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RESUMO

Introducao: O exercicio fisico pode promover inimeros beneficios a saide do individuo,
assim como, adaptacdes na musculatura estriada esquelética e no disco epifisario. A ingestdo
do aminodcido L-Arginina associada ao exercicio fisico tem sido bastante utilizada por atletas
com o intuito de melhorar o desempenho fisico e aumentar a massa muscular. Objetivo:
Investigar os efeitos da L-Arginina e do exercicio fisico sobre o peso corporal, o musculo
estriado esquelético e o disco epifisario do osso em ratos jovens. Métodos: Para a realizacio
dessa pesquisa, foram utilizados 24 ratos machos da linhagem Wistar que foram separados em
4 grupos de acordo com a administracdo de L-Arginina e a realizacdo de exercicio fisico.
Sendo assim distribuidos: L-Arginina-Exercicio (ArE, n=6), L-Arginina-NaoExercitado (ArN,
n=6), Agua-Exercicio (AgE, n=6) and Agua-NioExercitado (AgN, n=6). O aminodcido L-
Arginina foi administrado por via orogastrica na dose de 300mg/kg diariamente do 7° ao 35°
dia de vida do animal. J4 o exercicio foi realizado em esteira motorizada por 30 minutos/ dia
em 5 sessdes semanais, do 15° ao 35° dia de vida do animal. Os animais eram pesados nos 7°,
14°, 21°, 28° 35° dia de vida para acompanhamento da evolug¢do ponderal. Ao atingirem a
idade de 35-45 dias de vida, os animais, apds pesados, foram sacrificados para a retirada do
musculo gastrocnémio e do osso femoral. O musculo gastrocnémio foi medido, pesado e
processado para andlise histologica e morfométrica. O fémur foi pesado, descalcificado (acido
férmico a 8% e acido cloridrico a 8%) e processado para andlise histolégica. As imagens do
musculo esquelético foram capturadas (magnificacdo 1000x) para célculo do didmetro médio
da fibra muscular. As imagens do fémur foram capturadas (magnificagdo 400x) para
contagem do ndmero de condrdcitos das zonas proliferativa e hipertréfica do disco epifisario.
Os dados foram expressos na forma de médiatdesvio padrao da média, analisados através do
programa SPSS. Foram utilizados os testes Shapiro-Wilk, Anova one-way e teste de Tukey
(p<0,05). Resultados: Nao houve diferenca significativa no peso corporal dos animais em
nenhum dos grupos experimentais, assim como nos pesos absoluto e relativo do misculo
gastrocnémio e do fémur. O didmetro médio da fibra muscular do grupo ArN mostrou-se
significativamente maior quando comparado ao AgN (p=0,0003) e ArE (0,0137). O nimero
de condrécitos da zona proliferativa foi maior no grupo ArE quando comparado com AgN
(p=0,0245) e AgE (p=0,0009). Conclusao: A ingestdo do aminodcido L-Arginina na dose de
300mg/kg, sem interferéncia do exercicio fisico, foi capaz de promover hipertrofia da
musculatura estriada esquelética. A L-Arginina quando associada ao exercicio fisico
promoveu um aumento do nimero de condrécitos na zona de cartilagem proliferativa, o que
sugere interferéncia sobre crescimento 9sseo.

Descritores: musculo esquelético, placa de crescimento, arginina, exercicio fisico,
morfometria.



ABSTRACT

Introduction: Exercise can promote numerous health benefits for individuals as well as
adaptations in skeletal muscle and growth plate. Besides, Arginine associated with exercise
has been widely used by athletes in order to improve physical performance and increase
muscle mass. Objective: To investigate the effects of Arginine and exercise on body weight,
skeletal muscle and growth plate of bone in young rats. Methods: To carry out our research,
we used 24 male Wistar rats which were divided into 4 groups according to the administration
of Arginine and physical exercise. They were distributed as follows: Arginine-Exercise (AE,
n = 6), Arginine-NotExercised (A, n = 6), Water-Exercise (WE, n = 6) and Water-
NotExercised (W, n = 6). The amino acid L-Arginine was administered via orogastric, at dose
of 300mg/kg, daily from the 7th to 35th days of birth of the animal. The exercise was
performed on motorized treadmill for 30 minutes / day 5 times a week, from 15th to 35th days
of birth of the animal. The animals were weighed at 7, 14, 21, 28, 35 days days of birth for
monitoring body weight. At the age of 35-45 days, the animals were weighed and sacrificed to
collect the gastrocnemius muscle and the femoral bone. The gastrocnemius muscle was
measured, weighed and processed for histological analysis. The femur was weighed,
decalcified (formic acid 8% and hydrochloric acid 8%) and processed for histological
analysis. The images were captured in muscle (1000x) in order to calculate the mean diameter
of muscle fiber. The images were captured in the femur (400x) in order to count the number
of chondrocyte proliferation and hypertrophic zones of the growth plate. Data were expressed
as mean + standard deviation and analyzed using SPSS. It was used the Shapiro-Wilk tests,
one-way ANOVA and Tukey's test (p <0.05). Results: No significant difference was found in
body weight of animals in any experimental groups, neither on absolute and relative weights
of the gastrocnemius muscle and the femur. The mean diameter of muscle fiber of A group
showed significantly higher when compared to W (p = 0.0003), WE (p = 0.0456) and ArE
(0.0137). The number of proliferative zone chondrocytes was higher in AE when comparing it
to W (p = 0.0245) and WE (p = 0.0009). Conclusion: The orogastric administration Arginine
at a dose of 300mg/kg, without interference from the exercise, was able to promote skeletal
muscle hypertrophy. Arginine in association with exercise promoted an increase in the
number of chondrocytes in the proliferative zone of cartilage. This reflects the interference of
Arginine in bone growth.

Keywords: skeletal muscle, growth plate, arginine, physical exercise, morphometry.
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1. APRESENTACAO

Aminodcidos, sob a forma de suplementacdo alimentar, t€m sido bastante utilizados
pelos atletas e adolescentes, com a finalidade de melhorar seu desempenho fisico (ALVES;
LIMA, 2009). Um dos aminoécidos capaz de atingir tal efeito € a L-Arginina (SALES et al.,
2005), sendo, por isso bastante utilizado atualmente.

A L-Arginina vem sendo amplamente estudada e faz parte da composi¢ao de varios
suplementos alimentares (NICASTRO; DATTILO; ROGERO, 2008). E um aminoécido
classificado como condicionalmente essencial, visto que ndo é produzido pelo préprio
organismo em algumas fases da vida e sob algumas condi¢des patoldgicas, sendo necessaria
sua ingestdo através da dieta (BEAUMIER et al, 1996; WEISINGER, 2001; COMAN;
YAPLITO-LEE; BONEH, 2008). A bioquimica desse aminodcido € bastante complexa e
envolve varias vias metabdlicas e sistemas organicos (NIEVES-JR; LANGKAMP-HENKEN,
2002; SALES et al., 2005; MAIA et al., 2006).

Dentre as funcdes da L-Arginina ressalta-se o papel como precursor fisiologico de
um importante vasodilatador, o 6xido nitrico (NICASTRO; DATTILO; ROGERO, 2008). Sua
acdo vasodilatadora estd diretamente relacionada aos efeitos sobre o exercicio fisico, como
aumento do aporte sanguineo, nutrientes, oxigénio e glicose para o musculo em atividade
(MENEILLY; BATTISTINI; FLORA, 2001; RADEGRAN, 1999). Além disso, a L-Arginina
parece promover aumento da sintese protéica intramuscular o que favorece a hipertrofia
muscular (FLAKOLL et al., 2004).

Em humanos, a administracdo oral de L-Arginina tem sido relacionada com a
melhora do desempenho fisico. Um nimero cada vez maior de jovens atletas e adeptos da
musculacido vém fazendo uso desse aminodcido com intuito de incrementar a massa muscular,
encurtar o periodo de recuperacdo entre os treinos, aumentar a forca e o desempenho no
exercicio fisico (COLOMBANI et al., 1999). Porém pouco se sabe a respeito de seu real
efeito a curto prazo na organizagdo histolégica dos tecido muscular estriado esquelético e
disco epifisario, 0 que nos motiva a essa investigacdo testando em animais de laboratdrio.

Essa dissertacdo teve como objetivo geral avaliar os possiveis efeitos da interacdo
L-Arginina e exercicio fisico sobre a evolugdo ponderal e os pardmetros morfométricos do
disco epifisdrio e do tecido muscular estriado esquelético em ratos jovens tratados
precocemente. Como objetivos especificos: investigou-se em ratos jovens (35-45 dias) os

efeitos do tratamento sistémico com L-Arginina e/ou do exercicio fisico, durante o periodo de
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desenvolvimento do tecido dsseo, sobre: peso absoluto e relativo do fémur e do musculo
gastrocnémio; assim como seu didmetro médio e quantidade de condrdcitos das zonas
proliferativa e hipertréfica do disco epifisario do fémur.

Para a realizacdo deste trabalho, foram utilizados os animais provenientes do projeto
de pesquisa intitulado “INTERACAO L-ARGININA E ATIVIDADE FiSICA DURANTE O
DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO: ANALISE DA DEPRESSAO
ALASTRANTE CORTICAL EM RATOS JOVENS E ADULTOS”. O presente estudo foi
submetido ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) e foi aprovado sob o ndmero de
protocolo 23076.005924/2008-80.

Este trabalho foi realizado utilizando-se uma parceria dos seguintes laboratorios:
Laboratério de Fisiologia da Nutricdo Naide Teoddésio (LAFINNT) - Departamento de
Nutricdo; Laboratério de Histopatologia — Pés-graduacdo de Patologia; Laboratério de
Cultura de Tecidos do Departamento de Histologia. Todos pertencentes a Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), tendo como orientadora a Prof®. Dra. Liriane Baratella

Evéncio e como co-orientadora a Prof®. Dra. Luciana Maria Silva de Seixas Maia.

O desenvolvimento da pesquisa resultou na elaboracdo de trés artigos, sendo um
artigo de revisdo sistemadtica e dois artigos originais. O primeiro, intitulado ‘“Changes in
morphometric parameters of bone tissue due to the practice of physical activity: a
systematic review”, enviado ao Journal of Morphological Sciences, estrato BS na drea de
Medicina II, e aceito. E resultante do levantamento bibliografico das bases de dados
cientificas sobre parametros morfométricos do tecido ésseo. Esta investigacdo ampliou nosso
conhecimento sobre o tema estudado fornecendo base tedrica para elaboracdo desta

dissertacdo, sendo, portanto, inserido no capitulo de revisdo de literatura.

O segundo artigo intitulado “Interferéncia da L-Arginina e do exercicio fisico
sobre a morfologia misculo estriado esquelético em ratos jovens” enviado a Revista
Brasileira de Medicina do Esporte, estrato B3 para medicina II, tendo como objetivo avaliar
os possiveis efeitos do aminodcido L-Arginina associado ou ndo ao exercicio fisico sobre o

peso, comprimento e didmetro médio da fibra muscular esquelética em ratos jovens.

O terceiro “Influence of L-Arginine and physical exercise on morphological
aspects of the bone and growth plate in young rats’ serd submetido como artigo original ao

Journal of Bone and Mineral Research, estrato Al para Medicina II. Investigou os efeitos da
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ingestdo do aminodcido L-Arginina e/ou do exercicio fisico sobre a evolugdo ponderal dos
animais, peso do osso e nimero de condrdcitos das zonas hipertréficas e proliferativas do

disco epifisario de ratos jovens.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Nutric¢ao e Exercicio Fisico

A nutricdo é a soma dos processos de ingestdo e conversao de substancias alimenticias
em nutrientes que podem ser utilizados para manter a funcdo organica (MCMURRAY;
ANDERSON, 2002). A relacdo entre a alimentacdo e o bem estar fisico dos individuos, j4 é
conhecida desde a antiguidade. Sabendo-se que uma alimentacdo adequada pode beneficiar os
individuos fisicamente ativos, tanto promovendo qualidade de vida e sadde, quanto
melhorando o desempenho esportivo e competitivo (VIEBIG; NACIF, 2006). O suprimento
adequado destes nutrientes € necessdrio para que todo organismo se desenvolva de maneira
harmonica. Dessa forma, a restricao ou adi¢ao de certos nutrientes a dieta, como alguns tipos
de aminodcidos, podem de alguma forma afetar o desenvolvimento organico (GUEDES et al.,

2007), bem como o desempenho fisico do individuo (MCMURRAY; ANDERSON, 2002).

Estudos atuais indicam que o termo ‘“atividade fisica” ndo é sindbnimo de “exercicio
fisico”. Atividade fisica € definida como qualquer movimento corporal, produzido pelos
musculos esqueléticos, que resulta em gasto energético maior do que os niveis de repouso
(CASPERSEN; POWELL; CHRISTENSON, 1985). Exercicio fisico compreende toda
atividade fisica, planejada, estruturada e repetitiva com objetivo de melhoria e manuten¢do de
um ou mais componentes da aptidao fisica. O termo aptiddo fisica é definido como sendo a

habilidade do corpo de adaptar-se as demandas do esfor¢o fisico, sem levar a completa

exaustio (ARAUJO; ARAUJO, 2000).

H4, atualmente, uma crescente preocupacgao dos atletas em melhorar seu desempenho
fisico. Sabe-se que ao realizar exercicio fisico intenso, o desempenho musculo-esquelético
diminui, levando o individuo a fadiga muscular (DAHLSTEDT; WESTERBLAD, 2001;
HICKS; KENT-BRAUN; DITOR, 2001). Na tentativa de minimizar os efeitos acima
relatados, muitos atletas tém feito uso de suplementos nutricionais (VIEBIG; NACIF, 2006).

Suplementos alimentares sdao definidos como substancias utilizadas por via oral com o
objetivo de complementar uma determinada deficiéncia dietética. Muitas vezes eles sdo
comercializados como substincias ergogénicas capazes de melhorar ou aumentar a
desempenho fisico (HALACK; FABRINI; PELUZIO, 2007). Sua constituicio € bastante
variavel, podendo ser de um tnico componente ou uma combinagdo de varios ingredientes.

Os ingredientes que podem compor os suplementos sdo: vitaminas, minerais, ervas,
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metabdlitos, extratos ou aminoacidos (APPLEGATE; GRIVETTI, 1997; PORTER, 1995).
Seu uso € regulamentado pelo Ministério da Satude através da portaria n. 222 de 24 de marco
de 1998 a qual o define como ‘“alimentos especialmente formulados e elaborados para
praticantes de atividade fisica, desde que ndo apresentem acdo terapéutica ou téxica”
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 1998). Atualmente, aminodcidos sob a forma de
suplementacdo alimentar, t€ém sido bastante utilizados pelos atletas e adolescentes, com a

finalidade de melhorar seu desempenho fisico (ALVES; LIMA, 2009).

Sabe-se que a suplementacdo pode ser util para estimular a sintese de proteina
muscular se ela contiver uma proporcao ideal de aminodcidos (WOLF et al., 1997), sendo
estes essenciais ou ndo essenciais, ou, ainda, exclusivamente essenciais (BIOLO et al., 1997,
MAUGHAN, 1998; BORSHEIM et al., 2002). Estudos mostram que durante o esfor¢co
aerobico do exercicio ocorre ruptura de proteinas do organismo, havendo entdo liberacdo de
aminodcidos e amonia apds a atividade (PHILIPPI, 2004). Deste modo, os atletas podem
necessitar de um aumento na ingestdo de proteinas ou de algum aminodcido especifico
(CASTILLO, 1998).

A infusdo de aminodcido apds o exercicio, segundo alguns autores, aumenta a sintese
protéica muscular e impede sua protedlise, ou seja, o fornecimento de aminodcido promove
um efeito anabolizante na musculatura (TIPTON et al., 1999). Diante disto, surgiu entdao a
necessidade de estudar os efeitos de aminoacidos de forma isolada sobre a musculatura
estriada esquelética (SALES et al.; 2005; NOVELLI et al., 2007).

Virios trabalhos demonstram que a administragao suplementar de L-Arginina favorece
o desempenho fisico dos atletas (PENTTINEN er al, 1998; MAXUELL et al., 2001;
ANGELI et al., 2007). Estudos mostram que o uso de aminodcidos, dentre os quais podemos

citar a L-Arginina, tem conseguido atingir tal efeito (SALES et al., 2005).

2.2 L-Arginina e Exercicio Fisico

A L-Arginina vem sendo amplamente estudada e faz parte da composi¢do de véarios
suplementos alimentares (NICASTRO; DATTILO; ROGERO, 2008). O acido(L)-2-amino-5-
guanidinovalérico, conhecido como L-Arginina, € um sélido cristalino e branco, solivel em
dgua e sensivel a luz, praticamente sem odor e possui alto ponto de fusdao (WU et al., 2000;
NOVAES; LIMA; SOUZA, 2001). Este aminoacido é considerado condicionalmente

essencial, visto que, ndo sendo produzido pelo préprio organismo em algumas fases da vida e
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sob algumas condicdes patoldgicas, necessita ser adquirido através da dieta (BEAUMIER et
al., 1996; WEISINGER, 2001; COMAN; YAPLITO-LEE; BONEH, 2008). Sua auséncia ou
excesso em periodos nos quais o organismo nao seja capaz de produzi-lo pode acarretar danos

reversiveis ou nao a diversos 6rgaos (MAHAN; ESCOTT-SUMP, 2005).

A bioquimica desse aminodcido é bastante complexa e envolve vérias vias metabdlicas
e sistemas organicos (NIEVES-JR; LANGKAMP-HENKEN, 2002; SALES et al., 2005;
MAIA et al., 2006). A L-Arginina apresenta importantes fungdes na sintese de 6xido nitrico,
uréia, proteinas, compostos altamente energéticos (creatina e creatina-fosfato), além de
estimular a secre¢do do hormdnio do crescimento (GH) (RACKE er al., 1998;

ABDELHAMED et al., 2003).

