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RESUMO

Objetivos: O objetivo do estudo foi avaliar a atividade da MMP-2 no tendao do musculo
quadriceps e no ligamento patelar apos treinamento resistido em modelo animal induzido a
osteoartrite (OA) apds lesdo do ligamento cruzado anterior (LCA). Métodos: Foram utilizados 36
ratos (com peso 300 aproximado + 10g) divididos em 6 grupos experimentais, (n = 6/ cada):
controle (C), osteoartrite (OA), sham (S), exercicio (E), osteoartrite e exercicio (OAE), sham e
exercicio (SE). O treinamento de forga foi realizado durante oito semanas no qual os animais
subiram uma escada vertical de 1,1 m com pesos conectados a suas caudas. Os animais
realizaram 10 sessdes com intervalo de 30 segundos entre cada subida, 3 vezes por semana, em
dias alternados durante um periodo total de 8 semanas. A atividade da MMP-2 foi analisada por
zimografia. Resultados: Houve diminuicao significativa nas bandas prd, intermedidria e ativada
MMP-2 no grupo de osteoartrite exercicio (OAE) quando comparada com os grupos osteoartrite
(OA) e sham com exercicio (SE) em ambos, tendao quadriceps e ligamento patelar (p<0,05).
Além disso, quando comparado o contetido da MMP-2 entre os dois tecidos (tendao e ligamento),
um maior contetido de MMP-2 foi observado no ligamento do que no tendao patelar (p<0,05).
Conclusao: O exercicio resistido realizado durante oito semanas modulou positivamente a
atividade de MMP-2 no tenddao quadriceps e no ligamento patelar com OA. Dessa forma, a
regulacdo negativa da ativagdo de MMP-2 representa uma resposta positiva promovida pelo
treinamento para o tendao quadriceps e ligamento patelar em animais com OA. Assim como,
importancia clinica, o treinamento resistido pode atuar na redugdo de expressao da MMP-2 em

quadros de OA preservando a articulagdo ¢ minimizando a progressao da doenga.

Palavras-chave: Treinamento resistido. MMP-2. Tenddo quadriceps. Ligamento patelar.

Osteoartrite.



ABSTRACT

Aims: The aim of the study was to evaluate the MMP-2 activation in the tendon and patellar
ligament after strength training exercise in rats model submitted toanterior cruciate
ligamentinjury. Methods: We have evaluated 36 male rats (with an approximate weight 300+10g)
divided into 6 experimental groups, (n = 6/each) control (C), osteoarthritis (OA), sham (S),
exercise (E), osteoarthritis with exercise (OAE), sham with exercise (SE). An eight week strength
training period, during which the animals climbed a 1.1-m vertical ladder with weights attached
to their tails. The animals performed 10 sessions climbingwith 30 seconds interval between each
climb, 3 sessions per week on alternate days for a total period of 8 weeks. The MMP-2 activity
was analyzed by zymography. Results: There wassignificant decreased in active-, intermediate-
and pro-MMP-2in the osteoarthritis with exercise (OE) group when compared to the
osteoarthritis (OA) and sham with exercise (SE) group in both tendon and patellar ligament (P<
0.05). In addition, a novel finding was that active, intermediate and pro-MMP-2 activity differed
between tissues and a higher activity in the patellar ligament when compared to patellar tendon
was observed respectively (P< 0.05). Conclusion: The strength exercise carried out for eight
weeks changed the MMP-2 activity in the tendon and patellar ligament with injury. Thus, down-
regulation of MMP-2 activation seems be a positive response for the patellar tendon and patellar
ligament in animals with OA subjected to strength exercise program. It is highly possible that
strength training exercise intervention for osteoarthritis will target the decrease of MMP-2

expression.

Key words: Strength training. MMP-2. Patellar tendon. Patellar ligament. Osteoarthritis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Morfologia tendinea e ligamentar

Os componentes do musculo quadriceps femoral se inserem na patela como um tendao
constituido por trés camadas, sendo, portanto, uma estrutura trilaminar: o tenddo do musculo reto
femoral (superficialmente), o tenddo do musculo vasto medial e lateral (camada intermedidria) e
o tenddo do musculo vasto intermédio (camada profunda). Sua verdadeira inser¢do ¢ na
tuberosidade da tibia, sendo o ligamento patelar conhecido como seu prolongamento
(WALIGORA; JOHANSON; HIRSCH, 2009) (Figura 1).

O ligamento patelar se estende até a tuberosidade da tibia e ¢ definido como um feixe
ligamentoso que se encontra entre o tecido subcutdneo e a bolsa pré-tibial ou infrapatelar

profunda (BIANCHI et al., 1994; TORNIN, 2012).

Figura 1. Vista anterior do joelho direito mostrando o tendao do quadriceps e o ligamento patelar

Tendao do musculo quadriceps
femoral

Ligamento patelar

Tuberosidade da tibia

Fonte: NETTER (2015).

O tenddo ¢ um componente anatdmico dos musculos estriados esqueléticos, composto por

tecido conjuntivo denso (CONNIZZO; YANNASCOLI; SOSLOWSKY, 2013). E composto,
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predominante, por colageno tipo I organizado hierarquicamente em fibrilas, fibras, feixes e
fasciculos que correm paralelamente ao longo do eixo de forca do tenddo de forma a resistir a
altas forcas de tragdo entre os musculos e ossos. Os feixes de fibras coldgenas estdo embutidos
em proteinas da matriz extracelular (MEC), incluindo os proteoglicanos (FRIZZIERO et al.,
2011). O colageno tipo II, III e V e pequenas quantidades de tipos de colageno XII e XIV,
também estdo presentes nos tenddes, porém em menor quantidade (KOSTROMINOVA e

BROOKS, 2013) (Figura 2).

