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RESUMO

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo endopeptidases de potencial regulatério
da matriz extracelular. Durante o envelhecimento o osso sofre modificacdes tornando-o fragil,
em contrapartida, o treinamento de forca (TF) pode ser uma alternativa para reduzir tais
efeitos do envelhecimento. Objetivo: Verificar o efeito do envelhecimento e do treinamento
de for¢a na atividade da MMP-2 em vértebras e fémures de ratos. Materiais e Métodos: 20
ratos Wistar Novergicus Albinos, de 3 e 20 meses foram divididos em quatro grupos: Jovem
Sedentario (JS), Velho Sedentario (VS), Jovem Treinado (JT) e Velho Treinado (VT). Os
animais dos grupos treinados realizaram protocolo de TF. A atividade da MMP-2 das
vértebras e fémures foi avaliada por zimografia. Resultados: Com relacdo as vértebras, a
MMP-2 pro apresentou maior atividade no grupo VT quando comparado com os demais
grupos (p=0,001). Ainda nas veértebras, a MMP-2 intermediaria foi maior no grupo JT do que
nos grupos VS (p=0,01) e VT (p=0,01), e a MMP-2 ativa foi maior em JS quando comparado
em VS (p=0,01) e VT (p=0,01). Em relacdo ao fémur, ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) entre os grupos. A atividade da MMP-2 foi maior nas vértebras do que nos fémures
(p=0,001). Concluséo: O envelhecimento parece ser um regulador negativo para a atividade
da MMP-2 nas vértebras, ndo ocorrendo 0 mesmo com os fémures. O TF ndo foi capaz de
aumentar a atividade da MMP-2 nos ossos analisados. (Aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da Universidade Federal de Sdo Carlos (processo n°: 056/2010)).

PALAVRAS CHAVES: Osso e 0ssos, Envelhecimento, Exercicio, Metaloproteinase 2
de Matriz



ABSTRACT

The matrix metalloproteinases (MMPs) are endopeptidases with regulatory potential at the
extracellular matrix. During aging bones undergoes modifications making it fragile, in
contrast, strength training (ST) could be an alternative to reduce the effects of aging.
Objective: To verify the effect of aging and strength training on MMP-2 activity in vertebrae
and femurs of rats. Materials and Methods: Twenty Albino Wistar rats (Rattus Norvegicus),
aged 3 and 20 months, were divided into four groups: Sedentary Youth (SY), Sedentary Older
(SO), Young Trained (YT) and OIld Trained (OT). The animals of the trained groups
performed the TF protocol. The MMP-2 activity of the vertebrae and femurs was analyzed by
zymography. Results: Regarding the vertebrae, MMP-2 pro presented greater activity in the
OT group when compared with other groups (p=0,001). In the vertebrae, intermediate MMP-2
was higher in the YT group than in the SO (p=0,01) and OT (p=0,01) groups, and the active
MMP-2 was higher in SY when compared in SO (p=0,01) and OT (p=0,01). Regarding the
femur, there was no significant difference (p<0,05) between the groups. The activity of MMP-
2 was higher in the vertebrae than in the femurs (p=0,001). Conclusion: Aging seems to be a
negative regulator for MMP-2 activity in the vertebrae, not the same with femurs. ST was not
able to increase MMP-2 activity in the analyzed bones. (Approved by the Animal Research
Ethics Committee of the Federal University of Sdo Carlos (case n°: 056/2010)).

KEYWORDS: Bone and Bones, Aging, Exercise, Matrix Metalloproteinase 2



LISTA DE TABELAS E FIGURAS

Figura 1. Efeitos do treinamento de forca e envelhecimento sobre a intensidade das
bandas Pro (latente), intermédias e ativas de MMP-2 na vértebra..............c.co...... 16
Figura 2. Efeitos do treinamento de forca e envelhecimento sobre a intensidade das
bandas Pro (latente), intermédias e ativas de MMP-2 no fémur...........c.ccccevenene. 17
Figura 3. Comparacdo das intensidade das bandas pro (latente) e ativas de MMP-2

ENEIE VEITEDIAS € TEIMUIES ..ottt e e e e e e e e e 18



LISTA DE ABREVIATURAS

DMO: Densidade Mineral 6ssea

IGF-1: Insulina-1

MEC: Matriz extracelular

MMPs: Metaloproteinases

MMP-2: Metaloproteinase 2

MMP-2 ativa: Isoforma ativa da metaloproteinase 2
MMP-2 intermediéria: Isoforma intermediaria da metaloproteinase 2
MMP-2 pro: Isoforma latente da metaloproteinase 2
MMP-9: Metaloproteinase 9

TGF-B: Fator de crescimento transformador 3

TF: Treinamento de Forca

TIMP-2: Inibidor tecidual da metaloproteinase 2



SUMARIO

1. INTRODUGAD ....ooviiiieeeeeee ettt 11
2. OBJETIVOS ..o 12
2.1. ODJEtiVO GEral .....oocveeieciecece e s 12
2.2. ODbjetivos €SPECITICOS ....viiveiiiiieiieii e 12
3. METODOLOGIA ... 13
3.1. Animais e Grupos eXPerimentais..........cccceevereeieeresieeseesresee e see e 13
3.2. Treinamento de FOrca (TF).....ccooviieiieiecc e 13
3.3 BEULNANASIA. ...t 14
3.4. Determinacdo da atividade das MMPs por zimografia...............cccceenee... 14
3.5, ANALISE ESTALISTICA. .. .. eveveeeeieiieeeeest e 14
4. RESULTADOS ...t 15
5. DISCUSSAD ..ooviriiriereiieiseesesieseses st 18
6. CONCLUSAOD ..ot 21
REFERENCIAS ...ttt 22
ANEXOS e 26
ANEXO A — Parecer do Comité de EtiCa..........ccccuvvvrveererereieieieeecieiean, 26

ANEXO B — Normas da Revista CientifiCa ........uvevveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 27






11

1. INTRODUCAO

A formacdo do tecido 6sseo ocorre ao longo da vida por meio de processos de
modelamento (formacdo Ossea) e remodelamento (substituicdo do o0sso anterior), sendo o
primeiro mais presente na infancia, e o segundo mais predominante durante a vida adulta 3.
Os osteoblastos, responsaveis pela formacdo 6ssea, e 0s osteoclastos, que absorvem o tecido
6sseo danificado, devem atuar em equilibrio para que se mantenha a homeostase Gssea “.
Odesiquilibrio entre os processos de absorcdo e formacao 0ssea afetam a qualidade do o0sso e
podem gerar enfermidades 3°.