Dentre as funcdes da L-Arginina ressalta-se o papel como precursor fisiolégico de um
importante vasodilatador, o 6xido nitrico (NO). O NO ¢é um molécula gasosa que consiste na
ligacdo co-valente entre um atomo de nitrogénio e um atomo de oxigénio (NICASTRO;
DATTILO; ROGERO, 2008). Sua sintese ocorre, nos seres vivos, através da oxidacdo do
nitrogénio da guanidina presente na arginina, tendo como co-produto a L-citrulina
(NICASTRO; DATTILO; ROGERO, 2008; LI et al., 2009). Essa rea¢do ocorre na presenga
de oxigénio e NADPH (Nicotinamida-Adenina Dinucleotideo Fosfato) (STUEHR, 2004). O
processo ¢ catalizado por uma das trés isoformas da enzima 6xido nitrico sintetase (NOS): a
neuronal (nNOS), encontrada no sistema nervoso; a endotelial (ecNOS), no endotélio
vascular; e a forma induzida (iINOS), nos macréfagos (QUEIROZ; BATISTA, 1999; L1 et al.,
2009; ZUCKERBRAUN; GEORGE; GLADWIN, 2011).

O NO tem varias fun¢gdes no organismo. Atua como vasodilatador, como molécula de
transdugdo de sinal, neurotransmissor e mediador da resposta imune (COMAN; YAPLITO-
LEE; BONEH, 2008).

Seu efeito na vasodilatacdo decorre da sua atuagdo como fator de relaxamento
derivado do endotélio, o que estd relacionado ao aumento do desempenho fisico
(MCCONELL et al., 2006). A vasodilatacdo beneficia atletas através de mecanismos
interdependentes. O aumento da perfusdo sanguinea (MENEILLY; BATTISTINI; FLORA,
2001; RADEGRAN; SALTIN, 1999) facilita o aporte de oxigénio e nutrientes aos tecidos.
Com a maior oferta de glicose para o musculo esquelético em atividade (MENEILLY;
BATTISTINI; FLORA, 2001), aumenta a disponibilidade do substrato energético para a

contragdo muscular; e hd a redu¢do da concentracdo plasmdtica de amodnia e lactato
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(SCHAEFER et al., 2002). Isto retarda a fadiga e diminui o desconforto provocado pelo
acumulo desses catabdlitos na musculatura. (ANGELI et al., 2007).

Além disto, hd estudos que revelam o papel do o6xido nitrico como indutor da
angiogénse, através da modulacdo do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF),
quando associado ao exercicio fisico (SUZUKI, 2006). No entanto, a L-arginina isoladamente
ndo € capaz de provocar angiogénese em capilares de musculos estriados de ratos, tais como
soleo e plantar (SUZUKI, 2005).

Além dos efeitos da suplementacdo de L-Arginina relacionados a vasodilatacdo, ha
ainda a associacdo deste aminodcido a melhoria da forca contréctil através de uma maior
sintese de proteinas musculares (FLAKOLL et al., 2004). Acredita-se que o proprio efeito da

perfusao da musculatura esquelética contribua para melhor qualidade do treinamento,

resultando em aumento de massa muscular e forca contratil (ANGELI et al., 2007).

A relacdo entre L-Arginina e exercicio fisico decorre ainda da participacdo deste
aminodcido no ciclo da uréia, o qual atua estimulando a formagdo de compostos de alta
energia como a creatina e o fosfato de creatina, o que poderia minimizar a protedlise muscular
esquelética MATSUMOTO et al., 2007).

A quantidade ingerida do aminoécido L-Arginina pode estar relacionada ao seu efeito
no organismo. Entretanto, ha divergéncia nos trabalhos a respeito da dose especifica a
depender do objetivo de estudo. A dose de 300 mg/Kg via oral tem sido utilizada para estudar
Depressdao Alastrante Cortical e morfometria do tecido nervoso (MAIA et al., 2006;
FRAZAO et al., 2008), no entanto nio se tem registro de quantidades padronizadas a serem
utilizadas para se obter um efeito como suplemento, em especial para o estudo morfoldgico e

morfométrico do aparelho locomotor.

2.3 Morfologia e Morfometria

A andlise de imagens € um método utilizado em patologia para se conseguir dados sobre
os componentes celulares e teciduais (ANDREA; BLEGGI-TORRES; ALVES, 2008). Desde
o século XVII, sendo utilizada com o objetivo de comparar objetos microscépicos (MEIJER,
1997). Essa comparacao pode ser feita através da morfologia e morfometria de células e
tecidos, bem como de seus componentes estruturais. A morfologia se destina ao estudo da
forma, tamanho, posicdo dos nucleos, coloracdo das estruturas (FILHO er al., 2006). A

morfometria avalia aqueles parametros através da mensurac@o e contagem. Dessa forma, uma



21

dos principais vantagens da morfometria € a reducdo da subjetividade e a possibilidade de
uma maior reprodutibilidade entre observadores teciduais (ANDREA; BLEGGI-TORRES;
ALVES, 2008).

A avaliacdo morfolégica e morfométrica t€ém importantes implicacdes diagndsticas e
prognésticas (MOTTA et al., 2006; ANDREA; BLEGGI-TORRES; ALVES, 2008), a
exemplo do estudo das alteracdes de tamanho tanto da célula quanto do nicleo de células do
osteossarcoma e sua relacdo com o tratamento quimioterdpico (APEL et al., 1985). Soma-se a
isso o fato de que alteragdes morfométricas de tecidos podem ocasionar alteracdes no
funcionamento destes (FILHO et al., 2005).

Diferentes tipos de células e tecidos tem sido objeto de estudo, utilizando-se dessa
ferramenta como forma de avaliacdo. Neoplasias em diversos tecidos (APEL et al., 1985;
MOTTA et al., 2006), assim como o efeito de algumas drogas, t€m sido investigadas levando
em consideragc@o as alteracOes na morfometria dos tecidos estudados (FILHO et al. , 2006;
VEIGA et al., 2007, FONTANA et al., 2010).

Atualmente, a morfometria tem sido bastante ttil para o estudo de alteragdes em
estruturas do aparelho locomotor decorrentes da pratica de exercicio fisico. Estudos mostram
que as respostas do organismo a pratica de exercicio fisico levam a alteracdes morfométricas,
e por conseqiiéncia, funcionais do musculo estriado esquelético e osso (FILHO et al., 2005;
TENORIO et al., 2005; FILHO et al., 2006; SOBRAL et al., 2008), assim como de outros
tecidos (MOITA et al., 2011).

Ao se estudar o tecido muscular estriado esquelético, os parametros mais comumente
avaliados s@o: tamanho da 4rea de seccdo transversa, razao capilar/fibra, diametro médio da
fibra, comprimento da fibra e nimero de sarcomeros (LIMA et al., 2007). No osso, érea,
perimetro e densidade dos ostedcitos sdo os mais estudados (TEN()RIO et al., 2005). Com o
intuito de melhor entender as alteracdes morfométricas do tecido Osseo, decorrente do

exercicio fisico, uma revisao sistematica foi realizada.

Sao escassos os trabalhos a respeito dos efeitos do aminodcido L-Arginina na
morfometria dos tecidos. Sabe-se que esse aminodcido interfere de alguma forma na
morfometria de neurdnios do cortex visual (MAIA et al., 2006) , no espessamento na camada
intima de artéria (KNOPHOLZ et al., 2006), assim como no crescimento do tumor sélido de
Ehrlich (REIS et al., 2009). Embora se conheca as vdrias alteracdes no musculo estriado

esquelético e osso decorrentes do exercicio fisico, ndo se tem registro de estudos que avaliem



22

a influéncia da L-Arginina em associagdo com o exercicio sobre a morfometria desses tecidos.
Considerou-se, portanto, importante avaliar uma possivel interacdo da L-Arginina e exercicio

fisico sobre parametros morfoldgicos e morfométricos do aparelho locomotor.

2.4 Tecido Muscular Estriado Esquelético

O tecido muscular esquelético origina-se do mesoderma e ¢ caracterizado pela
propriedade de contragdo e distensao de suas células. Esse tecido estd inserido ao tecido 6sseo
formando o sistema locomotor que € responsavel pela movimentacdo corporal (DAVIES;
BLAKELEY; KIDD, 2002). O musculo estriado esquelético, responsdvel pela maior parte da
massa muscular voluntaria do corpo, é formado por feixes de células cilindricas muito longas
e multinucleadas, que apresentam estriacoes transversais. Tem contracdo rdpida, vigorosa e

sujeita ao controle voluntario JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

As fibras do miusculo estriado esquelético sdo células alongadas que correspondem a
unidade fundamental na estrutura do musculo. As fibras musculares estdo dispostas
paralelamente uma as outras. Possuem varios nicleos e estdo situados na periferia das células,
sob a membrana celular. Os elementos contriteis ocupam maior parte do volume celular, que
tem uma relagdo muito ordenada e especifica entre si, organizacdo essa responsdvel pelas
estriagdes transversais vista nos cortes longitunais das fibras musculares esqueléticas e que

deram origem a denominagdo de musculo estriado (ROSS; ROMRELL, 1993).

A irrigacdo do miusculo estriado esquelético € bastante rica. Os vasos sanguineos
penetram no musculo e formam uma rede de capilares entre as fibras musculares

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; ROSS; ROMRELL, 1993).

O misculo é um tecido extremamente pléstico, pois consegue adaptar-se rapidamente as
demandas impostas a ele, alterando suas propriedades morfofuncionais (BARROSO; TRICOLI,
UGRINOWITSCH, 2005). Estimulos mecanicos, como os decorrentes da pratica de exercicio
fisico, sobre o tecido muscular podem provocar alteragdes que acarretam aumento da drea
transversa do musculo e didmetro médio da fibra muscular, o que reflete hipertrofia (FILHO
et al., 2005; BRITO et al., 2006; SECCHI et al., 2008). A hipertrofia estd relacionada ao
aumento da sintese e/ou degradacdo de proteina (BARROSO; TRICOLI; UGRINOWITSCH,
2005).
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Sabe-se ainda que por ser considerado um reservatério de proteina, o musculo
esquelético estd sujeito a alteragdes decorrentes da ingestdo de nutrientes proteicos ou
relacionados ao seu metabolismo (ALVES; DAMASO: PAL 2008). Dentre os nutrientes que
fazem parte da formacdo de proteinas destacamos o aminodcido L-Arginina (NOVAES;
2000). Esse nutriente, por ser parte integrante de proteinas e por suas fungdes no organismo
(FLAKOLL et al., 2004; NOVAES, 2000), pode estar relacionado a hipertrofia muscular,
especialmente quando associado ao exercicio fisico. Dessa forma, muitos atletas tém utilizado
esse aminoacido concomitantemente a prética de exercicio fisico com o objetivo de promover

hipertrofia muscular (ANGELI et al., 2007).

Além de o exercicio poder modular o tecido esquelético, ele pode também atuar sobre o

tecido 6sseo, especialmente o disco epifisario, como descrito a seguir.
2.5 Disco Epifisario

O crescimento dos ossos longos € definido por dois processos: o crescimento em
espessura (intramembranoso) e crescimento longitudinal (endocondral) (DELLMAN;
BROWM, 1982). A diferenca bésica entre esses dois tipos de crescimento estd na presenga de

cartilagem (BARON et al., 1994).

O processo de ossificacdo endocondral € o responsavel pelo crescimento longitudinal da
maioria dos ossos do esqueleto. Em circunstancias normais, a calcificagdo ocorre no disco
epifisario pela acdo de células conhecidas como condrocitos, que obedecem aos estagios de
proliferacdo, hipertrofia e calcificagdo (LEACHJ; GRAY, 1987). O processo de ossificacido
endocondral ocorre a partir de um molde cartilaginoso denominado disco epifisario. O disco
epifisario é composto de cartilagem, localizado entre a epifise e a didfise, podendo ser
dividido em vérias regides anatdmicas, denominada de zonas ou camadas (PIZAURO;

CIANCAGLINI; MACARI, 2002; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

Cada zona do disco epifisdrio possui uma especificidade conforme sua fungdo e a
morfologia dos condrdcitos. A cartilagem de repouso contém condrdcitos dispersos e inativos.
A zona de proliferacdo € uma regido de intensa atividade de multiplicacdao cujos condrécitos
apresentam-se enfileirados com formato de disco. A zona hipertrofica contém condrdcitos
aumentados (com muitas vesiculas) responsdveis pela sintese e secrecdo da matriz dssea. A

ultima camada € a zona de calcificacdo onde os condrdcitos sofrem degeneracdo e hd o

depdsito de fosfato de célcio. (PIZAURO; CIANCAGLINI; MACARLI, 2002).
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O crescimento longitudinal da epifise estd relacionado a produg@o de condrdcitos na
camada de proliferacio e ao tamanho de condrdcitos na camada hipertréfica (BRIGHT,
1982). Esse crescimento € continuo nos animais jovens, mas a medida que a cartilagem
amadurece o disco epifisario vai se reduzindo em espessura, até seu completo fechamento

(PRICE; OYAJOBI; RUSSEL, 1993).

Nos periodos de vida em que ocorre maior crescimento longitudinal ésseo, o disco
epifisdrio encontra-se em maior atividade, sendo, portanto, mais responsivo a influéncias
externas (ROACH et al., 2003). Nos ratos, essa fase corresponde a faixa etdria de 21 a 35 dias
de vida do animal (HUNKIKER; SCHENCK, 1989). Dessa forma, agentes que possam atuar
no disco epifisario nessa fase da vida podem provocar mudancas na sua morfologia e
morfometria (HAAPASALO et al., 1994). Manipulacdo nutricional, assim como estimulos
mecanicos decorrentes do exercicio fisico sdo agentes que podem estar relacionados a
mudancas na estrutura do disco, influenciando assim no crescimento 6sseo (OCARINO;

SERAKIDES, 2006).
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Bone morphometry and physical exercise
Abstract

Introduction: It is known that physical exercise can influence the morphometry of bone
tissue. This influence depends on the intensity, frequency, duration and mode of exercise.
However, these aspects are not well described in literature. Futhermore, morphometric
parameters for the study of bone tissue are more suitable to investigate this effect. Given these
uncertainties, we intend to investigate the effects of exercise in bone morphometry. Materials
and methods: For this study, we performed a systematic search of articles in PUBMED,
MEDLINE, OLD MEDLINE, SciELO and LILACS. We used the keywords: “morphometry”,
“physical exercise” and “bone”. Initially we found a total of 39 articles. Articles in which
animals were submitted to pharmacological or surgery intervention as well as those where rats
had some disease or hormonal alteration were excluded. After selection according to inclusion
and exclusion criteria, only three articles remained. Results: Newhall et al. (1991)
investigated the effects of exercise in a non-systematic way, with no definitions of exercise
parameters. McDonald ef al. (1986) suggest that various features of physical exercise, besides
intensity, can influence on bone mechanical properties. The results of this research show the
need to establish defined standards concerning the mode, intensity, frequency and duration of
exercise. Conclusion: It was not possible to determine which morphometric parameters are
the best to represent these changes. More studies in this area are suggested in order to

comprehend the influence of physical exercise on bone tissue.

Keywords: morphometry, bone, physical exercise
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1. Introduction:

It is well known that physical exercise promotes several individual health benefits.
The benefits most commonly related in the literature are cardiorrespiratory endurance,
decrease in the risk for chronic-degenerative diseases and increase in the mineral bone density
(ANTUNES et al., 2006). The increased bone density caused by weight-bearing exercises are
observed in studies with both human beings (DALSKY et al., 1988) and animals (CHEN et al.,
1994; MENDONCA et al., 2007).

Changes in bone tissue due to physical exercise are related to some characteristics of
this tissue. Bone is a highly vascular, living and dynamic tissue, giving it a remarkable
capacity for regeneration and adapting its mechanical properties according to mechanical
demand (NORDIN and FRANKEL, 2003). For the growth and strengthening of bone mass,
there must be minimum mechanical stress placed on it to guarantee proper bone grown and
skeletal health (HAMILL and KNUTZEN, 1999).

Both densitometry and bone biopsy can be used as a way to evaluate the effects of
exercise on bone tissue, however these techniques were considered inadequate to investigate
the skeletal response to physical stimulus. Therefore, it was necessary to study morfometric
and histological parameters in order to better understand the beneficial effects of physical
exercise on bone tissue (OCARINO and SERAKIDES, 2006).

Although the positive influence of physical exercise on process of maintenance and
gain of bone mass has been well defined, there are some questions about this issue.
Information about ideal mode, intensity, frequency and duration of physical exercise due to
adequate bone stimulus is insufficient (RUSCHEL et al., 2010).

Based on this explanation, the aim of this study is to investigate the effects of different

type of exercises on bone morphometric parameters.

2. Material and Methods

The articles that compose this systematic review were obtained from the following
databases: SciELO (Scientific Eletronic Library Online), LILACS (Latin American and
Caribbean Health Sciences), PUBMED (National Library of Medicine and The National
Institute of Health), MEDLINE (U.S. National Library of Medicine — 1997-2010) and
MEDLINE OLD (US National Library of Medicine - 1966-1996). This research was carried
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out during the period from October, 2010 to November, 2010. The searching strategy
involved for exploring all databases was with these search terms: “physical exercise”,

“morphometry” and “bone”.

In this Review, original articles involving all rat lineages submitted to all kind of
physical exercise were included. Articles in which animals were submitted to
pharmacological or surgery intervention as well as those where rats had some disease or
hormonal alteration were excluded. Also, articles which were not wholly available on

databases were excluded. There were no temporal limits in selecting the articles.

