of induction of injury , ie a total of 13, 18 , 25 and 32 days of swimming respectively. GE animals
despite not undergoing swimming, were placed in the water and immediately removed in order to
simulate the neurophysiological stimulation induced in the experimental group.

After anesthetized by intraperitoneal injection of sodium thiopental 80mg/kg ® (Cristélia , SP ,
Brazil) , the injury was in the right gastrocnemius muscle was performed with 80 uL of 40 % NaOH ,
subcutaneously .

After 2, 7, 14 and 21 above, the animals of CG and GE were killed by injecting a high dose of
anesthetic solution through intraperitoneal (thiopental sodium, 150mg/Kg) The injured area was
removed, fixed in 10% formalin and processed.

Immunohistochemical evaluation for IL-6 and MMP-1 protein was performed using histological
sections of 4 mm thick , antigen retrieval was performed , where the slides were immersed in stove
Immunoassay Retriver ( Dako , Carpinteria , CA, USA ) in a tub of bath at 99 ° C for 30min.Os sections
were incubated with the primary antibodies anti - IL-6 and MMP-1 (mouse monoclonal , Immuny
Biotechnology , Campinas , Sdo Paulo , Brazil and rabbit monoclonal , clone : EP247Y mark : millipore ,
California USA) in a moist chamber at 4 ° C overnight . Dilution (in Antibody Diluent with Background-
Reducing Components , DAKO Carpinteria , CA , USA , code S302283 ) from 1:200 to 1:50 . The
positive control used was inflamed skin lesion and placenta. The negative control was obtained by
omitting the primary antibody. The sections were incubated with Advance link (Dako, Carpinteria, CA ,
USA, code K406889) for 30 minutes at room temperature in a moist , dry and incubated Advance
chamber enzyme (Dako Corporation, Carpinteria, CA , USA, code K406889) 30 minutes at room
temperature in a humid chamber . The development reaction was performed with the chromogen solution
of 3,3 ' -diaminobenzidine (1:1) ( DAB - Sigma Chemical , St. Louis , USA, code D7679 ) for 5 minutes.
Counter- staining was performed with Harris hematoxylin solution for 5 minutes.

Immunopositive structures or brown stained cells were considered, 5 images of each slide were
captured through a micro Dino-Lite ® 423X AM (AmMo Electronics Corporation , New Taipei city ,

Taiwan) coupled to an Olympus BX - 50 microscope ( Olympus , Tokyo, Japan ) at a magnification of
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400X . The images were analyzed in the morphology Image Pro Plus 4.5 software, the area of IL-6 and
MMP-1 is obtained in pm®.
In the statistical analysis, the comparison between the group and time variables used parametric

ANOVA followed by Games-Howell test for heterogeneous variances.

Results

At 21 days, the average area of IL-6 was significantly higher in CG compared to EG (p = 0.017)

as shown in Table 1.

TABLE 1: Average area of IL-6 (square micrometers) according to the time variable in the control group
(CG) and Experimental Group (EG)

Days CG (X+DP) EG (X+DP) P
2 3.931,88+1.101,17 2.829,79+ 968,38 0,6112
7 1.246,88+557,02 503,49+175,36 0,1792
14 1.026,00+576,36 580,57+134,37 0,6220
21 3.91537+1.319,25 598,08+349,03 0,0017%*

Test GAMES HOWELL: X = mean, SD = standard deviation SOURCE: Research 2013.

A lower expression of MMP-1 was observed at 14 days in EG compared to the CG, and the
opposite was observed at 21 days (Table 2).

TABLE 2: Average area of MMP-1 (square micrometers) according to the time variable in the control
group (CG) and Experimental Group (EG)

Days CG  (X+DP) EG  (X+DP) P
7 19.983,00+8.150,06 8.113,3242.207,15 0,15
14 26.735,02+10.773,28 2.434.42+1.324,40 0,01%*
21 7.273,49+2.304,86 14.586,71+8.601,10 0,05%

Test ANOVA: p =0.0003, X = mean, SD = standard deviation SOURCE: Research 2013.

