UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
ESCOLA DE EDUCACAOQ FISICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DO MOVIMENTO HUMANO

EFEITOS DA SUPLI%MENTA(;AO DE L-ARGININA E DO EXERCICIO
EM CICLOERGOMETRO SOBRE A FUNCAO ENDOTELIAL E
ESTRESSE OXIDATIVO EM INDIVIDUOS COM DIABETES TIPO 1

ANA PAULA TRUSSARDI FAYH

Orientador:
ALVARO REISCHAK DE OLIVEIRA

) ) Co-orientador:
JOSE CLAUDIO FONSECA MOREIRA

Porto Alegre, RS — Brasil.
2005



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
ESCOLA DE EDUCACAOQ FISICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DO MOVIMENTO HUMANO

EFEITOS DA SUPLI%MENTA(;AO DE L-ARGININA E DO EXERCICIO
EM CICLOERGOMETRO SOBRE A FUNCAO ENDOTELIAL E
ESTRESSE OXIDATIVO EM INDIVIDUOS COM DIABETES TIPO 1

ANA PAULA TRUSSARDI FAYH

Dissertagdo de Mestrado apresentada ao Programa de P6s-Graduacgdo em Ciéncias do
Movimento Humano, como requisito parcial para a obtengdo do grau de MESTRE EM
CIENCIAS DO MOVIMENTO HUMANO - ATIVIDADE FISICA E SAUDE.

Orientador:
ALVARO REISCHAK DE OLIVEIRA

) ) Co-orientador:
JOSE CLAUDIO FONSECA MOREIRA

Porto Alegre, RS — Brasil.
2005



DEDICATORIA

Aos meus pais Paulo Henrique Fayh e
Tania Trussardi Fayh,

pelo amor incondicional, sacrificio,
paciéncia, energia, fé, exemplo...

Muito obrigada!



AGRADECIMENTOS

Neste momento muito especial, deixo registrada minha gratiddo aqueles que, de
alguma forma, me auxiliaram para que este trabalho fosse realizado.

Ao meu querido orientador Prof. Dr. Alvaro Reischak de Oliveira, por ter-me
despertado o interesse pela pesquisa ainda no ambito da graduacdo, interesses estes
fortalecidos durante a especializacdo e consolidados durante o mestrado. Por todos os
conselhos, que ultrapassaram o ambito académico.

Ao meu co-orientador Prof. Dr. José Claudio Fonseca Moreira, por ter me
“amparado” durante estes anos com seus ensinamentos e exemplos profissionais. Por ter
disponibilizado ndo apenas reagentes, mas também atencdo e dicas para que este trabalho
fosse concretizado.

Ao Prof. Dr. Rogério Friedman, por ter confiado neste trabalho e disponibilizado
seu tempo para a execucdo do mesmo. Pela paciéncia despendida nos momentos
angustiantes.

Ao Prof. Dr. Jorge Pinto Ribeiro, pelo acesso ao Setor de Métodos Néo Invasivos
do HCPA e empréstimo do pletismdgrafo.

Ao Prof. Dr. Paulo Ivo Homem de Bittencourt Jr, por ter disponibilizado seu
laboratdrio para as analises de nitritos.

A Katiuce Borges Sapata, por todo auxilio, inicialmente como aluna de iniciag&o
cientifica, e apds como colega de profissdo. Por ter me ensinado, de forma indireta, a
orientar, aglientado o meu mau humor e ter-se tornado uma grande amiga.

Aos colegas do Grupo de Estudos em Fisiologia do Exercicio (GEFEX),
especialmente Jerri Luiz Ribeiro, pela orientagdo nos mais diversos momentos do estudo,
bem como pela ajuda na analise estatistica dos dados. Também ao Eduardo Freiberger e
Maximiliano Isoppo Schaun, pelo auxilio nas coletas de dados.

Aos colegas do Centro de Estudos em Estresse Oxidativo (CEEO), especialmente
ao Marcio Martins Silveira, Evandro Gomes da Silva, Marcos Oliveira e Guilherme Behr,
pelo socorro quando faltava um reagente ou quando a técnica ndo funcionava da maneira
esperada.

Ao colega e amigo Alexandre Ramos Lazzarotto, pelas sugestdes na elaboracao
deste projeto e auxilio na metodologia, bem como a farmacéutica Cristiana Lanz, pela
manipulacao das capsulas.

Aos voluntérios, que disponibilizaram seu tempo e atencdo para que este estudo
pudesse ser realizado.

Aos colegas do PPGCMH, especialmente aos amigos do Grupo de Pesquisa em
Atividades Aquaticas e Terrestres, pela amizade, cervejadas, sinucas e risadas.

Aos professores e funcionarios do Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias do
Movimento Humano da UFRGS, do Laboratério de Pesquisa do exercicio da UFRGS e do
Laboratorio de Patologia Clinica do HCPA, sempre prontos a ajudar.

Ao CNPq, pela concesséo da bolsa de estudos.

Ao FIPE — HCPA, PROPESQ e FAPERGS pelo auxilio financeiro.

Aos meus pais e familiares, pela paciéncia e estimulo dedicados nestes ultimos
anos.



RESUMO

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE L-ARGININA E DO EXERCICIO EM
CICLOERGOMETRO SOBRE A FUNCAO ENDOTELIAL E ESTRESSE OXIDATIVO
EM INDIVIDUOS COM DIABETES DO TIPO 1

Autora: Ana Paula Trussardi Fayh
Orientador: Alvaro Reischak de Oliveira

Co-orientador: José Claudio Fonseca Moreira

Introducéo e Objetivo: O fluxo sangliineo gera estresse de cisalhamento sobre a parede
dos vasos induzindo a conversdao do aminoéacido L-arginina em L-citrulina pela acdo da
eNOs, liberando o vasodilatador 6xido nitrico. O exercicio aumenta o fluxo sanglineo e
ativa a eNOs, promovendo vasodilatagdo. Um aumento no didmetro do vaso diminuiria 0s
niveis de estresse oxidativo pela diminuicdo do estresse de cisalhamento. O objetivo deste
estudo foi verificar os efeitos da suplementacdo de L-arginina sobre a fungdo endotelial e
estresse oxidativo em individuos com diabetes tipo 1. Métodos: Foram avaliados 10
individuos do sexo masculino com diabetes do tipo 1 e 20 individuos saudaveis para
controle, que realizaram teste de cargas progressivas em cicloergbmetro para a
determinacdo da carga de exercicio, que correspondia a 10% abaixo do 2 © limiar
ventilatorio. Em uma nova data, os voluntérios se exercitaram durante 45 minutos em
cicloergbmetro, onde foram avaliados parametros de funcéo endotelial e estresse oxidativo
antes e depois do exercicio. Os voluntarios foram separados aleatoriamente em dois grupos:
L-arginina e placebo. A suplementagéo de L-arginina foi realizada a partir da ingesta de 79
ao dia na forma de cépsulas; o grupo placebo recebeu amido. Apés a suplementacéo, foi
repetido o protocolo de exercicio. A funcdo endotelial foi avaliada através da avaliacdo do
fluxo sangliineo e concentragdo de nitritos plasmaticos; o estresse oxidativo foi avaliado
pelas técnicas do TBARS, carbonil, TRAP e acido drico plasmaticos. Utilizou-se ANOVA
Fatorial de duas vias e teste post hoc de Tukey para analise dos resultados, aceitou-se
p<0,05 como significativo. Resultados: Os dados estdo expressos em média + erro padrao.

Os individuos com diabetes do tipo 1 ndo apresentaram disfuncdo endotelial quando



comparados aos controle, entretanto tiveram parametros de estresse oxidativo elevados
(TBARS de 1,09 + 0,41 e 2,44 + 0,46 nmolIMDA.mg PTN?, p=0,039; carbonil de 0,148 +
0,02 e 1,48 + 0,20 fM.mg PTN?, p=0,000 e &cido urico de 44,55 + 2,06 e 28,10 + 1,57
mg/dl, p=0,000, em controles e diabéticos, respectivamente). O exercicio aumentou
significativamente o fluxo sangliineo nos controle e diabéticos ( de 3,53 + 0,35 para 5,46 +
0,35 m1.200mI™.min* no controle, p=0,001 e de 2,66 + 0,33 para 3,77 + 0,36 ml.100mI"
Y min™® nos individuos com diabetes, p= 0,000), mas ndo alterou as concentracdes
plasmaticas de nitritos nem os parametros de estresse oxidativo. Os diabéticos que
receberam suplementacdo com L-arginina tiveram seus valores de fluxo sangliineo em
repouso elevados significativamente (de 3,05 + 0,63 para 4,74 + 0,86 ml.100mI™.min™ ,
p=0,036), efeito ndo encontrado no grupo controle que recebeu a suplementacdo.
Entretanto, este grupo ndo apresentou aumento do fluxo sangiiineo apds o exercicio,
conforme observado no momento antes da suplementacdo. Concluséo: O exercicio fisico
em cicloergdbmetro aumenta o fluxo sanguineo sem alterar os parametros de estresse
oxidativo em individuos controle e diabéticos tipo 1. A suplementacdo com L-arginina
aumenta a vasodilatagdo dependente do endotélio em individuos com diabetes do tipo 1, e
atenua o aumento do fluxo sangiineo em resposta ao exercicio nestes pacientes. Esta
resposta demonstrou uma possivel melhora na funcdo endotelial na situacdo de repouso
com a suplementacdo. Entretanto, restam questdes obscuras sobre a resposta de fluxo ao
exercicio sob o efeito da L-arginina nesta populacdo, sendo necessarios estudos adicionais

para o esclarecimento.



ABSTRACT

EFFECTS OF THE SUPPLEMENTATION OF L-ARGININE AS WELL AS PHYSICAL
EXERCISES IN CYCLE ERGOMETER OVER THE ENDOTHELIAL FUNCTION AND
OXIDATIVE STRESS IN INDIVIDUALS WITH TYPE 1 DIABETES

Author: Ana Paula Trussardi Fayh
Adviser: Alvaro Reischak de Oliveira

Co-adviser: José Claudio Fonseca Moreira

Introduction and Objective: Blood flow generates shear stress over the surface of the
veins inducing the conversion of L-arginine amino acid into L-citruline through the action
of the eNOs, releasing the vasodilator nitric oxide. The exercise increases blood flow and
activates eNOs, promoting vasodilation. An increase in the diameter of the vein would
decrease the levels of oxidative stress through shear stress decrease. The goal of this study
was to verify the effects of L-arginine supplementation over the endothelial function and
the oxidative stress in individuals with type 1 diabetes. Methods: Ten male individuals
who suffered from type 1 diabetes and 20 healthy individuals were evaluated to control.
Those have undergone a progressive load test in a cycle ergometer in order to set the load
of exercise, which was 10% below the second ventilatory threshold. In another day, the
volunteers exercised for 45 minutes in cycle ergometer, when parameters of endothelial
function and oxidative stress before and after exercising were evaluated. The volunteers
were divided aleatory into two groups: L-arginine and placebo. L-arginine supplementation
was done with the ingestion of 7g a day as capsules; the placebo group received amido.
After the supplementation, the exercise protocol was repeated. The endothelial function
was evaluated through the evaluation of blood flow and plasmatic nitrites; the oxidative
stress was evaluated through TBARS, carbonyl, TRAP and plasmatic uric acid techniques.
Double-way factorial ANOVA and Tukey post hoc tests were used for analysing the
results, in which p<0,05 was accepted as significant. Results: Data expressed in media +
standard error. Individuals with type 1 diabetes have not shown endothelial disfunction

when compared to the control, however, they have had higher oxidative stress parameters



(TBARS 1,09 + 0,41 e 2,44 + 0,46 nmolIMDA.mg PTN™, p=0,039; carbonyl 0,148 + 0,02 e
1,48 + 0,20 fM.mg PTN?, p=0,000 and uric acid 44,55 + 2,06 and 28,10 + 1,57 mg/dl,
p=0,000, in control individuals and diabetics, respectively). The exercise has significantly
increased blood flow in both control and diabetic individuals (from 3,53 + 0,35 to 5,46 +
0,35 ml.200mI™.min™" in control individuals, p=0,001 and from 2,66 + 0,33 to 3,77 + 0,36
ml.100mI™.min? in diabetics, p= 0,000), but have not modified neither plasmatic
concentration of nitrites nor oxidative stress levels. The diabetics who received L-arginine
supplementation had their blood flow intensity increased while resting (from 3,05 + 0,63 to
4,74 + 0,86 ml.100mlI™.min* , p=0,036), effect not observed in the control group that
received supplementation. In spite of that, that group did not show an increase in blood
flow after the exercise, as it had been observed in the moment before the supplementation.

Conclusion: Physical exercise in cycle ergometer increases blood flow without altering
oxidative stress parameters in control individuals as well and in the ones with type 1
diabetes. The supplementation with L-arginine increases vasodilation depending on the
endothelium in individuals with type 1 diabetes, and it relieves the increasing of the blood
flow as a response to the exercise in those patients. This response has shown a possible
improvement in endothelial function while resting with the supplementation. However,
there are still some non-answered questions about the flow response to the exercise under
the effect of L-arginine in this population, making some further studies necessary for

elucidation.



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela s

LISTA DE TABELAS

Conteudo de L-arginina por alimento..........ccocevvvvrieeneiiennnns
Caracteristicas dos grupos em relacdo a idade, tempo de
doenca, massa corporal, estatura, IMC, percentual de
gordura, VO2max € FCmaxee . eeereeremruemieiieeairesieesieseeseesneeseeans
Resultados dos exames de glicemia em jejum, Agg,
colesterol, colesterol HDL e triglicerideos...........ccccoevrvrueneen.
Avaliacdo do consumo alimentar em relacdo a calorias,
carboidratos, proteinas e lipideos........cccoeeverereinieniescnenn,
Uréia na urina (mg/dl) nos grupos saudaveis e diabéticos,
antes e apds a suplementacao...........covveveverieriese e

67

69

71



Figural
Figura 2
Figura 3
Figura 4

Figura 5
Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17
Figura 18
Figura 19
Figura 20
Figura 21
Figura 22

Figura 23

Figura 24

LISTA DE FIGURAS

Estresse oxidativo e diabetes...........ccccoevviiniiinencnnnn,
Teste de cargas progressivas em cicloergdmetro..........
Ventilagdo em relagdo ao consumo de oxigénio. Teste
realizado em nosso 1aboratorio..........cc.cvcvvererveveenenne
Equivalentes ventilatérios do oxigénio e do dioxido de
carbono em relacdo ao consumo de oxigénio................
Pletismografia de 0Clusdo Venosa............cccccevveiveennene,
Curva de fluxo sanguineo obtida pela técnica de
pletismografia de 0CluSA0 VENO0Sa...........ccevviverierieinns
Consumo méximo de oxigénio avaliado em teste de
cargas progressivas em cicloergdbmetro. * p < 0,05
ENEIE OS GIUPOS. . .verveviieriieiesieresieresree st seenes
Freqiéncia cardiaca méxima avaliada em teste de
cargas progressivas em cicloergdbmetro. * p < 0,05
ENETE 0S GIUPOS....cvevverrvereiereriereseesesseessesssesassesassesesenes
Glicemia em jejum de individuos controle e
diabéticos. * p<0,05......ccccviiiiiiiie e
Valores de Alc nos individuos controle e diabéticos.

Excrecdo de wuréia na urina antes e ap6s a
suplementag@o nos grupos experimentais. * p<0,05.....
Fluxo sangtiineo de individuos controle e diabéticos....
Nitritos de individuos controle e diabéticos .................
TBARS em individuos controle e diabéticos. *p <

individuos controle e diabéticos.

Fluxo sangiiineo em repouso e depois do exercicio em
individuos controle e diabéticos. * p < 0,05..................
Nitritos em repouso e depois do exercicio em
individuos controle e diabéticos...........cccovvevrirercriennn.
TBARS em repouso e depois do exercicio em
individuos controle e diabéticos...........cccovervrvrereriennn.
Carbonil em repouso e depois do exercicio nos
individuos controle e diabéticos..........ccovvervrvrvrereennn.
TRAP em repouso e depois do exercicio nos
individuos controle e diabéticos...........ccooevvrvrereniennn.
Acido Urico em repouso e depois do exercicio, nos
individuos controle e diabéticos............cccoeverviiieiennns
Fluxo sanguineo antes e depois da suplementagdo nos
grupos experimentais. * p < 0,05........ccccceveiiiiiiiiennenn.

57

S7
59

60

68

68
70
70
72
73
74
75
75
76
76
77
78
79
79
80

80

10



Figura 25
Figura 26
Figura 27
Figura 28
Figura 29
Figura 30
Figura 31
Figura 32
Figura 33
Figura 34

Figura 35

Nitritos antes e depois da suplementacdo nos grupos
EXPEIMENTAIS. .. .evvivieieiieeieie e
TBARS antes e depois da suplementacdo nos grupos
EXPEFMENTAIS. .. .evveeieiecieeiee et
Carbonil antes e depois da suplementacdo nos grupos
EXPEITMENTAIS. ....evieiieie it
TRAP antes e depois da suplementacdo nos individuos
(010] 011 10 TSRS
TRAP antes e depois da suplementacdo nos individuos
IADELICOS. ...
Acido rico antes e apds a suplementagio nos grupos
EXPEFMENTAIS. .. .eviivieieciecie e
Fluxo sanglineo dos grupos experimentais nos quatro
momentos avaliados. * p<0,05.