Concerning the cross terms previously described, a total of 39 articles, were found: 22
on PUBMED, 11 on MEDLINE, 6 on MEDLINE OLD and 0 on SciELO. After that,
according to inclusion and exclusion criteria, 8 articles were selected. From these, 5 were

further excluded: 4 repeated and 1 unavailable, leaving only 3 articles.

3. Results

After applying the inclusion and exclusion criteria, the 3 selected articles were
summarized on a table (Table 1). In this table, the following criteria were established: author
and year of publication of the article, an experimental model, its model age, type, intensity,
duration and frequency of exercise to which the animals were subjected, morphometric

parameter evaluated and the result of this assessment.

The results of this survey indicate an incipient interest in studying morphology of bone
tissue in the world. The only country where the relation between morphometry and physical
exercise, according to criteria established, is studied is in United States of America (USA). In
the results table, it can be observed that only three articles investigate this issue. Moreover,

the oldest one is from the 1990s (NEWHALL et al., 1991).

At Brazil, there are some studies on bone morphometry whose aims are to analyze
various influences on bone tissue, such as implanting bone grafts (YAEDU et al.; 2004) and
process of bone repair (MENDONCA et al., 2007). However, there are no studies about the
influence of physical exercise on bone morphometry without inducing pharmacological,
hormonal or surgical changes. This data demonstrates the great need to develop studies in this

area.
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In Newhall et al. (1991), the oldest one found in this review, only two morphometric
parameters were evaluated, whereas in the most recent study more parameters were added that
demonstrate greater interest in approaching this issue in further detail. A technological
progress associated with increased interest in investigating new morphometric parameters
(MENEZES and SFORZA, 2010) can be therefore be noticed, in order to produce further

studies on the morphometry of the bone.

The results of this research show the need to establish defined standards concerning
mode, intensity, frequency and duration of exercise. Newhall et al. (1991) investigated the
effects of exercise in a non-systematic way, with no definitions of these parameters. By
contrast Wheeler ef al. (1995) suggest that intensity and frequency can influence highly on

gaining bone mass, so he proposes a detailed study of physical exercise.

According to Cunha et al. (2007), high-impact exercise can lead to a loss of bone
mass. Wheeler et al. (1995) have observed in their experiments that animals submitted to this
intensity of exercise had a significantly less medullary area and in the cross-sectional area of
marrow and cortical bone and cortical thickness. McDonald et al. (1986) suggest that various
features of physical exercise, besides intensity, can influence bone mechanical properties.
This reflects complex interactions between bone remodeling and exercise intensity, exercise
duration, animal species and skeletal age.

Up until now, there is no registration of an ideal duration of exercise in order to
maintaining or increase bone density. Duration exercise had no influence on either of the
morphometric parameters evaluated by Wheeler er al (1995). In the other two articles
(NEWHALL et al., 1991; WARNER et al., 2006) found in this review, the parameters of
exercise were not taken into account which demonstrates the lack of studies and the need for

further research into the effect of exercise on bone morphometry.

The experimental models used in all articles were Sprague-Dawley rats. However, in
the literature it is not defined what species of animals are more suitable for investigating the
effects of physical exercise on bone tissue. Due to this fact, it would be interesting to find a
more suitable experimental model for this purpose (HUANG et al., 2003). Comparative
studies using different experimental models that represent humans well should be used as a
way of finding an appropriate model. These experimental models mimic the human organism
as some invasive methods are hard or impossible to study in human subjects (WHEELER et

al., 1995).
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Regarding the age of experiment models, the articles which compose this review
investigate the following animal ages: 40, 90 and 120 days from birth. It is known that bone
tissue structure of humans varies with age. In the first two decades of life (childhood until
early adulthood), there is a progressive and massive increase of bone mass. But from the
second decade there is a progressive and absolute loss of bone mass (ROSSI, 2008).
According to bone age, there could be different effects of physical exercise on bone
mechanical properties, so it is extremely important to take age into account when studying

bone tissue.

The article by Warner et al. (2006) brings an innovation when comparing this with the
other articles, because it investigates effects of exercise with (running) and without weight
bearing (swimming), as well as comparing them. The exercise with weight bearing can lead to
bone mechanical alterations (RUEFF-BARROSO et al., 2008). Despite several studies having
shown some benefits of swimming to both humans and animals they are still insufficient to
prove its effects on bone morphometry.

It can be observed on the results table that depending on the mode of exercise, the
bone chosen to be studied is different. When studying the effects of swimming, the bone
selected was the femur, but in studying running, the chosen bone was the tibia. According to
Warner et al. (2006), both mode exercises lead to the same alteration on bone tissue

regardless of the bone chosen.

TABLE

4. Conclusions:

Bone morphometric alterations due to physical exercise depend on various factors,
such as mode, intensity, frequency and duration of physical exercise, besides bone ages.
However, the current studies are insufficient to ensure what parameters are likely to influence

properly. It is suggested, therefore, that more studies be done in order to fill in the gaps.
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Mode/Intensity/

Morphometric parameters

Author/year/ Sample Sample Aim Duration/Frequency of Main results
country age exercise

To determine Wheel cages, 6 weeks, ad Femoral midshaft cross- Femoral midshaft cross-sectional
Newhall et Sprague- if voluntary libitum. sectional drea. area was greater in exercised
al,1991; EUA Dawley Rats 40 days exercise leads to animals.

changes in the geometric

properties of bone

To evaluate the effects Treadmill; intensity: Low Total bone tissue area; Total bone tissue area, cortical bone

of various intensities and (35%VO2 max)s marrow area; cortical area and mean cortical thickness
Wheeler et Sprague- durations of treadmill Medium (65%V Os00), bone area; mean cortical were greater in exercised animals;
al,1995; EUA Dawley Rats 90 days running on bone mass High (75%V Osa0); thickness of tibia. Marrow area had not difference.

and strength Duration: 30, 60, 90min; 10 High intensity > marrow area;

weeks. Medium intesity > mean cortical
thickness.

To investigate the Treadmill or swimming; 12 Cortical area, marrow There was no difference in femur

effects of exercises with  weeks; 60 minutes -per day, area, cortical thickness, morphometry comparing it with
Warner et al, Sprague- (treadmill) and without 5 days per week; same periosteal perimeter, humerus, either in swimming or
2006; EUA Dawley Rats 120 days frequency. endocortical perimeter of  treadmill exercise.

weight bearing
(swimming) on trabecular

and cortical bone.

femur and humerus.
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3. METODOLOGIA

3.1 Area

Esta pesquisa foi realizada utilizando-se a parceria dos seguintes laboratdrios:
Laboratorio de Fisiologia da Nutrigdo Naide Teoddsio (LAFINNT) - Departamento de
Nutrigdo, Laboratorio de Histopatologia — Programa de Poés-graduagdo de Patologia,
Laboratério de Cultura de Tecidos do Departamento de Histologia. Todos eles pertencentes a

Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.
3.2 Modelo Experimental

Neste trabalho foram utilizados o0s mesmos animais da pesquisa intitulada

“INTERACAO L-ARGININA E ATIVIDADE FISICA DURANTE 0}
DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO: ANALISE DA DEPRESSAO
ALASTRANTE CORTICAL EM RATOS JOVENS E ADULTOS” (processo n°
23076.005924/2008-80).

Para a realizacdo deste estudo, foram adquiridos 24 ratos machos albinos, da linhagem
Wistar, provenientes da colonia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). Esses animais foram mantidos sob condicao padrdo do biotério, em sala
a temperatura de 22+2°C, submetidos a um ciclo artificial claro/escuro de 12/12 horas (o
escuro iniciando-se as dezenove horas), dgua e dieta padrdo de laboratério (Purina®,

Paulinia, SP, Brasil) ad libitum.

Para as determinagdes experimentais, os ratos foram distribuidos aleatoriamente, vinte e
quatro horas apds o parto (primeiro dia de vida, considerando-se o dia de nascimento como
dia zero), em ninhadas de seis filhotes por mae. Os animais foram divididos em quatro
grupos experimentais, conforme a administra¢cdo do aminoacido L-Arginina e a realiza¢do do

exercicio fisico.
3.3 Tratamento com L-Arginina

Ao atingirem a idade de 7 dias de vida, os filhotes foram divididos em dois grupos: 1)
tratados com uma solugdo aquosa contendo 300 mg/kg/dia de L-Arginina (grupo Ar;
MONTEIRO et al., 2011); 2) tratados com volume equivalente do veiculo — dgua destilada

(grupo 4gua — Ag; controle). Antes de administrada aos animais, a L-Arginina (Sigma, St.
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Louis, MO) era pesada em balanca analitica (Bosch S-200, capacidade de 200g e

sensibilidade de 0,1 mg) e diluida em dgua destilada.

O aminodcido L-Arginina ou a dgua foi administrado diariamente por gavagem, do 7°
ao 35° dias de vida, no horéario entre 6 e 8 horas. O volume da 4gua ou da solucdo de L-
Arginina foi de 0,5 mL na 1* semana (7° ao 14° dia de vida do animal) e 1 mL nas 2%, 3* e 4°

semanas (15° ao 35 dia de vida) (MAIA et al., 2006 adaptada por MONTEIRO et al., 2011).
3.4 Exercicio fisico em esteira

Aos 15 dias de vida, os dois grupos de animais, foram subdivididos em dois outros
grupos de acordo com a prética de exercicio fisico: exercitados (grupo E) e ndo-exercitados
(grupo N). Para a realizacdo do exercicio fisico, utilizou-se esteira motorizada (Insight EP-
131, Sdo Paulo, Brasil; 0°inclinagdo).

Os animais foram submetidos ao exercicio fisico sempre no mesmo horario (6:30 as
8:00), em cinco sessdes semanais (com duragcdo de 30 minutos) por 3 semanas. A velocidade
da esteira variou de Sm/min, 10 m/min e 15 m/min, nas 1%, 2% e 3* semanas de exercicio,
respectivamente. Os animais do grupo ndo-exercitados foram submetidos as mesmas
condic¢des dos animais exercitados, no entanto a esteira estava desligada (segundo o protocolo

de SILVA et al., 2009 adaptado por MONTEIRO et al., 2011).

=

Figura 1- Esteira Motorizada Insight EP-131 —

Fonte: http://insightltda.com.br/insight-equipamento-cientifico-269-Esteira-Motorizada-para-Ratos
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3.5 Divisao dos grupos experimentais

De acordo com a administragdo do aminodcido L-Arginina e a prética do exercicio
fisico, conforme descrito anteriormente, os grupos experimentais se encontram divididos

conforme Figura 2.

24 Ratos

Wistar

Agua L-Arginina
(Ag) (Ar)

1 1 1 |
Exercitado N3o-exercitado Exercitado Ndo-exercitado
(AgE, n=6) (AgN, n=6) (ArE, n=6) (ArN, n=6)

Figura 2. Representacdo esquemdtica dos grupos experimentais e o nimero (n) por cada

grupo correspondente.

3.6 Evolucao ponderal

Todos os animais foram pesados nos 7°, 14°, 21°, 28°, 35° dia de vida do animal, assim
como no dia de seu sacrificio. O peso corporal dos animais foi registrado através da balanca

(MARTE 1001) com capacidade de 1 kg e s sensibilidade de até 0,1g.

3.7 Coleta do material

Os animais, ao atingirem a idade predeterminada (35-45 dias de vida), foram
submetidos a eutandsia através de anestesia com uma solu¢do contendo mistura de uretana a
10% + cloralose a 0,4%, a dose de 1000 mg/kg de uretana + 40 mg/kg de cloralose,
administrado por via intraperitoneal (10 ml/Kg). Os animais foram posicionados em dectibito

dorsal e, em seguida, foi realizada uma incis@o dorsal na pata posterior direita para a extragao
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do musculo gastrocnémio. A remo¢do do fémur foi realizada pela desarticulacio da

articulacdo coxo-femoral e tibio-femoral na pata posterior direita do animal.

Figura 3. Foto ilustrativa da extracdo do musculo gastrocnémio.

3.8 Comprimento do misculo gastrocnémio e do fémur

Ap6s a obtengdo do fémur e muisculo gastrocnémio, estes foram medidos utilizando-se
uma linha de algoddo. O osso foi medido desde a cabeca do fémur até a superficie articular
dos condilos femurais. O musculo gastrocnémio foi medido desde sua origem até sua insercao
tendinea (CARDOSO, 2006). As distancias foram medidas com uma régua milimetrada com

precisdo de 0,05 cm.

Figura 4. Medida do comprimento do musculo gastrocnémio com linha de algoddo e régua

milimetrada
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3.9 Peso absoluto e relativo do musculo e do osso

O fémur e o gastrocnémio foram pesados em balanga analitica (Bosch, S-2000 com
capacidade de 200g e sensibilidade 0,1 mg), obtendo-se o peso absoluto (PA) que foi
relacionado com o peso corporal do animal (PC) no dia do sacrificio para obtencdo do peso

relativo (PR) do 6rgao (PR=PA/PC).

Figura 5. Pesagem do fémur em balanca analitica

3.10 Processamento histolégico do material

Apo6s pesados, fémur e musculo gastrocnémio foram acondicionados em recipientes
contendo solugdo de formol a 10% por um periodo minimo de 48 horas, para fixa¢cdo, sendo o
osso descalcificado em solucdo contendo acido férmico a 8% e dcido cloridrico a 8%
(DUARTE et al., 2006). A seguir, foram desidratados, diafanizados e incluidos em parafina.
Para a inclusdo, foi realizado um corte transversal em sua regido média do musculo
gastrocnémio. Para o osso, foi realizado um corte em sentido longitudinal de forma a tornar

evidente o disco epifisdrio.

Destes foram obtidas sec¢des histoldgicas com aproximadamente 4pum de espessura em
micrétomo Leica que foram corados pela hematoxilina-eosina e montados com Entellan
(Merck). Os espécimens foram observados e fotomicrografados em microscopio Optico

(MOTIC BA 200).



39

3.11 Analise Morfométrica
3.11.1 Mensuracao do diametro médio das fibras musculares

As imagens dos cortes histolégicos dos miusculos (magnificacio 1000x) foram
selecionadas em microscopio, capturadas e digitalizadas através de uma cimera digital
acoplada a um microcomputador. Com a finalidade de avaliar a hipertrofia das fibras
musculares foi realizada a mensuracao do diametro minimo (Dmi) e méximo (Dma) da fibra
muscular em amostras de 50 fibras por animal através do software ImageJ (adaptado de Brito
et al., 2006) (Figura 6). Apds a obtencdo destes dados, foi realizado o célculo do didmetro

médio (DM) da fibra muscular (DM=Dmi+Dma/2).

800x600 pixels; RGE; 1.8ME . —
.J!II@&QJ—U_@
File Edit Image Process Anahze Pluging Window Help

Ojcaof 4+ alaolsl | |7ld]al?] | -]

x=484 =183, value=117 72 66

¢ Results
File Edit Font

=

[5taDev [angle  [Lengih |
1 13340 -54067 134618

=]

Figura 6. Interface grifica do software Image J ilustrando fotomicografia do musculo

esquelético ilustrando mensuragdo do diametro da fibra muscular.
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3.11.2 Contagem de condrocitos da zona de cartilagem seriada e hipertrofica

Foram selecionadas em microscopio imagens dos cortes longitudinais dos fémures
(magnificacdo 400x). Sendo, para isto, capturadas e digitalizadas através de uma camera
digital acoplada a um microcomputador. Foi, entdo, realizada a contagem do ndmero de
condrdcitos, nas zonas proliferativa e hipertréfica, em 10 colunas por animal, utilizando-se o

programa MESURIM (Figura 7).

" MESURIM - [D:\Arquivos Meus Documentos\PATOLOGIAUMAGE... |- |[O]X]

%Eichier Edition Outils Ferétre Image Choix Aide g X

D|ra’:|ﬁ||j1| ﬂ|ﬂ|ﬁs|ﬂ|§ """ i

Couleur Mombre Margue  Fernier

r|1

4| i} A ; '}u-|

Figura 7. Interface grifica do software Mesurin ilustrando a fotomicrografia de

condrdcitos da zona proliferativa (vermelho) e da zona hipertréfica (verde).
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3.12 Analise Estatistica

As medidas foram apresentadas como média + desvio padrdao da média. Para a andlise
estatistica utilizou-se inicialmente o teste de Shapiro-Wilk para testar a normalidade da
amostra, como os valores apresentaram uma distribuicdo normal foi utilizada a andlise de
variancia (ANOVA-one way). Nas amostras que apresentaram diferencas significativas foi
utilizado o 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 o Windows.



42

4 RESULTADOS
4.1 Artigo Original 1
“Interferéncia da L-Arginina e do exercicio fisico sobre a morfologia musculo

estriado esquelético em ratos jovens”

Autores:

Maria Patricia Pereira Melo - Fisioterapeuta, mestranda em Patologia pela
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE.

Anna Carolina de Sena e Vasconcelos - Graduanda do curso de Terapia
Ocupacional da UFPE.

Heloisa Mirelle Costa Monteiro - Nutricionista, mestre em Nutricdo pela UFPE.

Patricia Clara Pereira dos Santos - Fisioterapeuta, mestranda em Fisioterapia pela
UFPE.

Angela Amancio dos Santos - Professora adjunta do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da UFPE.

Luciana Maria Silva de Seixas Maia - Professora adjunta do Departamento de
Histologia e Embriologia da UFPE.

Liriane Baratella Evéncio - Professora adjunta do Departamento de Histologia e
Embriologia da UFPE.