Figura 2. Organizacao hierarquica do tendao
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Fonte: NOURISSAT; BERENBAUM; DUPREZ (2015)

Ainda, entre as fibrilas de coldgeno estdo presentes células que sdo responsaveis pela
sintese e manutencdo da MEC com papel fundamental no metabolismo dos proteoglicanos,
chamado de fibrdcitos. Sdo fibroblastos que apresentam morfologia alongada e, quando ocorre

sua diferenciacdo e maturidade, sdo chamados de fibrdcitos. O controle de diferencia¢do dos
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fibrécitos e suas células progenitoras parecem ser essencial ao desenvolvimento do tendao,
reparacao e seu remodelamento (MAGNE; BOUGAULT, 2015).

A populagdo de células do tenddo ¢ heterogénea e mal definida, sem marcadores claros
disponiveis para identificar as células. Pelo menos duas populagdes celulares distintas sdo
evidentes no tenddo: os fibroblastos, especializados altamente alongados dentro de fasciculos
(fibrocitos), que sintetizam uma MEC rica em colageno, e uma populagdo de células mais
arredondadas na matriz interfascicular, que parecem ser metabolicamente mais ativas que os
fibroblastos (SCREEN et al., 2015).

Os proteoglicanos sdo frequentemente associados com fibrilas de colageno ou acido
hialurénico. Proteinas como a elastina, proteina de ligagdo, proteina da matriz da cartilagem
oligomérica, tenascina-C, que modula a adesdo celular e fibronectina também esta presente na
matriz extracelular do tendao e estdo envolvidos na organizagdo e sinalizacdo da MEC (YOON;
HALPER, 2005). Apesar de proteoglicanos compor em aproximadamente 1% do peso seco das
regides de tracdo dos tenddes, eles contribuem para a biomecénica e propriedades estruturais da
matriz extracelular do tendao (PARKINSON et al., 2011).

Os proteoglicanos encontrados no tenddo sdo classificados em dois grupos: 1) os
pequenos proteoglicanos ricos em leucina (SLRPs) em que a decorina € o principal, constituindo
aproximadamente 90 % do conteudo total de proteoglicanos, encontrada predominantemente na
regido tensional do tenddao (I0ZZO ¢ MURDOCH, 1996; YOON e¢ HALPER, 2005). Também
estdo presentes a biglicana, a fibromodulina, a lumican e a Keratocana, este ultimo com papel na
regulagdo da matriz de coldgeno (REES et al., 2008); e 2) os grandes proteoglicanos de
agregacdo, sao caracterizados pela presenga de dominios globulares separados por ligacdes de
glicosaminoglicanos (GAGs) da regido (PARKINSON et al, 2011; MAGN ¢ BOUGAULT,
2015).

Os ligamentos possuem estruturas semelhantes, com pouca variagdo na sua celularidade,
atividade metabolica e vascularizagao, dependendo do tamanho, fungdo e atividade metabolica.
Assim como os tenddes, também sdo compostos por feixes de colageno (75%) organizados ao
longo do eixo de forga, dois tercos de 4gua, elastina (4,5%), glicosaminoglicanos (0,5%), entre
outras substancias (PECORA et al., 2001).

O sistema elastico dos ligamentos possui trés tipos de fibras: fibras oxitalanicas, que sdo

secretadas pelos fibroblastos e que irdo formar a fibra elastica; fibras elauninicas formadas pela
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aderéncia da substancia amorfa, elastina, as microfibrilas; e fibras elasticas maduras. Esse sistema
compde a elastogénese, responsavel pela elasticidade e resisténcia oxitalonica do tecido
(PECORA et al., 2001).

A sustentagdo e prote¢ao dos tecidos do tenddo e ligamento dependem da quantidade e
organizacdo da matriz extracelular (MEC), com seus componentes como o colageno,
fibronectina, a propria elastina bem como as metaloproteinases de matriz (MMPs) que participam

da degradagdo do colageno e de outras proteinas da MEC (MARQUETTI, 2010).

1.2 Osteoartrite

A osteoartrite (OA) € uma doenca cronica degenerativa que afeta a cartilagem articular, o
remodelamento do osso subcondral, membrana sinovial e dos tecidos periarticulares (GOH et al.,
2016; ESPINOSA et al., 2016).

A OA ¢ considerada uma das principais causas de reducdo de qualidade de vida na
populacdo, e sua prevaléncia aumenta rapidamente com a idade (KIADALIRI et al., 2016;
PREECE et al., 2016). E estimado em mulheres (18%) e em homens (10%) acima de 60 anos de
idade possuem OA sintomadtica e que 50% das pessoas com mais de 65 anos ja apresentam
evidencia radiologica da OA (ARDEN e NEVITT, 2006).

A OA geralmente ¢ caracterizada por reducao na espessura da cartilagem e alteragdes no
osso subcondral o que danifica toda a cartilagem, incluindo os tecidos sinoviais. Nos estagios
iniciais da OA, a sobrecarga mecanica promove um desequilibrio entre a formagdo Ossea
subcondral e a reabsor¢ao, bem como a fabricacao da cartilagem e sua degradagdo. Localmente,
os osteoblastos do osso subcondral expressam citocinas e fatores de crescimento tais como IL-1,
IL-6, TNFa ou IGF-1, que aumentam a atividade dos osteoclastos conduzindo a um aumento da
reabsor¢ao oOssea. Eles também induzem uma produgdo de proteases por condrocitos, tais como
MMPs e ADAMTSs. A deterioragdo da relagdo OPG/RANKL também ocorre sob carga
mecanica, resultando em efeitos pro-catabolicos adicionais tanto na cartilagem quanto no 0sso

