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INTRODUCAO

As respostas do organismo ao exercicio fisico podem levar a alte-
ragdes anatomofisioldgicas de varios tecidos do corpo, dentre eles o
tecido muscular'. As alteracdes do musculo esquelético sdo decorren-
tes da sobrecarga funcional durante o exercicio, promovendo assim o

RESUMO

Introducao: O exercicio fisico pode promover alteragdes anatomofisiolégicas no musculo estriado esquelético
e a ingestao do aminoacido L-arginina pode influenciar na morfometria da fibra muscular esquelética. Objetivo:
Analisar a influéncia da L-arginina associada ao exercicio fisico sobre a fibra muscular esquelética. Métodos: Foram
utilizados 24 ratos da linhagem Wistar. Aos sete dias de vida, esses animais foram divididos em dois grupos: tra-
tados com L-arginina (grupo-Ar; 300 mg/kg/dia) e tratados com volume equivalente do veiculo — d4gua destilada
(grupo-Ag; controle). A L-arginina ou a dgua foi administrada diariamente por gavagem. Aos 15 dias de idade,
0s animais dos grupos Ar e Ag foram subdivididos de acordo com a condicdo de exercicio fisico a que foram
submetidos: exercitados em esteira (grupo E) e ndo exercitado (grupo N). O exercicio foi realizado em esteira
(ET 2000 Insight) cinco dias por semana com duracdo diaria de 30 minutos. Os grupos foram assim distribuidos
(n=6): AgN, AgE, ArN e ArE. Ao atingirem a idade de 35-45 dias de vida, os animais foram pesados, sacrificados
e retidado o musculo gastrocnémio. Este foi medido, pesado e processado para andlise histolégica. As imagens
do musculo foram capturadas na objetiva de 100x para calculo do didametro médio da fibra muscular. Os dados
foram expressos na forma de média + desvio padrao, analisados através do programa SPSS. Foram utilizados
0s testes de Shapiro-Wilk, ANOVA one way e teste de Tukey (p < 0,05). Resultados: Nao houve diferenca entre
05 grupos, quanto ao peso corporal do animal e ao peso do musculo gastrocnémio. No entanto, o grupo ArN
apresentou diametro médio maior significativamente quando comparado aos dos demais grupos. Concluséo:
Isto sugere que a L-arginina, em animais que nao realizaram o exercicio fisico, promove hipertrofia muscular,
enguanto que o exercicio realizado nao foi capaz de promover aumento do diametro da fibra muscular.

Palavras-chave: arginina, exercicio fisico, musculo esquelético.

ABSTRACT

Introduction: Exercise and amino acid L-Arginine can promote anatomical and physiological changes in skeletal
muscle. Objective: The objective of this work was to analise the influence of L-arginine associated with the exercise
in skeletal muscle fibers. Methods: To carry out our research, 24 male Wistar rats divided into 4 groups according to
the administration of Arginine and physical exercise wer used. The experimental groups were distributed as follows:
Arginine-Exercise (AE, n = 6), Arginine-Not Exercised (AN, n = 6), Water-Exercise (WE, n = 6) and Water-Not Exercised
(WN, n = 6). The amino acid L-Arginine was administered via orogastric intubation, at dose of 300mg/kg, daily from
the 7th to 35th days of life of the animal. The exercise was performed on motorized treadmill for 30 minutes/day, 5
times a week, from 15th to 35th days of life of the animal. At the age of 35-45 days, the animals were weighed and
sacrificed in order to collect the gastrocnemius muscle. The gastrocnemius muscle was measured, weighed and
processed for histological analysis. The muscle’s images were taken in order to calculate the mean diameter of the
muscle fiber. Data were expressed as mean + standard deviation and analyzed using SPSS. The Shapiro-Wilk, one-way
ANOVA and Tukey’s tests (p <0.05) were applied. Results: Concerning body weight and gastrocnemius weight, there
was no significant difference when all the experimental groups were compared. However, the AN group presented
the highest mean diameter when compared to the other groups. Conclusion: This fact suggests that orogastric
administration of Arginine offered to the animals that were not exercised, promotes muscle hypertrophy. On the
other hand, exercise by itself did not lead to increase in mean diameter of skeletal muscle.

Keywords: arginine, exercise, skeletal muscle fibers.
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aumento da tensdo muscular e produgdo de energia®. Aliado a isso, o
aumento de trabalho muscular durante o exercicio fisico é capaz de pro-
mover reacdes quimicas que sao responsaveis pela hipertrofia muscular®.
Estudos mostram que durante o esforco aerébico do exercicio ocorre rup-
tura de proteinas do organismo, havendo entéo liberacdo de aminoacidos*.
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Deste modo, os atletas podem necessitar de um aumento na ingestao de
proteinas ou de algum aminoécido especifico®. A captagéo de aminoécidos
pelo musculo esquelético ¢ um evento precoce para iniciar a hipertrofia®.