Endereco para correspondéncia
Liriane Baratella Evéncio

Professor Moraes Rego, 1235, Cidade Universitaria.
CEP 50670-901 Recife (PE), Brasil
liriane@uol.com.br



43

RESUMO

O exercicio fisico pode promover alteragdes anatomofisiolégicas no musculo
estriado esquelético. Além do exercicio, a ingestao do aminodacido L-Arginina pode
influenciar na morfometria da fibra muscular esquelética. Para este trabalho, foram
utilizados 24 ratos machos da linhagem Wistar. Aos 7 dias de vida, esses animais
foram divididos em dois grupos: tratados com L-Arginina (grupo Ar; 300 mg/kg/dia) e
tratados com volume equivalente do veiculo — 4gua destilada (grupo Ag; controle). A
L-Arginina ou a agua foi administrada diariamente por gavagem. Aos 15 dias de
idade, os animais dos grupos Ar e Ag foram subdivididos de acordo com a condigéao
de exercicio fisico a que foram submetidos: exercitados em esteira (grupo E) e néo
exercitado (grupo N). O exercicio foi realizado em esteira (ET 2000 Insight) 5 dias
por semana com duracao diaria de 30 minutos. Os grupos foram assim distribuidos
(n=6, por grupo): AgN, AgE, ArN e ArE. Ao atingirem a idade de 35-45 dias de vida,
0s animais foram pesados e sacrificados para a retirada do muasculo gastrocnémio.
Este foi medido, pesado e processado para analise histoldégica. As imagens do
musculo foram capturadas na objetiva de 100x para calculo do diametro médio da
fibra muscular. Os dados foram expressos na forma de médiatdesvio padrdo da
média, analisados através do programa SPSS. Foram utilizados os testes Shapiro-
Wilk, Anova one-way e teste de Tukey (p<0,05). Nao houve diferenca entre os
grupos, quanto ao peso corporal do animal e ao peso do musculo gastrocnémio. No
entanto, o grupo ArN apresentou didmetro médio maior significativamente quando
comparado aos dos demais grupos. Isto sugere que a  L-Arginina, em animais que
nao realizaram o exercicio fisico, promove hipertrofia muscular. Enquanto que o
exercicio realizado ndo foi capaz de promover aumento do didmetro da fibra
muscular.

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

Exercise can promote anatomical and physiological changes in skeletal muscle.
Besides exercise, ingestion of amino acid L-Arginine can lead to morphological
changes in skeletal muscle fibers. To carry out our research, it was used 24 male
Wistar rats which were divided into 4 groups according to the administration of
Arginine and physical exercise. The experimental groups were distributed as follows:
Arginine-Exercise (AE, n = 6), Arginine-NotExercised (AN, n = 6), Water-Exercise
(WE, n = 6) and Water-NotExercised (WN, n = 6). The amino acid L-Arginine was
administered via orogastric, 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 images captured of muscle were taken in order to
calculate the mean diameter of muscle fiber. Data were expressed as mean *
standard deviation and analyzed using SPSS. It was used the Shapiro-Wilk tests,
one-way ANOVA and Tukey's test (p <0.05). Concerning to body weight and
gastrocnemius weight, there was no significant difference comparing all experimental
groups. However, the AN group had the highest mean diameter when comparing it to
the others groups. This 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 mean diameter of skeletal muscle.

Keywords: arginine, physical Exercise, skeletal muscle.
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INTRODUGAO

As respostas do organismo ao exercicio fisico podem levar a alteracdes
anamofisiolégicas de varios tecidos do corpo, dentre eles o tecido muscularl’. As
alteracoées do musculo esquelético sdo decorrentes da sobrecarga funcional durante
0 exercicio promovendo assim o aumento da tensdao muscular e producdo de
energia®. Aliado a isso, o aumento de trabalho muscular durante o exercicio fisico é
capaz de promover reagdes quimicas que sao responsaveis pela hipertrofia

muscular ©.

Estudos mostram que durante o esforco aerdbico do exercicio ocorre ruptura
de proteinas do organismo, havendo entio liberagdo de aminoacidos®. Deste modo,
os atletas podem necessitar de um aumento na ingestao de proteinas ou de algum
aminoacido especifico®. A captacdo de aminoacidos pelo musculo esquelético € um

evento precoce para iniciar a hipertrofia®.

A L-Arginina vem sendo amplamente estudada e faz parte da composicao de
varios suplementos alimentares®. Este amino4cido é considerado condicionalmente
essencial, visto que, por ndao ser produzido pelo préprio organismo em algumas
fases da vida e sob certas condicbes patologicas, necessita ser adquirido através da

dieta 9,

A administragdo oral desse aminodcido tem sido relacionada com a melhora do
desempenho fisico por reducdo da fadiga muscular. Esse efeito estd associado a
acado vasodilatadora promovida pelo éxido nitrico que é formado a partir da
L-Arginina. A vasodilatagéo resulta em aumento da perfusdo muscular e maior oferta

de glicose pelos musculos em atividade®. Acredita-se que o proprio efeito da
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perfusdo da musculatura esquelética contribua para melhor qualidade do

treinamento, resultando em aumento de massa muscular e forga contratil'?.

Além dos efeitos da L-Arginina relacionados a vasodilatacdo, ha ainda
associacao deste aminoacido 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 reabilitacdo e treinamento
fisico". Adicionalmente, com o intuito de se investigar alteragdes na fibra muscular,
como hipertrofia, decorrentes da pratica do exercicio tem-se a mensuracao de

dimensdes geométricas das seccdes transversais das fibras, como diametro®.

Diante do exposto, tem-se como objetivo investigar as possiveis influéncias da
ingestdo do aminoacido L-Arginina quando associado a pratica do exercicio fisico

sobre peso corporal e masculo esquelético de ratos jovens.
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METODOLOGIA

Este estudo experimental foi submetido & apreciacdo da Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal do Centro Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Pernambuco  (CEUA-UFPE), sendo aprovado sob o protocolo n°
23076.005924/2008-80, seguindo-se as normas recomendadas pelo Comité

Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).

Foram utilizados 24 ratos machos da linhagem Wistar, provenientes da col6nia
do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco, mantidos
em 4 gaiolas coletivas contendo 6 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 dezenove

horas), agua e dieta Labina (Purina®, Paulinia, SP, Brasil) ad libitum.

Ao atingirem a idade de 7 dias, os animais foram separados em dois grupos, de
acordo com a administracado de L-Arginina: animais tratados com L-Arginina (grupo
Ar; 300mg/kg/dia) e animais tratados com volume equivalente de agua destilada
(grupo Ag). A L-Arginina ou a agua foram administradas diariamente por gavagem
do 7¢ ao 35° dias de vida, no horério das 6 as 8 horas. O volume total administrado
em cada gavagem variou de 0,5 ml/dia (7° ao 14° dia de vida do animal) a 1,0 ml/dia

(152 a0 352 dia de vida do animal) (2"

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
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Cientificos, Ribeirao Preto, Brasil) em cinco sessdes semanais, com 30 minutos de
duracao no horario de 06 as 08 horas. O exercicio foi realizado do 152 ao 35° dia de
vida do animal com velocidade da esteira de 5 m/min, 10 m/min e 15 m/min, nas 12,

22 ¢ 32 semanas, respectivamente!'?

Todos os animais foram pesados nos 7°, 14°, 212 e 28° dia de vida, assim
como no dia do sacrificio (35-45 dias de vida). Para o sacrificio, os animais foram
submetidos a uma anestesia com uma solugdo contendo mistura de uretana a
10% + cloralose a 0,4%, a dose de 1000 mg/kg de uretana + 40 mg/kg de cloralose,
via intraperitoneal. Foi entdo retirado o musculo gastrocnémio para sua pesagem e
medicao de seu comprimento utilizando-se uma linha ao longo do musculo desde o
seu tendao de origem até o de insercao. Essa distancia foi transferida para uma
régua milimetrada de medida com precisdo 0,05 cm. Apés a medicao, o musculo foi
fixado em formol a 10% por um periodo minimo de 48h, desidratado e diafanizado
convencionalmente para microscopia de luz e emblocado em parafina. Sec¢des
transversais do musculo foram obtidas com aproximadamente 4um 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 1000x) foram
selecionadas em microscépio, capturadas e digitalizadas através de uma camera
digital acoplada a um microcomputador. Com a finalidade de avaliar a hipertrofia das
fibras musculares foi realizada a mensuracao do diametro médio em amostras de 50

fibras por animal através do software ImageJ®©.

Para a analise estatistica utilizou-se inicialmente o teste de Shapiro-Wilk para

testar a normalidade da amostra e para a analise de variancia (ANOVA- one way).



49

Nas amostras que apresentaram diferencas significativas foi utilizado o p6s-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 o Windows.
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RESULTADOS

Quanto ao peso dos animais no dia do sacrificio, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos experimentais (0,07525), ao comparar suas médias
(grafico 1). Os resultados foram expressos na forma de médiatdesvio padréo 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 AgE, 141,11x22,37 para ArN e 114,05£13,27 para

ArE.
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Grafico 1 — Efeito do exercicio fisico e/ou do aminoacido L-Arginina durante o
desenvolvimento sobre o peso corporal (g) de ratos Wistar jovens no dia do
sacrificio. Encontram-se representados os quatro grupos experimentais: AgN (n=6),
AgE (n=6), ArN (n=6) e ArE (n=6). Dados apresentados em forma de médiaterro
padrdo (Anova one way, p<0,05).

Peso absoluto e relativo do musculo gastrocnémio dos animais na idade pré-

determinada, foram, respectivamente: 0,6136+0,1068 e 0,004416+0,1068 para o
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grupo AgN, 0,60195+0,13747 e 0,004466+0,00024 para AgE, 0,66488x0,13873 e
0,00468+0,000365 para ArN, 0,52945+0,15007 e 0,004183+0,000299 para ArE.
Apés analise estatistica, foi observado que estes dados ndo apresentaram diferenca

significativa (grafico 2).
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Grafico 2 — Efeito do exercicio fisico e/ou do aminoacido L-Arginina durante
desenvolvimento sobre o peso (g) absoluto e relativo do musculo gastrocnémio de
ratos Wistar jovens. Dados apresentados em forma de médiaterro padrao (Anova
one way, p<0,05) dos grupos experimentais: AgN (n=6), AgE (n=6), ArN (n=6) e ArE
(n=6).

O comprimento do musculo gastrocnémio foi de 2,11+0,26 para o grupo AgN,
2,1810,26 para AgE, 2,21+0,19 para ArN e 2,08+0,27 para ArE (Fig.3). Os grupos
apresentaram valores de comprimentos semelhantes, ndo havendo, portanto,

diferenca estatistica entre eles (p=0,164672).
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Grafico 3 - Efeito do exercicio fisico e/ou do aminoacido L-Arginina durante o
desenvolvimento sobre comprimento musculo gastrocnémio de ratos Wistar jovens.
Dados apresentados em forma de médiaterro padrdao (Anova one way, p<0,05) dos
0s quatro grupos experimentais: AgN (n=6), AgE (n=6), ArN (n=6) e ArE (n=6).

O didametro médio da fibra muscular (um) do gastrocnémio (Fig.4) foi de
30855+£1627,19 para o grupo AgN, 31671,51+2657,79 para AgE, 35784,9+3037,78
para ArN e 30857,03+2483,21 para ArE. O grupo ArN teve um aumento do didametro

quando comparado aos grupos AgN ( p=0,00031) e ArE (p=0,013677).
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Grafico 4 — Efeito do exercicio fisico e/ou do aminoacido L-Arginina durante o
desenvolvimento sobre o diametro médio (um) de fibras musculares de ratos Wistar
jovens no dia do sacrificio. Encontram-se representados o0s 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, pos hoc Tukey; p<0,05). O
simbolo * expressa que o grupo ArN teve um maior didmetro médio da fibra
muscular quando comparado aos demais grupos.
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DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que nem o exercicio fisico, nem a ingestao oral
do aminodcido L-Arginina foram capazes de influenciar no peso corporal dos animais
estudados. Ha relatos na literatura de que o éxido nitrico produzido pela L-Arginina
pode reduzir a ingestao alimentar, resultando em uma diminuicdo de peso corporal

1314 Porém nossos resultados contrapdem-se a estes,

de ratos e camundongos'
corroborando com os estudos mais recentes. Lin et al. (2005)"®, Suzuki (2006)"®,
Huang, Tsai, Lin (2008)"” 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 variaveis. Tais trabalhos néo
comprovaram diferenca no peso corporal dos animais estudados. Logo, sugerimos

que independente da dose deste aminoacido, ndo ha relacao entre sua ingestdo e a

pratica do exercicio fisico no que diz respeito ao peso dos animais.

Quanto ao comprimento do musculo gastrocnémio, também nao houve
diferenca significativa entre os grupos estudados. No entanto, ndo se tem registro na
literatura de estudos que avaliem tal pardmetro macroscopio, relacionando-o com o
exercicio fisico e com a ingestao deste aminoacido. Acredita-se que a contracéo
muscular decorrente da pratica do exercicio fisico possa levar a hipertrofia das fibras
musculares'” 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
vasodilatacao no musculo esquelético poderia potencializar essa hipertrofia gracas a

um maior aporte sanguineo e de nutrientes para este musculo em atividade ©'°

Os resultados desse estudo mostram que n&o houve diferenga significativa

entre o didmetro médio das fibras dos animais que realizaram o exercicio fisico
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quando comparados ao grupo sedentario. 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 & proveniente da demanda funcional
aumentada devido a sobrecarga fisica e é resultado de mudancas no metabolismo e
proliferacdo celular'®. Estudos mostram um aumento do diametro médio em ratos
submetidos a pratica de exercicio fisico!" 2. Nossos resultados, entretanto, diferem
dos ja citados, visto que nao obtivemos aumento do didmetro médio das fibras dos
animais submetidos a pratica 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 Filho et al.(2005)" e Brito et al. (2006)®, observamos que a duragdo do
exercicio foi a mesma, porém a duracao do presente estudo é inferior e a velocidade
da esteira ndo foi mencionada por estes autores. Isto nos permite inferir que para
que haja uma resposta muscular adequada, deve ser levado em consideracédo
fatores que caracterizam o exercicio fisico, como: duracéao, frequéncia e intensidade.
A intensidade do exercicio é definida de acordo o consumo maximo de oxigénio
(VO2max) e frequéncia cardiaca maxima (FCmax) 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. (2009)?% que o classifica

como moderada.

O didmetro médio do grupo de animais nao-exercitados aos quais foi
administrada a L-Arginina foi significativamente maior quando comparado aos
demais grupos. Em adultos, a L-Arginina associada ao exercicio esté relacionada ao

aumento da massa muscular explicada pelo efeito vasodilatador do éxido nitrico
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produzido por este aminoacido!'?. A vasodilatacdo aumenta a perfusdo muscular e
aumento de nutrientes para o musculo em atividade, o que favorece o aumento da
massa muscular. Esse mecanismo explica o aumento do diametro em individuos
que fizeram uso do aminoéacido L-Arginina enquanto realizavam exercicio fisico.
Além disso, pesquisas recentes descobriram que o0 aminoacido L-Arginina estimula a
secrec¢ao do hormédnio do crescimento (GH). O GH promove a hipertrofia muscular,
pois facilita o transporte de aminodacidos para o interior das células®". A influéncia
do exercicio fisico sobre o GH mostrou-se contraditéria, sendo dependente do tipo e
intensidade do exercicio realizado®®?®. Stokes et al. (2005)?®. Collier, Casey, e
Kanaley (2005)?* observaram que ha elevacdo nos niveis de GH mesmo em
repouso em individuos suplementados com L-Arginina. Dessa forma, acreditamos
que a dose de L-Arginina (300mg/kg) do presente estudo foi capaz provocar
hipertrofia da musculatura estriada esquelética, possivelmente através da elevagao
dos niveis de GH, ja o efeito vasodilatador esta diretamente associado a ingestao
desse aminoacido concomitantemente a pratica do exercicio fisico. Logo, nossos
resultados corroboram com Chiyoda et al. (2009)® que mostraram que a
administracdo orogastrica de L-Arginina nao teve interacdo com o exercicio fisico.

Ao compararmos o didmetro médio dos grupos de animais exercitados
observamos que ndo houve diferenca significativa entre aqueles que ingeriram o
aminoacido e os que nao ingeriram. A hipertrofia, expressada pelo aumento do
didmetro meédio da fibra muscular, € entendida como o balango positivo entre a
sintese e degradacdo de proteina induzida pelo exercicio fisico®®. Logo, esses
efeitos do exercicio fisico dependem de uma melhor definicdo do mesmo, como
intensidade especifica. Além disso, a L-Arginina tem se mostrado eficaz na

hipertrofia muscular, visto que eleva a taxa de sintese protéica. Matsumoto et al.
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(2007)") observou que a suplementagdo orogastrica de L-Arginina (2g) 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 nesse trabalho.

A ingestdo oral do aminoacido 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 elevagdo nos niveis de VEGF em pacientes resultou em aumento da
circulagdo arterial colateral®®. Esse aumento da angiogénse pode estar relacionado
com o aumento da hipertrofia muscular. No entanto, em nossos resultados essa
provavel correlacdo parece nao 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 destruicdo das proteinas intramusculares o que
resulta em atrofia muscular ®°. A ingestdo de 500mg/kg de L-Arginina foi suficiente
para impedir a atrofia por desuso em musculos da pata posterior de ratos Wistar®?:
Este resultado estd em consonancia com 0s nossos, porém deve-se considerar que

a dose de 300mg/kg, utilizada neste trabalho, pode apresentar o mesmo resultado.