It was necessary to evaluate the MMP-1 to 2 days for this period collagen type III would not have been
deposited much less degraded.

Discussion

The physical exercises when performed regularly and continuously improve the quality of life of

individuals facilitating the responses of the inflammatory process and acting as reducing the risks of

4, 22,31

cardiovascular diseases , infections and changes imunoldgicas. In the context of competitions in

sports high performance training is a fundamental part in the development of athletes . Muscle injuries
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are part of inadequate training, excessive training or trauma resulting from the proposed activities and
may determine the absence of athletes in competition or an early termination of atletic career, >'****’ To
study the influence of exercise on the expression of IL-6 and MMP-1 and the repair process , we used the
method of Namba et al training. (2013), where he underwent the Wistar rats to swimming after

. . . . 18
adjustment thereof was induced an ulcerated lesion gastrocnemius muscle.

Whereas physical activity can positively affect the repair process, despite muscle injuries are
common among athletes influence on the yield of these only one previous study (Namba et al , 2013)
showed the influence of physical exercise on an injured muscle group , checking a delay in collagen
deposition type I resulting in a smaller wound strength . This study did not examine the possible factors
that could influence this result. In this sense it is worth mentioning the pioneering of this study, helping
fill a gap in the literature . Thus it was found that the exercise in an injured muscle group causes: 1)
reduced expression of IL-6 on day 21 and 2) decreased expression of MMP-1 after 14 days and an

increase after 21 days.

Factors such as the presence of cytokines are present in the active stages of processo.” * *!!

Moderate physical activity alters the response inflamatéria®® and provides a beneficial effect on the
release of cytokines.'*'®*' Cytokines are part of the proliferative phase repair, as it acts in the recruitment
of fibroblasts that are responsible for the synthesis of coldgeno.”* **** The study cells showed increased
expression of IL-6 in CG at all times evaluated , being significant at 21 days . It is suggested that the
alterations affecting the expression of IL-6 in EG is related to muscle injury present, exacerbating the
stress of physical activity . Physical exercises performed regularly increase the expression of IL-6 as
assessed """ Pedersen and Mathur (2008) in muscle biopsies.15 The results differ from these authors,
because the animals showed a CG increased expression of IL-6 when compared to EG. It is suggested
that the search result does not corroborate with the literature for the presence of muscle damage (ulcer)
be associated with physical activity that was not interrupted even after induction of injury, besides the
active muscles in training did not go through a period of rest after lesion formation. Thus the
maintenance of exercise in active muscles promotes a lower expression of IL-6 disadvantaging the repair
process. Further studies could evaluate the expression of this cytokine in other muscles that do not

participate actively in the training.

As shown in the results verified that the decreased expression of MMP-1 in the trained group
generated an increase in the expression of type III collagen at 14 days. From 14 to 21 days, there was a
significant reduction in collagen type III, and that is compatible with the increase of MMP-1 expressed in
trained in the same 21 day period group, since MMP-1 selectively degrades more collagen type IIL.*
Possibly if animals were monitored for 28 days the amount of type III collagen amount in sedentary and

exercise groups. Further studies should be conducted to confirm this hypothesis.
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This response seems to be standard in some studies linking chronic physical activity with MMP-
1."% A study by Ulrich (2004) found that the expression of MMP-1, as assessed by
immunohistochemistry , increased after acute exercise of high intensity.”® Cappelli et al (2009 ) also
found in their study that MMP-1 increases after acute exercise, in this case , a horse race , returning close
to baseline levels 24 hours after exercicio.” However this study did not the immunohistochemical
technique was used to evaluate PCR , but only the genes and the protein no longer expressed as protein

in immunohistochemistry .

In our study of chronic response was observed that MMP-1 reduced , collaborating with research
by Li et al (2009) evaluated via PCR chronic MMP-1 in trained rats. Mammi et al (2011) assessed via
ELISA MMP-1 in humans who underwent exercise on a cycle ergometer using 60-80 % of maximum
heart rate for three weeks, and found that MMP-1 was also reduced in the trained group. Perhaps over
time the sharp increase of MMP-1 after exercise could lead to a decrease (inhibition) of chronic MMP-1,

due to a possible adaptation of the organism to constant physical activity.