A partir da quarta década de vida, ocorre 0 aumento da porosidade cortical dssea,
afinamento das trabéculas e perda da conectividade trabecular ®. Tais alteracBes ocorrem
possivelmente devido a alteracGes celulares, como a reducdo dos precursores celulares de
osteoblastos e 0 aumento da apoptose pelos ostedcitos’. Com o avancar da idade o colageno
tipo 1, o mais abundante no osso, 8 sofre o processo de mineralizaco, e essas estruturas
precisam ser degradadas pela atividade das metaloproteinases (MMPs)®. As MMPs sdo
endopeptidases dependentes de calcio ou zinco, com a capacidade de modelar a matriz
extracelular (MEC). Quando ativas, as MMPs podem se ligar a muitos alvos proteoliticos na
MEC, incluindo; colageno, fibronectina, laminina e proteglicanos 12, bem como, podem se
ligar & moléculas da superficie celular e proteinas pericelulares ndo relacionadas a MEC °.
Atualmente sdo conhecidas 23 endopeptidases em humanos, consideradas importantes
componentes para a regulacio da homeostase tecidual 2.

A atividade das gelatinases, que compreendem a MMP-2 e a MMP-9, é estudada no
tecido muscular 12, tendineo ° e dsseo ®'%. No 0sso, as MMPs estdo envolvidas com a
reabsorcdo osteclastica *°. Também conhecidas como gelatinases A e B, as MMP-2 e as
MMP-9, respectivamente, s30 responsaveis pela degradacdo de varios tipos de colagenos 16,
um processo necessario para o crescimento tecidual, enquanto a declinio da atividade da
MMP-2, por exemplo, esta relacionada com a destrui¢do 6ssea, favorecendo muitas condigdes
patoldgicas como a osteoporose e a osteoartrite 4,

A atividade da MMP-2 provavelmente esta associada a mineralizacdo 0ssea,
aumentando a resisténcia desse tecido 7. Estudos com ratos nulos a sintese da MMP-2
demonstraram aumento da porosidade 6Ossea e, consequentemente, maior suscetibilidade a
fratural’. As MMPs podem influenciar o turnover e o remodelamento dsseo atuando em

processos de proteinas ndo colagénicas, como fatores de crescimento e citocinas, regulando,



12

por exemplo, a biodisponibilidade e a bioatividade do fator de crescimento transformador do
tipo B (TGF-p) Y.

O TF é capaz de aumentar a atividade da gelatinase MMP-2. Shiguemoto e
colaboradores 8 relataram que o TF aumentou a atividade da MMP-2 em tibias de ratas
ovarioetomizadas e intactas. N&o obstante, Souza et al * demonstraram resultados
semelhantes ao observar o mesmo desfecho em tibias de ratas que realizaram TF e foram
expostas ou ndo a reposicdo hormonal. O aumento da atividade da MMP-2, no estudo de
Shiguemoto e colaboradores &, foi acompanhado por mudancas significativas e positivas nas
propriedades fisicas, biomecénicas e biométricas, demonstrando o fator protetivo do TF em
relacéo a atividade da MMP-2 no 0sso.

Considerando que os 0ssos possuem classificagdes e composicbes diferentes, e sdo
modelados constantemente ao longo da vida, como forma de adaptacdo as forcas
biomecanicas sofridas que subsistem sob estresses mecanicos com maior ou menor
intensidade '8, sdo essenciais estudos que avaliem a atividade da MMP-2 nos diferentes 0ssos
em reposta ao TF. Esta informacdo é relevante para elucidar os mecanismos regulatorios
promovidos pelo TF e esclarecer como diferentes 0ssos podem ser beneficiados pelo exercicio
fisico controlado. Ademais, as alteraces na atividade da MMP-2 pode ser um fator protetivo
para o tecido 6sseo durante o processo de envelhecimento.

O objetivo desse trabalho foi verificar o efeito do envelhecimento e do TF sobre
atividade da MMP-2 em vértebras e fémures de ratos. Nossa hipdtese inicial é que o
envelhecimento provoque altera¢des, diminuindo a atividade da MMP-2, decorrente das
modificagdes das propriedades da MEC com o avangar da idade. Por outro lado, espera-se
qgue o TF promova 0 aumento dessa endopeptidase, contrapondo os efeitos negativos do

envelhecimento na atividade da MMP-2 no 0sso.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
O objetivo geral desse estudo foi verificar o efeito do envelhecimento e do TF sobre a
atividade da MMP-2 nos fémures e vértebras, de ratos.
2.2 Objetivo Especifico
Verificar o efeito do envelhecimento e do TF sobre a atividade da MMP-2 nas
isoformas pro, intermediéria e ativa da MMP-2.

Comparar a atividade das isoformas da MMP-2 entre vértebras e fémures nos
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diferentes grupos.

3. METODOS
3.1 Animais e Grupos Experimentais:

A amostra foi composta por 20 ratos, Wistar novergicus albinos de 3 (jovens, n = 10)
e 20 meses (velhos, n = 10), provenientes do Biotério do Laboratério de Fisiologia do
Exercicio da UNESP, onde os animais foram mantidos com &gua e comida controladas. Todo
0 experimento seguiu as normas internacionais de ética na experimentacdo animal (National
Research Council, 1996). A classificagdo entre “jovens” e “velhos” se deu de acordo com o
estudo de Quinn *°, que determinou que o envelhecimento no rato se inicia apds o periodo de
senescéncia, com cerca de 20 meses, e estende-se até a morte.