(Figura 3-A) (FUNCK-BRENTANO; COHEN-SOLAL, 2011).
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Em estadios tardios da OA, o remodelamento patoldgico da cartilagem resulta no desgaste

da cartilagem articular e na diminui¢cdo nos proteoglicanos da matriz, bem como na hipertrofia

dos condroécitos. Por outro lado, a cartilagem calcificada abaixo cartilagem articular ¢ espessada,

e contém condrocitos apoptoticos e cistos. A neovascularizagdo aparece ¢ o espessamento do

osso subcondral esta relacionado ao aumento da formagdo Ossea osteoblastica. A via de

sinalizacdo Wnt/bcatenina no osso e na cartilagem estd envolvida em alteragdes osteoartriticas. O

efeito de agonistas ou antagonistas Wnt especificos incluindo sFRP-3, DKK-1 & 2 e SOST
nestes tecidos permanece definido (Figura 3-B) (FUNCK-BRENTANO; COHEN-SOLAL,

2011).
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Figura 3-B. Estéagio tardio da osteoartrite
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Fonte: FUNCK-BRENTANO; COHEN-SOLAL (2011)

A OA pode causar ainda dor, inflamagdo, deteriorizagdo das articulagdes com
consequente limitagdo de movimento principalmente por afetar a articulagdo do joelho, além da
degradacdo da MEC (CHEN et al., 2016; ARAUJO et al., 2016; TERAUCHI et al., 2016). O
joelho e o quadril sdo as principais articulagdes afetas pela OA. Os sintomas dessa doenca podem
causar grande impacto no individuo, sobretudo na qualidade de vida e a necessidade de servigos
de satide que consequentemente aumentam direta ou indiretamente os custos na satde publica

(KRAUSS et al., 2016).
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A OA do joelho inicialmente pode ser assimétrica e unilateral, mas com a evolucdo da
doenga ela pode passar a afetar bilateralmente (até 80% dos pacientes desenvolvem em ambas as
articulagdes) independentemente de quaisquer lesdes anteriores (METCALFE et al., 2012).

A relacdo de imagem radiologica e dor estdo bem relacionadas e estudadas (KELLGREN,
1961; NEOGI et al., 2009; METCALFE et al., 2012). Quanto maior os sinais radiologicos, ou
seja, quanto mais severa for a OA maior a intensidade e frequéncia da dor e consequentemente
reducdo da funcdo fisica (METCALFE et al., 2012). A dor na OA ndo s6 contribui para
limitagdes funcionais como também € a principal causa de deficiéncia da mobilidade em idosos
(NEOGI et al., 2009).

O tratamento conservador por vezes envolve atividade fisica, controle da obesidade e
exercicios terapéuticos. Esses exercicios podem aumentar a for¢a muscular, estabilizar as
articulacdes e reduzir a perda de cartilagem no joelho (CHANG et al., 2016). Embora a OA nao
tenha cura, o tratamento individualizado pode melhorar os sintomas, como redugdo de dor,
melhora da capacidade funcional e mobilidade articular através de terapias farmacologicas e nao
farmacologicas (AMERICAN COLLEGE OF RHEUMATOLOGY SUBCOMMITTEE ON
OSTEOARTHRITIS GUIDELINES, 2000). Os efeitos dos programas de exercicios fisicos sao
semelhantes aos analgésicos e antiinflamatérios, sendo o exercicio mais vantajoso por nao
apresentar efeitos colaterais que geralmente essas medicagdes podem desencadear (KRAUSS et

al., 2016; RODDY et al., 2005).

1.3 Osteoartrite e treinamento resistido

A estabilidade dindmica do joelho esta relacionada a acdo passiva por ligamentos e ativa
por atividade neuromuscular. Entre os contribuintes para essa estabilizacdo estd o ligamento
cruzado anterior (LCA), estrutura que ajuda na rotagdo e anteriorizacdo da tibia em relacdo ao
fémur prevenindo lesdes (KIAPOUR e MURRAY, 2014; MURRAY e MACNICOL, 2004). A
ruptura do LCA (Figura 4) resulta em danos dos meniscos, cartilagem e outros ligamentos, além
de levar a OA precoce. Nesses casos a OA ¢ originada pela modificagio mecanica das
articulacdes, podendo assim causar alteracdes anatOmicas, estruturais e perda da sua fungdo

(KOUROUPIS et al., 2016).
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Figura 4. Vista anterior do joelho. Ligamento cruzado anterior.
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Fonte: NETTER (2015)

O exercicio tem sido utilizado tanto na prevengdo como no tratamento para melhoria do
quadro clinico da OA, principalmente para alivio da dor e melhora da fungdo fisica
(WAINWRIGHT; IMMINS; MIDDLETON, 2016). Uma variedade de fatores fisiologicos como
aumento da for¢ca muscular, propriocepc¢do e liberacao de citocinas tem efeitos positivos quando
pacientes com OA realizam exercicios (RUNHAAR et al., 2015).

O exercicio exerce efeito protetor na estrutura e morfologia do tenddo e induz ao aumento
dos proteoglicanos (FRIZZIERO et al., 2011). Adaptacdes e modulacdo morfoldgica foram
encontradas apos treinamento resistido como maior deposicdo de coldgeno, elevacdo de sintese
proteica e remodelamento. Essas alteragdes ocorrem tanto no tendao como no tecido muscular,
podendo ser explicado pelo aumento da tensdo induzida pelo exercicio que visa reforgar a
estrutura da juncdao miotendinea (CURZI et al., 2015).

Estimulos mecanicos tém respostas diferentes sobre a expressdo dos proteoglicanos na
regido tendinea, a tensdo mecanica induz a sintese de decorina e no estimulo de compressao ha

também producdo de outros proteoglicanos, como o agrecan por exemplo. Com o exercicio, ha
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um aumento do turnover da MEC, isso inclui a maturagdo do coldgeno e o aumento do diametro
das fibrilas (FRIZZIERO et al., 2011; BALDOCK et al., 2001).