Nitritos dos grupos experimentais nos quatro
mMomMentos avaliados...........ccoovrerireieiiisse e
TBARS dos grupos experimentais nos quatro
momentos avaliados............ccooeviiiieneneece
Carbonil dos grupos experimentais nos quatro
momentos avaliados...........cccceveveriiieieiec e
Acido Grico dos grupos experimentais nos quatro
momentos avaliados...........ccevveveiiiiienieiecce e

82

83

84

84

85

85

87

88

88

89

11



Quadro 1
Quadro 2

Quadro 3

LISTA DE QUADROS

Riscos e beneficios do exercicio para pacientes com diabetes
mellitus do tipo 1. 27
Normas gerais da ADA e do ACSM para a pratica de exercicios
aos portadores de diabetes tipo 1 (e outros usuarios de insulina). 28
Protocolos para anélise sangliinea utilizados no HCPA 61

12



LISTA DE SIGLAS, ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ACSM - American College of Sports Medicine
ADA - American Diabetes Association
ATP - Adenosina trifosfato

AU - Acido urico
CAT - Catalase
CHO - Carboidrato
DAC - Doenca arterial coronariana
DCV - Doenca cardiovascular
DM - Diabetes mellitus
ERN - Espécies reativas de nitrogénio
ERO - Espécies reativas de oxigénio
FC - Frequéncia cardiaca

GMPc - Guanilato monofosfato ciclico
GPx - Glutationa peroxidase
HDL - Lipoproteina de alta intensidade
H.0, - Peroxido de hidrogénio

LA - Limiar aerébio
LAN - Limiar anaerébio

LAPEX - Laboratorio de Pesquisa do Exercicio
LDL - Lipoproteina de baixa densidade
LIP - Lipideo

LV - Limiar ventilatorio

LV1- Primeiro limiar ventilatorio
LV2 - Segundo limiar ventilatorio
MDA - Malondialdeido

NO - Oxido nitrico

NOs - Oxido nitrico sintase

NO? - Nitrato

NO* - Nitrito

0O, - Oxigénio

O, - Radical superoxido

OH- Radical hidroxil
PAD - Pressdo arterial diastolica
PAS - Pressdo arterial sistélica
PTN - Proteina
SOD - Superoxido dismutase

TBARS - Substancias reativas ao acido tiobarbitudrico

UFRGS - Universidade Federal do Rio Grande do Sul
VO, - Consumo de oxigénio

VOomax - Consumo méximo de oxigénio
VCO; - Producdo de didxido de carbono

XO - Xantina oxidase

W - Watt

13



SUMARIO

LINTRODUGAD. .......coiteteeeeeteesteee ettt naan e 16
1.1 OBIETIVOS.....ceeeet ettt et 19
1.1.1 ODJELIVO Eral......cieiiiieieieeiee e 19
1.1.2 ODbjetivos €SPECITICOS. .. ..irvieiiiireierierieeee e 20
L2 HIPOTESES.....cooiiieeieeeeeeeeteeeee e es st 20
1.3 DEFINICAO OPERACIONAL DOS TERMOS.........coovvveerirernrninen. 21
2 MARCO TEORICO ...ttt 23
2.1 DIABETES. ..ottt 23
2.2 FUNCAO ENDOTELIAL......ovivieeeveeeeeeesee e eetesee st 29
2.3 ESTRESSE OXIDATIVO ... .ottt 35
2.4 L-ARGININA .o 42
S METODOLOGIA. ... 47
3.1 CARACTERIZACAO DA PESQUISA.........coooveeeerereieeseieeeseeses e 47
3.2 POPULACAO E AMOSTRA . .....oooteiieeteeeseeee e eseseeeeses s, 47
3.3 DEFINICAO DAS VARIAVEIS........coooiviveeieeeeee e 48
3.4 INSTRUMENTOS DE MEDIDAS........ccooiiiiieieiesieneeees e 49
3.5 PROCEDIMENTO DAS COLETAS DE DADOS........ccccooeiumiininiriennns 52
3.5.1 ANLIOPOMELIIA..c.vivieiiiiecieeie et 54
3.5.2 Protocolo para a determinagao do VOomax «..eevverveeverieriesieeriesesieesnennns 54
3.5.3 Teste de Cargas ProgreSSiVa.......cccvieererereerieseseesiesesseessessesseeseessenns 55
3.5.4 Determinacao dos limiares ventilatorios...........ccoocevvvenvieneniviinennnnens 56
3.5.5 Teste SUDMAXIMO........ciiiiiiiiiii e 58
3.5.6 Avaliac8o do fluXo SANQUINEO.......ccccervreriiirireiee e 58
3.5.7 Coleta e analise do SANQUE € UFN&......c..ccvrerereereeeereareneeseeneeeeesnenee s 60
3.5.7.1 Quantificacdo de nitritos plasmatiCos........c.ccvvvrerrrerieeresrreneen, 62
3.5.7.2 Quantificacdo de proteinas No plasma..........cccceveveenenenenieiinnens 62
3.5.7.3 Quantificacdo dos niveis de TBARS..........ccocoiiiiniinininene e, 63
3.5.7.4 Quantificacdo dos grupamentos carbonil............ccocooiiiiiiiiinnnns 63
3.5.7.5 Determinacdo do potencial antioxidante ndo enzimético (TRAP) 64
3.5.7.6 ACIAO UKICO.....ouvieiceiceicte e 64
3.6 SUPLEMENTAGAO. ..ot es s nss s 65
3.7 TRATAMENTO ESTATISTICO......oiiieeieeeeretceeeeeeeeses s 65
4 RESULTADOS ..ottt 67
4.1 CARACTERISTICAS FISICAS E DIETETICAS.....ccoviviriririrneeneens 67
4.2 EFEITO DA DOENCA SOBRE A FUNCAO ENDOTELIAL E 73

ESTRESSE OXIDATIVO.....cco ittt
4.2.1 FUNGE0 endOtelial..........coveiiiiiiiiieeeceee e 73
4.2.2 ESEresse OXIAAtIVO. ......ccveiviiiriieie et 74

4.3 EFEITO DO EXERCICIO SOBRE A FUNCAO ENDOTELIAL E

ESTRESSE OXIDATIVO.....ci ittt 77
4.3.1 Fungdo endotelial...........cccoooiiiiiiii 77
4.3.2 ESresse OXIAAtIVO. ......ccceveierieiiiieiiesieeeeete s 78

4.4 EFEITO DA SUPLEMENTAGAO SOBRE A FUNCAO
ENDOTELIAL E ESTRESSE OXIDATIVO.......ccccoviiiiiiii 81

14



4.4.1 FUNGa0 endotelial..........ccccveieiiiiiiiii e 81
4.4.2 ESLresse OXIQAtIVO.......ccoviiiiiiieie st 83
4.5 EFEITO COMBINADO DA SUPLEMENTACAO E DO EXERCICIO
SOBRE A FUNCAO ENDOTELIAL E ESTRESSE OXIDATIVO................. 86
5 DISCUSSAD. .....coceeieieeeeeeseies st ses s sass s sasnssn s ss s seenaanes 90
5.1 CARACTERISTICAS FISICAS E DIETETICAS........ccooovveriererereians 90
5.2 EFEITO DA DOENCA SOBRE A FUN(;AO ENDOTELIAL E
ESTRESSE OXIDATIVO ...ttt 92
5.2.1 Efeito da doenca sobre a fungdo endotelial..............ccocoreiiiiiinnnns 92
5.2.2 Efeito da doenca sobre 0 estresse oXidativo............ccccecveveeivviiiecnennnn. 95
5.3 EFEITO DO EXERCICIO SOBRE A FUNCAO ENDOTELIAL E
ESTRESSE OXIDATIVO.....co ittt 98
5.3.1 Efeito do exercicio sobre a funcdo endotelial................cccccevviiverinnnnn, 98
5.3.2 Efeito do exercicio sobre 0 estresse 0Xidativo...........cccoecverveiesieeniennens 99
5.4 EFEITO DA SUPLEMENTAGCAO SOBRE A FUNCAO
ENDOTELIAL E ESTRESSE OXIDATIVO.....ccooiieiiiiiee e 102

5.5 EFEITOS COMBINADOS DA SUPLEMENTACAO DE L-
ARGININA E DO EXERCICIO SOBRE A FUNCAO ENDOTELIAL E

ESTRESSE OXIDATIVO.....coieieeeeeeeeeeeeeeeeeet et eeeee et es et an e s anenans 106

5.6 LIMITACOES DO ESTUDO........coivieieieeeeeeeeeeeeeeee s 109
B CONCLUSAO. ..ottt ettt ettt ettt ee et e e an e 111
REFERENCIAS. ..ottt ettt et n et en et n et et en et eneneseeens 113

ANEXOS......o 134

15



16

1 INTRODUCAO

O estudo da disfuncdo endotelial e suas relagdes com o exercicio tornou-se objeto
de estudo deste projeto a partir de inUmeras evidéncias de que o exercicio regular e uma
dieta adequada diminui a progressao de doengas cardiovasculares.

O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome caracterizada por secre¢do anormal de
insulina, distarbios no metabolismo dos carboidratos e lipidios, e é diagnosticada pela
presenca de hiperglicemia. Representa um grande problema de saude publica, predispondo
a aumento na mortalidade por doencas cardiovasculares e também aumento na
morbimortalidade pelo desenvolvimento de nefropatia, neuropatia e retinopatia
(CERIELLO et al, 1999).

A morbidade e mortalidade em pacientes diabéticos esta amplamente atribuida a
complicagbes macrovasculares ateroscleréticas, bem como disfun¢Ges microvasculares. A
importancia do endotélio na manutengdo da fungdo vascular normal tem sido
progressivamente reconhecida. A vasodilatacdo dependente do endotélio é fortemente
dependente do 6xido nitrico (NO), e torna-se diminuida em doencas vasculares. Este fato é
frequentemente associado com fatores de risco vascular convencionais (MAIORANA et al,
2001).

A habilidade de manejar as estratégias para alterar a funcdo vascular dependente
do endotélio pode ser importante na intervencdo ou até mesmo na prevencao de doencas
cardiovasculares (COOKE & DZAU, 1997). A maioria dessas doencas é caracterizada por
uma disfungéo endotelial que, por exemplo, tem sido demonstrada como uma manifestacéo
prévia da coronariopatia durante o desenvolvimento da aterogénese. Além da reducdo das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e terapias antioxidantes, a suplementagcdo com L-
arginina e o exercicio representam estratégias anti-aterogénicas que podem restaurar a

vasodilatacdo dependente do fluxo. A L-arginina, substrato fisioldgico da sintese do NO, é
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um aminoacido nao essencial que melhora a vasodilatacdo dependente do NO e atua como
agente anti-aterogénico reduzindo o estresse oxidativo (MAXWELL et al, 2002).

A oxido nitrico sintase (NOs) € a enzima responsavel pela conversdo bioquimica
da L-arginina para L-citrulina, com conseqiiente formacdo de éxido nitrico. Entre outras
funcdes, o Oxido nitrico promove o relaxamento da musculatura lisa vascular (SKYRME-
JONES et al., 2000). Os efeitos bioquimicos do éxido nitrico sdo curtos: sua meia vida é de
apenas 3-5s (PRELI et al, 2002). O NO é um radical livre que é rapidamente oxidado a
nitrato (NO;) e nitrito (NO3). A oxidacdo do Oxido nitrico pode ocorrer com outros
radicais livres, assim como o superoxido.

A producdo celular endotelial de 6xido nitrico desempenha um papel central na
manutencdo da vasculatura saudavel. Os fatores de risco tradicionais de doenca arterial
coronariana (DAC), incluindo hipercolesterolemia, fumo, hipertensdo e idade, podem
facilitar o aparecimento de aterosclerose, em parte inibindo a producdo endotelial de NO
(SAKAMOTO et al, 1998).

Os efeitos benéficos da L-arginina sdo resultados do aumento da producéo de NO,
podendo representar acdo terapéutica benéfica para condi¢bes associadas com disfuncéao
endotelial. Existe um grande interesse em estudos a cerca dessa area, entretanto 0s
resultados ainda sdo controversos. O treinamento em animais melhora a vasodilatacdo
dependente do endotélio e a regulacdo da expressdo da enzima NOs (KINGWELL, 1997).
Adicionalmente, estudos recentes indicaram que o exercicio pode melhorar a funcgédo
endotelial em individuos normais e pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica (GREEN,
2004; MARWICK, 2005). Embora a atividade fisica e o treinamento sejam bastante
recomendados para que pacientes diabéticos modifiquem sua composi¢do corporal,
melhorem sua capacidade cardiorrespiratoria e melhorem sua tolerancia a glicose, poucos
estudos tém-se preocupado em investigar seus efeitos na fungdo vascular.

Os resultados de estudos publicados demonstraram que o aumento agudo na
concentracdo de glicose sanguinea pode prejudicar a homeostase fisiolégica em varios
sistemas do organismo vivo (ASAYAMA et al, 1993, CERIELLO et al, 1999, UKPDS 33,
1998). A hiperglicemia cronica representa um importante fator patogénico das

complica¢Bes microvasculares e macrovasculares em pacientes diabéticos. Os mecanismos
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pelos quais a hiperglicemia exerceria esses efeitos continuam indefinidos, entretanto
acredita-se que a producéo de radicais livre esteja envolvida (De ANGELIS et al, 2000).

O papel da atividade fisica estd bem estabelecido na prevencdo e controle de
diversas doengas, por exemplo hipertensdo, dislipidemias, doengas coronarianas e alguns
tipos de cancer (exemplo co6lon). Por outro lado, sabe-se que a atividade fisica é uma
reconhecida forma de estresse. A exposi¢do cronica a esse estresse, chamada treinamento
fisico, promove uma série de adaptacdes fisioldgicas em nivel metabdlico, neuromuscular,
cardiovascular, respiratério, gastrointestinal e outros.

Restam questdes ndo respondidas acerca das adaptacdes da atividade fisica em
pacientes com disfuncdo endotelial. Ainda ndo se sabe ao certo se o estresse oxidativo
induzido pelo exercicio acarreta prejuizo a funcdo de resisténcia e conducdo vascular em
paciente com DM. Sdo necessarios estudos mais aprofundados para determinarmos se as
adaptacOes promovidas pelo treinamento, isoladamente, poderiam melhorar estes fatores.
Adicionalmente, a contribuicdo da suplementacdo dietética de certos nutrientes para a
otimizacgdo dessas adaptacdes também ndo estd bem estabelecida.

A partir das evidéncias sobre a relagdo das respostas endoteliais com o fluxo
sanguineo e disponibilidade do amino&cido L-arginina, a literatura demostra uma caréncia
de estudos que objetivem verificar se a suplementacdo oral de L-arginina diminui
parametros de estresse oxidativo e melhora a funcdo endotelial em individuos com diabetes
do tipo 1, bem como comparem as respostas endoteliais e de fluxo sangliineo e suas inter-
relacbes com o exercicio apds a suplementacdo de L-arginina.

Antes da realizacdo do atual estudo, foram realizados dois projetos preliminares
para auxiliar na elaboracdo de nossas hipoteses. Todos os testes foram realizados com
voluntarios do sexo masculino, saudaveis, e que ndo necessariamente fizeram parte do
estudo principal.

Inicialmente, foram realizados testes para verificar o efeito da suplementacdo de
L-arginina sobre o fluxo sanguineo. Foram avaliados seis individuos, que realizaram
exercicio de preensdo palmar com dinamdmetro Jamar a 30% da contracdo voluntaria
méaxima (CVM) durante 6 minutos, sendo 5 segundos de periodo de contracdo e 5 segundos
de relaxamento, conforme protocolo proposto por BROWN e colaboradores (2000). Foi

avaliado o fluxo sanglineo através da pletismografia de oclusdo venosa nos momentos
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antes e depois do exercicio. Apos este primeiro teste, os individuos receberam capsulas de
suplementagédo oral de L-arginina durante trés dias, na dosagem de 7g/dia, e repetiram o
protocolo de estudo. O exercicio aumentou o fluxo sangliineo nos voluntarios, entretanto a
suplementagéo de L-arginina ndo foi capaz de alterar os valores de fluxo em repouso e nem
em resposta ao exercicio (anexo 1).

Uma segunda avaliacao foi realizada com oito voluntarios, utilizando-se 0 mesmo
protocolo de exercicio e suplementacédo, entretanto agora com o objetivo de verificar se a
suplementacgdo oral de L-arginina altera indices de estresse oxidativo em repouso e frente
ao exercicio de preensdo palmar em individuos saudaveis (SAPATA et al.,, 2003).
Calculou-se dietas individuais que deveriam ser realizadas por trés dias antes do primeiro
teste até o final do protocolo. Os voluntarios foram aleatoriamente alocados em dois grupos
(arginina e placebo), e o estudo foi duplo-cego. O sangue foi coletado antes e depois de
cada teste de exercicio, e foram analisados lipoperoxidagéo, capacidade antioxidante total e
acido drico plasmaticos. Verificou-se que o protocolo de exercicio ndo foi capaz de alterar
0s parametros analisados, entretanto a suplementacéo de L-arginina alterou parametros de
estresse oxidativo, aumentando lipoperoxidacdo e diminuindo capacidade antioxidante total
em repouso.

A partir dos resultados obtidos através destes projetos, esta pesquisa foi realizada
com 0s seguintes propositos e hipoteses:

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Verificar o efeito da suplementagdo de L-arginina e do exercicio em

cicloergbmetro sobre a funcdo endotelial e pardmetros de estresse oxidativo em

individuos com diabetes tipo 1 e individuos ndo diabéticos (controle).
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1.1.2 Objetivos especificos

*Quantificar os parametros de funcdo endotelial através da técnica de
pletismografia de oclusdo venosa realizada na perna, e da medida sangiinea da
concentracgdo de nitritos plasmaticos.

*Quantificar os parametros de estresse oxidativo através da medida
sanglinea de lipoperoxidacdo, da oxidacdo de proteinas, da capacidade
antioxidante total e do &cido Urico.

*QObservar o efeito do exercicio fisico sobre os parametros de funcdo
endotelial e estresse oxidativo.

*QObservar o efeito da suplementagdo de L-arginina sobre os parametros
de fungéo endotelial e estresse oxidativo.

*QObservar o efeito combinado da suplementacdo de L-arginina e do
exercicio sobre os parametros de funcao endotelial e estresse oxidativo.

*Comparar o0s resultados dos grupos controle e diabético tipo 1 em

relacdo aos parametros propostos acima.

1.2 HIPOTESES

H1 - Os individuos com diabetes tipo 1 apresentam fun¢do endotelial

prejudicada quando comparado aos individuos controle.

H2 - Os individuos com diabetes tipo 1 apresentam parametros de

estresse oxidativo aumentados quando comparado aos individuos controle.

H3 — O exercicio aumenta o fluxo sangiiineo e concentracdo de nitritos

plasmaticos de ambos 0s grupos.

H4 — O exercicio aumenta o estresse oxidativo nos individuos com

diabetes tipo 1, mas ndo no controle.
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H5 — A suplementacdo de L-arginina é capaz de provocar modificaces
positivas sobre a funcdo endotelial dos individuos com diabetes tipo 1, mas ndo do

controle.

H6 — A suplementacdo de L-arginina é capaz de provocar modificacdes
positivas sobre os parametros de estresse oxidativo dos individuos com diabetes

tipo 1, mas ndo do controle.

H7 — A suplementacdo de L-arginina associada ao exercicio fisico é
capaz de potencializar as modificagdes positivas sobre os pardmetros de funcéo

endotelial e estresse oxidativo nos individuos com diabetes tipo 1.

1.3 DEFINICAO OPERACIONAL DOS TERMOS

Controle - individuos do sexo masculino, ndo atletas, que ndo estavam
engajados em um programa de atividades fisicas, entretanto que praticassem

exercicios fisicos esporadicos, e que ndo apresentem doencas prévias.

Diabéticos — individuos do sexo masculino com diabetes do tipo 1, que
ndo estavam engajados em um programa de atividades fisicas, entretanto que
praticassem exercicios fisicos esporadicos, sem complicacbes vasculares

decorrentes da doenca.

Exercicio — exercicio fisico em cicloergdbmetro em intensidade 10%

abaixo do segundo limiar ventilatdrio.

Suplementacdo de L-arginina — suplementacédo por via oral de 7g de L-

arginina ao dia, durante sete dias.
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Funcéo endotelial — corresponde as medidas de fluxo sangiineo atraves
da técnica de pletismografia de oclusdo venosa e da concentragdo de nitritos em

amostras de sangue coletadas dos grupos experimentais.

Estresse oxidativo — corresponde as determinacfes dos niveis de
lipoperoxidacdo, de oxidacdo de proteinas, da capacidade antioxidante total e de

acido urico realizadas em amostras de sangue coletadas dos grupos experimentais.
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2 MARCO TEORICO

A revisdo de literatura esta dividida em quatro partes: inicialmente abordou-se o
diabetes mellitus, incluindo epidemiologia e caracteristicas da doenca. Em um segundo
momento, abordou-se a questdo da funcdo endotelial, sendo seguida pelo estresse oxidativo.
Enfim, analisou-se as questfes referentes ao aminoacido L-arginina e suas atribui¢bes. O

exercicio foi discutido em todos 0s momentos da revisao.