Em suma, a ingestdo do aminoacido L-Arginina na dose de 300mg/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 um
efeito positivo sobre a musculatura estriada esquelética, ja que nao se tem registro

da dose especifica deste aminoacido para esta finalidade. No entanto, a relagdo da
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L-Arginina com o exercicio fisico ndo esta 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, intensidade e frequéncia do exercicio devem ser

melhor definidos.
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ABSTRACT

Physical exercise can promote several changes on bone tissue and it is related to stimuli body
and bone plate growth. Besides, the histological studies are important to understand influence
of exercise and nutrition on skeleton. Then, exercise and Arginine administration coul lead to
changes on growth plate. In order to carry out this research, 24 Wistar males rats were
separated into four groups according to orogastric administration of L-Arginine (300
mg/kg/dia) and physical exercise: L-Arginine-Exercise (ArE, n=6), L-Arginine-Sedentary
(ArS, n=6), Water-Exercise (WE, n=6) and Water-Sedentary (WS, n=6). L-Arginine (300
mg/kg) and water were administrated by gavage (7-35 days of life) and exercise (15-35 days
of life) was performed on a treadmill (5 weekly sessions of 30 minutes per 3 weeks). At the
age of 35-45 days, the animals were sacrificed in order to collect the femoral bone. The femur
was weighed, decalcified (8% formic acid and 8% hydrochloric acid) and processed for
histological analysis. The images were captured in the femur in order to count the number of
chondrocyte in proliferation and hypertrophic zones of the growth plate. Data were analyzed
using SPSS. It was used the Shapiro-Wilk tests, one-way ANOVA and Tukey's test (p
<0.05). It was not found significant difference in body weight of animals at 7, 14, 21, 28, 35
days of birth, as there was no difference of absolute and relative weights of the femur. The
number of proliferative zone chondrocytes was higher in AE when comparing it to W (p =
0.0245) and WE (p = 0.0009). Then, the orogastric administration of Arginine at a dose of
300mg/kg in association with exercise promoted an increase in the number of chondrocytes in
the proliferative zone of cartilage.

Keywords: Physical Exercise; Arginine; Growth Plate.
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INTRODUCTION

It is well established in literature that physical exercise can promote several benefits
for human health. Studies have shown that physical activity leads to prevention of several
chronic diseases like cardiovascular disease, diabetes, cancer, hypertension, obesity,
depression and osteoporosis (1). Besides, physical activity is advocated as one strategy for
enhancing peak bone mass during childhood as a way to reduce osteoporosis-related fractures
(2). In some periods of life like childhood, available evidence suggests that the skeleton may

be most responsive to exercise during growth (3).

A large increase in bone mass occurs during childhood and puberty via endochondral
bone formation. Several hormones are important for normal postnatal longitudinal bone
growth, but it is generally accepted that Growth Hormone (GH) is the most important
hormone in this respect (4). GH affects several types of tissue including liver, muscle, kidney

and skeletal tissues.

During the process of longitudinal bone growth, prechondrocytes in the germinal cell
layer differentiate and thereafter undergo limited clonal expansion in individual chondrocyte
columns in the growth plate. Subsequently, cells in the hypertrophic zone mature are
degenerated and eventually incorporated into bone (5, 6). It has been demonstrated that GH
stimulates growth of cartilage and other tissues by increasing the number of cells rather than

by increasing cell size (4).

Growth is GH dependent (7, 8). GH has anabolic functions that promote the
growth and muscle hypertrophy by facilitating the transport of amino acids into cells (9).
Exercise is a potent stimulus for growth hormone secretion (2, 3). Besides, weight-bearing

exercise appears to have the greatest effects on bone (1).
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As the physical exercise, L-Arginine is a potent stimulator of GH secretion. L-
Arginine is an amino acid that stimulates GH secretion by inhibiting somatostatin, which
is a hormone that inhibits GH secretion (10). In addition, oral supplementation of arginine can

increase GH levels at rest (11).

The morphometrical and histological studies of bones are important to understand the
several stimuli of physical exercise and nutrition over the skeleton (7). Then, the aim of this
study is to investigate the influence of physical exercise and orogastric administration of L-

Arginine on body weight and growth plate of young rats.

MATERIALS AND METHODS:

For this research, were used 24 males Wistar rats from the colony of Universidade Federal
de Pernambuco (Departamento de Nutricdo). The experiments were approved by the Ethics
Committee for Animal Research whose number of protocol is 23076.005924/2008-80. The
Wistar rats were suckled in litters formed by six pups and after weaning (21 days from birth)
had access to water and rodent laboratory diet ad libitum (Purina®, Paulinia, SP, Brasil).
These animals were housed in 51 x 35.5 x 18.5 cm polypropylene cages, in a room with a

12/12 hours light—dark cycle (lights on at 6 am) and temperature of 22 + 2°C.

At the age of 7 days from birth, the animals were divided into 2 groups according to L-
Arginine administration: 1- Animals received 300 mg/kg/day L-Arginine (SIGMA, USA)
(experimental group A); 2- Animals received equivalent volume of the vehicle, distilled water
(experimental group W). The L-Arginine or the distilled water was administrated daily by
gavage from the 7 to 35 days of birth, at the same time, 6 to 8 am. The L-Arginine

concentration was: 10 mg/ml at first and second week of treatment, 20 mg/ml at second week
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and 30 mg/ml at the fourth. The total volume administrated in each gavage was 0.5ml/day to

animals from 7-14 days of birth and 1.0 ml/day at the age of 15-35 days (12, 13).

When the rats reached the age of 15 days of life, they were divided into 2 other groups
according to practice of physical exercise they were carried out: exercised (AE and WE) and
not exercised (A and W). The exercise was conducted on a treadmill (ET 2000, Insight
Equipamentos Cientificos, Ribeirdo Preto, Brazil) at sessions of 30 minutes/day, five times
weekly, at the same time (6-8 am). The speed of treadmill was Sm/min at the first week of
exercise, 10 m/min at second and 15 at third and last week of exercise (13, 14). Animals of
the group not exercised were left on the treadmill switched off for the same duration. All
animals were weighed on the days 7, 14, 21, 28, 35 from birth and in the day of their sacrifice
(35-45 days). In order to sacrifice they were anesthetized intraperitoneally with a mixture of
1g/kg urethane plus 40 mg/kg chloralose (SIGMA, USA). Afterwards, right femur
was removed, measured, weighed and exposed to fixation (aqueous solution containing
10% formaldehyde) at least 48 hours. The bone was decalcified with an aqueous solution
containing 8% formic acid and 8% hydrochloric acid (15). Then, they were dehydrated with
gradients of ethanol, diaphanized conventionally with xylene and embedded in paraffin.
Parafinn 4-um sections, obtained using a microtome (Leica), were stained with hematoxylin
and eosin and mounted in Entellan resin (Merck, Germany). After the histological processing,
the histologic sections were analyzed under microscope (MOTIC BA 200) and
photomicrographed by a digital camera (MOTICAM 1000) coupled to a microcomputer. The
images were selected in order to analyze the growth plate and captured at 400x magnification.
To count the chondrocytes in zone of proliferating cartilage and zone of hypertrophic cartilage

it was used the Mesurin software and were selected 10 columns of chondrocytes growth plate.



68

All results were expressed in order to be analyzed statistically. At first, the normality of
the distribution was tested using Shapiro-wilk test. After that, the data were analyzed by one-
way repeated analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey’s honest significant
difference (HSD) pos hoc test. Differences were considered significant when p<0.05.
Statistical analysis was performed using the SPSS (Statistical Package for the Social Sciences,

Chicago, USA) software package for Windows.

RESULTS
Body Weight

The Figure 1 shows the body weight (g) of animals of all experimental groups at 7, 14,
21, 28 and 35 days of birth. To Water group (W), the meantstandard devitation of body
weights at 7" day was 15.11+1.21, 29.13+4.22 at 14™, 44.56+5.35 at 21", 74.06£9.01at 28" and
113.8+11.27 at 35™ To Water-Exercised group (WE) the mean of the meantstandard
devitation of body weights at each day was respectively: 15,91+1.22, 27.81+£5.52, 42.83+6.66,
64.07+£9.53, 99.67£12.00. To Arginine group (A), the mean was 15.01£2.09, 31.27+2.30,
48.18+3.95, 72.98+12.09, 111.03+£16.47, respectively. To Arginine-Exercised group (AE) the
mean of weight body was 15.48+1.81, 28+1.6, 42.77£3.21, 71.55%£5.6, 104.46+7.78,
respectively. After analysis these data, there were no significant difference when comparing
intergroup. It is observed a tendency to a higher weight of group water at the age of 28 and 35

days as showed in Figure 1.
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Figure 1 Body weight of animals at 7, 14, 21, 28 and 35 days of birth of all experimental
groups (n=6 per group): Water (W), Water-Exercised (WE), Arginine (A) and Arginine-
Exercised (AE) . The animals were submitted to orogastric administration of L-arginine (300
mg/kg/day of) during postnatal days 7-35 and/or physical exercise on treadmill from the days
15-35. The results expressed mean+standard error, with no significant difference (Anova one-
way).

Absolut and Relative weight of femur

The body weight at the day of sacrifice was used to calculate the relative body weight
of femur. The relative weight is the ratio between the absolute weight of femur and the body
weight at the day of sacrifice. The meantstandard devitation of absolute and relative weight
was, respectively: 0.3408+0.06461 and 0.0026+0.000261 for W group; 0.3449+0.0592 and
0.002783+0.0005 for WE, 0.3381+0.06414 and 0.002433+0.0001751 for A; 0.3409+0.0431
and 0.002733%0.000535 for AE group (Figure 2). After intergroup comparison, there was no
significant difference, neither absolute (p=0.998) nor relative (p=0.446) were influenced by

administration of Arginine or physical exercise.
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Figure 2 Absolut and relative weight of femur at the day of sacrifice (35-45 days) of
all experimental groups (n=6 per group): Water (W), Water-Exercised (WE), Arginine (A)
and Arginine-Exercised (AE). The animals were submitted to orogastric administration of
Arginine with 300 mg/kg/day (A and AE groups) or equivalent volume of distilled water (W
and WE) from 7 to 35 days of birth. The animals were submitted to physical exercise on a
motor treadmill for sessions of 30 minutes/day, five times weekly (WE and AE) or were put
on a treadmill switched off (W and A groups). The results absolut and relative weight of
femur were expressed as meanzstandard error, with no significant difference (Anova one-
way, p<0.005).

Quantitative Analysis

The results of number of chondrocytes growth plate in zone of proliferating cartilage
and zone of hypertrophic cartilage are expressed as the meanzstandard devitation. The
numbers of chondrocytes in proliferating and hypertrophic zone were, respectively: 7.17+0.91
and 2.23+0.19 for group W, 6.63+0.45 and 2.07+0.39 for WE, 7.47+0.47 and 2.18+0.17 for
A, 8.3320.63 and 2.27£0.16 for AE. After intergroup comparison, there were no significant

difference concerning to hypertrophic zone.

Referring to the number of cells in the zone of proliferating cartilage of growth plate,
it was found significant difference. The AE group showed an increase in the number of

chondrocytes when comparing it to W (p= 0.0245) and to WE (p=0.0009).
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Figure 3 Numbers of chondrocytes growth plate in zone of proliferating cartilage and
zone of hypertrophic cartilage of all experimental groups (n=6 per group): Water (W), Water-
Exercised (WE), Arginine (A) and Arginine-Exercised (AE). The animals were submitted to
orogastric administration of Arginine with 300 mg/kg/day (A and AE groups) or equivalent
volume of distilled water (W and WE) from 7 to 35 days of birth. The animals were submitted
to physical exercise on a motor treadmill for sessions of 30 minutes/day, five times weekly
(WE and AE) or were put on a treadmill switched off (W and A groups). The results were
expressed as meanzerror standard, with no significant difference in hypertrophic zone. *
means significant difference between group W and AE concerning to proliferating zone. #
means significant difference between group WE and AE concerning to proliferating zone
(Anova one-way, p<0.005, Tukey pos-hoc)

DISCUSSION

Significant difference of body weight was not found at 7%, 14™, 21", 28" and 35" day
of birth comparing all experimental groups. However, a not significant increase of body
weight of animals which did not exercise is shown. It is well known that physical exercise
promotes several benefits and it is widely used in weight control programs (16). Mikabhil et al.
(2009) and Nunes et al. (2005) observed a decrease of body weight after physical exercise.
Therefore, despite not showing significant results, our study corroborates Mikahil et al.(2009)

and Nunes et al. (2005).
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Concerning the body weight of animals, comparing to animals which did not exercise,
adecrease in body weightin the group received L-arginine compared to their control
group (water group) is observed. Evidence suggests that nitric oxide produced
by L-Arginine may influence the mechanisms that modulate food intake, thus
reducing it and leading to decreased body weightin rats and mice (19, 20). This
statement confirms our results, because the animals that received administration of the amino
acid L-Arginine showed a decrease in body weight. Despite our results,
Maia et al. (2006) observed a contradictory not significant gain of mass at animals that

received L-Arginine.

The effect of L-Arginineon body weight may not have shown significant
results because of the ideal dose of L-Arginine. Chiyoda et al. (2009) showed in
their studies that Wistar rats which have taken the amino acid L-Arginina at dose of 128
mg/kg did not change their body weight.In our studies, even using a higher
dose (300mk/kg) than Chiyoda et al. (2009), the results were the same. Thus, it is believed
that the proper dose forany interference from L-Arginine on body weightis more
than 300mg/kg. Not well described in the literature is the optimal dose of this amino acid in

order to achieve a specific effect. Thus, we suggest the need to investigate other doses for this

purpose.

The results of this study show that exercise was not enough to promote significant
changes in absolute and relative weight of femoral bone. It is known that bone tissue is
dynamically responsive to functional requirements that lead to changes in its bone mass (22).
According to Robling er al. (2006), exercise is considered an osteogenic stimulus for bone
mass due to piezoelectric effect. Beneficial adaptations of bone tissue due to various types of

exercise have been reported in female and male rats (24, 25, 26). This may suggest that the
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exercise of this study does not provide the enough stimuli to have an increase in bone mass of
young rats.

Regarding the effect of nutritional manipulation by orogastric intake of L-Arginine on
the femur weight of young rats, there was no significant result found. It is known that
nutrition can influence the growth and bone development. According to Sekine, Watanabe
and Ishibashi (1994), amino acids facilitate the bone matrix formation and calcification
leading to an increase in bone mass. Bone mass is directly related to resistance to fractures
(28). In bones of broilers, the amino acid L-Arginine led to increased bone resistance to
fractures (29), which suggests that this amino acid acts on bone metabolism. However, in
animals treated with the amino acid L-Argininein the present study, there was no
such increase in mass. This suggests that a possible change resulting from the ingestion of this

amino acid has not been sufficient to cause macroscopic changes such as weight of the femur.

Despite not being significant, the relative femur weight showed higher in Water-
Exercised (WE) and Arginine-Exercised (AE) groups. This fact is justified by the calculation
of relative weight which represents the fraction: absolute weight/body weight on the day of
sacrifice. As seen in figure 1, the groups mentioned have lower body weight. As the absolute
weights are equal, the relative weight and body weight are related in a manner inversely

proportional.

Concerning the numbers of chondrocytes in the growth plate proliferative zone, our
results shows that orogastric ingestion of L-Arginine associated with exercise led to a
significant increase in the number of cells in this zone. It is known that amino acids can
modulate bone growth and differentiation of osteoblasts (30). Besides, L-Arginine is a amino
acid that acts by increasing the release of growth hormone (GH) (9, 21, 31). One of the most

ordinary effects of GH occurs at the growth plate which works by stimulating the synthesis
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of IGF-I, which acts in a paracrine manner, inducing mitogenesis. This mitogenesis leads to
the growth of long bones (32). Hence, it is suggested that orogastric administration of L-
Arginine was not enough to stimulate mitogenesis of chondrocytes in the hypertrophic zone

of growth plate.

Analyzing the resultsof the numbers of chondrocytesin the proliferative
and hypertrophic zones, it is clear that there was only the influence of L-Arginine in
the proliferative zone. The amino acid L-Arginineis a precursor of nitric oxide (NO),
which is an important vasodilator (35, 36). NO can then act in the growth plate by increasing
the blood supply to this region (37), which implies greater availability of nutrients to the
increase in cell proliferation. However, the proliferative zone in its blood supply is rich
enough, however, the hypertrophic zone has arather poor vascularization (38). It is
suggested, then, that by having a more abundant vascularization, proliferative zone is more

likely to be influenced by the vasodilatory effects of nitric oxide produced by L-Arginine.

An important question to be discussed is the age in which the animals were subjected
to nutritional manipulation and physical exercise. These interventions were performed
in a stage of life of the animal of great importance for bone development. In rats, the age
range of 21 to 35 dayscorrespondsto the phase ofincreased longitudinal bone
growth (39), which implies changes in the structure of the growth plate (40). Therefore, the
age chosen for this study is consistent with the moment of greatest susceptibility for the bone

tissue of animals studied.

This article documents for the first time the effect of L-Arginine, associated
with exercise, on the proliferative and hypertrophic zones of the growth plate. We found
that this interaction may be influenced by several factors such as: oral intake of this amino

acid, intensity, duration and frequency of exercise as well as the age of the experimental
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model studied. Thus, it is necessary further study on the influence of L-Arginine on
the growth plate, suggesting that it is can be used as an adjunctin the treatment of bone

pathologies, such as osteoporosis.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, considerando os resultados obtidos, pode-se concluir que:

O protocolo de exercicio utilizado e a dose de L-Arginina administrada ndo
foram capazes de alterar o peso corporal dos animais, nem tampouco o peso
absoluto e relativo do musculo gastrocnémio e do fémur;

A L-Arginina administrada na dose de 300 mg/kg em animais ndo exercitados
promoveu aumento do didmetro médio da fibras muscular de ratos jovens;

O exercicio fisico associado a ingestdo do aminodcido L-Arginina levou ao
aumento do nimero de condrdcitos do disco epifisario do fémur de ratos
jovens o que sugere um aumento no crescimento 0sseo durante o periodo da
infancia.