Acredita-se que os exercicios resistidos podem ser benéficos na melhoria dos sintomas e
da fun¢do na OA, principalmente nas propriedades estruturais e periarticulares dos tecidos moles
que geralmente sdo comprometidos e caracterizados por inchago no joelho na fase aguda da
patologia. Além de contribuir de forma positiva na melhoria da qualidade de vida de paciente
com OA (GOH et al., 2016).

O exercicio resistido na OA tem sido bastante recomendado, pois proporciona melhora na
forca muscular garantindo a estabilidade articular, melhora da funcdo fisica, da marcha e do

equilibrio (HUNTER e ECKSTEIN, 2009; LANGE, VANWANSEELE e SINGH, 2008).

1.4 O papel das metaloproteinases de matriz na osteoartrite

A manutengdo da integridade da MEC envolve a sintese e degradacdo dos seus
componentes, incluindo colageno, glicoproteinas, glicosaminoglicanos e proteoglicanos
(GONZALEZ et al., 2002). A expressio de enzimas proteoliticas ¢ essencial para o
remodelamento tecidual (STANNARD e BUCKNELL, 1993).

As MMPs sdo endopeptidases dependentes de célcio (Ca™) ou zinco (Zn'") que
desempenham um importante papel na degradacdo e remodelamento da MEC (GEORGE e
DWIVEDI, 2004; ORTEGA, BEHONICK e WERB, 2004; COLLINS et al., 2005). A familia de
MMPs compreende pelo menos 23 membros nos seres humanos que sao reguladas ao nivel da
transcricdo génica, ativagdo enzimatica e inibi¢ao por inibidores teciduais de MMPs (TIMP). Em
condigdes normais, as MMPs estdo presentes em niveis baixos, geralmente em forma latente, e
sdo ativadas para manter o remodelamento fisiologico do tecido (MOTT e WERB, 2004; JONES
et al. 2006; PAGE-McCAW et al., 2007). A degradagdo do colageno ¢ iniciada no meio
extracelular pelas MMPs, particularmente pela MMP-2 e -9 (KJAER, 2004).

As MMPs sdo geralmente encontradas em tecidos na isoforma pr6 MMPs e sua expressao
¢ altamente regulada por fatores de crescimento e citocinas produzidas durante o remodelamento
tecidual. O estiramento mecanico causado pelo exercicio fisico aumenta a expressdo génica das
MMPs, resultando em elevados concentragdes de MMP-2 e MMP-9 no meio intersticial no tecido

peritendinoso humano (KJAER, 2004).
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Tem sido bem demonstrado que o exercicio fisico aumenta a sintese de coldgeno tipo I no
tecido conjuntivo peritendineo do tenddo calcdneo em humanos (KJAER, 2004; KOSKINEN et
al., 2004).

A atividade da MMP-2 é encontrada em tecidos sob constante remodelamento, € um
aumento desta atividade ¢ geralmente indicativo de degradacdo da MEC, fator fundamental para
permitir o crescimento do tecido. A MMP-2 também ¢ conhecida como gelatinase A, ou
colagenase tipo IV de 72kDa, que pode ser transformada em uma isoforma ativa de 62kDa, ela
regula a integridade da MEC e a composicdo do musculo esquelético, exercendo um papel
essencial na proliferagdo e diferenciacdo das miofibrilas, na regeneragdo das fibras musculares e
na manuten¢do do tecido conjuntivo. A MMP-2 ¢ expressa em mioblastos, bem como em
fibroblastos no tecido muscular normal e tem a sua expressdo aumentada sob varias condi¢des
patologicas, como inflamacao e exercicio excessivo (MARQUETI, 2010).

Acredita-se que as MMPs tém papel chave na destruicdo das articulagdes na OA. Os
niveis dessas metaloproteinases sdo altissimos na OA e capazes de degradar muitos outros
componentes da MEC. Ha significativa correlacdo da MMP-2 na OA sugerindo que esta em alto
nivel influencia negativamente o tecido sinovial no qual ¢ bastante afetado por componentes
inflamatdrios durante a progressao da doenca (YOSHIHARA et al.,, 2000). Os mediadores
inflamatdrios podem causar aumento das MMPs que degradam a matriz. Esse aumento nas
MMP-1, MMP-2 ¢ MMP-9 na OA pode acelerar a patogénese da doenca, o que reflete
clinicamente em dor severa e rigidez articular (NUMMENMAA et al., 2016; ZENG et al., 2015).

As MMPs também promovem o furnover da MEC de todos os tecidos ricos em colageno
como os tenddes, musculos e ligamentos e sdo responsaveis pelo remodelamento tecidual
(RITTY; HERZOG, 2003). As MMPs estdo entre algumas enzimas fibrilares capazes de clivar
todo o coldgeno. Elas incluem colagenase 1, MMP-2, MMP-8, MMP-13 e MMP-14. A clivagem
ocorre num unico locus da tripla hélice do colageno, criando 3/4 e 1/4 de fragmentos podendo
ainda ser mais degradados por uma variedade de proteases, incluindo as gelatinases, MMP- 2 e
MMP-9. (KONTTINEN et al., 1998; RILEY et al., 2002).

Em condig¢des patologicas em que ha desequilibrio na sintese e degradacdo da MEC, as
MMPs tém papel fundamental na renovacdo do tecido conjuntivo e no processo de remodelacao
do tecido (RILEY et al., 2002). As MMPs sdo sintetizadas como pré-enzimas. O peptideo de

sinal ¢ clivado durante a tradugdo e as isoformas pr6 das MMPs sdo geradas (enzimaticamente
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inativas) denominada zimogénios cuja ativagdo ¢ importante para a regulacdo das atividades das
MMPs (NAGASE; VISSE; MURPHY, 2006).