2.1 DIABETES

Diabetes mellitus, também denominado simplesmente de diabetes, € um distarbio
do metabolismo dos carboidratos caracterizados por niveis elevados de agucar no sangue
(hiperglicemia) e pela presenca de acUcar na urina (glicosuria). Ele ocorre quando existe
uma producdo inadequada de insulina pelo pancreas ou uma utilizacdo inadequada de
insulina pelas células (LAAKSONEN, 2003). A maioria dos casos de diabetes €
classificada em duas categorias:

1. Diabetes tipo 1: Essa forma de diabetes é resultado da destrui¢do das
células beta pancreéticas por um processo imunoldgico, ou seja, pela formacao de
anticorpos pelo proprio organismo contra as células beta pancreaticas, levando a
deficiéncia de insulina. Em geral costuma acometer criancas e adultos jovens, mas
pode ser desencadeado em qualquer faixa etéria.

2. Diabetes tipo 2: Nesses pacientes, a insulina é produzida pelas células
beta pancredticas, porém, sua agéo esta dificultada, caracterizando um quadro de
resisténcia insulinica. Isso ocasiona um aumento da producdo de insulina para
tentar manter a glicose em niveis normais. Quando isso ndo é mais possivel, surge
o diabetes. A instalacdo do quadro é mais lenta e os sintomas - sede, aumento da
diurese, dores nas pernas, alteracfes visuais e outros - podem demorar varios anos

até se apresentarem.
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O diabetes € o maior problema de saude mundial, predispondo a um aumento
importante na mortalidade cardiovascular, bem como morbidade e mortalidade relacionadas

ao desenvolvimento de nefropatia, neuropatia e retinopatia (GADSBY, 2002).

Outros tipos de diabetes sdo mais raros e incluem defeitos genéticos da funcdo da
célula beta (MODY 1, 2 e 3), defeitos genéticos na acdo da insulina, doengas do pancreas
(pancreatite, tumores pancreaticos, hemocromatose), outras doengas enddcrinas (Sindrome
de Cushing, hipertireoidismo, acromegalia) e uso de certos medicamentos. O diabetes
gestacional é diagnosticado durante a gestacdo e pode ser uma condic¢do transitdria ou ndo,

necessitando a gestante ser acompanhada ao final da gravidez (GADSBY, 2002).

Do total de casos de diabetes, 85-90% s&o do tipo 2 ou ndo dependentes de
insulina, 10% sdo do tipo 1 ou dependentes de insulina e 2% do tipo secundario ou
associado a outras sindromes. O diabetes gestacional, uma condicdo transitoria durante a
gravidez ocorre em torno de 2 a 3% das gestagdes (DCCT, 1993). O diabetes tipo MODY
ainda ndo possui estatisticas sobre sua prevaléncia.

Segundo dados do Ministério da Saude, em um estudo realizado pelo Ministério
da Saude e o CNPq entre os anos de 1986 a 1989, envolvendo nove capitais brasileiras, a
prevaléncia de diabetes no Brasil era de 7,6% da populacdo entre 30 e 69 anos, sendo que
Porto Alegre era a segunda capital com maior prevaléncia de diabetes entre esta populacédo
(8,9%), perdendo apenas para Séo Paulo (9,7%). Abaixo dos 30 anos, a prevaléncia de
diabetes era de apenas 0,1% da populacédo, e na populacdo acima de 69 anos a prevaléncia
subia para 20%. A partir de informacdes do Sistema de InformacGes em Hipertensdo e
Diabetes (HiperDia) do Ministério da Saude, no periodo de janeiro de 1999 a abril de 2005,
verificamos no Brasil um total de 185.333 pacientes com diabetes tipo 1 e 654.479
pacientes com diabetes tipo 2.

Como fatores que influenciam a prevaléncia do diabetes, podemos citar
(GADSBY, 2002):

-idade: estudos epidemioldgicos mostram que a prevaléncia do diabetes aumenta
em pessoas com idade mais avancada.

-sexo: algumas evidéncias sugerem que o diabetes seja mais comum em mulheres
do que em homens. No Brasil, segundo dados do HiperDia, 68,24% dos casos de diabetes

tipo 1 e 69,01% dos casos de diabetes tipo 2 sdo pacientes do sexo feminino.
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-pais e regido de residéncia: paises com populacdo mais idosa apresentam maior
prevaléncia, bem como paises pobres, que apresentam dificuldades no acesso a
alimentag&o e esportes.

-poder socio-econémico: fator associado diretamente a dieta pobre em alimentos
ricos em fibras e consumo excessivo de alimentos industrializados e ricos em gorduras e
acucares, bem como habitos de vida relacionados com a incidéncia do diabetes.

-estilo de vida: sedentarismo e obesidade propiciam o aparecimento do diabetes,
sendo considerados fatores de risco independentes.

-hereditariedade parece ter um papel importante, tanto no diabetes tipo 1 quanto
no tipo 2.

O diabetes tipo 1 apresenta, em geral, um inicio subito durante a infancia ou o
inicio da vida adulta. Isto leva a uma deficiéncia quase total de insulina e, geralmente, sdo
necessarias injecOes diarias de insulina para controlar a doenga. Abaixo dos 20 anos,
encontra-se predominantemente diabetes do tipo 1, que requer tratamento insulinico a partir
do diagnostico ou até o primeiro ano. A Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) estima
que 4,9 milhdes de pessoas abaixo de 20 anos em 134 paises tenham diabetes do tipo 1
(GADSBY, 2002).

Apesar de serem doencas distintas, os principais objetivos tratamento do diabetes
tipo 1 e do tipo 2 sdo os mesmo e incluem: aliviar os sintomas, melhorar a qualidade de
vida, prevencdo de complicacOes agudas e cronicas, reducdo da mortalidade e tratamento
das doencgas associadas (DCCT, 1993; UK, 1998; LAAKSONEN, 2003). As principais
formas de tratamento do diabetes sdo a administracdo de insulina, a dieta e 0 exercicio
(ACSM, 1995). Nem todos os pacientes necessitam de insulina, mas para aqueles que
precisam, a dosagem é ajustada de modo a permitir um metabolismo normal dos
carboidratos, das proteinas e das gorduras.

A terapia bem sucedida do diabetes tipo 1 depende de uma interacdo
cuidadosamente gerenciada entre ingesta alimentar, exercicio fisico e administracdo de
insulina (FRONTERA et al., 2001). O maior conhecimento sobre a regulacdo metabdlica
em resposta ao exercicio agudo e ao treinamento fisico, junto ao desenvolvimento de novas
preparacdes de insulina e métodos de automonitorizacdo da glicemia, tornam possiveis,

atualmente, que pessoas com diabetes tipo 1 participem de uma ampla variedade de
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esportes recreacionais e competitivos. Contudo, o papel adequado do exercicio fisico no
tratamento do diabetes tipo 1 ainda €, de certo modo, controverso.

O exercicio € componente da terapia basica do diabetes tipo 2, e bastante
apropriado no manejo do diabetes tipo 1. O conseqliente aumento da aptidao fisica e os
beneficios psicologicos do exercicio promove a melhora da qualidade de vida tanto de
individuos saudaveis quanto de pacientes com diabetes, e este efeito protetor deve-se em
parte a melhora dos componentes da sindrome metabdlica com consequente diminui¢do da
massa corporal e acimulo de gordura na regido visceral, aumento do colesterol HDL,
diminuicdo do colesterol LDL e triglicerideos, diminuicdo da pressao arterial e melhora na
sensibilidade a insulina (LAAKSONEN, 2003).

Durante o exercicio, a necessidade de glicose para o musculo esquelético aumenta
e a concentracdo de glicose plasmatica diminui. Em individuos saudaveis, a concentracao
de glicose plasmatica é mantida relativamente constante devido a produgdo de glicose a
partir da degradacdo do glicogénio e pela gliconeogénese no figado, em resposta a
diminuicéo da concentracdo de insulina e aumento da concentragdo do glucagon gque ocorre
em resposta ao exercicio (GARRETT & KIRKENDALL, 2000). Em pacientes diabéticos
tratados com insulina, a concentracdo sérica de insulina ndo pode ser alterada
fisiologicamente, portanto a libragdo de glicose pelo figado ndo pode ser ativada durante o
exercicio (YAMAKITA et al., 2002). Com isso, 0 exercicio pode causar hipoglicemia em
pacientes com diabetes, aspecto que deve ser cuidadosamente analisado ao se prescrever
exercicios para esta populacdo. A hipoglicemia pode ocorrer durante e ap6s a atividade
fisica., principalmente nos pacientes que utilizam farmacos para o controle da doenga
(HOPKINS, 2004). A hipoglicemia ocorre mais freqlientemente em diabéticos tipo 1, e a
incidéncia pode ser 10 vezes maior quando comparada a de diabéticos do tipo 2. Para evitar
a hipoglicemia induzida pelo exercicio nestes pacientes, torna-se necessario ajustar a dose
de insulina e ingestdo de alimentos antes da atividade fisica (FRONTERA, 2001).

O quadro 1 apresenta riscos e beneficios do exercicio para pacientes com diabetes
tipo 1.
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Quadro 1 - Riscos e beneficios do exercicio para pacientes com diabetes tipo 1.

Exercicio para pacientes com diabetes tipo 1

Riscos Beneficios

Hipoglicemia  (induzida  pelo Reduz glicemia durante e ap0ds
exercicio e pos exercicio de instalagdo | exercicio
tardia)

Hiperglicemia apos exercicio muito Melhora a sensibilidade a insulina e
extenuante diminui a necessidade de insulina exdgena

Hiperglicemia e cetose em Melhora do perfil lipidico
pacientes insulino-deficientes

Precipitacdo ou exarcebacdo de Aumento do gasto de energia
doenca cardiovascular

Piora das complicacbes a longo Condicionamento fisico e
prazo do diabetes cardiovascular

Adaptado de FRONTERA et al., 2001.

A American Diabetes Association (ADA) publicou recentemente recomendacées
clinicas para o exercicio aos portadores do diabetes tipo 1 (ADA, 2005). Essas normas,
adotadas também pelo American College of Sports Medicine (ACSM), se concentram no
controle metabdlico antes do exercicio, no monitoramento da glicose sangliinea antes e
depois do exercicio e na dieta. Preparar o individuo com diabetes para um programa de
exercicio seguro e agradavel é tdo importante quanto o proprio exercicio. O individuo
jovem sob controle metabdlico adequado pode seguramente participar da maioria das
atividades fisicas. Entretanto, existem vérias consideracdes que sdo particularmente
importantes e especificas para o individuo com diabetes. O quadro 2 aponta os cuidados
gerais recomendados pela ADA (2005) e ACSM (2000) para a préatica segura de exercicio

em individuos com diabetes tipo 1.
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Quadro 2 — Normas gerais da ADA e do ACSM para a pratica de exercicios aos

portadores de diabetes tipo 1 (e outros usuérios de insulina).

Controle metabdlico antes do exercicio

= Evitar o exercicio se o nivel de glicose estiver superior a 250mg/dl e
a cetose estiver presente,e tomar cuidado se o nivel de glicose for superior a 300
mg/dl na auséncia de cetose.

= Ingerir mais carboidrato se o nivel de glicose for inferior a 100 mg/dl.

Monitoragdo da glicose sanguiinea antes e depois do exercicio

= ldentificar quando as mudancas na insulina ou na alimentacdo seréo
necessarias.

= Conhecer sua resposta glicémica as diferentes condic6es de exercicio.

Dieta

=  Consumir carboidrato de acordo com 0 necessario para evitar a
hipoglicemia.

= Os alimentos baseados em carboidratos devem estardo alcance
durante e depois do exercicio.

Adaptado de ADA, 2005.

O treinamento fisico em pacientes com diabetes melhora significativamente a
toleréncia a glicose e a sensibilidade a insulina, independente da reducéo do peso corporal
(HORTON, 1988). O efeito do exercicio fisico sobre a sensibilidade a insulina tem sido
demonstrado de 12 a 48 horas ap6s a sessdo de exercicio, porém volta aos niveis pré-
atividade em trés a cinco dias ap6s a ultima sesséo de exercicio fisico (ERIKSSON, 1997),
0 que reforca a necessidade de praticar atividade fisica com frequéncia e regularidade.
Devido ao fato de que o diabetes esta associado a um aumento do risco de doencas
cardiovasculares, o beneficio da atividade fisica na melhora dos fatores de risco conhecidos
para a aterosclerose é fortemente validado (ADA, 2003). Entretanto, o exercicio eleva o
consumo de oxigénio (VO,) e é reconhecidamente uma forma de estresse fisiologico
(ASTRAND & RODHAL, 2003), fato que pode representar risco para 0 paciente com
diabetes.
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Devido ao fato que as especies reativas de oxigénio (ERO) normalmente serem
produzidas pelo metabolismo, o exercicio pode provocar aumento de sua produgdo. Além
disso, durante o exercicio exaustivo, ocorre a degradacdo de adenosina trifosfato (ATP),
indicada pela liberacdo de xantina e hipoxantina do musculo esquelético. A enzima xantina
oxidase (XO) presente no musculo esquelético pode gerar radicais superdxido na presenca
de hipoxantina e oxigénio. Entdo, quando os produtos da degradacdo do ATP se acumulam,
a XO pode gerar radicais livres (HEUNKS et al., 1999). Lembrando que a possibilidade de
ocorrer lesdo oxidativa nos tecidos durante o exercicio vai depender de um preciso
equilibrio entre a geracdo de radicais livres e a eficacia dos mecanismos antioxidantes
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999), e que os individuos com diabetes possuem
aumento basal da geracdo de radicais livres (VILLA-CABALLERO et al., 2000; SYDOW
& MUNZEL, 2003), o exercicio pode ser interpretado tanto como agente protetor de
doengas cardiovasculares quanto agente agressor aos tecidos pela producdo de radicais
livres. Para isso, torna-se importante conhecermos as respostas agudas do exercicio nesta

populacao.

2.2 FUNCAO ENDOTELIAL

Durante muitos anos sendo considerado uma simples membrana semi-permeéavel,
0 endotelio ganhou, nos ultimos 20 anos, o titulo de complexo 6rgdo que controla a
homeostase vascular pela integragdo dos sinais entre a parede vascular e o limen do vaso.
Hoje, é amplamente aceito que o endotélio possui um importante papel na manutencdo do
tébnus vascular, reduzindo a atividade plaquetaria e adesdo leucocitaria, e limitando as
reacOes inflamatorias vasculares (PRATICO, 2005).

Devido a localizacdo anatdmica destas células entre o sangue circulante e 0s
tecidos, possuem a capacidade de percepcdo das alteracBes nas forcas hemodindmicas e
mediadores produzidos localmente ou circulantes e de responder a estas alteracbes pela
producdo de um namero de fatores biologicamente ativos (WAJCHENBERG, 2002). Os

fatores derivados do endotélio podem modificar profundamente a funcdo das células
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musculares lisas vasculares. Estes fatores incluem NO e a prostaciclina (PGI 2), ambos
vasodilatadores e potentes inibidores da funcdo plaquetéria, e o fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF). Por outro lado, as células endoteliais podem também
produzir vasoconstritores e promotores do crescimento tais como angiotensina I,
endotelina-1, tromboxano A2 e prostaglandina A2 (LAROIA et al., 2003). O dano
endotelial pode resultar em um desequilibrio entre os fatores de relaxamento e de
contracao, entre os mediadores anti e pro-coagulantes ou entre os fatores inibidores e
promotores do crescimento. A disfuncdo endotelial é ndo somente um pré-requisito da
aterosclerose, mas também serve como um potente preditor para eventos cardiacos
(FLEMING & BUSSE, 1999). Os mecanismos causadores deste dano endotelial ainda ndo
estdo totalmente esclarecidos, entretanto, um denominador comum para todas estas
condigcdes é o aumento do estresse oxidativo, que tem sido postulado como uma causa
importante da disfuncdo endotelial (RAITAKARI & CELERMAJER, 2000).

Furchgott e Zawadzki publicaram em 1980 que o relaxamento da aorta de coelhos
em resposta a acetilcolina era inteiramente dependente da presenca de uma camada de
celulas endoteliais intactas e forneceram evidéncias da liberacdo de um fator humoral labil
que causava esse relaxamento. Mais tarde, essa substancia foi chamada de EDRF (fator de
relaxamento derivado do endotélio). Furchgott e Zawadzki, bem como Ignarro e
colaboradores, em investigacOes independentes, demonstraram que o 6xido nitrico (NO) e 0
EDRF tinham propriedades semelhantes e, no mesmo ano, verificou-se que a liberagdo do
NO pelas células endoteliais era responsavel pela atividade bioldgica do EDRF (KHAN et
al,. 1987; PALMER et al., 1987).

No sistema cardiovascular de mamiferos saudaveis, as células endoteliais
representam a maior fonte de NO, um gas altamente lipofilico e de meia vida curta, que é
rapidamente convertido a produtos biologicamente inativos, nitritos e nitratos. O NO € o
mediador enddgeno responsavel pela vasodilatagdo dependente do endotélio e € derivado
do metabolismo da L-arginina em L-citrulina pela acdo da enzima éxido nitrico sintase
derivada do endotélio (eNOS) (MONCADA, 1988). A eNOS é célcio dependente, quando
um agonista com capacidade de estimular a secrecdo endotelial de 6xido nitrico ativa o
respectivo receptor, causa um aumento na concentra¢do citosolica de calcio. Pequenas

variagbes na concentragdo de célcio em torno dos valores fisiologicos influenciam
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profundamente a producéo endotelial de 6xido nitrico (LOPEZ-JARAMILLO et al, 1990).
Ap0s a sua secrecdo, o NO provoca a ativagdo da proteina guanilato-ciclase soluvel que,
quando ativada promove a conversdo do guanilato trifosfato (GTP) em guanilato
monofosfato ciclico (GMPc), que funciona como um segundo mensageiro. Nas células
musculares lisas, o GMPc ativa um sistema enzimatico que é responsavel pela
defosforilagcdo das cadeias leves de miosina e relaxamento das fibras musculares. Ha
também uma secrecdo intraluminal de oxido nitrico dirigida as plaquetas e, nesse caso, 0
GMPc provoca uma diminuicdo da concentragdo citosdlica de calcio provocando a inibicdo
da adesividade e agregacdo plaquetarias (RADOMSKI et al, 1987), participando de um
sistema fisiologico regulador do ténus vascular local e atividade plaquetaria.

A partir das evidéncias que a liberagdo do NO e a sua biodisponibilidade pode ser
importante na avaliagdo clinica da disfuncdo endotelial resultante de condigdes patoldgicas,
muitos estudos tém enfocado sua atencdo nesta propriedade do endotélio. Para isso, a
maioria deles tem utilizado a capacidade do endotélio normal de liberar o fator de
relaxamento NO em resposta ao estimulo farmacolégico e/ou mecéanico (LAROIA et al.,
2003). Além do NO, as espécies reativas do oxigénio (ERO) também estdo envolvidas no
desenvolvimento da disfuncdo endotelial. As células endoteliais e as células da musculatura
lisa dos vasos sanguiineos sdo reconhecidas como potentes fontes de ERO (DARLEY-
USMAR et al., 1997).