One hypothesis explaining the reduction of MMP-1 with exercise may be its relationship with
calcium because endopetidases dependent metalloproteinases are zinc-containing calcium, and the
muscle fibers also require calcium for the interaction to occur between actin and myosin (contractile
proteins), causing contraction, so calcium could compete between the two locations, delaying the

expression of MMP-1.”

Another aspect that may be related and deserves attention is the intensity of physical activity.
Does the intensity modulator can be a factor of metalloproteinases? Subsequent studies comparing acute

and chronic exercise response, and different intensities, could elucidate this hypothesis.

Conclusion

It is suggested that the stress generated by physical activity of the injured muscles decreases the
expression of MMP-1 in the initial stage of the repair process and increases in late stage. The lower
expression of IL-6 in the experimental group may have contributed in a previous study with the increase
of collagen type III in the early phase of the repair process and less deposition of collagen type I in a
later phase, resulting in less resistance the wound. It is suggested that athletes then isolate the injured

muscle group during training not to interfere with the remodeling of tissue architecture.
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APENDICE A - MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido a apreciagdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da Pontificia Universidade do Parana (PUCPR) sob registro n® 279/07

Selecao da Amostra

A amostra foi constituida por 62 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus)
com idade aproximada de 45 a 50 dias, pesando aproximadamente entre 250 a 300g,

provenientes do Biotério da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR).

O método experimental e todos os experimentos realizados obedeceram as recomendacoes
éticas, legais e de biosseguranca especificadas para experimentacdo animal.* Animais
machos foram utilizados para eliminar qualquer variabilidade hormonal devido ao ciclo
reprodutivo da fémea. O periodo de aclimatagdo nao foi necessario devido ao nascimento e ao

experimento serem realizados no mesmo ambiente (Biotério PUCPR).
Acondicionamento da Amostra

Durante o periodo experimental os animais permaneceram no Biotério da PUCPR e foram
acondicionados em gaiolas contendo 3 animais em cada. A gaiola-viveiro foi constituida de
caixas de propileno semi-fosco com locais especificos para colocacdo de alimento e agua.
Durante todo o experimento, as gaiolas permaneceram forradas com cepilho (maravalha de
pinus), com a finalidade de absorver a urina dos animais e a agua derramada no seu interior,
manter o fundo sempre seco, e servir de isolante térmico, a fim de reduzir a conducao de calor

do corpo dos animais.

As raspas de madeira foram substituidas diariamente para evitar o acimulo de gases téxicos
(amobnia e sulfito de hidrogénio) resultantes da degradacdo oxidativas e bacteriana dos

excrementos, oferecendo assim, condicdes favoraveis de higiene, conforto e bem-estar.’

Foram utilizados dispensadores de vidro para agua, com bico de ago inoxidavel, com
capacidade para 500ml, disponiveis permanentemente na gaiola para garantir suprimento

constante de agua mineral aos animais.
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Foi realizado controle de fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro para evitar
alteragbes no ciclo metabdlico.” Cada animal recebeu uma identificacdo para atender os
objetivos dos autores. Com o objetivo de observar alteragdes de peso e para o calculo e
ajustes das dosagens da medicacao que foi administrada, os animais foram pesados no inicio
da pesquisa e diariamente, até sua conclusao com o auxilio de balanga eletrénica de precisao