As atividades das MMPs sdo controladas por inibidores especificos (TIMPs) como a
a2-macroglobulina e localmente os inibidores teciduais de metalopeptidases. Foram identificados
TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ¢ TIMP-4 ¢ sua fungdo ¢ de impedir a degradacdo excessiva ou
descontrolada da producdo das MMPs, além de ser essencial na homeostase da matriz
extracelular (SIEMIANOWICZ et al., 2015). A MMP-9¢ responsavel pela mediagdo para
liberagdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e a ativacdo do TIMP-1 pode
restringir essa mediagdo, enquanto o TIMP-2 regula a MMP-14 e pode restringir a clivagem e
consequentemente ativagdo da MMP2, além de poder ligar-se a integrina a3B1 nas superficies das
células endoteliais. Essa ligacao controla o VEGF e os fibroblastos mediadores dos fatores de
crescimento para proliferacao celular (STETLER-STEVENSON, 2008).

As MMP-2 ¢ MMP-9 sao gelatinases que podem degradar o colageno tipo IV e outras
moléculas bioativas, elas tém atividade proteolitica e podem ser expressas em varias patologias.
Os niveis elevados das MMP-2 ¢ MMP-9 na OA podem acelerar a patogénese da doenga, o que
remete no fator sintomatico da mesma, como rigidez e dor severa nos pacientes (ZENG et al.,
2015). A MMP-2 pode atuar como uma cascata na ativagao da colagenase, com aumento de sua
expressao na OA associada com aumento da colagendlise (JACKSON et al., 2014).

O aumento dos niveis de proteina de MMP-1, MMP-2, ¢ MMP-9 em individuos com OA
em comparacdo com pessoas normais, tém consequéncias biologicas significativas sobre a
progressao da doenga e implicagcdes importantes no diagnostico precoce e no tratamento da OA
(JACKSON et al., 2014; ZENG et al., 2015).

A hipotese do presente estudo ¢ de que o exercicio resistido possa ser capaz de promover

um melhor remodelamento tedineo e ligamentar no processo de degeneracdo da OA.
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade da MMP-2 no tendao do quadriceps e
no ligamento patelar apds 8 semanas de treinamento resistido em um modelo animal de OA

induzido pela ruptura do LCA.
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3 MATERIAIS E METODOS

Animais: Foram utilizados 36 ratos machos Wistar (com peso aproximado de 300+10g)
do Biotério Central da Universidade Federal de Sao Carlos, que permaneceram agrupados em
gaiolas plasticas, com livre acesso a agua e ragdo. Os animais foram mantidos no biotério do
Departamento de Fisioterapia (UFSCar), com as condigdes ambientais controladas
(luminosidade: ciclo de 12h claro/escuro). O experimento foi conduzido de acordo com
recomendagdes éticas internacionais (National Research Council, 1996) e o projeto foi aprovado
no Comité de Etica em Experimentagio Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos (Parecer
CEA/UFSCar n° 021/2010).

Grupos Experimentais: Os animais foram divididos em 6 grupos com 6 animais em cada
grupo: Controle (C), Modelo de osteoartrite (OA), Sham (cirurgia placebo) (S), Exercicio (E),
Modelo de osteoartrite e Exercicio (OAE), Sham e Exercicio (SE). Os animais dos grupos OA e
OAE foram submetidos a cirurgia de transeccdo do LCA do joelho esquerdo e os grupos S e SE
receberam o mesmo procedimento cirargico, entretanto sem a transeccdo do ligamento. Os
animais ficaram em livre deambulagdo nas gaiolas por duas semanas apOs a cirurgia,
posteriormente os grupos E, OAE e SE iniciaram o protocolo de exercicio resistido, trés vezes
por semana, durante oito semanas. Os grupos C, OA e S permaneceram livres em deambulacao
no mesmo periodo do protocolo de exercicio resistido. Ao final do experimento, totalizando 10
semanas, todos os animais foram eutanasiados.

Modelo animal de OA: A cirurgia de transeccdo do LCA foi realizada com os animais
anestesiados (injecao intraperitoneal de solugdo de xylazina 20 mg/Kg/peso corporal e ketamina
90 mg/Kg/peso corporal), seguindo as recomendacdes éticas internacionais (National Research
Council, 1996). A cirurgia foi realizada no joelho esquerdo. Previamente a cirurgia, os joelhos
dos animais foram tricotomizados e realizada incisdo de aproximadamente 1cm na regido medial
do joelho. Posteriormente a patela foi deslocada medialmente e o joelho flexionado a fim de
expor o LCA. Com tesoura oftdlmica o LCA foi seccionado. Posteriormente, a patela foi
recolocada e os tecidos foram suturados (GALOIS et al.,, 2004). Um teste de gaveta anterior
positivo validou a transec¢do do LCA. Destaca-se que os animais do grupo S e SE receberam os

mesmos procedimentos descritos anteriormente, entretanto o LCA foi mantido integro.
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Protocolo de exercicio resistido: Os animais escalaram uma escada vertical (1,1 x 0,18 m,
degrau de 2 cm, inclinacdo de 80°) com uma carga presa em suas caudas (HORNBERG,
FARRAR, 2004). O aparato de carga foi preso a por¢do proximal da cauda do animal com uma
fita-adesiva (Micropore®) (Figura 5). No topo da escada os animais alcangaram uma gaiola (20 x
20 x 20 cm), como apoio. O protocolo de exercicio resistido foi adaptado de Hornberger e Farrar
(2004). No primeiro dia do protocolo foi calculada a carga de resisténcia maxima inicial (RMI)
para cada animal. Foi feita uma escalada inicial com 50% do peso corporal do animal (+ 150 g),
depois foi adicionado uma carga de 10% do peso corporal do animal (+ 30 g) até o mesmo
interromper a subida. Foi interrompido quando o animal permanecia mais de 30s parado ou
quando escorregava. A RMI foi determinada pela ultima carga que o animal conseguiu realizar
uma escalada completa.