A L-arginina vem sendo amplamente estudada e faz parte da compo-
sicdo de varios suplementos alimentares®. Este aminodcido é considerado
condicionalmente essencial, visto que, por ndo ser produzido pelo proprio
organismo em algumas fases da vida e sob certas condi¢des patolégicas,
necessita ser adquirido através da dieta’®.

A administragdo oral desse aminodcido tem sido relacionada com a
melhora do desempenho fisico por redugdo da fadiga muscular. Esse efeito
estd associado a acdo vasodilatadora promovida pelo éxido nitrico que é
formado a partir da L-arginina. A vasodilatacdo resulta em aumento da
perfusdo muscular e maior oferta de glicose pelos musculos em atividade®.
Acredita-se que o proprio efeito da perfusdo da musculatura esquelética
contribua para melhor qualidade do treinamento, resultando em aumento
de massa muscular e forca contratil™.

Além dos efeitos da L-arginina relacionados a vasodilatacdo, hé ainda
associagdo deste aminoacido com a melhoria da forca contratil através de
uma maior sintese de proteinas musculares'.

Para se estudar os efeitos do exercicio fisico em animais de laboratério,
a esteira motorizada tem sido bastante utilizada, uma vez que este tipo de
exercicio vem sendo amplamente empregado em programas de reabilita-
céo e treinamento fisico'. Adicionalmente, com o intuito de se investigar
alteracdes na fibra muscular, como hipertrofia, decorrentes da prética do
exercicio tem-se a mensuracao de dimensdes geométricas das seccoes
transversais das fibras, como diametro?

Diante do exposto, tem-se como objetivo investigar as possiveis
influéncias da ingestdo do aminoécido L-arginina quando associado a
prética do exercicio fisico sobre peso corporal e musculo esquelético
de ratos jovens.

METODOS

Este estudo experimental foi submetido a apreciacdo da Comissao
de Etica em Experimentacao Animal do Centro Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE), sendo aprovado
sob o protocolo n2 23076.005924/2008-80, seguindo-se as normas reco-
mendadas pelo Comité Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

Foram utilizados 24 ratos machos da linhagem Wistar, provenien-
tes da colonia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal
de Pernambuco, mantidos em quatro gaiolas coletivas contendo seis
filhotes em cada. Esses animais foram mantidos sob condicao padrao
do biotério, em sala a temperatura de 22 + 2°C, submetidos a um ciclo
artificial claro/escuro de 12/12 horas (o0 escuro iniciando-se as 19 horas),
agua e dieta Labina (Purina®, Paulinia, SP, Brasil) ad libitum.

Ao atingirem a idade de sete dias, os animais foram separados em
dois grupos, de acordo com a administracao de L-arginina: animais
tratados com L-arginina (grupo Ar; 300 mg/kg/dia) e animais tratados
com volume equivalente de dgua destilada (grupo Ag). A L-arginina
ou a agua foram administradas diariamente por gavagem do sétimo
ao 35° dia de vida, no horario das seis as oito horas. O volume total
administrado em cada gavagem variou de 0,5 ml/dia (sétimo ao 142
dia de vida do animal) a 1,0 ml/dia (152 ao 35¢ dia de vida do animal)'.

Na idade de 15 dias, os animais (Ar e Ag) foram subdivididos em
dois outros grupos segundo a pratica de exercicio fisico: Exercitados
(AgE e ArE) e Nao exercitados (AgN e ArN). Cada grupo experimental
possui seis animais. O exercicio fisico foi realizado em esteira motorizada
(ET 2000, Insight Equipamentos Cientificos, Ribeirdo Preto, Brasil) em
cinco sessdes semanais, com 30 minutos de dura¢do no horario de seis
as oito horas. O exercicio foi realizado do 152 ao 35¢ dia de vida do
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animal com velocidade da esteira de 5 m/min, 10 m/min e 15 m/min,
na primeira, segunda e terceira semanas, respectivamente'?,

