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INFORMAQ(SES SOBRE O ARTIGO RESUMO
Histoérico do artigo: Objetivo: Avaliar a influéncia da suplementagao oral com arginina na regeneracao de lesdo
Recebido em 16 de abril de 2014 por estiramento do musculo tibial anterior de ratos.
Aceito em 11 de agosto de 2014 Meétodo: Usaram-se 24 ratos Wistar (492,5 + 50,45 gramas), induzidos com lesao por estira-
On-line em 3 de julho de 2015 mento dos musculos tibiais anteriores e separados em trés grupos com oito ratos cada. No
grupo nao tratado (GNT), apds a inducdo das lesoes, os ratos foram observados por 24 horas,
Palavras-chave: nos grupos simulagdo (GS) e arginina (GA) receberam, por gavagem diariamente, respecti-
Mtsculos/lesdo vamente solucdo salina isot6nica e solucdo de arginina, durante sete dias. Ao término dos
Arginina periodos foram coletadas amostras de sangue para as avaliagoes séricas de creatina-quinase
Regeneracio (CK), desidrogenase latica (LDH), aspartato-aminotransferase (AST) e proteina C reativa
Ratos (PCR). Foram ressecados os musculos tibiais anteriores (direitos e esquerdos) para avaliacoes

histopatoldgicas das lesdes musculares e pesquisa de edema, hemorragia, desorganizacdo
ou alteracdo morfométrica das fibras musculares. E foi feita a reparagdo tecidual, para pes-
quisa da proliferacdo de tecido adiposo, angiogénese e fibras coldgenas. Empregaram-se os
testes ANOVA e t de Student com p < 0,05 para significacdo estatistica.

Resultados: Nas avaliacdes séricas o GA mostrou valores menores nas dosagens de CPK e
maiores nas dosagens de AST. Nas avaliagdes histopatoldgicas, no GNT foram evidenciados
edema e hemorragia compativeis com lesdes por estiramento, no GS edema, hemorragia
com proliferacdo de tecido adiposo e fibras colagenas e no GA. Além dos achados do GS
destacou-se intensa angiogénese.

Conclusdo: A suplementacgdo oral com arginina ndo causou alteragdes metabdlicas impor-
tantes que contraindiquem seu uso e induziu angiogénese durante a reparacao de lesdes
musculares por estiramento.
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Effects of nutritional supplementation with L-arginine on repair of
injuries due to muscle strain: experimental study on rats

ABSTRACT

Objective: To evaluate the influence of oral supplementation with arginine on regeneration
of injuries due to straining of the anterior tibial muscle of rats.

Method: Twenty-four Wistar rats of weight 492.5+50.45 grams were used. Injuries were
induced through straining the anterior tibial muscles. The rats were separated into three
groups of eight rats each. In the untreated group (UTG), after induction of injuries, the rats
were observed for 24 hours. In the simulation group (SG) and the arginine group (AG) res-
pectively, the rats received isotonic saline solution and arginine solution via direct gavage,
over a seven-day period. At the end of the period, blood samples were collected for serum
evaluations of creatine kinase (CK), lactic dehydrogenase (LDH), aspartate aminotransferase
(AST) and C-reactive protein (CRP). The right and left anterior tibial muscles were resected
for histopathological evaluations on the muscle injuries, investigating edema, hemorrhage
and disorganization or morphometric alteration of the muscle fibers. The tissue repair was
investigated in terms of proliferation of adipose tissue, angiogenesis and collagen fibers.
The ANOVA and Student’s t methods were used and p <0.05 was taken to be statistically

Results: In the serum evaluations, the AG showed lower CK assay values and higher AST
values. In the histopathological evaluation, the UTG presented edema and hemorrhage
compatible with injuries due to strain; the SG presented edema and hemorrhage with pro-
liferation of adipose tissue and collagen fibers; and the AG presented not only the findings

Conclusion: Oral supplementation with arginine did not cause any significant metabolic
alterations that would contraindicate its use and it induced angiogenesis during the repair

© 2015 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Published by Elsevier Editora

Ltda. All rights reserved.

elevacdo, ultrassom e raios laser.”-® A revascularizagdo é fator
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of the SG but also, especially, intense angiogenesis.
of muscles injured due to strain.