Os ratos foram randomizados e distribuidos em quatro grupos experimentais: Jovem
Sedentario (JS), Velho Sedentério (VS), Jovem Treinado (JT) e Velho Treinados (VT), onde
cada grupo foi composto por 5 animais.

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com o0s principios e
procedimentos de cuidado com o uso de animais laboratoriais dos Estados Unidos da América
(National Research Council’s, 1996) e foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Animais da Universidade Federal de Sdo Carlos (processo n°: 056/2010).

3.2 Treinamento de Forca (TF):

Os animais dos grupos sedentarios foram mantidos sem TF, enquanto 0S grupos
treinados realizaram um protocolo adaptado do treinamento ja proposto por Hornberger &
Farrar, 2004 2°,

O treinamento de forca de 12 semanas foi realizado uma vez a cada dois dias.
Inicialmente, os ratos foram adaptados ao protocolo de treinamento de forca onde os animais
escalaram uma escada vertical (1,1 x 0,18 m, degrau de 2-cm, inclinagdo de 80°) com pesos
presos as suas caudas. O tamanho da escada fez com que os animais realizassem 8-12
movimentos por escalada. O aparato de carga foi preso na por¢do proximal da cauda com uma
fita auto-adesiva. Com o aparato fixado a cauda, os ratos foram colocados na parte inferior da
escada e familiarizados com a mesma. Caso necessario, um estimulo com pinca foi aplicado
na cauda do animal para iniciar o0 movimento. No topo da escada os ratos chegaram a uma
casinha (20 x 20 x 20 cm) onde descansaram durante 2 minutos. Este procedimento foi
repetido até que os animais conseguissem voluntariamente escalar a escada, trés vezes

consecutivas, sem estimulo. Trés dias apds esta familiarizacdo, a primeira sessdo de



14

treinamento consistiu de 4-8 escaladas na escada com cargas progressivamente mais pesadas.
A escalada inicial consistiu em carregar uma carga de 75% do peso corporal do animal. Em
seguida, foi adicionado um peso de 30g até uma carga com a qual o animal ndo conseguisse
escalar toda a escada. A falha em escalar foi determinada quando o rato ndo conseguisse
progredir na subida da escada apds trés estimulos sucessivos na cauda. A maior carga
carregada por toda a escalada foi considerada como a capacidade méxima de carregamento do
rato para aquela sessdo de treinamento. As sessfes de treinamento consistiram de quatro
escaladas na escada, com 65%, 85%, 95% e 100% da capacidade maxima de carregamento do
animal, determinada na sesséo anterior. Durante as escaladas subsequentes foram adicionados
30g até que uma nova capacidade maxima de carregamento fosse determinada. O protocolo
de treinamento de forca apresentou metodologia similar aos usados em humanos e foi
adaptada de Hornerberg e Farrar (2004) %°.
3.3 Euthanasia:

Ap0s 48 h do término do periodo experimental, todos os procedimentos experimentais
foram realizados com os animais anestesiados, utilizando-se injecao intraperitoneal de solugédo
de xilazina (12 mg/Kg/peso corporal) e quetamina (95 mg/Kg/peso corporal). Apos, 0s
animais foram posicionados em uma mesa cirtrgica em decubito dorsal, com as patas presas e
mantidas em extensdo, para assim efetuar a retirada do fémur direito e da sexta vértebra
lombar (L6). As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e estocadas em freezer a -
80 °C até a realizacao das analises.

3.4 Determinacdo da atividade das MMPs por zimografia:

A determinacdo das MMPs foi realizada por um protocolo de zimografia adaptado de
Marqueti et. al. (2008). A zimografia ocorreu por eletroforese em gel de acrilamida, SDS 10%
e gelatina (Img/ml). Apds a corrida, os géis foram lavados em tampéao de lavagem (2,5% de
Triton X-100) 2 vezes para remocdo do SDS. Os geis foram incubados por 20 horas em estufa
a 37°C mergulhados em tampé&o de substrato (Tris-HCI 50mM pH 8,0, CaCl2.5mM; NaN3
0,02% e ZnCI2 10 mM). Apds este tempo, os géis foram corados com Coomassie Blue
Brilliant R-250 (Bio-Rad) e descorados com &cido acético: metanol: agua (1:4:5) para
visualizagdo das é&reas de atividade. O equipamento ImageMaster 2D Platinum v7.0
(GeneBio) foi utilizado para scanear, visualizar a atividade proteolitica e realizar a anélise
densitométrica das bandas encontradas em cada gel.

3.5 Analise estatistica:
Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo (SD). A normalidade dos

dados foi determinada pelo teste de Shapiro-Wilk e teste de Levene foi utilizado para analisar
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a homogeneidade da variancia. Todas as variaveis apresentaram distribuicdo normal e
homogeneidade. Uma ANOVA de dois fatores (treinamento versus idade) foi usada para
comparagdo entre grupos da atividade da MMP-2. Quando uma diferenca significativa foi
detectada, um teste post hoc de Tukey foi aplicado para identificar as diferencas. Um teste t
independente foi aplicado para determinar diferencas da atividade pr6 MMP-2 e ativa MMP-2
entre os tecidos. Um nivel alfa de p < 0,05 foi considerado significativo. Foi utilizado o
software GraphPad Prism 6.0 (Sandiego, California) para as analises estatisticas e elaboracao

dos graficos.