Todos os animais foram pesados no sétimo, 149, 212 e 282 dia de
vida, assim como no dia do sacrificio (35-45 dias de vida). Para o sacrificio,
0s animais foram submetidos a uma anestesia com solu¢do contendo
mistura de uretana a 10% + cloralose a 0,4%, a dose de 1.000 mg/kg
de uretana + 40 mg/kg de cloralose, via intraperitoneal. Foi entdo re-
tirado o musculo gastrocnémio para sua pesagem e medicao de seu
comprimento utilizando-se uma linha ao longo do musculo desde o
seu tendédo de origem até o de insercdo. Essa distancia foi transferida
para uma régua milimetrada de medida com preciséo 0,05 cm. Apds
a medicdo, o musculo foi fixado em formol a 10% por um periodo
minimo de 48 h, desidratado e diafanizado convencionalmente para
microscopia de luz e emblocado em parafina. Secgdes transversais do
musculo foram obtidas com aproximadamente 4 um de espessura
através do micrétomo (Leica). Todos os cortes obtidos foram corados
pela hematoxilina-eosina e montados em Entellan® (Merck).

As imagens dos cortes histolégicos dos musculos (magnificacdo
1.000 x) foram selecionadas em microscépio, capturadas e digitali-
zadas através de camera digital acoplada a um microcomputador.
Com a finalidade de avaliar a hipertrofia das fibras musculares foi
realizada a mensuracdo do didmetro médio em amostras de 50 fibras
por animal por meio do software Imagel®. Para a andlise estatistica
utilizou-se inicialmente o teste de Shapiro-Wilk para testar a norma-
lidade da amostra e para a analise de variancia (ANOVA one way).
Nas amostras que apresentaram diferencas significativas foi utilizado
0 pos-teste de Tukey. O nivel de significancia foi considerado com p
< 0,05. Essa andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa
SPSS 15.0 (Statistical Package for the Social Sciences, Chicago, USA)
para Windows®.

RESULTADOS

Quanto ao peso dos animais no dia do sacrificio, ndo houve dife-
renca significativa entre os grupos experimentais (0,07525), ao com-
parar suas médias (figura 1). Os resultados foram expressos na forma
de média + desvio padrdo da média. O peso corporal (g) dos animais
no dia do sacrificio foi de 139,53 + 21,96 para o grupo AgN, 132,41 +
15,01 para o AgE, 141,11 £ 22,37 parao ArN e 114,05 + 13,27 para o ArE.
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Figura 1. Efeito do exercicio fisico e/ou do aminoécido L-arginina durante o desenvolvi-
mento sobre o peso corporal (g) de ratos Wistar jovens no dia do sacrificio. Encontram-se
representados os quatro grupos experimentais: AgN (n = 6), Agk (n = 6), ArN (n = 6)
e ArE (n = 6). Dados apresentados em forma de média + erro padrao (ANOVA one
way, p < 0,05).
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Peso absoluto e relativo do musculo gastrocnémio dos ani-
mais na idade pré-determinada, foram, respectivamente: 0,6136 +
0,1068 e 0,004416 + 0,1068 para o grupo AgN, 0,60195 + 0,13747 e
0,004466+0,00024 para o AgE, 0,66488 +0,13873 e 0,00468 + 0,000365
para o ArN, 0,52945 + 0,15007 e 0,004183 + 0,000299 para o Ark. Apos
analise estatistica, foi observado que estes dados ndo apresentaram
diferenca significativa (figura 2).

O comprimento do musculo gastrocnémio foi de 2,11 + 0,26 para
o grupo AgN, 2,18 + 0,26 para o AgE, 2,21 £ 0,19 para o ArN e 2,08
+ 0,27 para o ArE (figura 3). Os grupos apresentaram valores de com-
primentos semelhantes, ndo havendo, portanto, diferenca estatistica
entre eles (p = 0,164672). O diametro médio da fibra muscular (um)
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Figura 2. Efeito do exercicio fisico e/ou do aminoécido L-arginina durante desenvolvi-
mento sobre o peso (g) absoluto e relativo do musculo gastrocnémio de ratos Wistar
jovens. Dados apresentados em forma de média + erro padrao (ANOVA one way, p < 0,05)
dos grupos experimentais: AgN (n = 6), AgE (n = 6), ArN (n = 6) e ArE (n = 6).
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Figura 3. Efeito do exercicio fisico e/ou do aminodcido L-arginina durante o desen-
volvimento sobre comprimento musculo gastrocnémio de ratos Wistar jovens. Dados
apresentados em forma de média + erro padrao (ANOVA one way, p < 0,05) dos quatro
grupos experimentais: AN (n = 6), AgE (n =6), ArN (n = 6) e ArE (n = 6).