Os animais faziam 10 escaladas por sessdao com 30 segundos de intervalo entre cada
escalada, 3 sessdes por semana em dias alternados por um periodo total de 8 semanas. A carga do
protocolo de exercicio resistido foi progressiva, na seguinte evolucao: 1 * e 2 * semana 50% da
RMI, semanas 3 ¢ 4 com 75% da RMI, 5 # e 6 ® semana 90% da RMI, 7 e 8 semanas com 100%
da RMI. Dois dias antes de iniciar o protocolo, os animais realizaram um protocolo de
familiarizacao, entretanto sem carga. Nao foi realizado qualquer estimulo nocivo para o animal
realizar a escalada.

Eutanasia dos animais, retirada e armazenamento dos tendoes e ligamentos: Apds 48 h
do término do periodo experimental, todos os procedimentos experimentais foram realizados com
os animais anestesiados, utilizando-se injecdo intraperitonial de solucdo dexilazina (12
mg/Kg/peso corporal) e quetamina (95 mg/Kg/peso corporal). Apds, os animais foram
posicionados em uma mesa cirurgica em decubito dorsal, com as patas presas e mantidas em
extensdo, para assim efetuar a retirada do tenddo e do ligamento patelar. Os tecidos foram

congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a —80°C.
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Figura 5. Protocolo de treinamento resistido. Escada vertical.

Fonte: CASSILHAS et al. (2012)

Determinacao da atividade de MMPs por zimografia: O extrato tecidual das amostras de
tenddo e de ligamento patelar foi testado para verificar a presenca de atividade de proteases
através da técnica de zimografia, conforme descrito por Cleutjens (1995). As amostras foram
homogeneizadas e incubadas em tampao de extracdo [10 mM de 4&cido cacodilico, pH 5,0;0,15 M
NaCl; 1 uM ZnCl12; 20 mM CaCl2; 1,5 mM NaN3 e 0,01% de Triton X-100] (25 mg de tampao
para cada mg de tecido) a 4 °C por um periodo de 24 horas. Apds este tempo o tampao de
extracdo foi coletado por centrifugacdo (10 minutos, 4°C em 13000 rpm). As amostras foram
concentradas em 10 pg de proteina e 10 pl de tampao de amostra sem B-mercaptoetanol (agente
redutor) e foram resolvidas por eletroforese em gel de policriamida contendo dodecil sulfato de

sodio (SDS) e gelatina na concentragao final de Img/ml. Apos a corrida, o gel foi lavado 2 vezes
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durante 30 minutos em solugdo 2,5% de Triton X-100 para remogao do SDS. O gel foi incubado
no tampao de substrato (Tris-HCI 50mM pH 8,0, CaCl2.5mM; NaN3 0,02% e ZnCI2 10 mM), a
37°C, por 20 horas. Apos este tempo foi corado com Coomassie Blue Brilliant R-250 (Bio-Rad) e
descorado com acido acético: metanol: agua (1:4:5) para visualizagdo das areas de atividade. Foi
utilizado o software “Kodak Digital Science 1D” para fotografar o gel e visualizar a atividade
proteolitica das bandas. A analise densitométrica das bandas foi realizada usando o software de
imagem GeneTools v3.06software (Syngene, Cambridge, UK).

Analise Estatistica: O teste de Kruskal-Wallis H foi utilizado para comparacdes entre os
grupos. Quando apropriadas as comparagdes de pares foram realizadas utilizando o procedimento
de Dunn’s com correcdo Bonferroni para comparagdes multiplas. Além disso, para as
comparagdes entre os tecidos (tendao patelar e ligamento patelar), o teste de Mann-Whitney foi
também aplicado. O nivel de significancia foi de p < 0,05. Além disso, todas as analises foram

realizadas com o software GraphPadPrism 6.0 (San Diego, Califérnia).
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4 RESULTADOS

4.1 Tendao patelar

Os resultados mostraram diferengas estatisticamente significativas na MMP-2pr6 no
tenddo patelar entre exercicio versus grupo OA meanranks (média em cada grupo = 6,50 vs.
27,50, respectivamente, p = 0,008), exercicio versus grupo sham (6,50 vs. 33,50,
respectivamente, p = 0,001), osteoartrite versus grupo osteoartrite e exercicio (27.50 vs. 6,50,
respectivamente, p = 0,008) e osteoartrite exercicio versus sham (6,50 vs. 33,50, p = 0,001)
(Gréafico 1A).

Com relagdo a MMP-2intermediaria, foram constatadas diferengas entre exercicio versus
grupo sham (15,00 vs 10,00, respectivamente, p = 0,035), grupo osteoartrite versus osteoartrite e
exercicio (27.50 vs. 3,50, respectivamente, p = 0,001), osteoartrite e exercicio versus grupo
controle (3,50 vs. 21,50, respectivamente, p = 0,046), osteoartrite € exercicio versus grupo sham
(3,50 vs. 33,50, respectivamente, p = 0,001), e sham e exercicio versus grupo sham (10,00 vs
33,50, respectivamente, p = 0,001) (Grafico 1B).