4. RESULTADOS

Com relacdo a MMP-2 nas vértebras, o grupo VT apresentou maior atividade da
MMP-2 pr6 quando comparado com os grupos JS (p=0,001) JT (p=0,001) e VS (p=0,001).
Porém essa maior atividade da MMP-2 do grupo VT com os demais grupos nao foi observada
guando analisada nas isoformas intermediaria e ativa da MMP-2. O grupo JT apresentou
maior atividade da MMP-2 intermediaria quando comparado com os grupos VS (p=0,01) e
VT (p=0,01) O grupo JS também demostrou maior atividade da MMP-2 ativa quando
comparado com os grupos VS (p=0,01) e VT (p=0,01). A figura 1 mostra a atividade da

MMP-2 em suas isoformas pro, intermediéria e ativa nas vértebras.
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Figura 1. Efeitos do treinamento de forga e envelhecimento sobre a intensidade das bandas

pré (latente), intermédia e ativa de MMP-2 nas vértebras (L6).
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Figura 1. Densitometria das isoformas da MMP-2 na vertebra em unidades arbitrarias (UA).
A) Géis demonstrando as bandas representativas de zimografia nos diferentes grupos
experimentais. B) Representacdo grafica da atividade Pro (~72 kDa) , C) intermediaria (~68
kDa), D) MMP-2 ativa (~62 kDa). Os valores sdo apresentados como médias + DP; p <0,05
(n =5 por grupo). JS= Jovem Sedentério; JT= Jovem Treinado; VS= Velho Treinado; VT=

Velho Treinado. Diferencas significativas comparadas com: 2JS, ® JT, ¢ VS.

Com relacdo ao fémur, a isoforma intermediaria da MMP-2 ndo teve atividade
aparente, ndo sendo possivel a sua analise. Em relacéo as isoformas pro e ativa da MMP-2 no

fémur, ndo foram encontradas diferencas os grupos analisados (figura 2).
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Figura 2. Efeitos do treinamento de forca e do envelhecimento sobre a intensidade das bandas

pré (latente), intermédia e ativa de MMP-2 no fémur.
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Figura 2. Densitometria das isoformas da MMP-2 no fémur em unidades arbitrarias. A) Geis
demonstrando as bandas representativas de zimografia nos diferentes grupos experimentais.
B) Representacédo grafica da atividade Pro (~72 kDa), C) MMP-2 ativa (~62 kDa). Os valores
sdo apresentados como médias + DP; p<0,05 (n = 5 por grupo). JS= Jovem Sedentario; JT=

Jovem Treinado; VS= Velho Treinado; VT= Velho Treinado.

Considerando a atividade proteolitica entre os dois ossos avaliados, a vértebra
apresentou maior atividade da MMP-2, nas isoformas pré e intermediaria, quando comparada
ao fémur (figura 3). A comparacao entre vértebra e fémur mostrou diferenca significativa em
todas as analises intergrupos, JS x JS, VS x VS, JT x JT e VT x VT (p=0,001). A analise
comparativa da isoforma intermediaria MMP-2 entre vértebras e fémur ndo foi realizada pela

auséncia dessa isoforma no fémur.
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Figura 3. Comparacdo das intensidade das bandas prd (latente) e ativas da MMP-2 entre

vértebras e fémures
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Figura 3. A) Representacdo gréfica da atividade Pro (~72 kDa) em fémures e vertebras em

(UA)

MMP-2 pré em unidade arbitraria
MMP-2 ativa em unidade arbitraria
(UA)

unidades arbitrarias, B) MMP-2 ativa (~62 kDa) em fémures e vertebras em unidades
arbitrarias. Os valores sdo apresentados como meédias + DP; p<0,05 (n = 5 por grupo). JS=
Jovem Sedentario; JT= Jovem Treinado; VS= Velho Treinado; VT= Velho Treinado.

Diferengas significativas comparadas com: # Vértebra.

5. DISCUSSAO

Esse estudo investigou o efeito do TF em ratos velhos sobre a atividade da MMP-2
em vértebras e fémures de ratos. Os resultados mostraram que o envelhecimento diminuiu a
atividade da MMP-2 em suas isoformas intermediaria e ativa nas veértebras, enquanto nos
fémures, ndo houve diferenca em nenhuma das isoformas. Ao contrario das isoformas
intermediaria e ativa na vértebra, a MMP-2 pré mostrou-se maior no grupo VT quando
comparado com os demais grupos, JS, JT e VS, demonstrando que o TF foi capaz de
aumentar a atividade da pr6 MMP-2 no grupo velho, fato que ndo ocorreu em nenhum outro
grupo. Outro resultado significante € a alta atividade da MMP-2 na vértebra comparada com o
fémur, independente do grupo analisado, a atividade da MMP-2, minimamente 100% maior
nas vértebras do que nos fémures.

Apesar de alguns estudos demonstrarem o aumento da atividade da MMP-2

durante o envelhecimento em tendcitos 2, na aorta 2, na MEC renal %, e no gastrocnémio, 2
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no nosso trabalho, o envelhecimento mostrou-se como regulador negativo da atividade da
intermediéria e ativa MMP-2 nas vértebras, considerando que a MMP-2 ativa é a isoforma
mais importante para a preservacio da massa 0ssea®. A degradacdo do colageno pode ser
limitada pela baixa atividade da MMP-2, ocasionando o aumento das ligacGes cruzadas do
colageno que diminuem as propriedades biofisicas e mecanicas do 0sso®. A diminuigdo da
atividade da MMP-2 favorece a destruicdo Ossea provocando uma condicdo clinica
semelhante a da osteopenia e da osteoporose, e em casos mais graves, a osteogénese
imperfeita®.