(Gehaka — BG 4001).
GRUPO EXPERIMENTAL

Os animais deste grupo realizaram como treinamento a natacao por 33 dias, respeitando os
periodos de eutanasia de cada subgrupo (2, 7, 14 e 21 dias), sendo 5 dias de treino e 2 dias
de repouso. Na primeira semana realizou-se a adaptacdo dos animais ao ambiente aquatico,
iniciando o treinamento com 10 minutos, acrescendo 10 minutos didrios para que ao quinto dia
0s animais ja estivessem nadando por 50 minutos. Na segunda semana, ap6s a adaptacao
acrescentou-se ao treinamento uma carga equivalente a 5% do peso corporal acoplada ao
térax.® Esta carga foi acrescentada diariamente ap6s pesagem do animal colando-se o peso
equivalente ao torax, utilizando um elastico. Na terceira semana, no 12° dia de treinamento
realizou-se a ulceragdo no musculo gastrocnémio dos animais e mesmo apds o inicio de
formacédo da lesdo os animais continuaram o treinamento. Apés 2 dias o primeiro grupo de
animais GE no periodo de 2 dias foram sacrificados. Na quarta semana no 19° dia de
treinamento os animais no periodo de 7 foram sacrificados. Na quinta semana no 25° dia de
treinamento os animais no periodo de 14 dias foram sacrificados. Na sexta semana os animais
do subgrupo de 21 dias continuaram o treinamento e na sétima semana no 33° dia os ultimos
animais foram sacrificados. As sessdes de natacdo iniciaram as 8 horas em recipiente de
amianto (100cm x 70cm x 60cm) com coluna de agua de 40cm, para evitar que os ratos
apoiassem a cauda no fundo do recipiente. A temperatura da agua foi mantida em 32 +1° C.
Apb6s o término das sessdes de natacdo, os ratos eram enxugados e retornados as suas

respectivas gaiolas em sala com temperatura de 25° C.
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GRUPO CONTROLE

Apesar de ndo submetidos a natacdo, os animais foram colocados na agua nas mesmas
condi¢des anteriores por aproximadamente 2 minutos por dia para simular a manipulacao dos
animais dos grupos anteriores.

Ulceracao

As lesdes ulceradas no musculo gastrocnémio das patas dos ratos foram induzidas pela
aplicagao de 0,08 mL de hidréxido de sddio a 40% de forma sub-cutanea. Para realizagéo da
lesdo os animais foram previamente anestesiados por meio de uma injegao intraperitoneal de
tiopental sodico® (Cristalia, Brasil, 80 mg/kg). Para ambos os grupos, as lesbes foram

realizadas na terceira semana apés o inicio do experimento.

Figura 1: Local de administracdo sub-cutanea de NaOH para inducéo da lesdo muscular
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Eutanasia dos animais, obtencao e preparo dos espécimes

Ao término do periodo experimental os animais foram eutanasiados por overdose de

solugao anestésica (tiopental sodico, 150 mg/Kg).
Analise histologica

Apoés a eutanasia correta, realizou-se as andlises histolégicas dos tecidos retirados dos
animais desse estudo. Foram removidos os segmentos teciduais abrangendo a area
lesionada (musculo gastrocnémio da pata do rato). Os espécimes teciduais foram colocados
em recipiente previamente identificado contendo solugéo fixadora de formalina neutra a 10% e
enviado ao laboratério de Patologia Experimental da PUCPR. Decorrido o periodo minimo de
24 horas para a fixagdo, a parte do musculo gastrocnémio contendo a area lesionada foi
seccionada transversalmente para observar epitélio e tecido conjuntivo, desidratada em alcool,
diafanizada em xilol e incluida em blocos de parafina de acordo com a técnica histolégica
convencional. Os blocos foram montados em micrétomo e obtidos cortes com cinco

micrdmetros (um) de espessura e coradas com hematoxilina-eosina (HE).

Analise histologica

Segmentos teciduais abrangendo a area lesionada foram removidos cirurgicamente e
(musculo gastrocnémio da pata do rato), depois fixados em formalina neutra a 10%. Os

espécimes teciduais foram desidratados, diafanizados e emblocados em parafina.

ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

A avaliacdo do marcador imunohistoquimico da intereucina-6 foram realizadas no
Laboratério de Patologia Experimental da PUCPR. A partir de blocos de parafina foram
obtidos cortes histolégicos de 4 ym de espessura que foram estendidos sobre laminas
carregadas eletricamente (Laminas - AutoWrite® Green Adhesion Slides Cut Edges , Sacura,
cbdigo 9546-1). . As laminas foram secas a 60°C por 24hrs. A desparafinizagéo foi feita com
xilol em temperatura ambiente (2 banhos de 10 min). Em seguida, os cortes foram hidratados

em alcool etilico absoluto (3 banhos de 1 min) e alcool etilico 80% (1 banho de 1min). A fim de
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inibir a peroxidase endogena, os cortes foram incubados em solugcdo de peréxido de
hidrogénio e metanol 5% e lavados em agua destilada. Depois foi realizada a recuperacao
antigénica, aonde as laminas foram imersas em recuperador Imuno Retriver (Dako,
Carpinteria, CA, EUA,) em uma cuba de banho-maria a 99°C por 30min, deixando esfriar a
temperatura ambiente. Foi entdao novamente lavado em &gua destilada. Em seguida as
laminas foram marcadas com a caneta hidrofébica Dako pen (Dako, Carpinteria, CA, EUA,

Cédigo S2002), delimitando a area do corte.

Os cortes permaneceram imersos em tampao TBS tris ® pH 7.3 até o momento da
incubacado do anticorpo primario para evitar a secagem do corte. Os cortes foram secos e
incubados com o anticorpo priméario anti-lL.-6(monoclonal de camundongo, Imuny
Biotecnology, Campinas, Sao Paulo, Brasil), em camara umida, a 4°C, overnight. A diluicao do
anticorpo (em Antibody Diluent with Background-Reducing Components, DAKO Carpinteria,
CA, EUA, cédigo S302283) foi de 1:200 O controle positivo utilizado foi a pele com lesdo. O
controle negativo foi obtido omitindo o anticorpo primario. Apds a incubagao, os cortes foram
incubados em tampéao TBS tris pH 7.3, sendo mantido no tampé&o por 15 min. Em seguida os
cortes foram lavados novamente em tampado, as laminas foram secas, e incubadas com
Advance link (Dako, Carpinteria, CA, EUA, cédigo K406889) por 30 minutos a temperatura
ambiente em camara Umida. As laminas foram lavadas tampao TBS tris pH 7.3 e em seguida
secas e incubadas em Advance enzyme (Dako Corporation, Carpinteria, CA, EUA, cédigo
K406889) por 30 minutos a temperatura ambiente em camara Umida. Em seguida os cortes
foram lavados em tampao TBS tris pH 7.3. A revelacao da reacao foi executada com a solucao
cromégena de 3,3' diaminobenzidina (1:1) (DAB - Sigma Chemical, St. Louis, EUA, cdodigo
D7679) por 5 minutos. Seguiu-se a lavagem em banhos de agua destilada. A contra-coloracao
foi feita com solucdo de hematoxilina de Harris por 5 minutos. Em seguida as laminas foram
lavadas em agua corrente, sendo mantidas em agua por 5 minutos. Seguiu-se a desidratacao

em trés banhos de etanol absoluto por um minuto e a diafanizagdo com trés banhos de
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xilol’'por 5 minutos As laminas foram montadas com laminulas de vidro e Permount (Fisher
Scientific®, Fair Lawn, EUA, cédigo SP15-500).

Foram consideradas imunopositivas as estruturas ou células coradas de marrom.
Foram capturadas em média 5 imagens 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 IL-6 em um?.
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Registro do projeto no CEUA: 297

Data do parecer: 04/12/2007

Titulo do Projeto:

Analise do processo de reparo em lesdo bucal e muscular de ratos submetidos
a exercicios fisicos.

Pesquisador responsavel:
Ana Maria Trindade Grégio

Equipe da pesquisa:
Eli Luis Namba; Mariele Thomé Jung; Rodrigo Bertier Valentim

Instituicdo:
PUCPR

Categoria do Experimento - Categoria B
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O colegiado do CEUA em reuni&o no dia 29/11/2007, avaliou o projeto e
emite o seguinte parecer: APROVADO.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser
apresentadas ao CEUA-PUCPR de forma clara e sucinta, identificando a parte
do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicbes, cabe
ao pesquisador ndo inicia-la antes de receber a autorizag@o formal para a sua
realizagdo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado
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pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA em gualquer
tempo.