Visando dar continuidade a este trabalho, pioneiro em estudar os efeitos da L-Arginina
e do exercicio fisico sobre a morfometria de musculo e do osso, sugere-se como
perspectivas, investigar:

Os efeitos dessa interacdo em diferentes faixa etdrias, considerando-se as
diferentes intensidades no que se refere a mitogénese de células do tecido
0sseo;

Doses distintas do aminodcido L-Arginina, jd que seus efeitos podem estar
relacionados a sua quantidade no organismo; ndo tendo portanto uma defini¢do
da dose ideal;

Vias de administracdo da L-Arginina, uma vez que a depender da rota
metabdlica utilizada a resposta do aminoacido pode ser modificada;

Marcar os diferentes tipos de fibras musculares esqueléticas através de técnicas
especifica de histoquimica.
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Para: Profa. Luciana Maria Silva de Seixas Maia

Departamento de Histologia e Embriologia — CCB

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076. 005924/2008 - 80

Os membros da Comisséo de Etica em Experimentac&o Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
Pesquisa intitulado, INTERACAO DA L-ARGININA E DO EXERCICIO Fisico DURANTE 0
DESENVOLVIMENTO: ANALISE MORFOLOGICA E MORFOMETRICA DE ORGAOS EM
RATOS JOVENS E ADULTOS.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagao Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliacéo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794
de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos e
didaticos. '

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.

Atenciosamente,
Observacgao:

Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nutricdo

Animais: Ratos; Wistar; ambos os sexos; com 35 - 45/ 90 -120 dias

depressdo alastrante cortical em ratos jovens e adultos L

(Aprovado pela CEUA sob Oficio n°51/08).

CCB: Integrar para desenvolver

1\\
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de vida; Numero de animais previsto no protocolo: 80 animais. /\,d‘, i e V i

O Projeto sera realizado com orgé&os provenientes dos animais do UALC \bmwh
processo intitulado, Interagdo L- arginina e atividade fisica Profa, Maria Teres ansen,

durante o desenvolvimento do sistema nervoso: Anélise da Presidente do EE7
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ANEXO B - Normas e instrucoes aos autores do Journal of Morphological Sciences

Instruction for Authors

Presentation

Journal of Morphological Sciences is issued by SBA-Sociedade Brasileira
de Anatomia (Brazilian Society of Anatomy) and publishes scientific
articles in the area of vertebrate and invertebrate animals.

The publications include structure, functional morphology, animal
development, as well all levels of structural organization from the
submiscroscopical to macroscopical levels including comparative anatomy
and in vitro systems.

The Journal of Morphological Sciences is currently indexed in the
following databases: LILACS (Latin American and Caribbean Health
Science Literature), IMLA (Index Medicus Latino-Americano), Veterinary
Science Database, CAB Abstracts, CAB Health e BIOSIS (Biological
Abstracts and Zoological Record).

It is published four times a year, and each issue contains from 15-17
articles.

Editorial Policy

e It accepts articles in the areas of Neuroanatomy, Cytology, Histology,
Embriology, Histochemistry, Electron Microscopy, Experimental
Pathology, and Morphology.

e All submitted manuscripts to The Journal of Morphological Sciences should
contain scientific research.

e The manuscript can be categorized as a Regular Paper, Short
Communication, Review Article, or a Case report.

e All submitted manuscripts should contain original research, with novel
theoretical contributions, not previously published and not under
consideration for publication elsewhere.

e Papers which have been submitted for scientific conferences, printed in
thesis etc., an appropriate statement note should be included as a footnote.

¢ The editorial will contain brief information regarding a guest author.

e Authors are required to submit manuscripts electronically using the online
submission system available at http://jms.org.br.

e Works will be submitted to the Editorial Board’s review, and analyzed by
two anonymous referees. In the case of disagreement between the reviews,
a third referee will be heard, and following all reviews the decision on the
acceptance of the manuscript will be made.

e The authors will be contacted via e-mail once the review procedure is
complete.

e Accepted articles may be subject to changes, which are not to alter the
original content of the submission, related to their manuscripts.

e If a paper is to be declined, it will be sent back to the author accompanied by
the referees’ reviews.

¢ Authors and referees will be kept anonymous during the review process.
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Submission of manuscript

Together with the manuscripts, all authors are required to submit the terms
of agreement and submitting rights of graphic reproduction
at http://jms.submitcentral.com.br/.

Form of the manuscript

Manuscripts should be submitted electronically only
at http://jms.submitcentral.com.br/ .

The language of all publications is English, and the text should be typed in
Times New Roman font, 12 point, with 1.5 spacing between lines and all
pages should be numbered as follows:

1) Page 1

Title and Identification

1.1. Title

e "Word or sentence that identifies the manuscript content". (ABNT 6022).

e The full title and the subtitle (IF there is one) should be written in English.

e Titles should be no longer than 15 words.

e The title should not bear any abbreviations, and species names and Latin
words should be in italics.

e The title must be given in boldface and centered (see below):

Diel variation in fish assemblages in tidal creeks in southern Brazil
1.2. Identification/affiliation

¢ Author’s name(s) and address:

e "The author who is responsible for the intellectual content of the
manuscript". (ABNT 6022).

e The identification should include the first author’s full name (no
abbreviations), and, in the line below, a brief curriculum qualifying the
author in that specific field of knowledge plus a complete address. The
same directions should apply to all the authors.

e The qualification/affiliation in the Field should include in the following
order: Laboratory, College or School, Institute, and University.

e The address must be given below the qualification, must be given in the
following order: number and street, borough, city, state, P.O. box, zip code
(institution), and current author’s e-mail.

e Leave one line blank between the authors’ identification and their respective

addresses.
Example:
Rodrigo Silva Santos.
Departament of Zoology, Biosciences Institute, State University of Sao

Paulo - UNESP.
Av. 24* n° 1515, CEP 13506-900, Rio Claro, SP, Brazil.
sipauba@caunesp.unesp.br

Felipe Braga.
Departament of Hydrobiology, Federal University of Sdo Carlos — UFSCar.
Via Washington Luiz, Km 235, CP 676, CEP 13565-905, Sao Carlos, SP,
Brazil. braga@power.ufscar.br.

Please note the number of authors of an article is limited to a maximum of
10.

Should more people contribute to the article, they can be included in the
acknowledgements.
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2) Page 2

Abstract and keywords in English

2.1. Abstract

The abstract should be a single paragraph containing fewer than 250 words.
It should be concise and indicate the content of the manuscript clearly
stating the objective, the major findings, methodology, results, and the
principal conclusions. The text should be typed in Times New Roman font,
12 point, with 1.5 spacing between lines. It should be preceded by the word
"Abstract" and followed by the keywords.

The abstract should not include abbreviations and should be structured as
follows: Introduction, Material and Methods, Results and Conclusion.
2.1.1. Keywords

A list of up to 5 words directly below the abstract and preceded by the
Word "keywords" should be provided. Keywords should express the precise
content of the article.

Note: Page 2 should contain a short running title in English, as a footnote
and no longer than 45 characters, to be printed at the head of each page.
FOR REGULAR PAPERS AND REVIEW ARTICLES

3) Page 3

Introduction, Material and Methods, Results and Conclusion

Leave one line blank between each topic

3.1. Introduction

e It should indicate briefly give the context of the study and the objective. It
should clearly state how the research is related to others in the field
studied. The reasons for undertaking it and what is new or important about
this study should be clearly stated.

e The introduction should provide enough background information for the
reader to understand the topic and contents of the paper,

e It should be preceded by the word "introduction" in boldface and followed
by: (colon) and the text.

3.2. Materials and Methods

e A clear and thorough statement of the contents of the manuscript.

e The materials and methods used in the experiments should be reported in this
section. It should mention the materials source (manufacturer, city, state,
country), the supplier, the description of animals studied (number, sex,
weight, age, species).

e Methods which have been previously described should be mentioned in brief
only with proper references unless they have been modified in the present
work.

e Newly introduced techniques should be described in detail to allow easy
repetition.

e The text should be preceded by the words "Materials and Methods" in
boldface and followed by: (colon).

e Tables, Figures, and Annexes and respective legends can be included when
necessary. Hence they should be mentioned in the text because when the
manuscript is submitted they come at the end of it.

3.3. Results

¢ Results should be clearly presented. Tables, figures, and annexes can also be

used without data overlap.
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e Tables, Figures, and Annexes and respective legends can be included when
necessary. Hence they should be mentioned in the text because when the
manuscript is submitted they come at the end of it.

e Phrases that express doubt such as "it seems to increase" or " it seems to be
higher than" should be avoided.

e Non-significative results should not be used.

e The text should be preceded by the word "Results" in boldface and followed
by: (colon).

3.4. Conclusion

e Should be concise. Hypothesis should be discarded. Consider other
hypotheses when justified, but define them clearly.

e All the most relevant ideas that directly derive from the work should be
precisely and concisely included. The conclusions should be related to the
objectives and give an answer to the hypothesis of the study. Results
interpretation should be related to what has been mentioned previously in
the manuscript.

e Information given previously in the introduction, materials and methods, and
results can be cited again in the conclusions, but authors should not repeat
detailed data that were previously presented.

e The text should be preceded by the word "Conclusions" in boldface and
followed by: (colon).

CASE REPORT AND SHORT COMMUNICATION

For the case report category, the article should be structured as
Introduction, Case Report and Discussion; if the item Conclusion is
necessary, it should be inserted after; for Short Communications, it should
be structured as Introduction, Short Communication and Discussions. The
Introduction and Discussion sections should follow the criteria in items 3.1
and 3.4.

4) Page 4

Acknowledgements and References

4.1. Acknowledgements

e Acknowledgements such as technical assistance, financial support,
scholarships, and collaborations can be included when appropriate and
names should be cited with consent

e Acknowledgements are placed at the end of report pages before the
references.

e It should be preceded by the word "Acknowledgements" in boldface and
followed by: (colon).

4.2. References

e References should conform to the guidelines established in ISO 690/1987

and should be arranged alphabetically.
Examples of style for references:
4.2.1. Books
All references should be cited in the text indicating THE AUTHORS’
SURNAME TYPED IN CAPITAL LETTERS, first name initials, title,
subtitle (if there is one), followed by the publishing house, place and year
of publication.
KENT, M. and COKER, P. Vegetation description and analysis: a practical
approach. London: Belaven Press, 1992. 363 p.
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4.2.2. Thesis, Dissertations, and Monograph
All references should be cited in the text indicating the AUTHORS’
SURNAME TYPED IN CAPITAL LETTERS, first name initials, title,
subtitle (if there 1is one), edition, place (city), institution, year of
publication, page number, notes [ ] (brackets).
ALMEIDA, GA. Residuos de pesticida organoclorados no complexo
esturinolagunar Iguape —cananéias e rio Ribeira e Iguape. Sido Paulo:
Instituto de Oceanografia; Universidade de Sao Paulo, 1995. 95 p.
[Dissertagcdo de Mestrado em Oceanografia Fisica].
4.2.3. Journal Articles
All references should be cited in the text indicating the AUTHORS’
SURNAME TYPED IN CAPITAL LETTERS, first name initials, article
title, subtitle (if there is one), full title of the journal, year of publication,
volume, issue, page number.
RIVITTI, EA. Departamento de Dermatologia: histérico, seus professores e
suas contribui¢des cientificas. Revista de Medicina de Sdo Paulo, 2002,
vol. 81, n. especial, p. 7-13.
4.2.4. Events and/or Scientific Conferences
NAME OR TITLE, number (if any), year, place held, place of publication,
publishing house. Page number, notes [ | (brackets).
SIMPOSIO NACIONAL de FERMENTACOES, XVI, Sio Paulo. Sdo Paulo:
USP, 2003. 151 p. [Anais].
4.2.5. Articles Previously Presented at Scientific Conferences
AUTHORS® SURNAME TYPED IN CAPITAL LETTERS, first name
initials, title, event name or title, event month, day and year, place of
publication, publishing house, year of publication, page number, notes [ ]
(brackets).
BRANDAO, CRF. Sociologia no contexto da histéria e da ciéncia. In Anais
da Reunido Anual da Associa¢do Brasileira de Antropologia, maio 18,
1988. Campinas: Associacdo Brasileira de Antropologia, 1988. 32 p.
[Resumos].
4.2.6. Patents
AUTHORS® SURNAME TYPED IN CAPITAL LETTERS, first name
initials, title of invention, industrial patent number, dya, month, and year,
notes [ ] (brackets) is applicable.
PO, W. Conversor eletrénico de lampadas. Patente industrial, no. 6500856.
15-05-1985.
4.2.7. Institutions and Commercial websites
INSTITUTIONS AND COMMERCIAL NAMES TYPED IN CAPITAL
LETTERS. [on - line]. [date (year, month, day) ]. Available from:
<http://WWW.XXX.XXX.XX>.
JOURNAL OF MORPHOLOGICAL SCIENCES. [on-line]. [2010-01-20].
Available from: <http://jms.org.br/standards.php>.
5) Page 5
Figures, Charts, Tables and Graphs

e Figures, Charts, Tables and Graphs should be presented clearly.

e They should be typed in Times New Roman font, 12 point, with 1.5 spacing

between lines properly inserted and numbered sequentially into the text.
e Figures, Charts, Tables and Graphs should be as close as possible of the text
in which they were mentioned.



e They should be properly titled and have legends.
e Images should have scan resolution of 300 dpi (81 mm ou 957 pixels); (167
mm ou 1972 pixels).
Units of Measure
e Use only SI units (International System of Units);
Reference citations
e All references should be cited in the text indicating the author’s surname
typed in capital letters followed by the year of publication.
Example: (SILVA, 2008)
e For references with two authors, both surnames should be cited joined by the
word " and ".
e For references with three authors, the three surnames should be cited joined
by the word " and" before the last name.
e For references with more than three authors, text citations should be
shortened to the primary name followed by "et al."
Appendix
e Complement of the manuscript. Should be submitted at the end of the
manuscript after the figures, charts, tables, and graphs.
Annex
e Complement citation of the manuscript. Should be submitted at the end of
the manuscript after the figures, charts, tables, and graphs.
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ANEXO C - Comprovante de envio do artigo ao Journal of Morphological Sciences

—

JMS:

* Beagittan 5
Pan-dmertian

Page 1 of

l ‘Submisséo concluida com éxito! Imprima esta p&gina para referéncia.

Foi enviado para seu e-mail uma mensagem com o nimero e titulo do Artigo.
Ha tabela de SubmissGes Completas na pdgina inicial vocé pode acompanhar e ter acesso as
revisGes deste Artigo.

Cédigo do Artigo: 0275"'1 1
Responsavel: Miss Maria Patricia Melo
Categoria; Revisdes

Area: Morfologia Aplicada a Outras Ciéncias

Miss Maria Patricia Pereira Melo;,
2Profa. Dra. Angélica da Silva Tenério;
3Profa. Dra. Liniane Baratella-Evencio;

Changes in morphometric parameters of bone tissue due to physical exercise: a systematic review

3+Profa Dra L i Maria Silva de Seixas Mnin;
 niversidade Federal de Per B (Depar de Pos-graduagdo em Patologia), Recife - Pernambuco, Brasil
?Universidade Federal de Per buceo (Depar de Fisioterapia), 50670-901 Recife - Pernambuco, Brasil
*Universidode Federal de Pernam? Depar de Histologia e Embriologia), 50740600 Recife - Pernambuco, Brasil

Resumo: Introduction: It is known that physical exercise can influence the morphometry of bone tissue.
This influence depends on the intensity, frequency, duration and mode of exercise. However, these aspects

are not weil deseribed in li . Futhermore, t P for the study of bone tissue are
more suitable to mvcsugﬂc this effect. Given these uncertainties, we intend to investigate the effects of
ise in bone morp y. Materiels and For this study, we performed a systematic search of

articles in PUBMED, MEDLINE, OLD MEDLINE, SciELO and LILACS. We used the keywords:
“morphometry ", “physical exercise™ and “bone”. Initially we found a total of 39 articles, Articfes in which
animals were submitted to phmnacologlut or surgery mewmum as well as dm'ae where rats bad some

disease or h 1 alt were . After sel ding to inch and exclusion criteria,
only three articles remained. Results: ‘\Ie\khnli et al (1991) mvzsugalcd the effects of exercise in a non-
systematic way, with no definitions of ex ters. McDonald et al (1986) suggest that various
features of physical exercise, besides intensity, can influence on bone mechanical pmpemes The results of
this research show the need to establish defined d ing the :mr:dz v, v and
duration of exercise. Conclusion: It was not possible to & ine which morpk i are the

best to represent these changes. More studies in this area are suggested in order to comprehend the
influence of physical exercise on bone iissue.

Palavras—chave: bone, Morpl ry; Physical

Uma solugdo cubomuitimidia® sistemas ac,

Desenvolvido para:

es@is

http://jms.submitcentral com.br/submit7 php

26/10/2011



ANEXO D - Carta de aceite do Artigo de Revisao Sistematica pelo Journal of
Morphological Sciences

[ournal of

Official Organ of the Erazil |
Fan-fm n atl o at *

Maria Patricia Persira Melo (mpatriciaprelo@hotrnail.com) altarar |

Journal of Morphological Sciences

Painel do Autor
MNa tabela Submissdes Pendentes vocé pode continuar cada submissio do ponte em que
— - parou ou cancelar seu envio, Para acompanhar seu Artigo veja a coluna Situvagde em
Imiciar nova submiss3o Submissdes Completas. Veja maiores informagies sobre Artigos onde vocd é co-autor em
Submissdes Co-Awtoradas.
Alterar meu cadastro Winiciar ig >

Alterar minha senha Submissdes Pendentes (ignorsdss sté estarem cornpletss)

s di tulo Arti iad Ache
Sair (Logout) Cadigo Titulo Artigo Criada em Coes

“bre o Submissdes Completas (aguardando processo de avaliagio)

o EAG -
Chodigo Titulo Artigo Enviada em Situacdo
: - hanges in morphommetri Farm f bone ti Esparando
> ik 0275-11 ' o arise; & systematic review 26/10/2011 comegies

" Maria Patricia Pereira Melo (mpatriciaprmelo@hotrmail.com) alterar Dadas

Enviandoe versdo corrigida de Artigo
Submissdo em andamento
E—— [0 solicitado que voof envie uma nova versdo de seu Artigo, adequando-o as corregdes ou

Voltar modificacies sugeridas pelos Revisores que estdo explicadas nos Comentdrios do Editor
abaixo. Opcionaslmente caso os Revisores tenham enviado algum arquive estes estarfo
disponiveis a0 final dos Comentdrios do Editor.