A funcdo endotelial é comumente medida pela resposta vasodilatadora a estimulos
mecanicos ou farmacoldgicos. O aumento do fluxo sanglineo estimula o endotélio
mecanicamente. In vitro, a funcdo endotelial € comumente medida pela tensdo de anéis
vasculares em resposta a variacbes da concentracdo de acetilcolina. Clinicamente, a
regulacdo vascular tem sido medida na coronaria e circulagdo periférica utilizando
mudancas no didmetro do vaso como indice da funcdo de condutancia vascular (LAROIA
et al., 2003). As trés técnicas mais comuns Sao:

-Angiografia: mede as mudancas no didmetro da artéria coronaria ou fluxo
sangliineo em resposta a infusbes intracoronarias pela variacdo de concentracdes de
acetilcolina ou outra substancia;

-Ultrasom: mede as mudangas no diametro da artéria braquial pela inducdo de

hiperemia com a oclus&o por manguito de pressao sanguinea;
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-Pletismografia de oclusdo venosa: medida do fluxo sanguineo intra-arterial pela
inducdo de hiperemia com a oclusdo por manguito de pressdo sanglinea ou infusdo de
medicamentos.

Neste estudo, foi utilizada a técnica de pletismografia de oclusdo venosa para a
avaliacdo da funcdo endotelial. De forma conceitual, a pletismografia quantifica as
variacGes do volume em um determinado segmento (ALAM et al., 2005). Esta técnica €
ndo invasiva, altamente reproduzivel e acurada, e representa uma ferramenta eficaz para o
estudo do fluxo sangliineo e compreensdo do sistema cardiovascular em humanos
(JOYNER et al., 2001).

As variacOes no didmetro dos vasos ocorrem em resposta as variagdes de fluxo. O
aumento no fluxo provocara um aumento na secrecdo de NO causando um aumento no
calibre do vaso. Ao contrério, se o fluxo diminui, o vaso contrai-se. O aumento no fluxo
produz um estresse de cisalhamento, relacionado com o atrito entre a camada estacionaria
associada com a parede do vaso e as camadas de sangue em movimento. Este estresse de
cisalhamento constitui-se no estimulo fisiolégico mais importante para a liberacdo de NO
pela camada endotelial (SCHINI-KERTH, 1999). A deformacdo celular, em resposta a este
estresse, depende de propriedades elasticas e estruturais das celulas endoteliais.

O DM é uma doenga altamente associada com o desenvolvimento precoce de
aterosclerose, gerando a macroangiopatia diabética (MAEJIMA et al., 2001). Além disso, o
desenvolvimento de complicacGes microvasculares associadas ao diabetes aumenta cerca
de trés vezes os riscos cardiovasculares quando comparamos a individuos controles sem
diabetes (JENSEN et al., 1989 apud MAEJIMA et al., 2001). Embora o mecanismo preciso
do desenvolvimento das complicacGes vasculares decorrentes do diabetes ainda ndo estejam
bem esclarecidas, a disfungdo endotelial tem sido amplamente relacionada ao
desenvolvimento destes eventos. Especialmente o NO tem um importante papel no
desenvolvimento destas complicagcfes, ndo somente pelo seu papel na regulacdo do fluxo
sangliineo, mas por seus papé€is anti-aterosclerdticos (FURCHGOTT & ZAWADZKI,
1980; WATTS & PLAYFOLD, 1998).

O prejuizo na funcdo vasodilatadora endotelial tem sido descrita tanto em
individuos com diabetes do tipo 1 (PIEPER et al., 1996; SKYRME-JONES, 2000) quanto
do tipo 2 (MAEJIMA et al., 2001; OUVINA et al., 2001;). As altas concentracdes de
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glicose estdo associadas com a disfuncdo endotelial em estudos in vivo e in vitro (SYDOW
& MUNZEL, 2003), assim como a resisténcia a insulina (YKI-JARVINEN, 2003) e
anormalidades no perfil lipidico (LAAKSO et al., 1993). Nestes pacientes, podemos ter um
aumento da concentragdo plasmatica do NO e de seus produtos finais associados com o
aparecimento de doencas vasculares (MAEJIMA et al., 2001; OUVINA et al., 2001).
Portanto, apesar de apresentar efeitos vasodilatadores, 0 NO também possui a¢éo deletéria
em individuos com disfuncdo endotelial devido ao seu carater de radical livre de nitrogénio.

Embora alguns estudos tenham demonstrado um prejuizo da funcéo endotelial em
diabéticos tipo 1 sem complicacOes vasculares (POSTON & TAYLOR, 1995; SMITS et al.,
1993, SKYRME-JONES et al., 2000), estes resultados sdo contestados por outros autores
que ndo observam o mesmo efeito (ALLEN et al.,, 2001; ENDERLE et al., 1998;
LAMBERT et al., 1996; LEKAKIS et al.; 1997). Para melhor entendermos este mecanismo
de regulacdo vascular, bem como a acdo do NO sobre o endotélio, sdo necessarios mais
estudos avaliando a funcdo vascular em individuos diabéticos do tipo 1 com e sem
complicagdes vasculares estabelecidas.

O exercicio regular pode exercer efeitos benéficos na reatividade vascular, e estas
mudancas seriam devidas ao aumento de fluxo induzido pelo exercicio (ALAM et al.,
2005). O fluxo pode aumentar a vasodilatacdo dependente do endotélio pelo incremento da
expressdo da eNOS e pelo aumento da liberacdo de NO e prostaciclina (SESSA et al,
1992). O treinamento tem assumido um papel essencial no tratamento de doencas
cardiovasculares, pois além de aumentar o fluxo, estimulando a liberagcdo de substancias
vasodilatadoras também aumenta a producdo extracelular de antioxidantes enzimaéticos,
como a superdxido dismutase (SOD), que previne a degradacdo prematura do NO
(LAROIA et al., 2003).

Alguns estudos, como o de BROWN e colaboradores (2000), demonstram que a
vasodilatacdo induzida pelo exercicio esta relacionada com os niveis plasmaticos de nitritos
(NO7) e nitratos (NOj3), que sdo os produtos finais da oxidacdo do NO. Node e
colaboradores (1997) e Jungersten e colaboradores (1997) também observaram aumentos
nos niveis plasmaticos de NO,” e NO3™ apds um teste maximo e apds 2 horas de exercicio
submaximo em cicloergbmetro. Entretanto, Poveda e colaboradores (1997) ndo

encontraram alteracfes ap0s um exercicio maximo em esteira, bem como St. Croix e
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colaboradores (1999) apds 3 min de exercicio a 30, 60 e 90% do consumo méximo de
oxigénio (VO2max) em cicloergbmetro. Apesar da causa dos resultados discrepantes entre 0s
estudos ndo estar clara, as diferencas na duragdo e na intensidade dos protocolos utilizados
podem ter contribuido, assim como a diferenca de idade dos grupos testados.

Adicionalmente, em um estudo clinico prospectivo conduzido por HAMBRECHT
e colaboradores (2000), 19 pacientes com doenca arterial coronariana estavel ndo oclusiva
forma randomizados em grupos treinamento e controle. Eles demonstraram que, apos
quatro semanas, 0 grupo que realizou treinamento fisico apresentou melhora importante na
funcdo endotelial, verificada pelo paradoxo vasoconstritor a acetilcolina.

Recentemente, estudos tém se preocupado em avaliar os efeitos do exercicio sobre
a funcao vascular em individuos com diabetes. Para avaliar a resposta aguda do exercicio
em diabéticos, alguns autores utilizaram-se do dinam6metro de preensao palmar (handgrip)
para verificar as alteraces de fluxo sanglineo e concentracdo de NO, e NO3™ (ALLEN et
al., 2001). Os efeitos do treinamento aerdbio sobre a funcéo vascular de diabéticos do tipo 2
foram relatados nos estudos de MAIORANA e colaboradores (2001) e YOKOYAMA e
colaboradores (2004), onde os dois autores encontraram modificagdes benéficas na funcao
vascular apos o periodo de treinamento. Interessante ressaltar que no estudo de
YOKOYAMA e colaboradores (2004), os efeitos benéficos foram observados em um
periodo de apenas trés semanas de caminhadas orientadas e exercicio em cicloergbmetro.
Entretanto, ainda séo 0s escassos 0s estudos na literatura que se preocuparam em avaliar a
resposta vascular apés exercicio agudo em diabéticos do tipo 1.

Os estudos encontrados em diabéticos tipo 1, que utilizaram protocolo semelhante
ao utilizado no presente estudo, preocuparam-se em avaliar os efeitos do exercicio sobre a
glicemia e estresse oxidativo, mas ndo sobre a funcdo vascular (DEROUICH &
BOUTAYEB, 2002; STENSTROM et al., 2003). Portanto, torna-se importante
conhecermos o efeito do exercicio agudo sobre a funcdo vascular de individuos com
diabetes tipo 1, com e sem complicagfes vasculares, submetidos a diferentes protocolos de
exercicio. Com isso, poderemos planejar programas de treinamento para esta populacéo,
tendo em vista suas adaptacOes e respostas esperadas, oferecendo maior seguranga aos

pacientes.
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2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

No meio celular, o oxigénio molecular é difundido até as mitocéndrias, onde tem
o0 papel fundamental de receber os elétrons extraidos dos substratos, por meio de diferentes
reacOes enzimaticas. Estas reacOes de oxidacdo e reducdo ocorrem simultaneamente nas
celulas, e estdo acopladas de tal maneira que possibilitam uma transferéncia eficiente e
controlada de parte da energia armazenada nas ligagdes quimicas dos substratos para o
ATP, que quando hidrolisado transfere energia para que ocorram as diversas funcdes
celulares (OLIVEIRA et al., 2004).

No processo respiratorio tem-se sempre, seja em maior ou menor escala, a
formacdo de espécies intermediarias de oxigénio, com potencial citotoxico, chamadas de
espécies reativas de oxigénio (ERO). Com isso, 0 metabolismo dos seres aerdbios depara-se
com um paradoxo vital: a imprescindibilidade do oxigénio (O,) para a manutencdo da vida
e, por outro lado, seu potencial de toxicidade, diante de vias oxidativas defectiveis no
processo respiratorio (SIGNORINI & SIGNORINI, 1996).

Na cadeia de transporte de elétrons, grande parte do oxigénio é reduzido a agua,
em uma reacdo tetravalente estavel, catalisada pela enzima citocromo-oxidase,
condicionando a reacdo a ocorrer em uma Unica etapa, sem a formacdo de intermediarios,
conforme a reacdo abaixo ilustrada.

Reacéo 1 - reducdo tetravalente do oxigénio

O, + 4e” + 4H" — 2 H,0 + energia

Entretanto, uma pequena parte (2-5%) deste oxigénio pode sofrer reducdo
univalente sequencial, formando ERO, como por exemplo os anions superoxidos (Oy),
peroxido de hidrogénio (H20,) e radical hidroxila (OH") (ALESSIO, 1993). Nem todas as
ERO sdo radicais livres, mas nem por isso elas deixam de ser muitos reativas ou
precursoras de outras espécies de radicais.

Um radical livre é definido como um atomo, grupo de atomos ou molécula, com
um ou mais elétrons desemparelhados, e capaz de existéncia independente (HALLIWELL

& GUTTERIDGE, 1999). Estas moléculas sdo bastante instaveis (reativas), de meia-vida
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curta, caracteristicas que as tornam potentes oxidantes. Entretanto, muitas vezes, séo de
extrema utilidade, como nas situacbes onde h& necessidade de ativacdo do sistema
imunoldgico, na detoxificacdo de drogas e na producdo do fator relaxante derivado do
endotélio, o0 NO, extremamente importante nos processos que desencadeiam o relaxamento
dos vasos sangliineos (MONCADA, 2001).

Em razdo da sua configuracdo eletronica, o oxigénio tem uma forte tendéncia a
receber um elétron de cada vez. A conversdo univalente do oxigénio a &gua processa-se da
seguinte maneira:

(@) A adicdo de um elétron a uma molécula de oxigénio no estado fundamental
gera a formacédo do radical superoxido (O,") (reacéo 2).

Reacdo 2: O, +e — 0O,"

(b) O superéxido ao receber mais um elétron e dois ions hidrogénio, forma H,0,,
através do processo chamado dismutagdo. Essa reacdo € catalisada pela enzima superoxido
dismutase (SOD) que é encontrada em quantidades elevadas nas células de mamiferos e
que acelera a reacdo a 10 vezes a freqiiéncia para dismutacdo espontdnea num pH
fisiologico (reacéo 3).

Reacdo 3: 2 0," +2H" =2 H,0,

(c) Quando o H,0, recebe mais um elétron e um ion hidrogénio, é formado o
radical hidroxil (OH®), que é o mais reativo dos intermediarios, pois pode reagir e alterar
qualquer estrutura celular que esteja proxima, e assim influenciar enzimas, membranas ou
acidos nucléicos (JENKINS, 1988).

O radical hidroxil pode ser formado quando o H,O, reage com ions ferro ou cobre
(reacdo 4). A reacdo é conhecida como Reacéo de Fenton.

Reacdo 4: Fe”/Cu’ + HyO; » OH® + OH + Fe** /Cu?*

Os ions de metais de transicdo podem também catalisar a reacdo entre H,O, e
superdxido, conduzindo a producdo de radical hidroxil (reacdo 5), a chamada Reacdo de
Haber-Weiss.

Reacdo5: H,0;+ 0" —& 5 0H*+OH + O,

Os radicais superoxido e hidroxil tém elétrons desemparelhados em sua Orbita
mais externa e sdo, portanto, chamados radicais livres. O peroxido de hidrogénio ndo é um

radical livre, no entanto, representa um metabdlito de oxigénio parcialmente reduzido.
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Outra espécie reativa de interesse € o oxigénio singleto, que é uma forma de oxigénio spin-
alterada. Esses metabdlitos derivados do oxigénio, considerados em conjunto, Sao
denominados ERO em fungdo da sua aumentada reatividade para as biomoléculas, e em
geral alteram o tamanho e a forma dos compostos com quem eles interagem (LAURINDO
E LUZ, 1996).

Além disso, o radical superdxido pode reagir diretamente com o NO, um radical
livre centrado no nitrogénio, gerando peroxinitrito. Este pode levar a formacdo de um
oxidante com caracteristicas do radical hidroxil (reacéo 6).

Reacdo 6: 0O, + NO - ONOO — ONOO + H'— OH*

Pode-se dizer que um organismo encontra-se sob estresse oxidativo (EO), quando
ocorre um desequilibrio entre os sistemas pro-oxidantes e antioxidantes, de maneira que 0s
primeiros sejam predominantes (HALLIWELL & GUTTERDIGE, 1999). Um dos
principais mecanismos de lesdo é a lipoperoxidacdo (LPO), ou seja, a oxidacdo da camada
lipidica da membrana celular. Além disso, 0 EO pode gerar danos a proteinas e ao DNA
provocando diversas alteragdes na fungédo celular e, portanto, tecidual (SCHNEIDER &
OLIVEIRA, 2004).

Quando existe um desequilibrio entre a taxa de producdo de ERO e a taxa de
remocgdo destes pela defesa antioxidante, caracteriza-se um desbalan¢o redox temporario
(OLIVEIRA et al., 2004). Por outro lado, se este desbalanco for mais intenso e duradouro
caracteriza-se um estresse oxidativo cronico. O desbalango redox, agudo ou crénico, pode
ser devido a uma maior producdo de EROs aliado ou ndo a uma diminuigdo na capacidade
de defesa antioxidante (BOVERIS, 1998).

Para proporcionar prote¢cdo contra a acdo deletéria das ERO e demais radicais
livres, os meios intra e extracelular possuem sistema de defesa antioxidante. Por definigéo,
um antioxidante é qualquer substancia presente em baixa concentracdo dentro da célula,
comparado com outros elementos oxidaveis, capaz de retardar ou inibir a oxidacdo destes
elementos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Em condi¢Bes normais, o sistema de defesa antioxidante € capaz de garantir a
manutencao do estado redox celular. O sistema de defesa antioxidante esta dividido em
enzimatico e ndao enzimético. O primeiro inclui as enzimas superoxido dismutase (SOD),

catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx).
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A catalase desempenha um importante papel na eliminacéo do H,O,, promovendo
a sua catalise até agua.

Reacdo 7: H,0; + H,0, —2 5 0, + 2H,0

A GPx também funciona como mecanismo de protecdo contra o estresse
oxidativo, convertendo a glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG),
removendo H,0; e formando agua (reacéo 8).

Reacdo 8: 2GSH + H,0,— 5 GSSG + 2H,0

Dessa forma, tanto a CAT quanto a GPx evitam o acumulo de radical superoxido
e de perdxido de hidrogénio para que ndo haja producédo de radical hidroxil, contra o qual
ndo existe sistema enzimatico de defesa.

Ja o sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico inclui compostos sintetizados
pelo organismo humano, como bilirrubina, ceruloplasmina, estrogénio, melatonina, &cido
rico, e outros ingeridos através da dieta regular ou via suplementacdo como &cido
ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), f-caroteno (precursor de vitamina A) e
grupos fendis de plantas (URSO & CLARKSON, 2003).

Em organismos aerdbios saudaveis, a producdo de ERO e espécies reativas ao
nitrogénio (ERN) € neutralizada pelo nosso sistema de defesas antioxidantes. Este balango
ndo é perfeito, entretanto, visto que danos mediados por ERO e ERN ocorrem
continuamente, e as moléculas lesadas precisam ser reparadas (ex: DNA) ou repostas (ex:
algumas proteinas oxidadas). O estresse oxidativo pode resultar da diminuicdo da nossa
capacidade antioxidante ou da produgdo aumentada de ERO-ERN.

Para avaliar o estresse oxidativo em humanos, muitos pesquisadores tém utilizado
marcadores sanglineos e urinarios. Estes marcadores incluem produtos de peroxidacdo
lipidica, status antioxidante, produtos da oxidagdo de proteinas e DNA, e enzimas
antioxidantes (URSO & CLARKSON, 2003). As medidas de peroxidacéo lipidica incluem
0 pentano expirado, malondialdeido (MDA), hidroperdxidos lipidicos, isoprostanos e
dienos conjugados. Muitos estudos vém utilizando o MDA como medida de estresse
oxidativo induzido pelo exercicio. Quando os radicais livres sdo gerados eles atacam 0s
acidos graxos polinsaturados da membrana celular, induzindo uma rea¢do quimica em
cascata denominada peroxidagdo lipidica. Como os &cidos graxos ficam desorganizados,

gases hidrocarbonados (etano e pentano) e aldeidos sdo formados. O pentano pode ser
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medido pela exalacdo através da técnica de cromatografia gasosa, entretanto existem
poucos estudos que se utilizaram desta técnica como marcador de estresse oxidativo pela
dificuldade da técnica. J& os produtos de oxidagdo de proteinas s&o mensurados através da
deteccdo de produtos de carbonilacdo e grupos tiois, e refletem a producdo destas moléculas
no processo da doenca (TELCI et al., 2000).

O diabetes € reconhecido como um estado metabolico onde ha um aumento na
producédo de radicais livres (VILLA-CABALLERO et al., 2000; NOYMAN et al., 2002;
SEGHROUCHNI et al., 2002; SYDOW & MUNZEL, 2003). Os mecanismos que
contribuem para a formacao de radicais livres no diabetes incluem ndo somente o aumento
da glicacdo e auto-oxidagdo ndo enzimatica da glicose, mas também o estresse metabolico
resultante das mudancas do metabolismo energético, niveis de mediadores inflamatérios e
status de defesa antioxidante (ANWAR & MEKY, 2003).