Introducao

Atividade fisica é uma das formas de retardar o desenvol-
vimento das doencas cronicas ndo transmissiveis e novos
conhecimentos sobre os efeitos agudos e cronicos do exerci-
cio fisico colaboraram para que um numero cada vez maior de
estudos comprove e relate os seus beneficios para a satude.’
Diante dessa evidéncia, bem como da disseminacdo de aca-
demias de esportes e de novas possibilidades da sua pratica,
aumentou também a ocorréncia de diferentes formas de trau-
mas pela demanda exagerada de for¢a muscular e em especial
por muitas praticas mal ou ndo orientadas por profissionais
da 4rea.?® Os traumas musculares representam alto niimero
de lesbes no esporte profissional e recreativo e podem ocorrer
por meio de varios mecanismos e tém resultado no aumento
proporcional de estudos relacionados ndo somente com o
processo de regeneracdo muscular, mas também em novas
opcoes terapéuticas das diversas lesdes que acometem o sis-
tema musculoesquelético.* A imobilizacdo geralmente é o
método de escolha para o tratamento dessas lesdes, embora
incorra em alteragdes estruturais como atrofia, proliferacao
de tecido conectivo, fibrose, perda da extensibilidade e resis-
téncia muscular, além de desordens metabdlicas.>® Entre as
modalidades terapéuticas sdo usadas as associagOes entre
imobilizacdo, baixa temperatura no local, compressdo e

determinante para a regeneracdo da fibra muscular apés
lesdo,’ pois ocasiona o acesso de nutrientes e oxigenacio,
pelos vasos nos tecidos adjacentes, fundamental para o
reparo do tecido.'® Essa revascularizagdo ocorre por meio da
proliferacdo das células endoteliais, estimulada por fatores de
crescimento como o fator de crescimento fibroblastico béasico
(bFGF) e fator de crescimento endotelial vascular.'’ A argi-
nina é um aminoacido basico e precursor da sintese de uma
molécula com grande importéncia biolégica, o 6xido nitrico,
dentre outras.'? Tradicionalmente é considerada um aminoa-
cido ndo essencial para adultos e criancas devido a capacidade
do organismo de sintetizé-la.’®> Porém, em certas condi¢des
de estresse ocorre o aumento do seu consumo, que excede
a capacidade de sua producdo enddgena e torna-se assim
um aminodcido condicionalmente essencial.'* O 6xido nitrico
estd envolvido em grande variedade de fungdes bioldgicas.”
Exerce funcdo como regulador vasoativo, promove o relaxa-
mento endotelial com consequente vasodilatacdo e assim
eleva o fluxo sanguineo aos tecidos lesados.’® Desempe-
nha também importante papel na resposta imunolédgica por
mediar mecanismos de citotoxidade e defesa ndo especifica
do hospedeiro.”” Atualmente as lesdes musculares compdem
um grupo de agravos dos mais desafiadores da traumatolo-
gia esportiva, especialmente em atletas considerados de alto
desempenho, pois apesar de comuns seu tratamento ainda
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é controverso e muitas vezes ineficiente. Habitualmente, lon-
gos periodos de afastamento sdo necessarios para que o atleta
retorne plenamente a suas atividades e em alguns casos as
sequelas podem fazer parte do resultado final.’® Diante do
exposto, o presente estudo tem por objetivo avaliar a influén-
cia da suplementacdo oral com L-arginina na regeneracao de
lesdo muscular por estiramento, induzida no musculo tibial
anterior de ratos.

Material e método

Este estudo foi aprovado pelo Comité de FEtica em Pes-
quisa Experimental (Parecer 023/12), conforme protocolo da
instituicdo onde foi feito. Foram usados 24 ratos da linhagem
Wistar (Rattus norvegicus, albinus), adultos com peso médio de
492,5+50,45 gramas, provenientes do biotério da Universi-
dade Federal do Parand (UFPR). Foram mantidos em ambiente
especifico com temperatura (20+4°C) e umidade ambientais
automaticamente controladas, ciclos claro/escuro de 12 horas
e receberam ragdo especifica (Nuvilab®, Quimitia S/A) e dgua
ad libitum.