do gastrocnémio (figura 4) foi de 30.855 + 1.627,19 para o grupo AgN,
31.671,51 £ 2.657,79 para o AgE, 35.784,9 + 3.037,78 para o AN e
30.857,03 + 2.483,21 para o ArE. O grupo ArN teve um aumento do
diametro quando comparado aos grupos AgN (p = 0,00031) e ArE (p
=0,013677).
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Figura 4. Efeito do exercicio fisico e/ou do aminodcido L-arginina durante o desen-
volvimento sobre o didmetro médio (um) de fibras musculares de ratos Wistar jovens
no dia do sacrificio. Encontram-se representados 0s quatro grupos experimentais:
AgN (n = 6), AgE (n = 6), ArN (n = 6) e ArE (n = 6). Dados apresentados em forma
de média + erro padrao (ANOVA one way, post hoc de Tukey; p < 0,05). O simbolo *
expressa que o grupo ArN teve um maior didmetro médio da fibra muscular quando
comparado aos demais grupos.

DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que nem o exercicio fisico nem a in-
gestdo oral do aminoécido L-arginina foram capazes de influenciar no
peso corporal dos animais estudados. Ha relatos na literatura de que
0 ¢xido nitrico produzido pela L-arginina pode reduzir a ingestao ali-
mentar, resultando em uma diminuicdo de peso corporal de ratos e
camundongos''4 Porém, nossos resultados contrapdem-se a estes,
corroborando estudos mais recentes. Lin et al.””, Suzuki'® e Huang et al. 7
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analisaram o peso corporal de ratos Wistar com diferentes idades,
submetidos a diversos tipos de exercicios fisicos e a administracdo de
L-arginina em quantidades varidveis. Tais trabalhos ndo comprovaram
diferenca no peso corporal dos animais estudados. Logo, sugerimos
que, independente da dose deste aminoacido, ndo hd relacdo entre
sua ingestéo e a pratica do exercicio fisico no que diz respeito ao
peso dos animais.

Quanto ao comprimento do musculo gastrocnémio, também néo
houve diferenca significativa entre 0s grupos estudados. No entanto,
nao se tem registro na literatura de estudos que avaliem tal parametro
macroscopico, relacionando-o com o exercicio fisico e com a ingestéo
deste aminodacido. Acredita-se que a contragao muscular decorrente
da prética do exercicio fisico possa levar a hipertrofia das fibras mus-
culares’®, o que reflete no aumento do comprimento do ventre do
musculo esquelético. Acrescenta-se a isso o fato de que a L-arginina,
por promover a vasodilatacdo no musculo esquelético, poderia po-
tencializar essa hipertrofia gragas a um maior aporte sanguineo e de
nutrientes para este musculo em atividade®'®,

Os resultados deste estudo mostram que ndo houve diferenca sig-
nificativa entre o diametro médio das fibras dos animais que realizaram
o0 exercicio fisico quando comparados ao grupo sedentério. O diametro
médio da fibra muscular ¢ um dado que reflete a hipertrofia muscular,
sendo, portanto, uma medida bastante utilizada para se estudar os
efeitos do exercicio fisico sobre a musculatura estriada esquelética
em ratos'”. A hipertrofia é proveniente da demanda funcional au-
mentada devido a sobrecarga fisica e é resultado de mudangas no
metabolismo e proliferacdo celular'®. Estudos mostram um aumento
do diametro médio em ratos submetidos a prética de exercicio fisi-
co'?. Nossos resultados, entretanto, diferem dos j citados, visto que
nao obtivemos aumento do didmetro médio das fibras dos animais
submetidos a prética do exercicio fisico. Acreditamos que isso pode
ser explicado pelo protocolo de exercicio utilizado, sendo, dessa
forma, uma sobrecarga insuficiente para estimular a hipertrofia. Ao
comparar o protocolo deste trabalho com os de Camargo Filho et al.!
e Brito et al?, observamos que a duracdo do exercicio foi a mesma,
porém a duracdo do presente estudo é inferior e a velocidade da
esteira nao foi mencionada por esses autores. Isto nos permite inferir
que, para que haja uma resposta muscular adequada, devem ser
levados em consideracdo fatores que caracterizam o exercicio fisico,
como: duracéo, frequéncia e intensidade. A intensidade do exercicio
¢ definida de acordo o consumo méximo de oxigénio (VO,,;,) €
frequéncia cardiaca maxima (FC,,,) durante a atividade, podendo ser
classificada como: leve, moderada e intensa'®. O exercicio realizado
neste trabalho baseia-se numa modificacdo do protocolo de Silva et
al. 2%, que o classificam como moderado.