Muitas vias metabdlicas associadas com a hiperglicemia, tais como a auto-
oxidacdo da glicose, a glicacdo de proteinas e a ativacdo da via do poliol aumentam a
producdo de radicais livres e iniciam o papel central da disfuncdo endotelial (DE MATTIA
et al., 2003). Os niveis elevados de glicose causam estresse oxidativo nas células e os
radicais livres derivados de oxigénio prejudicam a vasodilatacdo dependente do endotélio
no diabetes (NOYMAN et al., 2002). Adicionalmente, os mecanismos de defesa contra os
radicais livres estdo diminuidos no diabetes, em particular as enzimas GPx, SOD e CAT
(Figural). Um mecanismo potencial que pode levar a disfungdo endotelial no diabético é a
formacdo dos produtos finais de glicagdo avancada (AGEs: advanced glycation end
products), que podem causar uma diminuicdo da disponibilidade de NO, pela diminuicéo
de sua formacdo ou inatividade pelo anion superoxido (HASEGAWA et al., 2002). Quando
as proteinas plasmaticas e da membrana celular estdo expostas a concentragdes elevadas de
glicose por periodos prolongados elas sofrem glicacdo ndo-enzimética podendo se depositar
na camada sub-endotelial e induzir disfuncdo endotelial. O acimulo de AGE nos tecidos
poderia contribuir para o aparecimento das complica¢fes do diabetes, como retinopatia,
neuropatia e nefropatia (NICOLOFF et al., 2002).
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Figura 1 — Estresse oxidativo e diabetes. Fonte:WAJCHENBERG (2002).

Tém-se postulado que o estresse oxidativo estd relacionado com diversos
mecanismos da patogénese das complica¢des vasculares no diabetes. Ainda, os fatores de
risco associados como dislipidemia, hipertensdo e fumo ndo explicam a prevaléncia
aumentada das doencas vasculares do diabetes (RAHIMI et al., 2005). Portanto, o estado
diabético €é, por si s6, um fator de risco independente para aterosclerose precoce. Um
mecanismo potencial que poderia mediar a aterosclerose precoce no diabetes é o estresse
oxidativo. O estresse oxidativo inicia um papel crucial na aterogénese, causando a oxidagéo
de LDL, que resulta em acimulo de colesterol e formagdo de células espumosas (foam
cells) (SYDOW & MUNZEL, 2003).

O aumento do estresse oxidativo tem sido mostrado tanto em diabéticos
dependente de insulina quanto nos ndo dependentes de insulina, mesmo em pacientes sem
complicacBes (ATALAY et al., 2001; KASSAB et al., 2003; SYDOW & MUNZEL, 2003;
TELCI et al., 2000). Apesar de varios estudos mostrarem a associacdo entre diabetes e
estresse oxidativo, ainda ndo é possivel estabelecer uma relacdo de causa-efeito.

Adicionalmente, ndo estd bem esclarecido se todos os pacientes com diabetes apresentam
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aumento de estresse oxidativo ou somente aqueles que apresentam complicacdes. Além
disso, seria importante que outros estudos fossem realizados para esclarecer se o estresse
oxidativo responde & melhora no controle glicémico.

O exercicio esta associado com um aumento significativo do consumo de oxigénio
pela musculatura esquelética (ASTRAND & RODHAL, 2003). Durante o exercicio,
quando o consumo de oxigénio (VO,) € elevado 10-15 vezes mais do que no repouso, é
muito provavel que os radicais livres sejam produzidos em uma intensidade muito maior
comparada com o repouso (ALESSIO et al, 1993).

Durante o exercicio de alta intensidade, a geracdo de ERO pode ser ocasionada pelo
influxo de neutrofilos e macréfagos para dentro da musculatura e ativacdo de citoquinas
secundarias pelo dano muscular (SACHECK & BLUMBERG, 2001). O exercicio estimula
a redistribuicdo do fluxo sangliineo, provocando hipoxia e reoxigenacdo em alguns tecidos,
que pode aumentar a producdo de radicais em alguns tecidos, como o superdxido pela
xantina oxidase no mausculo. Adicionalmente, condi¢des hipoxicas também sdo
relacionadas com aumento da atividade da NOs, levando a formacéo de radicais NO. Estes
radicais podem exercer um efeito pré-oxidante por eles préprios ou se combinar com o
superoxido para formar o peroxinitrito, um oxidante mais potente, conforme demonstrado
anteriormente (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Estudos prospectivos sugerem que o exercicio fisico regular possui um efeito
protetor sobre as doencas cardiovasculares e mortalidade. O treinamento pode fortalecer as
defesas antioxidantes e reduzir o estresse oxidativo induzido pelo exercicio (JOHNSON,
2002). Alguns autores tém demonstrado o efeito protetor do treinamento sobre o estresse
oxidativo induzido pelo exercicio em humanos (JENKINS, 1988; ALESSIO, 1993,
KINGWELL, 2000; SCHNEIDER, 2002). Entretanto, os beneficios relativos ou riscos do
exercicio agudo ou treinamento em relacdo ao estresse oxidativo em grupos com
suscetibilidade aumentada ao estresse oxidativo, assim como o0s pacientes diabéticos, ainda
ndo estdo bem esclarecidos.

Laaksonen e colaboradores (1996) e Atalay e colaboradores (1997) encontraram
altos niveis de lipoperoxidagdo e diminuigdo nas enzimas antioxidantes no repouso e apds o
exercicio agudo em homens jovens com diabetes tipo 1, quando comparados a individuos

saudaveis. Johnstone e colaboradores (1993) mostraram que o0 exercicio poderia prejudicar
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a reposta vascular de diabéticos com disfungdo endotelial. Adicionalmente, Laaksonen e
colaboradores (1996) também demonstraram uma forte correlagdo inversa entre 0s niveis
basais de substancias reativas ao cido tiobarbitdrico (TBARS) e 0 VOmsx em diabéticos
tipo 1 do sexo masculino (r = -0,82; p= 0,006), demonstrando que quanto maior a
capacidade aerdbica do diabético, menores os indices de lipoperoxidacdo, podendo o
treinamento ter fortalecido as defesas antioxidantes e diminuido este pardmetro de estresse
oxidativo.

De acordo com os dados acima, foi postulado que o exercicio pode aumentar dos
niveis de estresse oxidativo nos pacientes com diabetes, tanto nos que utilizam insulina
como naqueles que ndo utilizam. Entretanto, um programa de treinamento poderia melhorar
a acdo das enzimas antioxidantes e atenuar o desbalanco oxidativo observado durante o
exercicio (SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004). As diferengas de estresse oxidativo
induzidas pelo exercicio entre os individuos e com diabetes também poderiam variar de
acordo com a severidade da doenca (LAAKSONEN, 1996). Para responder a estas
questdes, estudos adicionais devem ser conduzidos com o objetivo de verificar as respostas

oxidativas ao exercicio nestes pacientes.

2.4 L-ARGININA

O aminoéacido L-arginina tem sido foco de inimeros estudos nas ultimas décadas
por estar envolvido em diversas funcbes bioquimicas e fisioldgicas, como a sintese e
secrecdo de hormdnios, ciclo da uréia e detoxificacdo da amodnia e formacdo do Oxido
nitrico (BRODY, 1999). A L-arginina é classificada como um aminoacido semi-essencial,
devido ao fato de poder ser sintetizado pelo organismo a partir do glutamato em humanos
adultos saudaveis, mas no caso de doencas ou traumas deve ser suplementado a partir da
dieta (WIESINGER, 2001). Uma vez sintetizada, a L-arginina é catabolizada em diferentes
produtos nos diversos tecidos.

A L-arginina dietética pode ser promissora na prevencdo de doencas
cardiovasculares (DCV). Ela é precursora do NO, e por isso seu consumo esta diretamente
relacionado com o aumento de NO em ratos (WU et al., 1999). O NO possui propriedades

como a vasodilatacdo, efeitos antioxidante e efeitos antiplaquetarios, que possuem
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implicacBes sobre DCV. Alguns estudos na literatura demonstram que a suplementacéo de
L-arginina poderia diminuir a formacao de fatores de coagulagdo (tramboxano e fibrina),
diminuir a viscosidade sangliinea e estresse oxidativo (PRELI et al., 2002).
Adicionalmente, a suplementacdo de L-arginina pode reverter a disfuncdo endotelial
associada a hipercolesterolemia, fumo e hipertensdio (KAWANO et al., 2002).
Adicionalmente, alguns efeitos da suplementagdo de L-arginina, como os efeitos
antioxidantes e anti-inflamatdrios, sdo independentes da produgdo de NO (WELLS et al.,
2005).

O consumo habitual dietético de L-arginina na dieta Americana € 5,49 (PRELI et
al., 2002). Estudos de suplementacdo de L-arginina em humanos tem aumentado a ingesta
oral 2 a 5 vezes este numero (CLARKSON et al., 1996; GIUGLIANO et al., 1997; WOLF
et al., 1997; BEDNARZ et al., 2000; ABDELHAMED et al., 2003). O objetivo geral destes
estudos tem sido avaliar o impacto de suplementacéo oral de L-arginina sobre marcadores
sanguineos e medidas funcionais da vasculatura saudavel, uma vez que a administracdo de
L-arginina poderia melhorar os sintomas clinicos de doencas cardiovasculares, como
doenca arterial coronariana e insuficiéncia cardiaca (GEWALTIG & KOJDA, 2002).

A tabela 1 tem por finalidade ilustrar a quantidade do aminoécido L-arginina em

alguns alimentos que habitualmente ingerimos.

Tabela 1 - Contetido de L-arginina por alimento

Alimento Porcdo média servida  Quantidade de L-  Concentra¢do média
(9) arginina por porcao do alimento
média servida (mg) (mg/g alimento)
Filé mignon 110,10 2140 19,4
Camaréo 66,5 1060 15,9
Peixe branco 182,55 2150 11,8
Amendoim 68,93 2140 31,3
Peito de frango 92,42 1610 17,4
Semente de abdbora 66,21 3220 48,6

Adaptado de WELLS et al., 2005.

A L-arginina também pode ser convertida a L-ornitina pela enzima arginase,
desempenhando um papel importante no ciclo da uréia, sendo precursor de poliaminas e

uréia (BRODY, 1999). A L-arginina também serve como precursora para creatina, que
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inicia um papel essencial no metabolismo energético do musculo, sistema nervoso e
tecidual, e o catabolismo deste aminoacido também atua na sintese de proteinas e agmatina,
podendo aumentar a secre¢do do hormonio de crescimento e influenciar na funcdo imune
(TAPIERO et al., 2002). Em humanos adultos, apenas o intestino tem capacidade de
sintetizar L-citrulina (a partir da glutamina e da prolina), e 0 maior local para a biossintese
endogena de L-arginina a partir da L-citrulina ocorre no rim. No caso de uma produgdo
enddgena insuficiente de L-arginina para a promocao do crescimento ou reparo de tecidos,
a dieta representa a maior fonte deste aminoacido (TAPIERO et al., 2002).

A L-arginina é o substrato para a formacdo do NO nas células eucaridticas. Os
cofatores necessarios para que esta reacdo aconteca sdo a nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH), tetrahidrobiopterina (BH,), flavina adenina
dinucleotideo (FAD), flavina mononucleotideo (FMN), oxigénio (O,) e célcio/calmodulina.

E descrito na literatura que o papel do NO sobre a regulacio do ténus vascular
pelo endotélio estd prejudicado durante a hipercolesterolemia, e que a deplecdo de L-
arginina poderia contribuir para esta disfuncdo. Em estudo publicado por Wolf e
colaboradores (1997), foram avaliados 14 voluntarios normocolesterolémicos e 23
voluntarios hipercolesterolémicos que realizaram suplementacdo de 8,49 de L-arginina ou
placebo por dia, com o objetivo de verificar se a suplementacdo normaliza a funcéo
plaquetaria em hipercolesterolémicos. Ap6s duas semanas de tratamento, a reatividade
plaquetaria foi reduzida nos hipercolesterolémicos, fato que ndo se observou nos
voluntarios normocolesterolémicos. O efeito observado perdurou por mais duas semanas,
fazendo os autores concluirem que a suplementacdo de L-arginina restaurou a atividade do
Oxido nitrico enddgeno e inibiu a agregacdo plaquetaria. Creager e colaboradores (1990)
também demonstraram que a infusdo venosa de L-arginina melhorou a resisténcia do fluxo
sanguineo do antebrago em resposta a acetilcolina em pacientes hipercolesterolémicos.

A suplementacdo dietética de L-arginina pode representar uma melhora clinica em
pacientes com angina, devido as propriedades anti-inflamatdrias deste aminoacido (BLUM
et al.,, 1999.) Em um estudo, Bednarz e colaboradores (2000) avaliaram os efeitos da
suplementacéo oral de L-arginina sobre a dispersdo do intervalo QT do eletrocardiograma
induzida pelo exercicio e tolerdncia ao exercicio em individuos com angina estavel. Vinte e

cinco pacientes foram alocados randomicamente em dois grupos e realizaram dois testes de
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exercicio em esteira rolante, em momentos separados. Um grupo recebeu 6g ao dia de L-
arginina durante 3 dias, e 0 outro grupo recebeu placebo durante 0 mesmo tempo e na
mesma quantidade. O desenho de estudo foi duplo-cego com cross over, ou seja, 0 mesmo
individuo suplementacdo com os dois tipos de suplementacéao, separados por um periodo de
tempo. A suplementacdo de L-arginina ndo provocou alteragfes na duracdo do intervalo QT
induzido pelo exercicio, entretanto melhorou significativamente a tolerdncia ao exercicio
destes pacientes.

Maxwell e colaboradores (2002) compararam o efeito da L-arginina e exercicio
fisico em pacientes com insuficiéncia cardiaca crénica. Quarenta pacientes com
insuficiéncia cardiaca severa foram randomizados em quatro diferentes grupos: L-arginina
(8g/dia), treinamento diario apenas de membros superiores, L-arginina adicionada ao
treinamento, ou sem tratamento (controle). O diametro interno da artéria radial foi
mensurado durante infusGes de acetilcolina e nitroglicerina. Apds quatro semanas, a
suplementacdo dietética de L-arginina e o exercicio fisico regular melhoraram a
vasodilatacdo dependente do endotélio, mas a L-arginina adicionada ao exercicio fisico
produziu efeitos benéficos adicionais sobre a vasodilatagdo dependente do endotélio. Este
resultado demonstrou um efeito potencializado quando o treinamento foi realizado junto
com a suplementacéo de L-arginina.

Também se encontram na literatura estudos nos quais os resultados encontrados
ndo sdo promissores. Abdelhamed e colaboradores (2003) estudaram o efeito da
suplementacdo de 6,6g de L-arginina sob a forma de barras de cereais, durante duas
semanas, sobre a funcdo endotelial e agregacdo plaquetdria em individuos
hipercolesterolémicos. A suplementacdo ndo alterou o didmetro da artéria braquial e
também ndo alterou a agregacdo plaquetaria nesta populacdo. Oomen e colaboradores
(2000) investigaram se a ingestdo dietética de L-arginina estaria associada com a reducéo
de riscos de DAC em 806 homens idosos. Os resultados deste estudo ndo confirmaram a
hipotese de que a ingestdo de L-arginina diminuiria os riscos de mortalidade por DAC.

Em um estudo duplo-cego realizado por Clarkson e colaboradores (1996), 27
individuos hipercolesterolémicos foram alocados aleatoriamente em dois grupos, e
avaliados antes e depois de quatro semanas de suplementacdo oral de L-arginina ou

placebo. A dose adotada neste estudo foi de 7g, divididos em trés horarios do dia. Os niveis
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plasmaticos de L-arginina e vasodilatagdo dependente do endotélio aumentaram no grupo
que recebeu o aminodcido. Entretanto, ndo houve modificagdes na vasodilatacdo
independente do endotélio ou nos niveis lipidicos entre os grupos. O mesmo desenho de
estudo foi utilizado posteriormente por Adams e colaboradores (1998) em homens com
DAC, obtendo resultados semelhantes.

A maioria dos estudos relata que a suplementacdo de L-arginina ndo aponta
efeitos adversos quando realizada em dosagens entre 3g e 20g (WOLF et al., 1997,
ADELHAMED et al., 2003; CLARKSON et al., 1996; PRELI et al., 2002). Entretanto, de
acordo com CHAITOW (1989), possiveis efeitos colaterais deste aminoécido incluem
sonoléncia e sintomas gastrointestinais, se ministrado em doses equivalentes ou superiores
a 8g por dia. Dosagens acima de 35¢g por dia podem incluir aumento na replicagéo viral
(herpes).

Conforme a breve revisdo de literatura apresentada, estudos vém sendo
desenvolvidos em pacientes com DAC, tentando elucidar o papel da L-arginina sobre a
resposta vascular. Entretanto, estudos de suplementacdo de L-arginina em pacientes com
diabetes ainda sdo escassos. Uma vez conhecido que o diabetes € uma doenca que ocasiona
0 comprometimento vascular a partir do aumento do estresse oxidativo provocado
principalmente pela hiperglicemia, postulou-se que a suplementagéo de L-arginina poderia
beneficiar esta populacéo.

Foi realizada em abril de 2003 uma busca por trabalhos envolvendo
suplementacgdo de L-arginina e diabetes no banco de dados MEDLINE no periodo de 1993
até o atual. Naquela época, foram encontradas 12 referéncias originais de estudos que
verificaram os efeitos da suplementacdo de L-arginina em modelo de diabetes, sendo 8
estudos em modelo animal e 4 estudos em modelo humano. Cabe ressaltar que os trabalhos
divergiam nos enfoques avaliados, sendo o perfil lipidico e controle da presséo arterial 0s
objetivos mais citados. Ao final deste trabalho, em setembro de 2005, uma busca idéntica
foi realizada nesta base de dados, apontando que 6 trabalhos adicionais foram realizados
neste periodo, sendo todos em modelo animal. Com isso, visualizamos uma caréncia de
informacdes acerca dos efeitos da suplementacdo de L-arginina nesta populacdo, bem como
os efeitos adicionais do exercicio e a associacao de controles de funcdo endotelial e estresse

oxidativo nas respostas vasculares.
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3 METODOLOGIA

3.1 CARACTERIZAGCAO DA PESQUISA

Esta pesquisa se caracteriza por ensaio clinico controlado, duplo-cego e
randomizado, onde os voluntarios sdo incluidos em um grupo e, entdo, alocados
aleatoriamente para um dos seguintes grupos: (1) o grupo da intervencéo, o qual ira receber
0 tratamento experimental, ou (2) o grupo-controle, consistindo de placebo (JEKEL et al.,
1999).

3.2 POPULACAO E AMOSTRA

A populacdo se constituiu de homens saudaveis e diabéticos tipo 1. A amostra
desta pesquisa foi composta por vinte individuos ndo diabéticos para controle e dez
individuos com diabetes tipo 1, com idade entre 18 e 30 anos, ndo fumantes, ndo atletas,
fisicamente ativos e que ndo utilizavam suplementos vitaminicos ou mineralicos. Os
participantes diabéticos foram abordados no ambulatorio do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA) e convidados a participar do estudo através de exposi¢do do projeto,
enquanto que os voluntarios controles foram informados do estudo a partir de divulgacao
nos espacos fisicos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Todos 0s
participantes assinaram Termo de Consentimento Informado (anexo 2) em duas vias, e 0
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (GPPG — HCPA - Proj. 04-009, anexo 3).