Referente a MMP-2ativa, foi observado as diferengas entre osteoartrite versus osteoartrite
e exercicio (32,17 vs 6,00, respectivamente, p = 0,001), osteoartrite versus sham e exercicio
(32,17 vs 13,33, respectivamente, p = 0,029) e osteoartrite e exercicio versus grupo controle (6,00
vs 28,83, respectivamente, p = 0,002). Verificou-se uma diferenga estatisticamente significante
entre o grupo exercicio e a osteoartrite (15,00 versus 32,17, respectivamente, p = 0,071) (Gréafico

10).
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Grifico 1. Contetido de MMP-2 das isoformas, pro, intermedidria e ativa do tenddo quadriceps apos 8 semanas de exercicio resistido.
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azdeC,b#deE,c#deSE,d#deS, e #de OA. A MMP-2 pr6, B. MMP-2 intermediaria. C. MMP-2 ativa.
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4.2 Ligamento Patelar

Com relagdo ao ligamento patelar, o mesmo mostrou diferenga estatisticamente
significativa na MMP-2prdentre os grupos exercicio versus osteoartrite (meanranks = 12,63 vs
39,50, respectivamente, p = 0,002), exercicio versus grupo sham (meanranks = 12,63 vs 37,00, p
= 0,009), osteoartrite versus grupo controle (meanranks = 26,25 vs. 5,77, respectivamente, p =
0,047), osteoartrite exercicio versus controle (meanranks = 5,77 vs 12,63, respectivamente, p =
0,003), controle versus grupo sham (meanranks = 5,77 vs 37,00, respectivamente, p = 0,001)
(Gréfico 2A).

Considerando a MMP-2 intermediaria, foi observado diferengas entre os grupos, exercicio
versus osteoartrite (meanranks = 9,62 vs 33,56, respectivamente, p = 0,012), exercicio versus
sham e exercicio (meanranks = 9,62 vs. 38,81, respectivamente, p = 0,001), exercicio versus
grupo sham (meanranks = 9,62 vs 40,63, respectivamente, p = 0,001), osteoartrite versus grupo
controle (meanranks = 33,56 vs 8,44, respectivamente, p = 0,004), controle versus grupo sham
exercicios (meanranks = 8,44 vs 37,81, respectivamente, p = 0,001), e controle versus grupo
sham (meanranks = 8,44 vs 40,63, p = 0,001) (Grafico 2B).

Com relagao a MMP- 2ativa, foi observado apenas as diferencas entre o grupo exercicio
versus osteoartrite (meanranks = 17,25 vs. 44,88, respectivamente, p = 0,001), osteoartrite versus
grupo controle (meanranks = 44,88 vs. 14,44, respectivamente, p = 0,001) e osteoartrite versus
sham e exercicio (meanranks = 44,88 vs 17,00, respectivamente, p = 0,001). Verificou-se uma
tendéncia para uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos osteoartrite e

osteoartrite e exercicio (meanranks = 44,88 vs 24,88, respectivamente, p = 0,076) (Grafico 2C).



28

Grifico 2. Contetido de MMP-2 das isoformas, pré, intermedidria e ativa do ligamento patelar apds 8 semanas de exercicio resistido.
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4.3 Tendao do quadriceps versus ligamento patelar

Com relagcdo a MMP-2 pro, verificou-se uma expressao mais elevada no ligamento patelar
entre os grupos exercicio (U = 2,00, p = 0,003), sham (U = 0,00, p = 0,001), osteoartrite (U =
1,00 p = 0,001) e osteoartrite e exercicio (U = 0,00, p = 0,001). No entanto, foi identificada uma
expressao inferior no ligamento patelar para o grupo controle (U = 0,00, p = 0,001) (Grafico 3A).

Para a MMP-2 intermediaria, observou-se uma maior expressao no ligamento patelar
entre os grupos osteoartrite (U = 0,00, p = 0,001) e osteoartrite e exercicio (U = 0,00, p = 0,001).
Entretanto, observou-se uma expressao menor no ligamento patelar para os grupos controle (U =
0,00, p=0,001) e exercicio (U = 0,00, p =0,001) (Grafico 3B).

As diferencas entre o tendao patelar versus o ligamento patelar, com relagio a MMP-2
ativa, foram verificadas entre os grupos controle (U = 3,00, p = 0,005), sham e exercicio (U =
6,00, p = 0,020), osteoartrite (U = 0,00, p = 0,001), e osteoartrite e exercicio (U = 2,00, p =

0,003) com maior expressao no ligamento patelar (Grafico 3C).
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Griafico 3. Comparagdo entre o tenddo quadriceps e o ligamento patelar apds 8 semanas de

treinamento resistido nas 3 isoformas da MMP-2.
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Fonte: Elaboragio propria.
Legenda: AU = unidade arbitraria, PT = tenddo quadriceps, PL = ligamento patelar, C = controle, E =
exercicio, S = sham, SE = sham exercicio, OA = osteoartrite, OE = osteoartrite com exercicio (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

Os achados do presente estudo mostram que o exercicio promoveu uma diminui¢do
significativa da MMP-2, principalmente no tendao quadriceps do grupo OE e SE. Além disso,
foi observado que o ligamento patelar parece ser mais afetado pela osteoartrite que o tendao
do quadriceps, o que pode ser explicado pela demanda tecidual local e aumento de forga de
contragdo muscular ser maior no tendao em virtude da sua propria anatomia.

A alta expressao de MMPs esta associada a um niimero de doencas e isso atesta a sua
utilidade como biomarcadores importantes para OA e mediador de destruigao articular, ja que
sua expressao ¢ alta na articulagdo e isso pode predispor a progressdao da lesdo e a destruicao
da cartilagem (ROSE; KOOYMAN, 2016). Em lesdes que envolvem ruptura de LCA com
enxerto de tenddo, muitas vezes esses enxertos podem ndo ser responsivos € acabam sendo
substituidos por tecido fibroso cicatricial e esse processo pode levar a instabilidade do joelho
e aumentar a chance do individuo em desenvolver a OA (WOLFMAN et al., 1997). Embora,
esses resultados ainda ndo estejam claros, sabe-se que o tratamento ou a prevengao de certas
doencas que afetam tecidos como tenddes e ligamentos sdo necessarios usando estratégias que
podem inibir a ativacdo de alguns membros da familia de MMPs (SUN et al., 2008).