Recomendacio e Comentarios do Editor:
ler Recomendagio:
agiio d Aceitar com ravisdo substancial

Comentdrios:
Filiagko:
Colocar todos o fens em inglés: "Depariment of post-graduation...”

Resumo:
M descrigho dos resultados esté informado que trds ariigos foram selecionsdos, mas um dos
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ANEXO E - Normas e instrucoes aos autores da Revista Brasileira de Medicina do
Esporte

A Revista Brasileira de Medicina do Esporte (RBME) é o 6rgdo oficial da Sociedade
Brasileira de Medicina do Exercicio e do Esporte (SBME), com publicacdo bimestral. A
missdo da RBME € disseminar a producgdo cientifica nas dreas de ci€ncias do exercicio e do
esporte, através da publicagdo de resultados de pesquisas originais e de outras formas de
documentos que contribuam para o conhecimento fundamental e aplicado em atividade fisica,
exercicio e esporte no ambito das ciéncias bioldgicas e da medicina.

Serdo considerados para publicacdo artigos originais, artigos de opinido, artigos de revisao,
relatos de experié€ncia, relatos de casos ou cartas ao editor, sobre assuntos relacionados com as
areas de Medicina e Ciéncias do Exercicio e do Esporte. Ser membro da SBME nao
representa um pré-requisito para publicacdo na RBME, nem influencia a decis@o do Conselho
Editorial. Serdo aceitos artigos escritos na lingua portuguesa e, a critério do Conselho
Editorial, autores e grupos estrangeiros poderdao publicar artigos escritos em inglés. Todos os
artigos serdo publicados na integra, sendo responsabilidade da RBME a producdo das versoes
estrangeiras.

A RBME adota as regras de preparacdo de manuscritos da Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (International Committee of Medical Journal
Editors. Uniform requirements for manuscripts submitted to biomedical journals. Ann Intern
Med 1997;126:36-47), cuja tltima atualizagdo, realizada em 2010, esta disponivel na internet
(http://www.icmje.org).

DUPLA SUBMISSAO

Os artigos submetidos a RBME serdo considerados para publicagdo somente com a condi¢c@o
de que nao tenham sido publicados ou ndo estejam em processo de avaliacdo para publicacdo
em outro periddico, seja na sua versao integral ou em parte. A RBME nao considerard para
publicagdo artigos cujos dados tenham sido disponibilizados na internet para acesso publico.
Se houver no artigo submetido algum material em figuras ou tabelas ja publicado em outro
local, a submissdo do artigo deverd ser acompanhada de cépia do material original e da
permissdo por escrito para reproducdo do material.

CONFLITO DE INTERESSE

Os autores deverdo explicitar, através de formuldrio préprio (Divulgacio de potencial conflito
de interesses), qualquer potencial conflito de interesse relacionado ao artigo submetido,
conforme determinacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (RDC 102/ 2000) e do
Conselho Federal de Medicina (Resolu¢do n® 1.595/2000). Esta exigéncia visa informar os
editores, revisores € leitores sobre relagdes profissionais e/ou financeiras (como patrocinios e
participacao societdria) com agentes financeiros relacionados aos produtos farmacéuticos ou
equipamentos envolvidos no trabalho, os quais podem teoricamente influenciar as
interpretagcdes e conclusdes do mesmo. A existéncia ou nao de conflito de interesse declarado
estardo ao final de todos os artigos publicados.
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BIOETICA DE EXPERIMENTOS COM SERES HUMANOS

A realiza¢do de experimentos envolvendo seres humanos deve seguir a resolugdo especifica
do Conselho Nacional de Saide (n° 196/96) disponivel na internet
(http://conselho.saude.gov.br/docs/Resolucoes/Reso196de96.doc), incluindo a assinatura de
um termo de consentimento informado e a protecdo da privacidade dos voluntérios.

BIOETICA DE EXPERIMENTOS COM ANIMAIS

A realizacdo de experimentos envolvendo animais deve seguir resolugdes especificas (Lei n°
6.638, de 8 de maio de 1979; e Decreto n° 24.645 de 10 de julho de 1934).

ENSAIOS CLINICOS

Os artigos contendo resultados de ensaios clinicos deverdo disponibilizar todas as
informacdes necessdrias a sua adequada avaliacdo, conforme previamente estabelecido. Os
autores deverdo referir-se ao "CONSORT" (www.consort-statement.org).

REVISAO PELOS PARES

Todos os artigos submetidos serdo avaliados, por revisores com experiéncia € competéncia
profissional na respectiva drea do trabalho e que emitirdo parecer fundamentado, os quais
serdo utilizados pelos Editores para decidir sobre a aceitagdo do mesmo. Os critérios de
avaliacdo dos artigos incluem: originalidade, contribuicao para corpo de conhecimento da
area, adequacdo metodologica, clareza e atualidade. Considerando o crescente nimero de
submissoes a RBME, artigos serdo também avaliados quanto a sua relevancia no que tange a
contribuicdo para o conhecimento especifico na drea. Assim, artigos com adequacdo
metodoldgica e resultados condizentes poderdo ndo ser aceitos para publicagdo quando
julgados como de baixa relevancia pelos Editores. Tal decisdo de recusa ndo estara sujeita a
recurso ou contestacdo por parte dos autores. Os artigos aceitos para publicacdo poderdo
sofrer revisdes editoriais para facilitar sua clareza e entendimento sem alterar seu contetido.

CORRECAO DE PROVAS GRAFICAS

Logo que prontas, as provas graficas (layout) em formato eletronico serdo enviadas, por e-
mail, para o autor responsdvel pelo artigo. Os autores deverdo devolver, também por e-mail, a
prova gréafica (layout) com as devidas corre¢des em, no maximo, 48 horas apds o seu
recebimento. O envio e o retorno das provas graficas por correio eletronico visa agilizar o
processo de revisdo e posterior publicacao das mesmas.

DIREITOS AUTORAIS

Todas as declaracdes publicadas nos artigos sdo de inteira responsabilidade dos autores.
Entretanto, todo material publicado torna-se propriedade da SBME, que passa a reservar os
direitos autorais. Portanto, nenhum material publicado na RBME podera ser reproduzido sem
a permissao por escrito da SBME. Todos os autores de artigos submetidos a RBME deverao
assinar um Termo de Transferéncia de Direitos Autorais (a seguir), que entrard em vigor a
partir da data de aceite do trabalho. O autor responsével pelo artigo receberd, sem custos, a
separata eletronica da publicacdo (em formato PDF).
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ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA

Revista Brasileira de Medicina do Esporte — SOCIEDADE BRASILEIRA DE MEDICINA
DO EXERCICIO E DO ESPORTE — Avenida Brigadeiro Luis Antonio, 278 — 6° andar —
01318-901 — Sao Paulo, SP — Tel./fax: (11) 3106 7544 / Fax: (11) 3106 8611 — E-mail:
sbme @medicinadoesporte.org.br

Forma e preparacao dos manuscritos:

O artigo submetido deve ser digitado em espaco duplo, fonte arial 12, papel tamanho A4 ou
oficio, com margens de 2,5cm, sem numerar linhas ou pardgrafos, e numerando as paginas no
canto superior direito. Graficos e tabelas devem ser apresentados no final do artigo em
paginas separadas, assim como as legendas das figuras. As figuras devem ser incluidas em
arquivos individuais. No corpo do texto deve-se informar os locais para inser¢cdo dos gréficos,
tabelas ou figuras. Os manuscritos que ndo estiverem de acordo com as instrugdes a seguir em
relacdo ao estilo e formato serdo devolvidos sem revisao pelo Conselho Editorial.

FORMATO DOS ARQUIVOS
* Para o texto, usar editor de texto do tipo Microsoft Word para Windows ou equivalente

* Nao enviar arquivos em formato PDF ¢ As figuras deverdo estar nos formatos jpg ou tif.
Deverao estar incluidas no arquivo Word, mas também devem ser enviadas separadamente
(anexadas durante a submissdo do artigo como documento suplementar).

ARTIGO ORIGINAL

Um artigo original deve conter no miximo 30 (trinta) referéncias e 20 (vinte) paginas
incluindo referéncias, figuras e tabelas, e ser estruturado com os seguintes itens, cada um
comegando por uma pégina diferente:

Pagina titulo: deve conter (1) o titulo do artigo, que deve ser objetivo, mas informativo; (2)
nomes completos dos autores; dreas de formagdo dos autores; institui¢do(des) de origem, com
cidade, estado e pais, se fora do Brasil; (3) nome do autor correspondente, com endereco
completo e e-mail. A titulagdo dos autores ndo deve ser incluida.

Resumo: deve conter (1) o resumo em portugués, com ndo mais do que 300 palavras,
estruturado de forma a conter: introducao e objetivo, métodos, resultados e conclusao; (2) trés
a cinco palavras-chave, que ndo constem no titulo do artigo. Usar obrigatoriamente termos
do Medical Subject Headings, do Index Medicus (http://www.nlm.nih.gov/mesh/); (3) o
resumo em inglés (abstract), representando a versdao do resumo para a lingua inglesa; (4) trés a
cinco palavras-chave em inglés (keywords).

Introducao: deve conter (1) justificativa objetiva para o estudo, com referéncias pertinentes
ao assunto, sem realizar uma revisao extensa; (2) objetivo do artigo.

Métodos: deve conter (1) descricdo clara da amostra utilizada; (2) termo de consentimento
para estudos experimentais envolvendo humanos; (3) identificagdo dos métodos, aparelhos
(fabricantes e endereco entre parénteses) e procedimentos utilizados de modo suficientemente
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detalhado, de forma a permitir a reproducao dos resultados pelos leitores; (4) descri¢do breve
e referéncias de métodos publicados, mas ndao amplamente conhecidos; (5) descricio de
métodos novos ou modificados; (6) quando pertinente, incluir a anélise estatistica utilizada,
bem como os programas utilizados. No texto, nimeros menores que 10 sdo escritos por
extenso, enquanto que nimeros de 10 em diante sdo expressos em algarismos arabicos.

Resultados: deve conter (1) apresentacdo dos resultados em sequéncia ldgica, em forma de
texto, tabelas e ilustragdes; evitar repeticao excessiva de dados em tabelas ou ilustragdes e no
texto; (2) enfatizar somente observagdes importantes.

Discussao: deve conter (1) &nfase nos aspectos originais e importantes do estudo, evitando
repetir em detalhes dados ja apresentados na Introducdo e nos Resultados; (2) relevancia e
limita¢des dos achados, confrontando com os dados da literatura, incluindo implicagdes para
futuros estudos; (3) ligacdo das conclusdes com os objetivos do estudo; (4) conclusdes que
podem ser tiradas a partir do estudo; recomendagdes podem ser incluidas, quando relevantes.

Agradecimentos: deve conter (1) contribui¢cdes que justificam agradecimentos, mas nao
autoria; (2) fontes de financiamento e apoio de uma forma geral. Referéncias: as referéncias
bibliograficas devem ser numeradas na sequéncia em que aparecem no texto, em formato
sobrescrito entre parénteses. As referéncias citadas somente em legendas de tabelas ou figuras
devem ser numeradas de acordo com uma sequéncia estabelecida pela primeira menc¢do da
tabela ou da figura no texto.

O estilo das referéncias bibliograficas deve seguir as regras do Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (International Committee of Medical Journal
Editors. Uniform requirements for manuscripts submitted to biomedical journals. Ann Intern
Med 1997;126:36-47; http://www.icmje.org). Alguns exemplos mais comuns sdo mostrados
abaixo. Para os casos nao mostrados aqui, consultar a referéncia acima. Os titulos dos
periddicos devem ser abreviados de acordo com o Index Medicus (List of Journals
Indexed: http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html). Se o periddico ndo constar dessa lista,
deve-se utilizar a abreviatura sugerida pelo proprio periédico. Deve-se evitar utilizar
"comunicagdes pessoais" ou "observacdes ndo publicadas" como referéncias. Um resumo
apresentado deve ser utilizado somente se for a inica fonte de informacao.

Exemplos:

1) Artigo padrdo em periddico (deve-se listar todos os autores; se o nimero ultrapassar seis,
colocar os seis primeiros, seguidos por et al): You CH, Lee KY, Chey RY, Mrnguy R.
Electrocardiographic study of patients with unexplained nausea, bloating and vomiting.
Gastroenterology 1980;79:311-4. Goate AM, Haynes AR, Owen MJ, Farrall M, James LA,
Lai LY, et al. Predisposing locus for Alzheimer’s disease on chromosome 21. Lancet
1989;1:352-5.

2) Autor institucional: The Royal Marsden Hospital Bone-Marrow Transplantation Team.
Failure of syngeneic bone-marrow graft without preconditioning in post-hepatitis marrow
aplasia. Lancet 1977;2:742-4.

3) Livro com autor(es) responsaveis por todo o contetido: Colson JH, Armour WJ. Sports
injuries and their treatment. 2 nd rev. ed. London: S. Paul, 1986.
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4) Livro com editor(es) como autor(es): Diener HC, Wilkinson M, editors. Drug-induced
headache. New York: Springer-Verlag, 1988.

5) Capitulo de livro: Weinstein L, Swartz MN. Pathologic properties of invading
microorganisms. In: Sodeman WA Jr, Sodeman WA, editors. Pathologic physiology:
mechanisms of disease. Philadelphia: Saunders, 1974;457-72.

TABELAS

As tabelas devem ser elaboradas em espaco 1,5, devendo ser planejadas para ter como largura
uma (8,7cm) ou duas colunas (18cm). Cada tabela deve possuir um titulo sucinto; itens
explicativos devem estar ao pé da tabela. A tabela deve conter médias e medidas de dispersao
(DP, EPM etc.), ndo devendo conter casas decimais irrelevantes. As abreviaturas devem estar
de acordo com as utilizadas no texto e nas figuras. Os cddigos de identificacdo de itens da
tabela devem estar listados na ordem de surgimento no sentido horizontal e devem ser
identificados pelos simbolos padrao.

FIGURAS

Serdo aceitas fotos ou figuras em preto-e-branco. Figuras coloridas poderdo ser publicadas
quando forem essenciais para o conteido cientifico do artigo. Nestes casos, 0s custos serao
arcados pelos autores. Para detalhes sobre ilustragdes coloridas, solicitamos contactar
diretamente a Atha Editora (atharbme@uol.com.br). Figuras coloridas poderdo ser incluidas
na versao eletronica do artigo sem custo adicional para os autores. Os desenhos das figuras
devem ser consistentes e tdo simples quanto possivel. Nao utilizar tons de cinza. Todas as
linhas devem ser sélidas. Para gréficos de barra, por exemplo, utilizar barras brancas, pretas,
com linhas diagonais nas duas direcdes, linhas em xadrez, linhas horizontais e verticais. A
RBME desestimula fortemente o envio de fotografias de equipamentos e animais. As figuras
devem ser impressas com bom contraste e largura de uma coluna (8,7cm) no total. Utilizar
fontes de no minimo 10 pontos para letras, nimeros e simbolos, com espacamento e
alinhamento adequados. Quando a figura representar uma radiografia ou fotografia sugerimos
incluir a escala de tamanho quando pertinente.

ARTIGOS DE REVISAO

Os artigos de revisao sdao habitualmente encomendados pelo Editor a autores com experiéncia
comprovada na drea. Artigos de revisdo deverdo abordar temas especificos com o objetivo de
atualizar os menos familiarizados com assuntos, topicos ou questdes especificas nas areas de
Medicina e Ciéncias do Exercicio e do Esporte. O Conselho Editorial avaliard a qualidade do
artigo, a relevancia do tema escolhido e o comprovado destaque dos autores na drea especifica
abordada. A inadequacdo de qualquer um dos itens acima acarretard na recusa do artigo pelos
editores, sem que o mesmo seja enviado para o processo de revisao pelos pares. O artigo de
revisdo deve ter, no maximo, 30 (trinta) piginas e 100 (cem) referéncias.

REVISAO SISTEMATICA

A RBME encoraja os autores a submeterem artigos de revisao sistemadtica da literatura nas
areas de Medicina e Ciéncias do Exercicio e do Esporte. O Conselho Editorial avaliard a
qualidade do artigo, a relevancia do tema escolhido, o procedimento de busca e os critérios
para inclusdo dos artigos. A inadequacgdo de qualquer um dos itens acima acarretard na recusa
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do artigo pelos editores, sem que o mesmo seja enviado para o processo de revisdo pelos
pares. O artigo de revisdo sistematica deve ter, no mdximo, 30 (trinta) paginas e 100 (cem)
referéncias.

META-ANALISE

A RBME encoraja os autores a submeterem artigos de andlise meta-analitica nas dreas de
Medicina e Ciéncias do Exercicio e do Esporte. O Conselho Editorial avaliard a qualidade do
artigo, a relevancia do tema escolhido, o procedimento de busca de artigos, os critérios para
inclusdo dos artigos e o tratamento estatistico utilizado. A inadequagdo de qualquer um dos
itens acima acarretard na recusa do artigo pelos editores, sem que o mesmo seja enviado para
o processo de revisdo pelos pares. O artigo de meta-anélise deve ter, no maximo, 30 (trinta)
paginas e 100 (cem) referéncias.