Todos os participantes diabéticos ndo utilizavam outros medicamentos sendo a
insulina exdgena e foram devidamente investigados para verificar se atendiam aos critérios
de inclusdo deste estudo, que incluem auséncia de retinopatia diabética e neuropatia
periférica. Adotou-se 0s seguintes critérios para excluir estas complicagdes:

-Neuropatia periférica: auséncia de sintomas e estesiometria normal;

- Retinopatia: exame de fundo de olho normal;

-Vasculopatia: palpacdo dos pulsos pedioso e tibial posterior e exclusdo dos

sintomas de claudicacéo;
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-Nefropatia: Exame de albuminuria normal;

-Cardiopatia isquémica: Auséncia de sintomas, eletrocardiograma normal e nédo
utilizar medicamentos.

O nivel de aptidao fisica considerado para a inclusdo neste estudo foi baseado no
ACSM (2000), que considera individuos ativos aqueles que acumulam no minimo 120
minutos de atividade fisica semanal e VO2ms acima de 29 ml/kg.min™.

O célculo do tamanho amostral foi realizado utilizando-se auxilio do software

Epilnfo versdo 6.0, onde foi informado as seguintes caracteristicas: confianca de 95%,
poder de 80% e, aceitando que 75% dos voluntarios expostos ao tratamento vao responder a
ele, chegou-se a um tamanho amostral de 20 voluntarios por grupo, posteriormente
divididos em 10 voluntéarios com tratamento (L-arginina) e 10 voluntarios sem tratamento
(placebo). Durante o periodo de um ano, convidamos os pacientes com diabetes tipo 1 do
ambulatorio do HCPA a participarem do estudo, entretanto ndo se conseguiu atingir a meta
proposta pelo calculo estatistico. Com isso, foram avaliados aqueles que aceitaram
participar por voluntariedade do estudo, e que atendessem aos requisitos dos critérios de

inclusdo, sendo que 10 individuos diabéticos finalizaram o protocolo de estudo.

3.3 DEFINICAO DAS VARIAVEIS

As variaveis deste estudo foram assim definidas:

Variaveis independentes:
-Exercicio

-Suplementacédo de L-arginina

Variaveis dependentes:
-Fluxo sangliineo
-Nitritos
-TBARS
-Carbonil
-TRAP
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-Acido drico

Variaveis para caracterizacdo da amostra:

-VO2max

-FCrnax

-Antropometria: medidas de massa corporal, estatura, IMC e percentual de
gordura;

-Perfil glicémico: medidas de hemoglobina glicada (Ai) e glicemia em
jejum;

-Perfil lipidico: medidas de colesterol total, colesterol HDL e triglicerideos;

-Uréia: medida de uréia na urina.

3.4 INSTRUMENTOS DE MEDIDA

Foram utilizados os equipamentos dos laboratorios de fisiologia e bioquimica do
LAPEX da UFRGS, do Centro de Estudos em Estresse Oxidativo do Laboratorio de
Bioquimica da UFRGS e do Laboratdrio de Analises Bioquimicas do HCPA.

Ficha de dados individual

Para controle dos dados utilizou-se uma ficha de anamnese incluindo: nome do
sujeito, data de nascimento, telefone, e-mail, historia do voluntério (em relagéo a doencas,
uso de medicamentos e/ou suplementos alimentares e tabagismo), dados antropométricos
como massa corporal, estatura e medidas de dobras cutaneas (triceps, subescapular,
abdominal, coxa, suprailiaca, peitoral e axilar), bem como recordatorio alimentar de trés
dias e de atividades fisicas.

Esfigmomandémetro

Para verificacdo da pressdo arterial, utilizou-se esfigmomandmetro anerdide e
estetoscopio modelo Premium, da marca Glucomed (Brasil), com resolucdo de 1 mmHg.

Balanca

Para determinagdo da massa corporal foi utilizada uma balanca eletronica,
modelo PS - 180 da marca URANO, RS/Brasil, com carga maxima de 180 Kg e resolucédo
de 100g.
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Estadidmetro

Para medir a estatura foi utilizado um estadidmetro constituido por escala
métrica, na qual desliza um cursor que mede a estatura do individuo na posicdo de pé. A
escala é fixa a uma base apoiada no solo, com resolucdo de 1mm.

Compasso de dobras cutaneas

Para medicdo das dobras cutaneas, foi utilizado o compasso de Lange com
resolucdo de 1mm.

Fita métrica

Para auxiliar na localizacdo das medidas de dobras cutaneas bem como medir as
perimetrias corporais, foi utilizado uma fita métrica de 2m de comprimento, marca Lufkin,
com resolucéo de 1mm.

Software de nutricdo

Foi utilizado o software Programa de Apoio a Nutricdo do Centro de Informética
em Salde da Escola Paulista de Medicina (CIS-EPM) da Universidade Federal de Sao
Paulo, versdo 2.5. As tabelas de alimentos utilizadas no programa sdo do departamento de
agricultura dos EUA. Além disso, foram incluidos dados da tabela de composi¢do quimica
dos alimentos de Guilherme Franco (1997), da tabela para avaliagdo de consumo alimentar
em medidas caseiras do IBGE (1994), e adic¢ao de alguns alimentos regionais.

CardiotacOmetro

Durante os testes de laboratorio os sujeitos tiveram sua freqliéncia cardiaca
monitorada atraves de um cardiotacometro de marca POLAR, modelo S610 (Finlandia).

Ergospirbmetro

Foi utilizado um analisador de gases modelo CPX/D da marca Medical Graphics
Corporation (EUA).

Ergdmetro

Os testes foram realizados em cicloergdmetro de marca Cybex, modelo The
Byke (EUA) e em cicloergdmetro da marca Monark (Suécia).

Pletismografo
Os testes foram realizados por pletismografo Hokanson TL 400(USA).
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Centrifuga Refrigerada

Uma centrifuga de mesa refrigerada modelo PK 120-R, marca ALC International
SRL (Italia), foi utilizada para separar o plasma e glébulos vermelhos.

Glicosimetro

Para fazer a leitura da glicemia antes e apds o exercicio, utilizou-se o
glicosimetro Accu Chek Active, marca Roche (Alemanha).

Contador Beta

O contador LKB Wallac Rack Beta Liquid Scintillation Counter — 1209; LKB
producter AB (Suécia), foi utilizado para as medidas de capacidade antioxidante total.

Espectrofotdmetro

O espectrofotdometro UV-Visible Spectrophotometer — Cary 1E (Australia), foi
utilizado para todas as medidas oxidativas, determinacdo do acido Urico e concentracdo de
proteina.

Leitora de ELISA

Uma leitora de ELISA da marca Backmark Bio Rad (EUA) foi utilizada para a
mensuracgdo dos nitritos plasmaticos.

Reagentes utilizados para andlises bioquimicas

Reativo de Folin Ciocaulteu diluido em agua destilada na proporcao de 1:1;
Reativo C, composto por 50mL do reagente A e 1mL do reagente B onde 0s
reagentes A e B s&o, respectivamente:
Reagente A - NaHCO; (bicarbonato de sodio) 2% em NaOH (hidroxido de
sodio) 0,1N;
Reagente B - CuSO45H,0 (sulfato de cobre) 1% adicionado a
KNaC4H406.4H,0 (tartarato de sodio e potéssio) 2% em partes iguais (0,5mL de cada).
Tampéo glicina 0,1 pH= 8,6;
3,75 g de glicina para 500 ml tampao (ajustar o pH em 300 ml);
ABAP 10 mM (peso molecular = 271 g): 0,135 g em 50 ml de tampéo glicina.
Luminol (peso molecular =199,1 g)
Solucéo de estoque 50 mM — 17,7 mg Luminol + 2 ml NaOH 0,1 N,
Solucéo de uso 4 mM - 80 pl solugéo de estoque + 920 ul tampéo glicina.
Acido tricloroacético TCA 10%
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Tampéo TBA a 0,67% em agua destilada

TMP 2 nmol/ml

NaOH 3%

HCI

DNPH (2 M)

TCA 20%

Etanol e etilacetato

Reagente de Griess — Naftilenodiamina (0,1%) diluido em &gua destilada e
sulfanilamida (2%), misturados em quantidades idénticas.

Solucéo saturada de VCl;— 400 mg de VCl; foi diluido em HCI 1M (50 ml)

NaNO;

3.5 PROCEDIMENTOS DAS COLETAS DE DADOS

Em um primeiro momento, os participantes compareceram ao LAPEX da Escola
de Educacdo Fisica da UFRGS (ESEF-UFRGS) para o esclarecimento do protocolo do
estudo. Neste momento, verificou-se a pressao arterial com auxilio de esfigmomandmetro,
bem como se realizou o exame de extremidades e verificagdo dos pulsos. Apos,
preencheram uma ficha de anamnese incluindo histéria da doenca e habitos de vida (anexo
4), questionario PAR-Q de prontiddo para atividade fisica (anexo 5) como critério de
inclusdo no estudo, recordatério alimentar de 3 dias (anexo 6) e inquérito de atividade fisica
(anexo 7). Durante o estudo, foi solicitado aos participantes que ndo modificassem sua
alimentacdo atividades fisicas habituais, entretanto foi solicitado que observassem alguns
cuidados em relacdo a sua alimentacéo nas 48h anteriores aos testes (anexo 8).

Apols esta entrevista preliminar, os voluntarios realizaram avaliacdo da
composicao corporal e teste de cargas maximas progressivas em cicloergdbmetro para a
determinagdo do VOomsx € dos limiares ventilatorios (LV). A partir desses resultados foi
calculada a intensidade para a realizagdo dos testes submaximos, em dias diferentes e
sempre no turno da manhd, conforme descrito posteriormente. Neste dia, também, era

marcado com 0s voluntarios uma data para a coleta de sangue (5 mL) para a realizacdo dos
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exames bioquimicos de perfil lipidico e glicémico (jejum de 12 horas) e de urina para
anélise de ureia, visando a caracterizagdo da amostra.

Na manhd do primeiro teste subméximo, o voluntario comparecia ao HCPA
previamente alimentado a no minimo 60minutos e no maximo 90 minutos. Os voluntarios
repousavam em decubito dorsal por 20 minutos, e em seguida procedia-se a primeira coleta
de sangue (15mL) para medidas basais dos parametros bioquimicos oxidativos e
antioxidantes, e a avaliacdo do fluxo sangiiineo da perna. O exercicio em cicloergdbmetro
durou 45 minutos em intensidade 10% abaixo do 2 ° limiar ventilatorio. Imediatamente
apos o término do exercicio, foi novamente coletado sangue (15mL) para medidas pés-
exercicio de parametros bioquimicos oxidativos e antioxidantes, bem como avaliacdo do
fluxo sangliineo da perna. Neste mesmo dia, foi entregue aos participantes capsulas de
suplementagdo, que consistiram em L-arginina (grupo tratamento) ou amido (placebo,
grupo controle). O delineamento adotado neste estudo foi duplo cego e randomizado, sendo
realizado um sorteio pelo farmacéutico responsavel pela manipulacdo das capsulas, que nao
estava diretamente envolvido com o estudo, para definir o contetdo das capsulas que cada
participante receberia. Nem os participantes nem os pesquisadores envolvidos diretamente
no estudo conheciam o conteudo das capsulas. Os participantes foram devidamente
orientados sobre como administrar as capsulas. Apds o periodo de suplementacdo, 0s
participantes retornavam ao HCPA para repetir o protocolo de exercicio submaximo, com
coletas de urina, sangue e avaliacdo do fluxo sangiiineo nos momentos pré e pos-exercicio.

As principais preocupacdes na realizagdo de exercicio agudo em individuos com
diabetes tipo 1 sdo a hiperglicemia quando ha pouca insulina presente e a hipoglicemia.
Para controlarmos estes fatores de risco, foi realizado teste de glicemia capilar com auxilio
de um glicosimetro antes do exercicio e adotado 0s seguintes procedimentos: se a glicemia
estivesse menor ou igual a 100 mg/dl, eram oferecidos carboidratos; se ela estivesse acima
de 250mg/dl, o exercicio era postergado até que se encontrasse abaixo deste nivel. Também
foi monitorada a glicemia dos voluntarios com diabetes a cada 15 minutos do exercicio e
apo6s 30 minutos do seu término, bem como controlada a freqiiéncia cardiaca dos
voluntarios em todos os momentos durante sua permanéncia no HCPA. Quando foi

verificado hipoglicemia induzida pelo exercicio durante os testes nos voluntérios
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diabéticos, o exercicio foi imediatamente interrompido e oferecido aos voluntarios bebidas
carboidratadas a 6% e/ou glicose a 10%.
Os protocolos de antropometria, exercicios, coleta de sangue, avaliacdo do fluxo

e suplementacéo estéo detalhados a seguir.

3.5.1 Antropometria

Antes de iniciar os testes de VOyms, foi realizada a coleta de dados
antropomeétricos: massa corporal, estatura, dobras cutaneas, perimetros e didmetros 0sseos.

As medidas de dobras cutaneas fornecem informagdes significativas em relacao a
gordura corporal e sua distribuicdo (McCARDLE et al., 2001). O lado direito do corpo foi
padronizado para a averiguacdo das dobras do triceps, subescapular, peitoral, biceps, crista
iliaca, abdominal e coxa 1/3 anterior. Todas as avaliacfes foram realizadas por um mesmo
examinador, que avaliou trés vezes a mesma dobra, e a média dos valores foi utilizada para
os célculos do percentual de gordura, proposto por Jackson et al., 1978. A perimetria foi
realizada com fita métrica adequada nos seguintes locais: braco, antebraco, punho, térax
mesoesternal, abdémen, cintura, quadril, coxa e panturrilha. Os didmetros 6sseos obtidos

foram biestil6ide, Gmero e fémur, com paquimetro desenvolvido para esta finalidade.

3.5.2 Protocolo para determinac¢é@o do VOzmax

A determinacdo do VO,msx foi realizada através do ergoespirdmetro da marca
Medical Graphics Corporation, modelo CPX-D (USA), que foi ligado uma hora antes do
teste para aquecimento e estabilizacdo das células analisadoras dos gases. Concluida esta
etapa, procedeu-se a calibracdo do equipamento, procedimento adotado em todas as
manhas antes do inicio dos testes. Antes do inicio da calibracdo foram informadas as
condi¢cbes ambientais ao equipamento: temperatura ambiente, pressdo atmosférica e

umidade relativa do ar. Entdo, iniciou-se a calibracdo do volume no pneumotacografo
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eletronicamente pelo sistema de calibracdo do volume zero. Em seguida foi feita a
calibragdo do volume com cinco injecdes e ejecdes de ar em diferentes velocidades através

do pneumotacografo, com uma seringa de trés litros.

A calibracéo do analisador de gases consistiu no ajuste das concentracoes de O, e
CO;, de acordo com as concentracGes dos cilindros de referéncia (21% O e nitrogénio para
balanco) e de calibragdo (12% O, 5,09% CO,, e nitrogénio para balanco), da empresa Air
Products (Brasil). Por dltimo, foi feita a medida da phase delay, ou seja, a diferenca de
tempo entre a deteccdo do fluxo pelo pneumotacografo, praticamente instantanea, e as
medidas das concentracfes dos gases pelo analisador.

Durante os testes, foram registrados os seguintes parametros: VO,, VCO,, VE,
pressdo de O, no final da expiragdo (PerO,), pressdo de CO, no final da expiracdo
(PerCO,), razdo de troca respiratoria (RER), freqliéncia cardiaca (FC), tempo e velocidade.

Os individuos que nunca haviam realizado um teste ergoespirométrico em
cicloergbmetro foram submetidos a um teste de adaptacdo aos equipamentos antes de

iniciar o estudo.

3.5.3 Teste de cargas progressivas

Antes da realizacdo do teste, os individuos foram instruidos a realizarem um
breve alongamento. Ap6s o alongamento, procedeu-se a colocagdo do monitor de
frequéncia cardiaca, assim como a méascara de coleta de gases acoplada ao ergoespirdmetro,
e acomodou-se os individuos sentados por aproximadamente 3 minutos antes do inicio do
teste.

O teste de carga maxima progressiva foi realizado em cicloergdmetro com
frenagem eletromagnética da marca Cybex, modelo The Byke (USA) conforme o protocolo
proposto por LUCIA e colaboradores (2000). A figura abaixo ilustra 0 momento do teste de

um dos voluntarios do estudo.
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Figura 2 — Teste de cargas méximas em cicloergdbmetro realizado no nosso

laboratorio.

O protocolo constitui-se de uma carga de exercicio inicial de 25 W (Watt), com
incrementos adicionais de 25 W.min™ até a exaustdo, e recuperagdo de 5 minutos a 25 W.
A cadéncia de pedalada foi mantida constante entre 60 e 90 rpm, ou seja, a rotacdo em que
0 voluntério se sinta mais confortavel. O exercicio foi interrompido quando: 1)
voluntariamente solicitado, ou 2) a cadéncia ndo era mantida acima de 60 rpm.

Durante todo o teste foi realizada a ergoespirometria computadorizada, de onde
foram obtidos o consumo de oxigénio (VO,), a producdo de CO, (VCO,) e a ventilagdo
(VE). A partir dos resultados foram determinados os limiares ventilatérios (LV), conforme

procedimento a seguir.

3.5.4 Determinacao dos limiares ventilatorios

Esta técnica de estimativa foi escolhida em funcéo de (a) ndo ser invasiva; (b)

evitar a necessidade de presenca dos individuos mais de uma vez no laboratorio para

realizar outro protocolo méaximo incluindo a medida de lactato sanguineo.



S7

O primeiro limiar ventilatorio ou limiar aerébio (LA), foi determinado através da
analise computadorizada da equacdo de regressdo entre VO, e VCO,, conhecido como
método de inclinacdo V (V-slope). O segundo limiar ventilatorio ou limiar anaerobio
(LAnN), foi determinado usando o critério de aumento no equivalente ventilatério do
oxigénio e do gas carbdnico (VE.VO," e VE.VCO,™), com uma reducdo concomitante na
PerCO..

Tanto o LA (quando necessario) e o LAn foram determinados por dois observadores
independentes por inspecdo visual nos gréficos impressos conforme as figuras 3 e 4, 0s
quais foram plotados em intervalos de 5 segundos em fun¢do do VO,. Quando a escolha do

limiar diferir por mais de 15 segundos entre os investigadores, um terceiro investigador

independente foi consultado.
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Figura 3 — Ventilagdo em relacdo ao consumo de oxigénio. Teste realizado em

nosso laboratério.
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Figura 4 — Equivalentes ventilatérios do oxigénio e do dioxido de carbono em relacdo ao

consumo de oxigénio. Teste realizado em nosso laboratorio.
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3.5.5 Teste submaximo

Os individuos exercitaram-se em cicloergdbmetro em intensidade ajustada para
manter a FC estavel correspondente ao valor de VO, 10% abaixo de seu LV2, denominado
daqui por diante como teste submaximo e baseado no protocolo de Ribeiro e colaboradores
(1986). Apos a identificacdo do VO, correspondente ao momento do LV2, foi reduzido
10% deste valor e verificado em qual FC o voluntério estava neste momento do teste. Para
controle do exercicio, foi calculada uma zona de seguranca 5% acima e abaixo deste valor
de FC, no qual era aceito a variacdo da FC dos voluntarios durante o exercicio.