Delineamento do estudo

Os ratos foram submetidos a tragdo para estiramento passivo
do musculo tibial anterior do membro posterior direito, por
45 minutos, foi mantido intacto o membro posterior esquerdo
como controle. A seguir, foram separados em trés grupos com
oito ratos cada. O grupo nao tratado (GNT) apés 24 horas do
periodo de tracdo e sob plano anestésico foi submetido aos
procedimentos de pungdo cardiaca para coleta de sangue, em
volume suficiente para a indugdo de parada cardiorrespiraté-
ria e avaliacOes bioquimicas. Apés a comprovacdo da morte,
foram ressecados os musculos anteriores direitos e esquerdos
para avaliacOes histopatoldgicas. O grupo simulagdo (GS) foi
tratado diariamente por via oral, por sete dias, com solucao
salina isot6nica. O grupo com arginina (GA) foi tratado diaria-
mente por via oral, por sete dias, com soluc¢do de arginina em
doses de 3g, diluida em solugdo salina isoténica. Ao sétimo
dia do procedimento de inducdo das lesOes por estiramento
muscular, os ratos dos grupos GS e GA sob plano anestésico
foram submetidos aos mesmos procedimentos do GNT.

A inducdo anestésica foi praticada nos ratos tanto para a
inducdo dalesdo muscular por estiramento como para a coleta
de sangue. Para esse propésito os ratos eram previamente
sedados por inalagdo com halotano (Tanohalo® - Cristélia) em
circuito fechado, pesados em balanca eletrénica (Coleman®) e
a seguir anestesiados com a associagcdo de 100 mg/kg de Ceta-
mina (Ketamin® - Cristdlia) e 10 mg/kg de Xilasina (Calmiun®
- Agner Unido) por via intraperitoneal, o que garante anestesia
por no minimo quatro horas.

Indugdo de lesdo muscular

Padronizou-se que a tracdo somente seria executada nos
membros posteriores direitos. Usou-se um aparelho previa-
mente descrito’® e especialmente elaborado para a finalidade
de inducéo de lesdo muscular por estiramento, demonstrado
na figura 1, no qual grupos de cinco ratos, sob inducao

Figura 1 - Detalhes do sistema empregado para a indugdo
de estiramento do miisculo tibial anterior em ratos sob
anestesia. Detalhe (*) os membros posteriores direitos

sob tracdo, detalhe (**) roldanas que permitem a suspensao
das bolsas plasticas com agua.

anestésica, eram individualmente fixados com tiras adesivas,
em decubito dorsal, com o dorso da pata do membro posterior
direito preso por fita adesiva a uma linha, a qual passava por
roldana e sustentava um saco plastico pendente, com agua
num volume correspondente a 150% do peso do respectivo
rato. Dessa forma era feita uma flexdo plantar, por 45 minu-
tos, que provocava uma lesdo pelo estiramento do musculo
tibial anterior. Apés a indugdo de lesdo muscular os ratos
foram transferidos para ambiente especifico. Os do GNT foram
mantidos por 24 horas e os dos GS e GA por sete dias. Apds
os periodos de manutencdo e suplementac¢des nutricionais
anteriormente descritos, procederam-se as coletas de san-
gue e ressecc¢oes dos musculos tibiais anteriores de ambos os
membros posteriores para as avalia¢es bioquimicas séricas e
histopatolégicas.

Suplementagdo com arginina

Usou-se 420 g de L-arginina (Merck®) diluida em quantidade
suficiente para 112ml com solugdo salina isotbnica, esterili-
zada por filtracdo em membranas MF (SCWP304F0 Millipore®).
Para sua administracao, os ratos eram sedados por inalacdo
com halotano (Tanohalo® - Cristdlia) em circuito fechado e
entdo, por gavagem, era administrado 0,8 ml da solugdo que
continha 3 g de L-arginina, uma vez ao dia, sempre no mesmo
horaério e durante sete dias.?”

Avaliagbes bioquimicas
Foram determinados os niveis sérios de creatina-quinase

(CK-U/L), desidrogenase latica (LDH-U/L), aspartato-
-aminotransferase (AST-U/L) por método automatizado
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Figura 2 - Graficos representativos das médias e dos desvios-padrao das dosagens bioquimicas entre os grupos GNT (ndo
tratados e submetidos a tragdo muscular), GS (simulacdo) e GA (arginina).

enzimatico fotométrico e proteina C reativa (PCR-mg/dl) por
imunoensaio turbidimétrico ultrassensivel.