O avancar da idade acarreta alteragdes fisioldgicas no tecido 0sseo, sendo a
diminuicdo da densidade mineral dssea (DMO) comumente encontrada na populagéo idosa,
aumentando o risco de fraturas 2°. Um estudo comparando a DMO da tibia de ratos jovens (5
meses) e ratos velhos (23 meses), apontou uma menor DMO no osso dos ratos envelhecidos,
além de uma menor fracdo de volume dsseo e nimero de trabéculas 7. Nesse contexto, 0
processo de mineralizacdo Ossea parece estar associado ao papel da MMP-2 e da MMP-9.
Essas gelatinases sdo capazes de formar espacos na MEC permitindo a troca de ions,
fosforilacdo extracelular das proteinas e recrutamento de osteoblastos para formacdo de uma
rede canicular eficiente >, O estudo de Nyman et al ', demonstrou que ratos com
deficiéncia de MMP-2 apresentaram menor DMO, quando comparado com ratos intactos.
Essa diminuigdo da atividade da MMP-2 no tecido 6sseo poderia explicar a perda da DMO
em idosos, resultando na maior susceptibilidade de fratura e doencgas 0sseas. Outro fato que
pode levar a fragilidade 6ssea pela reducdo da atividade da MMP-2, é que essa peptidase esta
envolvida no processamento do colageno tipo | e seus derivados, que sdo componentes
responsaveis pela capacidade do osso em dissipar energia a medida da falha, ou seja, resistir
ao estresse 7.

Assim como a diminuicdo da DMO esta relacionada com doencas, como a
osteoporose, 0 grau elevado de mineralizagdo, aumenta a rigidez dssea, deixa-o mais fragil ’.
Esse fato demonstra a importancia do equilibrio da atividade das MMPs, uma vez que essas
atuam como sintetizadoras de componentes da MEC 1012,

Alguns estudos relatam que o exercicio aumenta a qualidade dssea, incluindo o
aumento da DMO por meio do efeito piezelétrico. As agdes mecanicas geram uma diferenca
de energia no 0sso, estimulando a atividade celular e deposicdo de minerais %6, mediada pela
liberagdo de fator de crescimento semelhante a IGF-1 (insulina-1) pelos osteoblastos 4.
Porém, o processo fisiologico pelo qual isso ocorre e seu impacto no 0sso ndo é totalmente

esclarecido 26?7, Os nossos achados acerca dos efeitos do TF sobre a atividade da MMP-2 sdo
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opostos aos achados de Shiguemoto e colaboradores 8 que utilizaram o mesmo protocolo de
intervencdo e concluiram que o TF é capaz de aumentar a atividade da MMP-2 na tibia de
ratas ovariectomizadas. Resultado similar foi encontrado por Souza, et al ** quando analisado
o efeito do TF de 12 semanas na atividade da MMP-2 na tibia em ratas ovariectomizadas que
realizaram reposicdo hormonal. Porém, nenhum estudo observou como o TF pode afetar a
atividade da MMP-2 em vértebras ou fémures.

A reposicdo hormonal favorece a ativacdo de biomarcadores de formacdo éssea,
aumentando o nimero de osteoclastos e a reabsor¢do do 0sso. O aumento do remodelamento
6sseo, em funcdo da reposicdo hormonal, contribui com a atividade da MMP-2, esse fato
poderia influenciar o aumento da atividade da MMP-2 na tibia das ratas apds o TF no estudo
de Souza et al *. Outro fator que difere o estudo de Shiguemoto et al & e Souza et al * do
nosso estudo € o envelhecimento, que diminui a capacidade de remodelamento 6sseo em
resposta ao exercicio, tornando a adaptabilidade do osso insuficiente 28,

As regides 0sseas mais proximas do solo, caracterizadas como regides distais, sdo
sobrecarregadas diretamente, sofrendo maior resposta anabdlica ao exercicio, assim como,
possuem maior resposta catabdlica com o desuso 2°. Possivelmente o estresse mecanico
sofrido pela tibia pelo TF, ndo tenha impacto similar na vértebra ou no fémur.

Outro achado relevante no nosso estudo foi a diferenca entre a atividade da MMP-2 na
vértebra e no fémur. O tecido Gsseo exibe heterogeneidade substancial entre os locais
anatomicos 0. O fémur e a vértebra apresentam classificagdes e composicdes diferentes, o
primeiro classifica-se como 0sso longo, enquanto a vértebra é classificada como osso irregular
e composicdo distinta. Os corpos vertebrais lombares sdo predominantemente constituidos de
0sso trabecular e cortical, sendo essa proporcdo de 3:1. Quando avaliada a proporc¢édo de 0sso
trabecular e cortical na cabeca do fémur, essa relagdo mostra-se 1:1, ou seja, a cabeca do
fémur é formada igualmente por o0sso trabecular e cortical. Os 0ssos trabeculares apresentam
uma rede que se assemelha a um favo de mel, enquanto 0s 0ssos corticais sdo densos e sélidos
18.

Essa diferenca na composicdo 0ssea entre vértebras e fémures poderia explicar a maior
atividade da MMP-2 em vértebras, uma vez que o0 0sso trabecular € mais ativo
metabolicamente que 0 0sso cortical 248, A taxa de turnover trabecular também se mostra
maior para que ocorra uma melhor manutencdo da forga mecanica 8. Por serem mais ativos,
0S 0ss0s que compdem as vertebras apresentam melhor resposta ao exercicio, isso explicaria o

aumento da MMP-2 pr6 no grupo VT comparado com o grupo VS.
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Uma das limitagcbes do nosso estudo foi ndo investigar a atividade dos inibidores
teciduais da MMP-2 (TIMP-2), uma vez que o balango entre a MMP-2 e 0 TIMP-2 tem papel
fundamental na manutencdo da MEC 3!, e uma inibicdo em larga escala provavelmente
acarretaria alteragdes na arquitetura, estrutura e composicdo Ossea. Também ndo foram
avaliadas as alteracGes morfoldgicas dos 0ssos em nosso estudo o que ajudaria a verificar a
condic&o estrutural desse tecido.

6. CONCLUSAO

O envelhecimento mostrou-se como regulador negativo para atividade da MMP-2 nas
vertebras de ratos, o que poderia ser mais um fator associado a fragilidade 6ssea na velhice.
Apesar dos estudos demonstrarem que os beneficios do exercicio, em nosso estudo o TF nédo
foi capaz de atenuar os efeitos deletérios do envelhecimento, ou seja, atenuar diminuicdo da
atividade da MMP-2. Também ndo ocorreu 0 aumento da atividade da MMP-2 no grupo
jovem, em nenhum dos ossos analisados, apds o TF. Os 0ssos analisados nesse estudo,
parecem nao responder ao estimulo provocado pelo modelo de TF utilizado. Foi possivel
concluir que a atividade da MMP-2 nas vértebras é expressivamente maior do que no fémur,

tanto em ratos jovens quanto em ratos velhos submetidos ou ndo a um TF.
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ANEXO B:

NORMAS DA REVISTA ESCOLHIDA POR ESTUDANTE E ORIENTADOR(A).