ApOls repouso previo, os individuos se exercitavam por 3 minutos em uma
intensidade aproximada de 33% correspondente aquela do VO, almejado correspondente ao
teste submaximo (ou seja, 33% do valor correspondente a 10% abaixo do seu LV2). Esta
intensidade foi aumentada para 66% e 100% do valor almejado no 3° e 6° minuto,
respectivamente. Os sujeitos foram encorajados a continuar o exercicio por 45 minutos. A

carga foi ajustada, quando necessério, durante o teste para manter a FC referente ao teste.

3.5.6 Avaliacéo do fluxo sangiiineo

A avaliacdo do fluxo sanguiineo foi realizada através da técnica de pletismografia
de oclusdo venosa, que avalia as alteracdes no volume corporal com um strain gauge de
mercurio conectado a um pletismégrafo (Hokanson TL-400, USA), a partir do protocolo de
Copeland e colaboradores (1996). Um manguito foi colocado no tornozelo esquerdo e
insulflado até uma pressdo superior a pressao arterial sistolica para isolar o fluxo para o pé.
Um segundo manguito colocado na coxa esquerda foi insulflado até 60 mmHg para
blogquear o efluxo venoso sem interromper o influxo arterial. Pequenas alteragfes na
circunferéncia da perna causam alteracbes no comprimento do strain gauge, que resultam
em alteragBes na voltagem das extremidades deste ultimo. O strain gauge esta conectado ao
plestimografo, que registra as alteracfes do seu comprimento, que se relaciona com as
variacGes de fluxo sanglineo. Trés determinacdes foram feitas antes de cada exercicio
submaximo para determinar a linha de base, sendo 10 segundos de oclusédo venosa seguidas

de dez segundos sem oclusdo, e trés determinacdes imediatamente apo6s o final de cada
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teste. A calibragdo do petismografo adotada durante as coletas foi de 0,5%. A figura 5
ilustra 0 momento da pletismografia de oclusdo venosa de um voluntério do estudo, com 0s
manguitos devidamente colocados na altura da coxa e tornozelo, e o strain gauge de

mercurio na maior circunferéncia da perna.

Figura 5 — Pletismografia de oclusdo venosa realizada no HCPA.

No momento em que ocluimos o retorno venoso pela insuflagdo do manguito da
coxa, hd um represamento de sangue no segmento distal a0 manguito, levando ao aumento
do volume da perna. Esse progressivo aumento é registrado no canal do pletismografo com
uma linha ascendente. Quando se solta a pressdéo do manguito, 0 sangue que estava
represado é rapidamente escoado, voltando a perna a ter o volume inicial. Esse processo €
feito sucessivamente, originando as curvas de fluxo.

Para o célculo das curvas de fluxo, utilizou-se a técnica manual, realizando-se a
seguinte sequéncia: tracou-se uma linha que tangenciava os trés primeiros picos sistolicos;
marcou-se um ponto nesta linha e, a partir dele, tragou-se uma outra reta no sentido
horizontal (acompanhando o quadriculado do papel). Mediu-se, a partir do ponto de
intercessdo das retas, uma distancia equivalente ao periodo de dez segundos na linha
horizontal, e marcou-se este ponto. A seguir, mediu-se a distancia entre as duas linhas, que
representa 0 aumento de volume nesse intervalo de tempo. Para calcular o aumento do
volume que ocorreria se a oclusdo permanecesse durante 60 segundos, multiplicamos o

valor por seis. A seguir, divide-se o valor pela calibracdo prévia do pletismografo. O
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procedimento do célculo é repetido para cada curva que se deseja analisar. A figura 6
representa um exemplo de curvas de fluxo sanglineo obtida pela técnica de pletismografia

de oclusao venosa.

Tempo (seg)

0% -

05% =

Figura 6 - Curva de fluxo obtida pela técnica de pletismografia de oclusdo venosa.

A temperatura da sala foi mantida entre 20 e 24 °C, e os individuos foram instruidos
a ndo consumir cafeina ou outro modulador conhecido da funcéo vascular 24 h antes dos

testes.

3.5.7 Coleta e analise do sangue e urina:

Duas coletas de sangue (15ml) foram realizadas em veia da regido antecubital,
por profissional capacitado para este fim, nos momentos:

1- Antes de cada teste submaximo, com o individuo em repouso por 20

minutos.

2- Imediatamente apos a realizacdo de cada teste submaximo.

O sangue foi retirado com seringa e agulhas descartaveis e colocadas em tubos
com solucéo heparina a 6%, que foi centrifugado a 4000 rota¢c6es por minuto (rpm), a4 ° C.
O plasma foi aliquotado em microtubos e armazenado & —75 C, até o momento de sua

anélise no Centro de Estudos em Estresse Oxidativo (Departamento de Bioguimica, ICBS,
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UFRGS, Laboratdrio de Fisiologia Celular (ICBS, UFRGS) ou no Laboratorio de Patologia
Clinica (HCPA).

A coleta de urina ocorreu na residéncia do voluntario em recipiente especifico
para armazenamento da mesma até ser entregue ao pesquisador. O voluntario foi orientado
a coletar a urina no periodo da manha do dia correspondente ao teste, em jejum, e entregar

na mesma data o recipiente ao pesquisador.

Glicemia em jejum, Hemoglobina Glicada, Colesterol Total, Coleterol HDL,

Triglicerideos e Uréia na urina:

As anélises de colesterol total, colesterol HDL, glicose, hemoglobina glicada,
triglicerideos e uréia foram realizadas no Laboratério de Patologia Clinica do HCPA,

conforme o protocolo especificado abaixo:

Quadro 3 — Protocolos para analise sanguinea utilizados no HCPA.

Teste/Analito Método Equipamento

COL - Colesterol Total Enzimatico Colorimétrico | Advia Bayer®
Mega Bayer®
HDL - Colesterol HDL Direto Inibigdo Seletiva | Advia Bayer®
Mega Bayer®
GLI - Glicose Enzimético UV Advia Bayer®
Hexoquinase Mega Bayer®

A;c-Glicohemoglobina/HbA;c | Imunoensaio Cobas Mira Plus®

Hemoglobina Glicada

TRI - Trigliceridios Enzimatico Colorimétrico | Advia Bayer®
Mega Bayer®
U - Uréia Enzimético UV Advia Bayer®
Mega Bayer®

As analises de estresse oxidativo foram realizadas no Centro de Estudos em
Estresse Oxidativo - Departamento de Bioguimica e no Laboratério de Fisiologia Celular,
ambos do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS),UFRGS. Todas as analises foram

realizadas em duplicata, e a analise da capacidade antioxidante total foi feita em triplicata.
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3.5.7.1 Quantificacao dos niveis de nitritos plasmaticos

O método utilizado avalia simultaneamente as concentra¢des de nitritos e nitratos
em microplacas de 96 pocos. O principio desta técnica € a reducdo para nitrito pelo vanadio
(I11) combinado com a deteccdo pela reacdo acida de Griess, conforme descrito por
Miranda e colaboradores (2001).

Brevemente, adicionou-se 250 pl de plasma e 250 pl &cido tricloroacético 10%
(TCA) e centrifugou-se a 2600 rpm por 10 minutos, com o objetivo de desproteinizar a
amostra. Nas placas, adicionou-se 100 ul da amostra desproteinizada com 100 ul da
solucdo saturada de cloreto de vanadio (VCls) para a reducdo de nitrato a nitrito. Apds,
adicionou-se 100 ul de reagente de Griess, incobou-se por 30 minutos em temperatura de
37 ° C e leu-se em leitora de ELISA a 540 nm. Uma curva padréo foi feita adicionando-se a
diferentes volumes de nitrito de sodio (NaNO3) o volume de 100 ul de reagente de Griess,

totalizando o mesmo volume final das amostras.

3.5.7.2 Quantificacao de proteinas no plasma

As proteinas foram quantificadas pelo método que utiliza como padrdo uma
solucdo de albumina bovina na concentracdo de Img/mL (LOWRY et al., 1951).

Para a realizacdo da técnica, fez-se uma curva padrdo de proteina, onde foi
adicionado aos tubos de ensaio diferentes concentracdes de albumina sérica bovina (BSA)
0,5 mg/ml, completando-se o volume com &gua destilada, sendo que todos os tubos tiveram
volume final de 200 pul. Da mesma forma, adicionou-se aos tubos 20 pl de amostra
previamente dissolvida em tampéo glicina (1:100) e completou-se o volume para 200 pl
com H,0 destilada. Adicionou-se 100 ul de reagente C em cada tubo, agitou-se e aguardou-
se 15 minutos. Ao final dos 15 minutos, adicionar 100 ul de Folin 1 N, agitou-se e
aguardou-se 30 minutos. As amostras foram lidas em espectrofotdmetro em comprimento
de onda de 700 nm.
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3.5.7.3 Quantificacao dos niveis de TBARS

Como indice de producdo de espécies reativas de oxigénio, utilizou-se a
formacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) durante uma rea¢do em
meio 4cido. Esta técnica € amplamente aceita como um método sensivel de medida de
peroxidacdo lipidica, previamente descrita por Draper e Hadley (1990).

Brevemente, adicionou-se 300 pl de plasma e 600 pl &cido tricloroacético 10%
(TCA) e centrifugou-se a 2600 rpm por 10 minutos. Reagiu-se 500 ul sobrenadante com
500 pl de TBA 0,67% e ferveu-se durante 20 minutos. Resfriou-se as amostras por 5 a 10
minutos e 0 TBARS foi determinado em espectrofotdmetro sob absorbancia de 532 nm. Os

resultados foram expressos como nmol MDA.mg proteina™.

3.5.7.4 Quantificacdo de grupamentos carbonil

O dano oxidativo a proteinas foi medido pela determinacdo de grupos carbonil
pela reacdo com DNPH, como previamente descrito (Levine et al., 1990).

Em suma, a técnica consiste em separar 200 ul da amostra do plasma previamente
congelado e mistura-se 100 ul da amostra com 100 ul HCI (2 M) em um microtubo, e 100
ul da amostra com 100 pul DNPH (10 mM) em outro microtubo. Ap6s, incuba-se por 1 hora
em temperatura ambiente agitando-se a cada 15 minutos. Ao término deste periodo, coloca-
se 100 ul TCA a 20%, e centrifuga-se os microtubos a 14000 rpm, 4°C, por 3 minutos e
descarta-se 0 sobrenadante. Lava-se o pelet 3 vezes com 500 pl de etanol com etilacetato,
1:1 (vortex). Centrifuga-se durante 3 minutos (1400 rpm, 4°C) para cada lavagem. Entre
cada lavagem aguardamos 15 minutos. Apds este procedimento, redissolve-se as amostras
com 1 ml de NaOH 3% e coloca-se em banho-maria por 20 minutos a 60 °C, com vortex no
10° minuto. Apds o banho-maria, centrifugamos durante 3 minutos a 1400 rpm, 4°C para
remover qualquer material insoldvel. Enfim, 1é-se o carbonil a 370 nm em
espectrofotometro.
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Os resultados foram corrigidos pela proteina plasmatica conforme descrito

anteriormente.

3.5.7.5 Determinacao do potencial antioxidante ndo enzimatico (TRAP)

O principio da técnica do TRAP foi previamente descrito por Wayner e
colaboradores (1985). Brevemente, a reacdo € iniciada pela injecdo de 10 uL luminol e 4
mL de AAPH (um radical livre que produz radical peroxil em uma taxa constante) em
tampdo glicina, que resulta em emissdo estavel de luminescéncia. A adicdo do plasma
diminui a luminescéncia proporcionalmente ao potencial antioxidante. O contetdo de
proteina do plasma foi determinado a partir da técnica proposta por Lowry et al (1951). A
emissdo de luz foi acompanhada por 30 minutos ap6s a adigdo do plasma (100ug de
proteina). A quimiluminescéncia foi lida em contador de cintilagdo liquida como contagem
por minuto (cpm), considerando-se um antioxidante padrdo como correspondente a 100%

da capacidade antioxidante.

3.5.7.6 Quantificacao dos niveis de acido urico

O acido Urico € um antioxidante ndo enzimatico que foi mensurado utilizando-se
um kit comercial Wiener Lab. (Uricostat enzimatico AA, Rosario, ARG). Brevemente,
20ul de plasma foram misturados com 1 mL de reagente de trabalho. Incubou-se por 15
minutos em banho-maria a 37 °C, e o acido Urico foi determinado em espectrofotdmetro a

absorbancia de 505nm.
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3.6 Suplementacéo:

A suplementacdo ocorreu por via oral, com a administracdo de céapsulas
manipuladas em farmacia, sob a responsabilidade de um farmacéutico devidamente
capacitado. O contetdo das capsulas era desconhecido tanto para os participantes da
pesquisa quanto para os pesquisadores, e a suplementacdo foi realizada da seguinte
maneira:

Grupo tratamento: recebeu cépsulas de administracdo oral de cloridrato de L-

arginina (anexo 9), 7g ao dia, durante 7 dias. As capsulas foram administradas em trés
momentos do dia, ou seja, pela manha, tarde e noite (8h, 16h e 24h). Em cada horario, foi
ingerido 4 cépsulas.

Grupo placebo: recebeu capsulas de administragdo oral de um composto amido
na mesma quantidade, cor, sabor e odor do grupo tratamento. A administracao das capsulas
foi idéntica ao grupo tratamento, e foram manipuladas pelo mesmo profissional responsavel

pelas capsulas de L-arginina.

3.7 Tratamento Estatistico:

Os dados foram estruturados e analisados utilizando o pacote estatistico SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) versdao 10.0 para Windows. A andlise foi assim
constituida:

a) Foi avaliada a distribuicdo de todas as varidveis para a verificacdo do pressuposto
da normalidade, através do teste de Shapiro-Wilk, e a andlise da homocedasticidade das
variancias através do teste de Levene (anexo 10).

b) Os grupos controle e diabéticos foram comparados entre si na admisséo ao estudo,
em relagcdo as variaveis: caracteristicas dietéticas, composicdo corporal, idade, VO;msx €
LV2, atividade fisica, glicemia em jejum, colesterol total e HDL, triglicerideos,
hemoglobina glicada e uréia na urina, utilizando-se teste t de Student para amostras

independentes.
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c) O efeito da doenca sobre os pardmetros de funcdo endotelial e estresse oxidativo
nos grupos controle e diabéticos foram comparados utilizando-se teste t de Student para
amostras independentes.

d) Os momentos antes e apds o exercicio antes da suplementacdo para as variaveis de
funcédo endotelial e estresse oxidativo foram comparados utilizando-se teste t para amostras
dependentes.

e) Uma vez aplicado o protocolo de suplementacdo, foram comparados os efeitos do
tratamento dentro do mesmo grupo utilizando-se andlise de variancia de duas vias com
medidas repetidas (ANOVA Two Way) com teste post hoc Tukey, quando observou-se
diferencas significativas.

Todos os resultados estdo expressos em média + erro padrdo e o nivel de significancia

aceito foi de 5%.
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Os valores das caracteristicas dos grupos em relacdo a idade, massa corporal,
estatura, indice de massa corporal (IMC), percentual de gordura, pressdo arterial sistolica
(PAS) e diastolica (PAD), VOomax, FCrmax. Conforme verificado, os grupo ndo apresentavam
diferencas nas caracteristicas de idade e antropometria, mas apresentavam diferencas

significativas nas variaveis de aptidao fisica.

Tabela 2 — Caracteristicas dos grupos em relagdo a idade, tempo de doenga, massa

corporal, estatura, IMC, PAS, PAD, percentual de gordura, VO;msx € FCrax

Controle (n=20) Diabéticos (n=10) p
Idade (anos) 23,45+ 0,59 23,37+ 1,73 0,958

Tempo de doenga (anos) - 8,57 +5,94 -
Massa corporal (Kg) 75,27 + 2,54 72,3 +4,25 0,574
Estatura (cm) 177,66 + 1,81 173,75 + 2,18 0,281
IMC (kg/m?) 23,75 +0,43 23,98 +1,43 0,883
Percentual gordura (%) 17,83+ 1,20 19,06 + 2,92 0,661
PAS (mmHg) 120,66 + 2,53 126,66 + 2,71 0,256
PAD (mmHg) 80,0 + 2,54 85,0 + 3,02 0,109
VOumax (Ml.kg™.min™) 45,49 + 1,75 37,17 + 2,28 0,013
FCrmax (bpm) 186,74 + 2,19 179,71 + 1,83 0,023

As figuras 7 e 8 apresentam as caracteristicas de VOomax € FCrmax, respectivamente,

que possuem diferengas estatisticamente significativa, conforme descrito acima.
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Figura 7 — Consumo méaximo de oxigénio avaliado em teste de cargas progressivas em

cicloergbmetro. * p < 0,05 entre 0s grupos
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Figura 8 — Frequéncia cardiaca maxima avaliada em teste de cargas progressivas
em cicloergbmetro. * p < 0,05
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A tabela 3 apresenta os resultados dos exames sangiliineos para caracterizagdo do
perfil lipidico e glicEémico dos grupos. Verificou-se diferencas significativas na glicemia em
jejum e hemoglobina glicada (Aic) entre os grupos, conforme esperado devido a doenga,

entretanto os grupos ndo foram diferentes entre si quando avaliado o perfil lipidico.

Tabela 3 — Resultados dos exames de glicemia em jejum, Aj., colesterol total,

colesterol HDL e triglicerideos dos grupos controle e diabéticos.

Controle (n=20) Diabéticos (n=10) p
Glicemia jejum (mg/dl) 94,84 +1,42 183,11 + 19,13 0,000
Aic (%) 5,55+ 0,03 8,38 +0,43 0,000
Colesterol Total (mg/dl) 146,79 + 5,09 145,22 +7,37 0,863
Colesterol HDL (mg/dl) 42,89 +1,76 46,67 + 2,58 0,236
Triglicerideos (mg/dl) 113,69 + 22,79 61,77+ 16,44 0,153

As figuras 9 e 10 apresentam, respectivamente, as caracteristicas da glicemia em
jejum e Ajc , que possuem diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos,

conforme descrito acima.
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Figura 9 — Glicemia em jejum de individuos controle e diabéticos. * p<0,05
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Figura 10 — Valores de Ay nos individuos controle e diabéticos. * p<0,05

Os resultados da avaliagdo do consumo alimentar, realizada através da aplicagdo
do recordatério alimentar de trés dias nos dois grupos, estdo expressos na tabela 4.



Tabela 4 — Avaliacdo do consumo alimentar em relagdo a calorias, carboidratos,

proteinas e lipideos

Controle (n=20) Diabéticos (n=10) p
Necessidades energéticas  2628,97 + 250,83 2532,15 + 274,98 0,427
Calorias ingeridas 2874,36 + 173,89 2655,21 + 280,61 0,354
% Carboidrato 56,29 + 1,51 52,75+ 0,78 0,785
Gramas CHO/kg 5,23+ 0,28 4,92 + 0,68 0,857
% Proteina 16,29 + 0,60 17,60 + 0,70 0,963
Gramas PTN/kg 1,49 + 0,07 154 +0,14 0,876
% Lipideo 27,43 +1,37 29,65 + 0,08 0,835
Gramas LIP/kg 1,12 + 0,07 1,20 + 0,15 0,768

Conforme os resultados da tabela acima, ndo foram verificadas diferencas
estatisticamente significativas nas necessidades energéticas, ingestdo de calorias e
macronutrientes nos dois grupos avaliados, bem como a relacdo da quantidade do
macronutriente ingerido dividido pelo peso corporal.