Avaliagdes histolégicas

O processamento histolégico foi padronizado para todas as
amostras de musculos tibiais anteriores e foi iniciado pela
fixacdo dos musculos em formalina, seguida de cortes padro-
nizados em planos transversais e longitudinais as fibras
musculares e a seguir o processamento histolégico automa-
tizado seguido da coloragdo pela hematoxilina e eosina de
Harris. As laminas histolégicas foram analisadas sob micros-
copia 6ptica e descritas histopatologicamente em 50, 100 e 400
aumentos, por dois patologistas independentes com énfase
aos achados compativeis com lesdo por estiramento como
edema, hemorragia e desorganizacdo ou alteracdo morfo-
métrica das fibras musculares. Para evidenciar a reparacdo
tecidual procuravam-se padroes histolégicos com proliferacdo
de tecido adiposo, angiogénese e fibras musculares. As amos-
tras dos musculos tibiais anteriores esquerdos que nao foram
submetidos a tracdo eram consideradas como controles.?’

Avaliagbes estatisticas

Usaram-se os testes ANOVA e t de Student com valor de 0,05
para definir a significancia estatistica entre as variaveis avali-
adas.

Resultados
Avaliagées bioquimicas

Nas avaliacées bioquimicas, houve diferenca entre os
grupos quando foram comparadas as médias das dosa-
gens de creatina-quinase (p=0,0014) e de aspartato-amino-
-transferase (p=0,0150). Entre as médias das dosagens
de desidrogenase latica (p=0,3331) e proteina C reativa
(p=0,1149) nao houve diferenca entre os grupos (fig. 2).
Observa-se no detalhe A da figura 2 que as médias das
dosagens de creatina-quinase no grupo GNT foram significa-
tivamente maiores do que nos grupos GS e GA e entre esses
grupos no GA foram significativamente menores do que no
GS. No detalhe C observa-se que houve diferenca significativa
entre os grupos GNT e GS, mas nao entre os grupos GS e GA.

Avaliagbes histologicas

Nao foram evidenciadas alteracoes histopatoldgicas em 100%
das amostras dos membros posteriores esquerdos. Nas
avaliacdes dos musculos dos membros direitos, submetidos
a tracdo e conforme descrito na figura 3, no GNT foram evi-
denciados ruptura de fibras musculares, edema e hemorragia
entre as fibras musculares, alteracées morfométricas, como
fibras musculares tortuosas, hipereosinofilia com perda de
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Figura 3 - Fotomicrografias de cortes histolégicos de tecidos musculares estriados esqueléticos de amostras de misculo
tibial anterior de ratos, corado pela hematoxilina e eosina de Harris. No detalhe [A], corte longitudinal (x40) de misculo
controle néo tracionado, sem alteragoes. No detalhe [B], corte longitudinal (x40) de miisculo tracionado de rato nio tratado
(GNT), que evidencia ruptura de fibras musculares (1), edema e extravasamento de hemadcias (hemorragia) entre as fibras
musculares (2). No detalhe [C], corte longitudinal (x40) de miisculo tracionado de rato nio tratado (GNT), que evidencia
edema e extravasamento de hemdcias (hemorragia) entre as fibras musculares (2), fibras musculares tortuosas (3),
hipereosinofilicas com perda de estriagoes, que caracteriza degeneracao hialina (4). No detalhe [D], corte longitudinal (x 100)
de muisculo tracionado de rato tratado com arginina (GA), com a evidéncia de intensa angiogénese (5) entre as fibras

musculares, edema e fibras tortuosas.

estriacdes, o que caracterizou degeneracao hialina. Nas amos-
tras de musculos tracionados de ratos tratados com arginina
(GA) foi evidenciada intensa angiogénese entre as fibras mus-
culares, edema e fibras tortuosas.

Discussao

Os estudos experimentais contribuem para a elucidacdo
dos principais aspectos do processo regenerativo muscular
devido ao alto grau de similaridade morfolégica dos teci-
dos musculares esqueléticos entre mamiferos e possibilitam
uma avaliacdo qualitativa dos sinais de les@o e regeneracdo
muscular.?’? No presente estudo, as amostras de musculos
tibiais anteriores dos ratos do GNT foram avaliadas precoce-
mente, nas 24 horas da inducdo da lesdo, para estabelecer o
padrao histolégico compativel com lesdo muscular por esti-
ramento, evidenciada pela ocorréncia de edema e hemorragia
em todas as amostras, o que confirma a efetividade do método
escolhido para a inducdo. Diferentes métodos experimentais
de inducdo de lesdo muscular tém sido usados, por meio de
contusdo,?® eletroestimulacéo,?* exercicios fisicos,? inje¢des
de miotoxinas®* e desnervagdo”® e no presente estudo optou-
-se por um modelo de estiramento o qual induz alteracdes
histopatoldgicas similares &s observadas em humanos.’® As
doses de anestésicos usados na indugdo das lesdes foram
calculadas para manter os animais sob indugdo anestésica