INSTRUCOES AOS AUTORES

Revista Brasileira de Fisioterapia - Brazilian Journal of Therapy Phisical)

BJPTBrazlliap Journal of

Physical Therapy

IS5N 1413-3555 versdo impressa
ISSMN 1809-9246 versdo online

Escopo e politica

A Revista Brasileira de Fisioterapia/Brazilian  Journal of  Physical
Therapy (RBF/BJPT) publica artigos originais de pesquisa cujo objeto basico de estudo
refere-se ao campo de atuacdo profissional da Fisioterapia e Reabilitacdo, veiculando
estudos clinicos, basicos ou aplicados sobre avaliacdo, prevencdo e tratamento das
disfuncdes de movimento. O conselho editorial da RBF/BJPT se compromete a
publicar investigacdo cientifica de exceléncia, de diferentes &reas do conhecimento.

A RBF/BJPT publica o0s seguintes tipos de estudo, cujo conteudo deve manter
vinculacdo direta com 0 escopo e com as areas descritas pela revista:

a) Estudos experimentais: estudos que investigam efeito(s) de uma ou mais intervengoes
em desfechos diretamente vinculados ao escopo e areas da RBF/BJPT. Estudos
experimentais incluem estudos do tipo experimental de caso Unico, quasi-experimental e
ensaio clinico.

A Organizacdo Mundial de Saude define ensaio clinico como "qualquer estudo que
aloca prospectivamente participantes ou grupos de seres humanos em uma ou mais
intervencdes relacionadas a saude para avaliar efeito(s) em desfecho(s) em salde".
Estudos do tipo ensaio clinico deverdo obrigatoriamente seguir as recomendacfes do
CONSORT, que estdo disponiveis em: http://www.consort-statement.org/consort-
statement/overview0/.

Neste site, 0 autor deve acessar 0 CONSORT 2010 checklist, o qual deve ser preenchido
e encaminhado juntamente com o0 manuscrito. Todo manuscrito ainda devera
obrigatoriamente conter o CONSORT Statement 2010 Flow Diagramno item
“Materiais e métodos”. Todo processo de submissdo de estudos experimentais devera
atender a essa recomendacao.

b) Estudos observacionais: estudos que investigam relacdo(bes) entre variaveis de
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interesse relacionadas ao escopo e areas da RBF/BJPT, sem manipulacdo direta (ex:
intervengdo). Estudos observacionais incluem estudos transversais, de coorte e caso-
controle.

c¢) Estudos qualitativos: estudos cujo foco refere-se a compreensdo das necessidades,
motivagdes e comportamentos humanos. O objeto de um estudo qualitativo é pautado
pela analise aprofundada de uma unidade ou tematica, que inclue opinides, atitudes,
motivacOes e padrbes de comportamento sem quantificacdo. Estudos qualitativos
incluem pesquisa documental e estudo etnografico.

d) Estudos de revisdo de literatura: estudos que realizam analise e/ou sintese da
literatura de tema relacionado ao escopo e areas da RBF/BJPT. Estudos de revisdo
critica ou passiva so serdo considerados quando solicitados a convite dos editores.
Manuscritos de revisdo sistematica que incluem metanalise terdo prioridade em relacéo
aos demais estudos de revisdo sistematica. Aqueles que apresentam quantidade
insuficiente de artigos selecionados e/ou artigos de baixa qualidade e que ndo
apresentam conclusdo assertiva e véalida sobre o tema ndo serdo considerados para a
analise de revisdo por pares.

e) Estudos_metodoldgicos: estudos centrados no desenvolvimento e/ou avaliacdo das
propriedades psicometricas e caracteristicas clinimétricas de instrumentos de avaliac&o.
Incluem também estudos que objetivam a traducdo e/ou adaptacdo transcultural de
questionarios estrangeiros para o portugués do Brasil.

No  endereco http://www.equator-network.org/resource-centre/library-of-health-
research-reporting, pode ser encontrada a lista completa dos guidelines disponiveis
para cada tipo de estudo, por exemplo, o STROBE para estudos observacionais, 0
COREQ para estudos qualitativos, 0 PRISMA para revisdes sistematicas e metanalises e
0 GRRAS para estudos de confiabilidade. Sugerimos que os autores verifiquem
esses guidelines e atendam ao checklist correspondente antes de submeterem seus
manuscritos.

Estudos que relatam resultados eletromiogréficos devem seguir o Standards for
Reporting EMG Data, recomendados pela ISEK (http://www.isek-
online.org/standards emg.html.)

Ndo serdo consideradas as submissdes de estudo-piloto, estudo de caso, estudo
preliminar e diretrizes de pratica. O conselho editorial podera publicar trabalhos de
modalidade ndo descrita acima, quando julgar pertinente.

Aspectos éticos e legais

A submissdo do manuscrito a RBF/BJPT implica que o trabalho na integra ou parte(s)
dele ndo tenha sido publicado em outra fonte ou veiculo de comunicacdo e que ndo
esteja sob consideracgéo para publicacdo em outro periddico.

uso de iniciais, nomes ou numeros de registros hospitalares dos pacientes deve ser
evitado Um paciente ndo poderda ser identificado por fotografias, exceto com
consentimento expresso, por escrito, acompanhando o trabalho original no momento da
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submissao.

Estudos realizados em humanos devem estar de acordo com os padrdes éticos e com o
devido consentimento livre e esclarecido dos participantes conforme Resolugdo 196/96
do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude (Brasil), que trata do Codigo de
Etica para Pesquisa em Seres Humanos e, para autores fora do Brasil, devem estar de
acordo com Comittee on Publication Ethics (COPE).