O didmetro médio do grupo de animais ndo exercitados aos quais
foi administrada a L-arginina foi significativamente maior quando
comparado aos demais grupos. Em adultos, a L-arginina associada
ao exercicio estd relacionada ao aumento da massa muscular expli-
cada pelo efeito vasodilatador do éxido nitrico produzido por este
aminoacido'®. A vasodilatacdo aumenta a perfusdo muscular e au-
mento de nutrientes para 0 musculo em atividade, o que favorece
0 aumento da massa muscular. Esse mecanismo explica o aumento
do didmetro em individuos que fizeram uso do aminoacido L-arginina
enquanto realizavam exercicio fisico. Além disso, pesquisas recentes
descobriram que o aminodcido L-arginina estimula a secre¢ao do hor-
monio do crescimento (GH). O GH promove a hipertrofia muscular,
pois facilita o transporte de aminodcidos para o interior das células?'.
A influéncia do exercicio fisico sobre 0 GH mostrou-se contraditoria,
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sendo dependente do tipo e intensidade do exercicio realizado?>?3,
Stokes et al? e Collier et al** observaram que ha elevacao nos niveis
de GH mesmo em repouso em individuos suplementados com L-argi-
nina. Dessa forma, acreditamos que a dose de L-arginina (300 mg/kg)
do presente estudo foi capaz de provocar hipertrofia da musculatura
estriada esquelética, possivelmente através da elevagao dos niveis de
GH; j& o efeito vasodilatador estd diretamente associado a ingestao
desse aminoacido concomitantemente a pratica do exercicio fisico.
Logo, nossos resultados corroboram Chiyoda et al?>, que mostraram
que a administragcdo orogastrica de L-arginina nao teve interacdo com
0 exercicio fisico. Ao compararmos o diametro médio dos grupos de
animais exercitados, observamos que ndo houve diferenca significativa
entre aqueles que ingeriram o aminodcido e os que ndo ingeriram.
A hipertrofia, expressada pelo aumento do didmetro médio da fibra
muscular, é entendida como o balan¢o positivo entre a sintese e a de-
gradacéo de proteina induzida pelo exercicio fisico®. Logo, esses efeitos
do exercicio fisico dependem de uma melhor definicao do mesmo,
como intensidade especifica. Além disso, a L-arginina tem-se mostrado
eficaz na hipertrofia muscular, visto que eleva a taxa de sintese proteica.
Matsumoto et al?” observaram que a suplementacdo orogastrica de
L-arginina (2 g) associada ao exercicio fisico de intensidade moderada
suprimiu a protedlise muscular durante este exercicio, resultando em
balango proteico positivo e, consequentemente, em hipertrofia. No
entanto, nos nossos estudos, tal efeito ndo foi observado, o que pode
ser justificado pela dose de L-arginina utilizada neste trabalho.

A ingestao oral do aminoécido L-arginina tem-se mostrado eficaz
em aumentar a angiogénese induzida pelo exercicio fisico através do
aumento da expressdo do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF)'®. Autores relatam que a elevagao nos niveis de VEGF em pacien-
tes resultou em aumento da circulagdo arterial colateral®, Esse aumento
da angiogénese pode estar relacionado com o aumento da hipertrofia
muscular. No entanto, em nossos resultados, essa provavel correlagdo
parece ndo estar ligada a pratica do exercicio fisico, ja que a hipertrofia
ocorreu apenas nos animais do grupo arginina ndo exercitado.

Sabe-se que o desuso da musculatura estriada esquelética, devido
a falta de estimulo por sobrecarga, leva a destruicao das proteinas
intramusculares, o que resulta em atrofia muscular®. A ingestao de
500 mg/kg de L-arginina foi suficiente para impedir a atrofia por de-
suso em musculos da pata posterior de ratos Wistar®. Este resulta-
do estd em consonancia com 0s nossos, porém deve-se considerar
que a dose de 300 mg/kg, utilizada neste trabalho, pode apresentar
0 mesmo resultado.

CONCLUSAO

Em suma, a ingestao do aminodcido L-arginina na dose de 300 mg/kg,
sem interferéncia do exercicio fisico, foi capaz de promover hipertrofia
da musculatura estriada esquelética. No nosso estudo, foi utilizada
uma dose capaz de promover efeito positivo sobre a musculatura es-
triada esquelética, ja que ndo se tem registro da dose especifica deste
aminodacido para esta finalidade. No entanto, a relacdo da L-arginina
com o exercicio fisico ndo estd bem estabelecida. Considera-se, entao,
a necessidade de uma sistematizacdo mais detalhada do protocolo do
exercicio fisico para que este influencie positivamente no diametro
médio da fibra muscular. Dessa forma, pardmetros como duracao, in-
tensidade e frequéncia do exercicio devem ser melhor definidos.

Todos os autores declararam né&o haver qualquer potencial conflito de
interesses referente a este artigo.
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