Lembramos ao senhor pesquisador que € obrigatério encaminhar o
relatério anual parcial e relatério final da pesquisa a este CEUA.

Curitiba, 4 de dezembro de 2007.

Atenciosamente
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unpublished references that are closely related to the
submitted paper or are important for understanding it
should be uploaded as supplemental files.

References will be linked to Medline citations for the
reviewers. Authors can include articles that are in
Epublish mode. To ensure that the references are
linked correctly, please provide the PMID number
from Medline at the end of

the reference. For example: Emery CA, Meeuwisse
WH. Injury Rates, Risk Factors, and Mechanisms of
Injury in Minor Hockey. Am ] Sports Med. 2006 Jul
21; [Epub ahead of print]

PMID: 16861577

Figures and Tables

Figures and tables should not exceed 3 journal pages.
One journal page equals 1 large table or figure, 2
medium-sized tables or figures, or 4 small tables or
figures. Medium-sized The American Journal of
Sports Medicine Manuscript Submission Guidelines
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tables and figures will be a page width and half the
length of the page; small tables and figures are 1-
column width and take up half the length of the page
or less.
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Any material that is submitted with an article that has
been reproduced from another source (that is, has
been copyrighted previously) must conform to the
current copyright regulations. It is the author’s
responsibility to obtain written permission for
reproduction of copyrighted material and for
providing  the editorial office with that
documentation before the material will be
reproduced in the Journal.

Be sure to include figure legends in the text. The
figure legend should include descriptions of each
figure part and identify the meaning of any symbols
or arrows. Terms used for labels and in the legend
must be consistent with those in the text.

Color will be used in the Journal where needed (eg,
histology slides or surgical photographs). All other
figures, such as bar graphs and charts, should be
submitted in black and white.

Figures for papers accepted for publication must
meet the image resolution requirements of the
publisher, Sage

Publications. Files for line-based drawings (no
grayscale) should ideally be submitted in the format
they were originally created; if submitting scanned
versions, files should be 1200 dots per inch (dpi).
Color photos should be submitted at 600 dpi and
black-and-white photos at 300 dpi.

Charts and graphs can be submitted in the original
form created (eg, Word, Excel, or PowerPoint).
Photographs or scanned drawings embedded in Word
or PowerPoint are not acceptable for publication. If
figures are embedded in the submitted manuscript for
ease of reading they should also be submitted as
separate files for use in the publication process.

All photographs of patients that disclose their
identity must be accompanied by a signed
photographic release granting permission for their
likeness to be reproduced in the article. If this is not
provided, the patient’s eyes must be occluded to
prevent recognition.

For tables, the system accepts most common word
processing formats. Tables should be numbered
consecutively and have a title that describes the
content and purpose of the table.

Tables should enhance, not duplicate, information in
the text.

Videos

Use of supplementary video is encouraged. Videos
may be submitted with a manuscript and, if approved
by the editor, will be posted online with the article
when published. Video submission is strongly
encouraged for manuscripts reporting surgical,
examination, or exercise techniques or injury
mechanisms. For more information about the format
requirements for videos, please review the Video
Format Guide.

For detailed information pertaining to copyright and
permissions  requirements, view the Video
Permission and Fair Use Quick Guide. For videos
with identifiable subjects, subjects will need to sign



the Audio-Visual Likeness Release form. It is the
author’s responsibility to submit signed release
forms, if necessary, for each video.

ACCEPTED MANUSCRIPTS

Once an article is accepted and typeset, authors will
be required to carefully read and correct their
manuscript proofs that have been copyedited by the
publisher. Any extensive changes made by authors
on the proofs will be charged to authors at the rate of
$2 a line. Authors are responsible for ordering
reprints of their articles; a reprint order form is
provided with the page proofs. Completed articles
will be published on our website before print
publication.

NIH-Supported Studies

Authors of studies funded by grants from the
National Institutes of Health can deposit a copy of
their accepted final peerreviewed manuscript and
associated figure/table files (pretypeset versions) to
the NIH database after a 12-month embargo period
from the time their article is published in AJSM.
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