Para os experimentos em animais, considerar as diretrizes internacionais (por exemplo, a
do Committee for Research and Ethical Issues of the International Association for the
Study of Pain, publicada em PAIN, 16:109-110, 1983).

Para as pesquisas em humanos e em animais, deve-se incluir, no manuscrito, 0 nimero
do parecer de aprovacdo pela Comissdo de Etica em Pesquisa. O estudo deve ser
devidamente registrado no Conselho Nacional de Saude do Hospital ou Universidade ou
no mais préximo de sua regido.

Reserva-se a RBF/BJPT o direito de ndo publicar trabalhos que ndo obedecam as
normas legais e éticas para pesquisas em seres humanos e para 0s experimentos em
animais.

Para 0s ensaios clinicos, serdo aceitos qualquer registro que satisfaca o Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas, ex. http://www.actr.org.au, (para autores
ndo-brasileiros). No Brasil, 0os autores devem acessar o Registro Brasileiro de Ensaios
Clinicos-REBEC no endereco http://www.ensaiosclinicos.gov.br/. Os autores devem
fornecer 0 nome e o endereco do site do cadastro e o nimero de registro final.

A RBF/BJPT aceitard temporariamente o numero do protocolo do registro na
submissdo do manuscrito, mas apenas ensaios clinicos com o registro finalizado serdo
publicados.

Critérios de autoria

A RBF/BJPT recebe, para submissdo, manuscritos com até seis (6) autores. A politica
de autoria da RBF/BJPT pauta-se nas diretrizes para a autoria do Comité Internacional
de Editores de Revistas Médicas exigidos para Manuscritos Submetidos a Periddicos
Biomédicos (www.icmje.org), as quais afirmam que "a autoria deve ser baseada em 1)
contribuigcdes substanciais para a concep¢do e desenho, ou aquisicdo de dados, ou
analise e interpretacdo dos dados; 2) redacdo do artigo ou revisdo critica do conteudo
intelectual e 3) aprovacdo final da versdo a ser publicada.” As condigdes 1, 2 e 3
deverdo ser todas contempladas. Aquisicdo de financiamento, coleta de dados e/ou
analise de dados ou supervisdo geral do grupo de pesquisa, por si s@, ndo justificam
autoria e deverdo ser reconhecidas nos agradecimentos. Os conceitos contidos nos
manuscritos sdo de responsabilidade exclusiva dos autores. Todo material publicado
torna-se propriedade da RBF/BJPT, que passa a reservar os direitos autorais. Portanto,
nenhum material publicado na RBF/BJPT podera ser reproduzido sem a permissao, por
escrito, dos editores. Todos os autores de artigos submetidos deverdo assinar um termo
de transferéncia de direitos autorais, que entrard em vigor a partir da data de aceite do
trabalho.
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Forma e apresentacdo do manuscrito

A RBF/BJPT considera a submissdo de manuscritos com até 3.500 palavras
(excluindo-se pagina de titulo, resumo, referéncias, tabelas, figuras ou legendas).
Informacdes contidas em anexo(s) serdo computadas no numero de palavras
permitidas.

O manuscrito deve ser escrito preferencialmente em inglés. Quando a qualidade
da redacdo em inglés comprometer a andlise e avaliacdo do conteudo do
manuscrito, os autores serdo informados.

Recomenda-se que 0s manuscritos submetidos em inglés venham acompanhados
de certificacdo de revisdo por servigo profissional de editing and proofreading.
Tal certificacdo devera ser anexada a submissdo. Sugerimos 0s seguintes servicos
abaixo, ndo excluindo outros:

- American Journal Experts (www.journalexperts.com)
- Scribendi (www.scribendi.com)
- Elsevier (www.elsevier.com/wps/find/authors/languagepolishing)
- Nature Publishing Groups Language Editing

(languageediting.nature.com/editing.services)

O manuscrito deve incluir uma péagina de titulo e identificacdo, resumo/abstract e
palavras-chave, corpo do texto, referéncias, tabelas e figuras.

Titulo e pagina de identificacao

O titulo do manuscrito ndo deve ultrapassar 25 palavras e deve apresentar o
méaximo de informacGes sobre o trabalho. Preferencialmente, os termos utilizados
no titulo ndo devem constar na lista de palavras-chave. A pagina de identificacdo
deve conter ainda 0S seguintes dados:
Titulo do manuscrito em portugués e em inglés, em letras maiusculas;
Autores: nome e sobrenome de cada autor em letras mailsculas, sem titulacéo,
seguidos por nudmero sobrescrito (expoente), identificando a afiliagdo
institucional/vinculo (unidade/instituicdo/cidade/estado/pais). Para mais de um
autor, separar por virgula.
Autor de correspondéncia: indicar o0 nome, endereco completo, e-mail e telefone
do autor de correspondéncia, o qual estd autorizado a aprovar as revisdes
editoriais e complementar demais informacGes necessarias ao processo.
Palavras-chaves: termos de indexacdo ou palavras-chave (maximo seis) em
portugués e em inglés.

Abstract/Resumo

Uma exposi¢do concisa, que ndo exceda 250 palavras em um unico paragrafo, em
portugués (Resumo) e em inglés (Abstract), deve ser escrita e colocada logo ap6s
a pagina de titulo. Referéncias, notas de rodapé e abrevia¢Oes ndo definidas nao
devem ser usadas no Resumo/Abstract. O Resumo e o Abstract devem ser
apresentados em formato estruturado, incluindo o0s seguintes itens,
separadamente: Contextualizagdo, Objetivos, Métodos, Resultados, Conclusdo e o
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NUmero do Registro de Ensaio Clinico, quando apropriado (ver recomendagdes
para Ensaio Clinico em Escopo e Politica e Aspectos Eticos e Legais).