por quatro horas e evitar o uso de drogas anti-inflamatérias
ou sedativas que pudessem interferir no processo de reparo
muscular. Nos resultados histolégicos deste estudo, no GNT
foram confirmados os achados histolégicos compativeis com
lesdo por estiramento, conforme descrito nos detalhes B e C
da figura 3, na qual sdo evidenciados edema e hemorragia
entre as fibras musculares. A vasodilatacdo promovida pelo
o6xido nitrico, apés a metabolizacdao da L-arginina, resulta no
aumento da perfusdo muscular e diminuicdo do consumo
de glicose pelos musculos esqueléticos, o que ocasiona a
diminuicdo da fadiga muscular e induz a melhoria do desem-
penho fisico.”’ A dose de 3g e a via oral de administracdo
da arginina foram indicadas em estudo em humanos
que demonstrou melhoria da resisténcia a fadiga mediante
grandes esforcos®! e o aumento de for¢a e de massa mus-
cular em individuos sob um programa de treinamento com
pesos.”® No presente estudo ndo houve intercorréncias com o
tratamento de arginina por via oral e de acordo com a figura 2
pode-se observar diminuicdo significativa nos niveis séricos
de creatina-quinase nos ratos tratados. Essa enzima tem sido
usada como indicador do estresse imposto a musculatura
esquelética, decorrente da atividade fisica intensa e também
como um fator de monitoramento da carga de treinamento.?’
No grupo GNT, a média de creatina-quinase foi de 1.375 +480,6
U/L, significativamente maior do que as médias dos grupos
GS e GA. Esse grupo, além da funcdo de demonstrar a efeti-
vidade do modelo empregado,'® também evidenciou reflexos
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no aumento da creatina-quinase circulante. Deve ser con-
siderado que as dosagens da referida enzima nesse grupo
foram executadas 24 horas apds a interrupcdo do estira-
mento muscular e as dosagens nos grupos GS e GA sete dias
ap6s. Foi verificada entre esses grupos diferenca significativa
(p=0,0080), o que evidencia efeito da L-arginina na possi-
vel reparacdo do estresse imposto ao musculo tibial anterior
pela tracdo provocada. Assim sendo, a arginina pode ser um
potencial tratamento para essas lesdes, pois se observou, nas
avaliacdes histoldgicas dos ratos tratados diariamente, por
sete dias, com 3 g de arginina por via oral, a intensa angio-
génese, efeito ja conhecido em treinamentos musculares com
pesos, que proporcionam maior resisténcia e ganho de massa,
além de contribuir para a diminui¢do do percentual de gor-
dura corporal.?® Na avaliacdo da aspartato-aminotransferase
observou-se elevagao significativa dos niveis séricos nos ratos
do grupo GA (fig. 2). O aumento da concentracdo de protei-
nas citosélicas na circulacdo apds o exercicio reflete a lesdo
muscular. As proteinas avaliadas nessas situacdes frequente-
mente sdo creatina-quinase (CK), lactato desidrogenase (LDH),
aspartato aminotransferase e mioglobina, que, normalmente,
sdoincapazes de atravessar a membrana plasmatica.*° Os pro-
cessos metabdlicos relacionados com a atividade fisica sdo
melhorados com o uso da arginina, por proporcionar melho-
ria na perfusdo sanguinea muscular e assim induzir maior
liberacdo de nutrientes, uma vez que os musculos tornam-
-se capazes de produzir energia por tempo mais prolongado,
e de oxigénio, o que retarda a anaerobiose do processo. Tam-
bém favorece a eliminacdo de substancias téxicas acumuladas
durante a pratica de atividade fisica e torna mais facil a
recuperagao muscular.?®

Conclusiao

O uso de arginina por via oral ndo causou alteracoes meta-
bélicas importantes que contraindiquem seu uso e induziu
angiogénese durante a reparacdo de lesdes musculares por
estiramento.
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