ARTIGOS DE OPINIAO

Serdo encomendados pelo Conselho Editorial a individuos de notdrio saber nas dreas de
Medicina do Exercicio e do Esporte e das Ciéncias do Esporte, que emitirdo sua opinido
pessoal sobre assuntos de particular interesse. O artigo de opinidao deve ter, no maximo, 20
(vinte) paginas e 20 (vinte) referéncias.

RELATOS DE EXPERIENCIA

A RBME estimula profissionais que possuam uma experiéncia relevante em algum aspecto
especial, original ou inovador em Medicina do Exercicio e do Esporte ou das Ciéncias do
Esporte a partilhéd-la, sob a forma de um Relato de Experiéncia. A inadequacdo de qualquer
um dos itens acima acarretard na recusa do artigo pelos editores, sem que 0 mesmo seja
enviado para o processo de revisdo pelos pares. O relato de experiéncia deve ter, no maximo,
15 (quinze) péaginas e 15 (quinze) referéncias.

RELATO DE CASO

A RBME pode aceitar artigos de relato de caso, descrevendo casos clinicos especificos que
tragam informacdes relevantes e ilustrativas sobre diagndstico ou tratamento de um caso
particular que seja raro na Medicina do Exercicio e do Esporte. Os artigos devem ser
objetivos e precisos, contendo os seguintes itens: 1) Um Resumo e um Abstract contendo as
implicagdes clinicas; 2) Uma Introducdo com comentérios sobre o problema clinico que serd
abordado, utilizando o caso como exemplo. E importante documentar a concordéncia do
paciente em utilizar os seus dados clinicos; 3) Um Relato objetivo contendo a histdria, o
exame fisico e os achados de exames complementares, bem como o tratamento e o
acompanhamento; 4) Uma Discussao explicando em detalhes as implicag¢des clinicas do caso
em questdo, e confrontando com dados da literatura, incluindo casos semelhantes relatados na
literatura; 5) Referéncias bibliogréficas. O relato de caso deve ter, no maximo, 20 (vinte)
paginas e 30 (trinta) referéncias.

CARTA AO EDITOR

Cartas enderecadas ao Editor-Chefe da RBME serdo consideradas para publicacdo se
promoverem discussao intelectual sobre um determinado artigo recentemente publicado. As
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cartas devem conter um titulo informativo e seguir as instru¢des acima para publicacdo. As
cartas devem ter ndo mais do que 500 palavras. Se aceita, uma copia serd enviada ao autor do
artigo original que suscitou a discussdo, com um convite para submeter uma réplica que sera
publicada junto com a carta.

LIVROS PARA REVISAO

A RBME estimula as editoras a submeterem livros para apreciacao pelo Conselho Editorial.
Devem ser enviadas duas copias do livro ao Editor-Chefe (vide o endereco acima), as quais
nao serdo devolvidas. O envio dos livros ndo garante a sua apreciacdo. Contudo, os livros
recebidos e ndo apreciados serdo listados no ultimo ndmero de cada ano da Revista. Os livros
selecionados para apreciacdo serdo encaminhados para revisores com experiéncia e
competéncia profissional na respectiva area do livro, cujos pareceres deverdo ser emitidos em
até trés meses e poderao ser adaptados pelos Editores da Revista, sem qualquer interferéncia
das editoras dos livros apreciados. O resultado da apreciacdo serd publicado na Revista
juntamente com as informagdes editoriais do livro.

Envio de manuscritos

Todos os artigos deverdo ser submetidos diretamente no
site http://submission.scielo.br/index.php/rbme. Na submissao eletronica do artigo, os autores
deverdo anexar como Documento Suplementar:

e Termo de Divulgacao de Potencial Conflito de Interesses

e Termo de Transferéncia de Direitos Autorais (a seguir) Nao serdo aceitas submissoes
por e-mail, correios ou quaisquer outras vias que ndo a submissado eletronica no site
supramencionado.
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ANEXO F - Comprovante de envio do artigo a Revista Brasileira de Medicina do
Esporte
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#RBME-1319 Interferéncia da L-Arginina e do exercicio fisico
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Autores Maria Patricia Pereira Melo, Anna Carolina de Sena e Vasconcelos,
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Amancio dos Santos, Luciana Maria Silva de Seixas Maia, Liriane
Baratella Evéncio

Titulo Interferéncia da L-Arginina e do exercicio fisico sobre a morfologia do
musculo estriado esquelético em ratos jovens

Documento RBME-1319-90174-452442-4-SM.DOCX 2012-05-04

original

Docs. sup. RBME-1319-90174-452457-1- INCLUIR DOCUMENTO SUPLEMENTAR

SP.DOCX 2012-05-04

Submetido por  Srta Maria Patricia Pereira Melo =]

Elffn ?:sﬁo maio 4, 2012 - 08:42
Secao Outras - Artigo Original
Editor Nenhum(a) designado(a)
Situacgéo

Situagdo Aguardando designagao
Iniciado 2012-05-04

Ultima

~ 2012-05-04
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ANEXO G - Normas e instrucoes aos autores do Journal of Bone and Mineral Research

TYPES OF MANUSCRIPTS PUBLISHED

Original Articles
The primary material published in the JBMR is original research describing regulatory factors
and pathways, genetics or epidemiology related to the physiology and pathophysiology of
bone, cartilage and mineral homeostasis. Original articles should be kept to within
approximately 24 double-spaced pages of 12-point Times Roman text, including the text of
the manuscript, references, figure legends, and tables. This is equivalent to approximately 8
pages in the Journal.

Clinical Trials
Clinical trials are original research studies that answer specific questions about novel
therapies or new uses of established therapeutic agents. JBMR will consider manuscripts in
this category for all phases of clinical trials. Manuscripts reporting clinical trials should be
kept to within approximately 24 double-spaced pages of 12-point Times Roman text,
including the text of the manuscript, references, figure legends, and tables. This is equivalent
to approximately 8 pages in the Journal. Authors submitting manuscripts that report clinical
trials, please note that the JBMR has special requirements for such manuscripts. See “Clinical
Trials” in the Policies section of Information for Authors.

Short Reports
Short Reports are brief descriptions of a focused study, the subject of which is especially
timely or of high impact in the field of bone and mineral research. Such communications
should succinctly describe a particular result in 1,500-1,800 words (12-point Times Roman)
and include no more than two supporting figures or tables and 20 references. Short Reports
are subject to full peer review.

Case Reports & Clinical Vignettes
Case reports and clinical vignettes are discrete articles that provide highly significant insight
into the pathophysiology of disorders of bone and mineral metabolism and/or highlight
practical diagnostic / therapeutic considerations.

Letters to the Editor
Letters to the Editor concern timely and important issues raised in articles previously
published fielding the JBMR. All Letters are forwarded to the authors of the original article
following an initial editorial review in order to provide an opportunity for a response to
appear along with the submitted letter. Note that the JBMR only considers Letters to the
Editor that are primarily about papers previously published in the Journal. Letters should be
no more than 900 words (12-point Times Roman).

Reviews and Mini-Reviews (Perspectives)
The JBMR publishes reviews and mini-reviews on topics selected by the editors. Full Reviews
are approximately 6,000 words in length and Mini-Reviews (Perspectives) are approximately
2,800 words. Unsolicited reviews are rarely published. Authors should not submit reviews or
perspectives without first contacting the ASBMR publications office.

Commentaries

Commentaries are manuscripts of 500 or fewer words (12-point Times Roman) that reflect on
an article or articles published in the JBMR. One figure may be included. Commentaries are
invited by the editors and unsolicited commentaries are rarely published in the Journal.
Authors should not submit commentaries without first contacting the JBMR Editorial Office
(email: jbmroffice@wiley.com).

EDITORIAL POLICIES
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Copyright

The JBMR is the official journal of the American Society for Bone and Mineral Research
(ASBMR), which holds copyright to all material published in the Journal except as noted in
the Author Agreement.

Duplicate/Redundant Publication
The corresponding author is responsible for ensuring that the manuscript — including all data,
figures, tables and supplementary materials — has not been previously reported or published.
Further, it is the responsibility of the corresponding author to ensure that the manuscript has
not been, and will not be, submitted to another journal while under review by the JBMR.

If any authors involved are aware of any related manuscript or other report, published or
unpublished (e.g. another manuscript resulting from the same study), a copy of the related
material must be sent along with the manuscript that is being submitted for publication
in JBMR. Publication of preliminary data in the form of a meeting abstract is not considered
duplicate publication unless the abstract exceeds two pages in length or is cited in PubMed.
Authorship and Acknowledgement of Contributors
The JBMR has adopted the requirements for authorship and acknowledgement of contributors
recommended by the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) in the
Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals, April 2010
update. All _manuscripts _submitted to the JBMR must adhere to the following
requirements with regard to listing of authors and acknowledgement of contributors:

* Those listed as authors must have each 1) made substantial contributions to conception and
design, acquisition of data, or analysis and interpretation of data; 2) participated in drafting
the manuscript or revising it critically for important intellectual content; and 3) approved the
final version of the submitted manuscript.

¢ All individuals who meet conditions 1, 2, and 3 must be listed as authors of the submitted
manuscript.

* The respective roles of each author must be summarized in the Acknowledgements section
of the manuscript.

* One or more of the authors must accept responsibility for the integrity of the data analysis
and that author/those authors must be identified as such in the Acknowledgements section of
the manuscript.

* All persons who have made substantial contributions to the work reported in the manuscript
(e.g., data collection, analysis, writing or editing assistance) but who do not fulfill the
requirements for authorship specified above must be named, with their specific contributions,
in the Acknowledgements section of the manuscript.

* The authors must obtain the permission of all those who are identified in the
Acknowledgements section of the manuscript.



107

* One author will serve as the primary correspondent (corresponding author) for the
manuscript; the corresponding author is responsible for transmitting the editors’ comments to
his or her co-authors.

Authors should note that the JBMR has adopted the following statement of policy based on a
similar statement in the Information for Authors of the Annals of Internal Medicine:

Medical writers and pharmaceutical industry employees can be legitimate contributors to a
manuscript. It is, however, particularly important that the roles, affiliations, and any potential
conflicts of interest of all such contributors be included in the Acknowledgments section of
the manuscript when it is submitted to the JBMR. The editors consider that failure to
acknowledge such contributors constitutes ghost authorship, which is contrary to the editorial
policy of the JBMR.

Disclosures/Conflict of Interest
Every paper published in the JBMR includes a “Disclosures” section. All authors must
disclose all financial relationships with any organization or other entity that might be
perceived to have influenced the objectivity or integrity of the work being reported in the
manuscript. These disclosures must cover the 36-month period prior to submission of the
manuscript to the JBMR. Such relationships include employment, research funding, income
(e.g., fees for consulting, expert testimony, or speaking), or ownership interests (e.g., stock,
patents) in or from an organization that may gain or lose financially from the work being
submitted for publication. Disclosures must be included at the time the manuscript is initially
submitted to the JBMR.

For details, please see the JBMR “Author Guide to Conflict of Interest and Other Disclosures,”
which is the final section of this document. Authors should read this guide before submitting a
manuscript to the Journal.

Clinical Trials
Clinical trials submitted for publication in the JBMR must conform to the “Principles for
Protecting Integrity in the Conduct and Reporting of Clinical Trials” published by the
American Association of Medical Colleges (AAMC). The AAMC “Principles” are available
in PDF from the following page on the AAMC web
site: https:/www.aamc.org/initiatives/clinicalresearch/clinicaltrialsreporting/

Authors should carefully read the AAMC “Principles” to ensure that their manuscripts are in
full compliance, noting in particular the following:

e Authors of clinical trial manuscripts must indicate, in the cover letter, whether the study
has conformed to a pre-specified analysis.

e Authors of clinical trial manuscripts must agree to provide the protocol and pre-specified
analysis plan, along with amendments to and deviations from the plan, if requested by
the JBMR editors.

e Any study for which recruiting started on or after January 1, 2006, must have been
registered at ClinicalTrials.gov (see www.clinicaltrials.gov). Registration must include
the minimum amount of trial information as defined by the World Health Organizations
(WHO) Trial Registration Data Set (seewww.who.int/ictrp/network/trds/en/index.html)

Human Subjects/Declaration of Helsinki
Research carried out with human subjects must comply with the World Medical Association
Declaration of Helsinki - Ethical Principles for Medical Research Involving Human Subjects.
A statement to this effect must appear in the Methods section of the manuscript, including the
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name of the body that gave approval. Identifying information of human subjects within
written descriptions, photographs, or pedigrees should not be published. Additionally, clinical
research  studies must be registered with the appropriate national body.
(See www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/17c.pdf).

Use of Animals in Research
In order to be considered for publication in the JBMR, research carried out on living, non-
human subjects must be in compliance with the guiding principles in the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals: Eighth Edition, ISBN-10: 0-309-15396-4
(seewww.nap.edu/catalog.php?record_id=12910). Approval by the appropriate institutional
animal care and oversight committee must be indicated in the Methods.

Availability/Disclosure _ of Materials and Methods and Author Access to Data
Authors of papers submitted to the JBMR must make materials and methods (e.g. cell lines,
hybridomas, DNA clones, antibodies, biological reagents, and animal models) described in
articles published in the JBMR available to scientists in non-commercial institutions for
purposes of replicating reported studies. Additionally, any original nucleotide/amino acid
sequence data presented in a manuscript must be submitted to GenBank
(see www.ncbinlm.nih.gov/genbank/index.html) by the authors, and the accession numbers must
be included with the submitted manuscript.

Authors must disclose any restrictions on availability of materials, including experimental
animals, used in the study and provide information on how other researchers may obtain these
materials. Examples: Requests for material x [or animal x] should be addressed to [contact
information] or The authors do not have permission for access to material x [or animal x] and
requests for access should be directed to [contact information].

In addition, authors must disclose any restrictions on access to raw data or statistical analyses.

Plagiarism and Image Integrity
The JBMR now utilizes Ithenticate to check submitted manuscripts to ensure that the text has
not been plagiarized. Figures will also be scrutinized by the editors to ensure that images have
not been inappropriately manipulated.

Scientific Misconduct
If an author violates any of the JBMR’s policies described above, the Editors may reject the
manuscript, impose a moratorium on the consideration of new manuscripts from the authors,
or issue a statement of concern or retract an already-published article. In addition, the Editors
may contact the Office of Research Integrity or an official at the authors’ home institution.
Author Agreement
The JBMR requires that all authors sign the Journal’s Author Agreement. For employees of the
US National Institutes of Health (NIH), the JBMR will accept the NIH Publishing Agreement
in lieu of the standard JBMR Author Agreement.

NIH Public Access Policy Compliance
For authors who indicate during the submission process that their work was funded by the US
National Institutes of Health (NIH), the JBMR will post the accepted version of articles to
PubMed Central upon publication. The accepted version is the version that incorporates all
amendments made during peer review, but prior to the publisher’s copy-editing and
typesetting. This accepted version will be made publicly available 12 months after
publication. The NIH mandate applies to all articles based on research that has been wholly or
partially funded by the NIH and that are accepted for publication on or after April 7, 2008.
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PREPARATION AND SUBMISSION OF MANUSCRIPTS TO THE JBMR
This section presents detailed instructions on how to prepare and submit a manuscript to
the JBMR. Questions may be addressed to the JBMR Editorial Office
(email: jbmroffice @wiley.com).
Manuscript Categories
Manuscripts must be submitted to the JBMR via the Journal’s online submission system by a
single corresponding author (submit manuscripts athttp:/mc.manuscriptcentral.com/asbmr).
Only the designated corresponding author will be able to view the submission’s status or
make changes to the manuscript; if you change the corresponding author during submission,
the manuscript will be removed from your account and placed into theirs. There can be only
one corresponding author per manuscript.
JBMR asks authors to classify their manuscript at the time of submission as Basic, Clinical, or
Translational:

e Basic: a study limited to in vitro studies of cell biology, molecular biology, etc..

e C(Clinical: a study with the major component of the work involving human subjects, even

if some parts of the study involve laboratory tests including genotyping, pathology, etc..
e Translational: any study involving predominantly animal models or where the laboratory
and clinical aspects of a human study are of approximately equal weight.

Manuscripts submitted to the JBMR must be as DOC or DOCX files and figures must
beTlIF or EPS files.
Manuscript Details
Your manuscript must be submitted as a DOC or DOCX file, and should be formatted in 12-
point, Times New Roman font, doubled-spaced with 1-inch margins. The manuscript file may
include tables and figure legends. Figures must be submitted separately. All manuscript pages
must be numbered consecutively in the bottom right-hand corner, including references, tables,
and figure legends.
Nomenclature
Abbreviations and nomenclature must follow the recommendations of the Infernational Union
of Pure and Applied Chemistry and the International Union of Biochemistry. Use of the International
system of Units (SI units) is required; include appropriate conversion factors to aid the reader
where appropriate. Drug names should always be generic.
Papers on or that make use of bone histomorphometry must use the nomenclature, symbols,
and units described in:

Parfitt, A M, Drezner, M K, Glorieux, F H, Kanis, J A, Malluche, H, Meunier, P J, Ott, S M,
Recker, R R. Bone Histomorphometry : Standardization of Nomenclature, Symbols, and
Units: Report of the ASBMR Histomorphometry Nomenclature Committee, J Bone Miner
Res. 1987:6: 595-610. (Free full text available
fromhttp:/onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jbmr.5650020617/pdf).

Papers on or that make use of of micro—computed tomography (uCT) derived bone
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