Introducgéo

Deve-se informar sobre o objeto investigado devidamente problematizado,
explicitar as relacbes com outros estudos da area e apresentar justificativa que
sustente a necessidade do desenvolvimento do estudo, além de especificar o(s)
objetivo(s) do estudo e hipotese(s), caso se aplique.

Método

Descricdo clara e detalhada dos participantes do estudo, dos procedimentos de
coleta, transformacdo/reducdo e analise dos dados de forma a possibilitar
reprodutibilidade do estudo. O processo de selecéo e alocagdo dos participantes
do estudo deverd estar organizado em fluxograma, contendo o numero de
participantes em cada etapa, bem como as caracteristicas principais (ver modelo
fluxograma CONSORT).

Quando pertinente ao tipo de estudo, deve-se apresentar calculo que justifique
adequadamente o tamanho do grupo amostral utilizado no estudo para
investigacdo do(s) efeito(s). Todas as informacgdes necessarias para estimativa e
justificativa do tamanho amostral utilizado no estudo devem constar no texto de
forma clara.

Resultados

Devem ser apresentados de forma breve e concisa. Resultados pertinentes devem
ser reportados utilizando texto e/ou tabelas e/ou figuras. Ndo se devem duplicar os
dados constantes em tabelas e figuras no texto do manuscrito.

Discussao

O objetivo da discussdo € interpretar os resultados e relaciona-los aos
conhecimentos ja existentes e disponiveis na literatura, principalmente aqueles
que foram indicados na Introducdo. Novas descobertas devem ser enfatizadas com
a devida cautela. Os dados apresentados nos metodos e/ou nos resultados nao
devem ser repetidos. LimitacGes do estudo, implicacdes e aplicacdo clinica para as
areas de Fisioterapia e Ciéncias da Reabilitacdo deverdo ser explicitadas.

Referéncias

O numero recomendado é de 30 referéncias, exceto para estudos de revisdo da
literatura. Deve-se evitar que sejam utilizadas referéncias que ndo sejam
acessiveis internacionalmente, como teses e monografias, resultados e trabalhos
ndo publicados e comunicacdo pessoal. As referéncias devem ser organizadas em
sequéncia numérica de acordo com a ordem em que forem mencionadas pela
primeira vez no texto, seguindo os Requisitos Uniformizados para Manuscritos
Submetidos a Jornais Biomédicos, elaborados pelo Comité Internacional de
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Editores de Revistas Médicas — ICMJE.

Os titulos de periodicos devem ser escritos de forma abreviada, de acordo com
a List of Journals do Index Medicus. As citacOes das referéncias devem ser
mencionadas no texto em numeros sobrescritos (expoente), sem datas. A exatiddo
das informacdes das referéncias constantes no manuscrito e sua correta citagao no
texto sdo de responsabilidade do(s) autor(es).

Exemplos: http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html.
Tabelas, Figuras e Anexos

As tabelas e figuras sdo limitadas a cinco (5) no total. Os anexos serdo
computados no nimero de palavras permitidas no manuscrito. Em caso de tabelas,
figuras e anexos ja publicados, os autores deverdo apresentar documento de
permissao assinado pelo autor ou editores no momento da submisséo.

Para artigos submetidos em lingua portuguesa, a(s) versdo(des) em inglés da(s)
tabela(s), figura(s) e anexo(s) e suas respectivas legendas deverao ser anexados no
sistema como documento suplementar.

-Tabelas: devem incluir apenas os dados imprescindiveis, evitando-se tabelas
muito longas (maximo permitido: uma péagina, tamanho A4, em espacamento
duplo), devem ser numeradas, consecutivamente, com algarismos arabicos e
apresentadas no final do texto. Ndo se recomendam tabelas pequenas que possam
ser descritas no texto. Alguns resultados simples s&o mais bem apresentados em
uma frase e ndo em uma tabela.

-Figuras: devem ser citadas e numeradas, consecutivamente, em arabico, na
ordem em que aparecem no texto. Informacdes constantes nas figuras ndo devem
repetir dados descritos em tabela(s) ou no texto do manuscrito. O titulo e a(s)
legenda(s) devem tornar as tabelas e figuras compreensiveis, sem necessidade de
consulta ao texto. Todas as legendas devem ser digitadas em espaco duplo, e
todos os simbolos e abreviacfes devem ser explicados. Letras em caixa-alta (A, B,
C, etc.) devem ser usadas para identificar as partes individuais de figuras
multiplas.

Se possivel, todos os simbolos devem aparecer nas legendas; entretanto, simbolos
para identificacdo de curvas em um grafico podem ser incluidos no corpo de uma
figura, desde que ndo dificulte a andlise dos dados. As figuras coloridas serdo
publicadas apenas na versdo online. Em relacdo a arte final, todas as figuras
devem estar em alta resolucdo (300 DPI). Figuras de baixa qualidade podem
resultar em atrasos no processo de revisao e publicacao.

-Agradecimentos: devem incluir declaracdes de contribuigdes importantes, espe
sua natureza. Os autores sd0 responsaveis pela obtengdo da autorizs
pessoas/instituicbes nomeadas nos agradecimentos.

Areas do conhecimento
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1. Fisiologia, Cinesiologia e Biomecanica; 2. Cinesioterapia/recursos terapéuticos;
3. Desenvolvimento, aprendizagem, controle e comportamento motor; 4. Ensino,
Etica, Deontologia e Histéria da Fisioterapia; 5. Avaliacdo, prevencdo e tratamento
das disfuncdes cardiovasculares e respiratorias; 6. Avaliacdo, prevencdo e
tratamento das disfuncGes do envelhecimento; 7. Avaliacdo, prevencdo e tratamento
das disfuncBes musculoesqueléticas; 8. Avaliacdo, prevencdo e tratamento das
disfuncdes neuroldgicas; 9. Avaliacdo, prevencdo e tratamento nas condicdes da
salde da mulher; 10. Avaliagho e mensuracdo em Fisioterapia; 11.
Ergonomia/Sadde no trabalho.
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