De acordo com Assis et al., 2015 o exercicio fisico (corrida; 16m/min; 50 min/day) ¢ a
terapia a laser de baixa intensidade (LLLT) foram eficazes na prevengao da degeneragao da
cartilagem e modulagdo do processo inflamatoério induzido pelo OA em joelho de ratos. O
fortalecimento muscular induzido pelo exercicio ¢ uma modalidade terapéutica eficaz, de
baixo custo e acessivel e que pode desempenhar um papel fundamental no tratamento de OA
(AGUIAR et al. 2015). Estudo feito por Martignetti (2001) mostra que a mutagdo no gene da
MMP-2 em humanos pode estar envolvida em doengas como a artrite por afetar o processo de
osteogénese levando a reabsorcdo ou destruicdo dos 0ssos.

Com relagao a frequéncia de exercicio ideal para a redugdo do processo inflamatorio e
consequentemente de MMP-2, estudos anteriores demostraram que exercicios realizados uma
unica vez (agudo) elevam os niveis das MMPs ao méaximo, em um intervalo de tempo
relativamente pequeno, atuando como um mediador inflamatério (URSO, 2009; KOSKINEN
et al., 2004). Observa-se dessa forma uma resposta adaptativa precoce das MMPs ao exercicio
agudo, que induzem a uma inflamacdo aguda, porém, a longo prazo traz como respostas

compensatodrias a supressao da inflamagdo além de efeitos anti-inflamatdrios.
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No estudo de Malheiro e colaboradores (2009) as seguintes variaveis foram
analisadas: espessura, celularidade e vascularizagdo tendinea 1 e 4 dias apds exercicio de salto
e corrida e observaram que na regido proximal as MMP-2 pr6 e ativas foram aumentadas apos
o salto vertical, mas somente a pro-MMP-2 foi aumentada apos a corrida. Em contraste, na
regido distal, ambos os tipos de exercicios aumentaram a atividade de MMP-2 proé-ativa,
principalmente a corrida em esteira, que aumentou a MMP-2 ativa entre 8 e 11 vezes. As
MMPs sdo geralmente encontradas em tecidos na isoforma pr6 MMPs e sua expressdao ¢
altamente regulada por fatores de crescimento e citocinas produzidas durante o
remodelamento tecidual (MARQUETI, 2010).

Em condi¢des normais, as MMPs estdo presentes em niveis baixos, geralmente em
forma latente, e sdo ativadas para manter o remodelamento fisiologico do tecido (MOTT e
WERB, 2004; JONES et al. 2006; PAGE-McCAW et al., 2007).

Assim, a baixa regulacdo da ativagdo MMP-2 parece ser uma resposta positiva para o
tenddo e ligamento patelar em animais com OA submetido ao programa de exercicio resistido.
A intervencdo mediada pelo treinamento resistido parece sinalizar para a diminui¢do da
expressao de MMP-2, contribuindo para a redug¢do da resposta inflamatoria e o processo
degenerativo da articulacdo. Nossos achados sugerem que o exercicio resistido ¢ uma
ferramenta promissora e eficaz para OA e pode ter um papel fundamental na protecao do
tendao quadriceps e ligamento patelar.

As MMPs tém sido envolvidas numa ampla gama de estados patologicos, incluindo a
iniciacdo e metastase do tumor, aterosclerose, OA e artrite reumatoide (ROSE, KOOYMAN,
2016). Além disso, estudo demonstrou que o aumento na MMP-9 (PARKINSON et al., 2010)
e a expressdo de MMP-13 podem enfraquecer o tenddo patelar e predispor a lesao
(LAVAGNINO et al., 2006, SUN et al., 2008), tendo efeito drastico no tecido (ROSE,
KOOYMAN, 2016). Fatores de crescimento e hormonais estdo presentes na MEC dos tecidos
do tendao (KJAER et al.,2004) além dos vasodilatores como a prostaglandina que exerce
juntamento com o 6xido nitrico regulacdo do fluxo sanguineo durante o exercicio (BOUSHEL
et al., 2002,2004). Nosso estudo demonstrou que a atividade de MMP-2 ¢ maior no ligamento
patelar, indicando um efeito negativo no remodelamento deste tecido, além disso, pode-se
observar que quando comparado ao tenddo quadriceps aquele ¢ menos responsivo ao

treinamento resistido proposto.
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6 CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que o exercicio promoveu uma diminuigdo significativa
nas isoformas, prd, intermedidria e ativa da MMP-2, principalmente no tendao quadriceps do
grupo osteoartrite associado exercicio (OE) e sham associado ao exercicio (SE). Além disso,
foi observado que o ligamento patelar parece ser mais afetado pela osteoartrite que o tendao
do quadriceps, o que pode ser explicado pela demanda tecidual local e aumento de forca de
contragdo muscular ser maior no tendao em virtude da sua propria anatomia.

Acredita-se que o exercicio resistido possa influenciar positivamente os niveis de
MMPs e assim promover um melhor remodelamento tendineo e ligamentar no processo de
degeneracdo da OA e consequentemente gerar uma melhorara no quadro clinico
minimizando, até mesmo, o uso de medicamentos.

Algumas limitacdes precisam ser consideradas nesse estudo, como a falha em nao ter
analisado a morfologia, a expressdo génica ¢ a biomecanica do tendao do quadriceps e
ligamento patelar. Essas analises dariam maiores subsidios para compreender os efeitos da
OA nesses tecidos periarticulares, bem como quais os mecanismos alcangcados com exercicio
que conseguem inibir a progressao da doenga, principalmente em relagdo a reducdo na

atividade da MMP-2.
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