Para um melhor controle da suplementacéo, realizou-se o0 exame de uréia na urina
antes e ap6s a suplementacdo em ambos 0s grupos, em repouso. Verificamos que 0s
individuos que receberam L-arginina aumentaram sua excrecao urinaria de uréia, e este
aumento foi observado tanto nos individuos controle quanto nos diabéticos. Os resultados

estdo expressos na tabela 5 e ilustrados na figura 11.
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Tabela 5 — Uréia na urina antes e ap0s a suplementacao nos grupos experimentais.

Resultados expressos em mg/dl.

Controle Controle Diabéticos Diabéticos
Placebo L-arginina Placebo L-arginina
(n=10) (n=10) (n=5) (n=5)
Antes 2570,8+524,7 2684,1+475,2 2562,7+535 2647,5+428,7
Depois 2430,8+612,5 2967,2+409,7 2517,1+492 2832,7+528
p 0,567 0,002 0,675 0,015
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Figura 11 — Excrecdo de uréia na urina antes e ap0s a suplementacdo nos grupos

experimentais. * p<0,05.
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Os resultados de funcdo endotelial e estresse oxidativo estdo divididos em quatro
topicos: efeitos da doenca, efeitos do exercicio, efeitos da suplementacdo e efeitos
combinados da suplementacédo e do exercicio. Os parametros de funcdo endotelial incluem
as medidas de fluxo sangliineo e nitritos plasmaticos, e 0s parametros de estresse oxidativo
englobam as medidas de lipoperoxidacao, oxidacdo de proteinas, capacidade antioxidante

total e acido drico plasmatico.

42 EFEITO DA DOENCA SOBRE A FUNCAO ENDOTELIAL E

ESTRESSE OXIDATIVO

4.2.1 Funcéo endotelial

As figuras 12 e 13 apresentam as respostas de fluxo sangiiineo e concentracdo de

nitritos em repouso dos participantes deste estudo.
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Figura 12 — Fluxo sangiineo em repouso de individuos controle (n=20) e
diabéticos (n=10).
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Figura 13 — Nitritos plasmaticos em repouso de individuos controle (n=20) e diabéticos
(n=10).

Conforme demonstrado nas figuras, ndo existem diferencas significativas nos
parametros de funcdo endotelial em repouso quando comparamos os individuos controle
com os diabéticos do tipo 1. Apesar de o fluxo sangliineo encontrar-se diminuido nos

individuos com diabetes, esta diferenca ndo foi significativa.

4.2.2 Estresse oxidativo

Os diabeticos apresentam pardmetros de estresse oxidativo em repouso elevados
em comparacdo aos individuos controle, evidenciado com diferencas significativas em
todos os parametros analisados. As figuras a seguir apresentam os resultados dos

parametros de estresse oxidativo nos dois grupos estudados.
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Figura 14 — TBARS em repouso de individuos controle (n=20) e diabéticos (n=10).
*p=0,039.
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Figura 15 — Carbonil em repouso de individuos controle (n=20) e diabéticos
(n=10). *p<0,000.
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Figura 16 - TRAP em repouso de individuos controle (n=20) e diabéticos (n=10).
*p<0,05
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Figura 17 — Acido Grico em repouso de individuos controle (n=20) e diabéticos (n=10).
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4.3 EFEITO DO EXERCICIO SOBRE A FUNCAO ENDOTELIAL E

ESTRESSE OXIDATIVO

4.3.1 Efeito do exercicio sobre a funcédo endotelial

O exercicio aumentou o fluxo sangiiineo nos grupos controle e diabéticos. A

figura abaixo ilustra os resultados de fluxo sangliineo em repouso e apds o exercicio nos

grupos controle e diabéticos.

*
7
6 *
T
(S
5 | 1
c
€ 4+ T
£ I
8 3
S 3
: f
2 -
1 -
0
Controle Diabéticos

O Repouso
OExercicio

Figura 18 — Fluxo sangliineo em repouso e depois do exercicio nos individuos

controle (n=20) e diabéticos (n=10). * p < 0,05
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O exercicio ndo provocou alteracOes nas concentracdes plasmaticas de nitritos,
tanto nos individuos controle quanto nos diabéticos. A figura a seguir ilustra os resultados

de nitritos plasmaticos em repouso e ap0os 0 exercicio nos grupos controle e diabéticos.
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Figura 19 — Nitritos em repouso e depois do exercicio nos individuos controle
(n=20) e diabéticos (n=10).

4.3.2 Efeito do exercicio no estresse oxidativo

O exercicio ndo provocou alteracbes nos parametros de estresse oxidativo em
ambos o0s grupos, avaliados pelas concentraces plasmaticas de TBARS, carbonil, TRAP e
acido drico. As figuras a seguir ilustram os resultados de estresse oxidativo em reposta ao

exercicio nos voluntarios.
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Figura 20 — TBARS em repouso e depois do exercicio nos individuos

diabéticos (n=10)
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Figura 21 - Carbonil em repouso e apds o exercicio, nos individuos controle (n=20)

e diabéticos (n=10).
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Figura 22 — TRAP em repouso e depois do exercicio nos individuos controle (n=20)

e diabéticos (n=10).
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Figura 23 - Acido Urico em repouso e ap0s o exercicio, nos individuos controle (n=20) e
diabéticos (n=10).
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A partir deste momento, os voluntarios foram separados em quatro grupos, para
apresentacao dos resultados da suplementacéo e dos efeitos combinados da suplementacgao
do exercicio, sobre a funcdo endotelial e estresse oxidativo. Os grupos sdo: controle
placebo (n=10), controle L-arginina (n=10), diabéticos placebo (n=5) e diabéticos L-

arginina (n=5).

4.4 EFEITO DA SUPLEMENTACAO SOBRE A FUNCAO ENDOTELIAL
E ESTRESSE OXIDATIVO

4.4.1 Funcéo endotelial

A suplementacdo com L-arginina ndo foi capaz de alterar o fluxo sangliineo nos
individuos controle. Entretanto, os diabéticos que realizaram suplementacdo com L-
arginina aumentaram significativamente os valores de fluxo sangliineo em repouso, quando
comparado aos seus valores antes da suplementacdo (p=0,03). A figura 24 ilustra os

resultados de fluxo sangiiineo antes e apds a suplementacdo de L-arginina nos dois grupos.
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Figura 24 — Fluxo sangliineo em repouso, nos momentos antes e depois da

suplementagéo, nos grupos experimentais. * p < 0,05
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Adicionalmente, quando comparamos os valores de fluxo sangiiineo dos diabéticos
apos a suplementacao, verificamos que os individuos que realizaram suplementagdo com L-
arginina apresentaram fluxo sanguineo significativamente maior do grupo placebo
(p=0,024).

Embora a suplementacdo com L-arginina tenha sido efetiva no aumento do fluxo
sanguineo nos individuos diabéticos, esta ndo foi capaz de modificar a concentracdo de
nitritos plasmaticos em nenhum dos grupos. A figura 25 ilustra os valores de nitritos antes e

apos a suplementagéo nos dois grupos estudados.

300 -
I |
T T T
250 - J_ T
g HT [T
200 - J-
S 150 - EIAntes_
O Depois
100 -
50 -
0
Controle Controle L- Diabéticos Diabéticos L-
Placebo arginina Placebo arginina

Figura 25 — Nitritos plasmaticos em repouso, nos momentos antes e depois da

suplementag&o, nos grupos experimentais.
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4.4.2 Estresse oxidativo

A suplementacdo com L-arginina ndo modificou os pardmetros de estresse

oxidativo nos grupos avaliados, conforme demonstram as figuras a seguir.
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Figura 26 — TBARS em repouso, Nnos momentos antes e apos a suplementacao, nos grupos
experimentais.
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Figura 27 - Carbonil em repouso, nos momentos antes e ap6s a suplementacéo,

NoS grupos experimentais.
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Figura 28 — TRAP em repouso, nos momentos antes e depois da suplementacao

do grupo controle.
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Figura 29 — TRAP em repouso, nos momentos antes e depois da suplementacdo do

grupo diabético.
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NOS grupos experimentais.
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4.5 EFEITO COMBINADO DA SUPLEMENTACAO DE L-ARGININA E
DO EXERCICIO SOBRE A FUNCAO ENDOTELIAL E ESTRESSE OXIDATIVO

Para a apresentacdo dos resultados dos efeitos combinados da suplementagéo de L-
arginina e do exercicio sobre a funcdo endotelial e estresse oxidativo, foi utilizado as
seguintes siglas para a representacao gréafica.

AA = antes da suplementacdo e antes do exercicio

AD = antes da suplementacéo e depois do exercicio

DA = depois da suplementacéo e antes do exercicio

DD = depois da suplementacéo e depois do exercicio

Para facilitar a interpretacdo das siglas, e primeira letra é referente aos momentos
da suplementacdo (antes e depois) e a segunda letra refere-se aos momentos do exercicio
(antes e depois, igualmente).

Segundo os resultados prévios, a suplementacdo de L-arginina aumentou o fluxo
sangliineo de repouso nos diabéticos. ApOs o exercicio, ndo foi observado aumento
significativo do fluxo sangiineo, conforme havia sido observado no periodo antes da
suplementagdo (analise estatistica dos momentos DA e DD, p= 0,012; 0,004; 0,03; 0,183
para controle placebo, controle L-arginina, diabéticos placebo e diabéticos L-arginina,
respectivamente). Entretanto, quando avaliamos a média de fluxo nos diferentes momentos,
observamos que os individuos diabéticos que realizaram a suplementagcdo com L-arginina
partiram de um fluxo de repouso superior ao apresentado no momento apos 0 exercicio
antes da suplementacdo. A figura 31 apresenta os resultados de fluxo sangliineo nos

momentos avaliados em todos 0s grupos experimentais.
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Figura 31 — Fluxo sangiiineo dos grupos experimentais nos quatro momentos
avaliados. * p<0,05.

Nos demais parametros avaliados, ndo houve diferencas significativas entre os
momentos em nenhum grupo experimental. As figuras 32, 33, 34 e 35 ilustram os
resultados das concentracbes de nitritos, lipoperoxidagdo, carbonil e &cido Urico
plasmaticos nos quatro momentos avaliados, respectivamente, demonstrando que a L-

arginina nao influenciou a resposta ao exercicio nestes parametros.
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Figura 32 — Nitritos dos grupos experimentais nos quatro momentos avaliados.
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Figura 33 — TBARS dos grupos experimentais nos quatro momentos avaliados.
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Figura 34 — Carbonil dos grupos experimentais nos quatro momentos.
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Figura 35 — Acido drico dos grupos experimentais nos quatro momentos avaliados.
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5 DISCUSSAO

5.1 CARACTERISTICAS FISICAS E DIETETICAS

Os dois grupos estudados eram semelhantes quanto as caracteristicas de idade,
massa corporal, estatura, IMC e percentual de gordura, diferindo apenas nas caracteristicas
de VO,max € FCmax. Os estudos encontrados na literatura que comparam estas caracteristicas
corroboram com nossos achados (MOSHER et al.,, 1998; DAVISON et al., 2002;
KOMATSU et al.,, 2004), exceto nos parametros de VOomsx € FCnax, Onde ndo sao
encontradas diferencas entre individuos jovens saudaveis e diabéticos tipo 1 sem
complicagdes. Este resultado indica que nossos voluntarios com diabetes possuem menor
poténcia aerébia quando comparados com o0s controles, embora nenhum participante
estivesse envolvido em programa de treinamento fisico. Este fato pode refletir um problema
sOcio-econdmico, uma vez que é necessario um controle glicémico acurado antes, durante e
depois da atividade fisica, 0 que pode acabar desmotivando os pacientes com diabetes a
pratica de exercicios.

A glicemia e a A;c s&0 muito importantes para a avaliacdo do controle glicémico e
fornecem informacdes diferentes sobre os niveis de glicose sangiinea. Os resultados de A;¢
refletem a glicemia média ao longo de dois ou trés meses precedentes. Por outro lado, 0s
niveis glicémicos revelam o nivel de glicose sangliinea na data e hora especificas em que o
exame for realizado. A combinacdo de determinacfes de Alc e testes de glicemia fornece
aos pacientes e médicos as informagdes que necessitam para avaliar continuamente a
eficicia da terapia para o diabetes.

Em nosso estudo, como era esperado, verificamos diferengas significativas nos
niveis de Aj;c e glicemia em jejum quando comparamos 0s voluntarios controles e
diabéticos. Os voluntarios controles apresentaram nives de Aj. considerados normais, e 0s
individuos com diabetes, mesmo sem complicacdo, apresentaram valores de A;c acima do
recomendado. Atualmente, a manutencdo do nivel de Alc abaixo de 7% é considerada

como uma das principais metas no controle do diabetes. Os resultados do UKPDS
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mostraram que o controle glicémico é crucial para a avaliacdo de riscos de complicacfes
microvasculares em pacientes com diabetes, ou seja, retinopatia e nefropatia, assim como
complicacbes macrovasculares como derrame cerebral e doenca arterial coronariana
(UKPDS, 1998), e que as complicagdes cronicas comecam a se desenvolver quando os
niveis de Alc estdo situados permanentemente acima de 7%.

Né&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas no perfil lipidico
quando comparamos os individuos controle e diabéticos, e nossos resultados corroboram
com outros estudos que também avaliaram perfil lipidico em individuos com diabetes tipo 1
sem complicacdes (SKYRME-JONES et al., 2000; ERCIYAS et al., 2004). Os lipidios
plasmaticos e suas fracdes lipoprotéicas possuem grande importancia no desenvolvimento
de doencas cardiovasculares; a manutenc¢do dos seus niveis em valores recomendados reduz
o risco de morbidade e mortalidades nos individuos com diabetes (ERCIYAS et al., 2004).

Poucas pessoas duvidam da importancia da nutricdo adequada nas diferentes
etapas de vida do ser humano. Esse fato é motivado pelo fato da nutricdo ser fonte de
elementos essenciais e de blocos construtores para preservar a massa corporal magra,
sintetizar novos tecidos, otimizar a estrutura esquelética, reparar as células existentes,
maximizar o transporte e a utilizacdo do oxigénio, manter um equilibrio hidroeletrolitico
6timo e regular todos os processos metabdlicos (EVANS et al., 1997). Uma alimentacao
equilibrada é composta por aproximadamente 55 a 60% de carboidratos, 12 a 15% de
proteinas e 20 a 30% de lipideos (McARDLE et al., 2001; CLARK, 1998). O fato de
realizar atividades fisicas de maneira assidua ndo implica necessariamente mudancas
importantes na alimentacdo, salvo que se deverdo consumir mais calorias quando houver
ais gasto energético (FERNANDEZ et al., 2002).

A ingestdo calorica dos grupos mostrou-se adequada as suas necessidades diarias.
A distribuicdo de macronutrientes em ambos 0s grupos se mostrou adequada, e ndo diferiu
entre os grupos. O consumo de proteinas mostrou-se acima das recomendacdes dietéticas
segundo o Subcomité das recomendacgBes de ingestdes dietéticas (IDR, 1989), que
preconiza o consumo de proteinas para individuos ndo atletas de até 1g/kg de massa
corporal.

Apos a suplementacdo de L-arginina, encontrou-se um aumento significativo da

excrecdo de uréia tanto nos individuos controle como nos diabéticos. Este aumento da
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concentracdo de ureia nos individuos suplementados com L-arginina nos garante que a
suplementacgéo foi efetiva nesta quantidade. Por ser um intermediério do ciclo da uréia, a
suplementagéo de L-arginina pode provocar um aumento da sua excregdo urindria, através
do estimulo da enzima arginase, que converte L-arginina em ornitina, liberando a uréia
(BRODY, 1999).

52 EFEITO DA DOENCA SOBRE A FUNCAO ENDOTELIAL E
ESTRESSE OXIDATIVO

5.2.1 Efeito da doenca sobre a fungdo endotelial

As técnicas mais utilizadas para avaliacdo da vasoreatividade sdo a ultrasonografia
Doppler e a pletismografia de oclusdo venosa. A ultrasonografia examina acuradamente a
integridade de um Unico conduto vascular, enquanto que a pletismografia de oclusdo
venosa permite uma avaliacdo da funcdo vascular em uma regido em particular e pode
subsequientemente fornecer informacdes sobre a reatividade de artérias de pequena
resisténcia, arteriolas e microvasculatura.

A partir dos nossos resultados, verificamos que os individuos com diabetes tipo 1
ndo apresentaram reducdo no fluxo sanglineo quando comparado aos individuos controle.
O endotélio modula o ténus vascular pela producdo de substancias vasoconstritoras e
vasodilatadoras (HERRMANN & LERMAN, 2001). Existem evidéncias que a
vasodilatacdo mediada pelo NO derivado do endoteélio esta prejudicada em modelo animais
e em humanos com diabetes do tipo 1 e do tipo 2 (COSENTINO & LUSCHER, 1998;
MAEJIMA et al., 2001; OUVINA et al., 2002; SYDOW & MUNZEL, 2003). Embora o
mecanismo preciso sobre o desenvolvimento das complicacGes diabéticas ainda ndo esteja
bem estabelecidos, a disfuncdo endotelial tem sido enfatizada em relacdo ao
desenvolvimento e progressao dessas complicacdes vasculares no diabetes (Maejima et al.,
2001). Outro fator que deve ser considerado € a hiperglicemia uma vez que estudos

demonstram que o aumento da glicemia a curto (Chakravarthy et al., 1998) e longo prazo
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(Maejima et al., 2001) prejudicam a ac¢do do vasodilatador 6xido nitrico, contribuindo para
a progresséo da disfuncao endotelial.

Encontramos na literatura uma discrepancia nos resultados de vasoreatividade nos
individuos jovens com diabetes tipo 1 quando comparados com individuos controle. Alguns
estudos demonstraram que ndo existe diferenca na vasoreatividade entre estes grupos
(ALLEN et al., 2001; ENDERLE et al., 1998; LAMBERT et al., 1996; LEKAKIS et al.;
1997), entretanto outros estudos verificaram que os diabéticos apresentam menor
vasoreatividade, mesmo na auséncia de complicacbes (POSTON & TAYLOR, 1995;
SMITS et al., 1993, SKYRME-JONES et al., 2000).

Nossos dados corroboram o estudo de Allen e colaboradores (2001), que avaliaram
a vasoreatividade de 15 individuos com diabetes tipo 1 e compararam com 15 individuos
controle, através da técnica de pletismografia de oclusdo venosa. Eles ndo verificaram
diferencas entre os grupos quando avaliaram a vasoreatividade em repouso e apds um
exercicio de prensdo manual (handgrip). Enderle e colaboradores (1998) avaliaram 17
diabéticos do tipo 1 sem complicacBes e 25 diabéticos do tipo 2 sem tratamento com
insulina, e compararam as respostas de perfil glicémico e funcdo vascular com individuos
controle. Os diabéticos do tipo 1 ndo apresentaram prejuizo na funcdo vasodilatadora, em
contraste com as respostas dos diabéticos tipo 2, que apresentaram prejuizo na funcéo
endotelial. Esta resposta poderia ser explicada pelo efeito benéfico do tratamento insulinico
sobre a preservacao da funcéo endotelial.

Heitzer e colaboradores (2001) avaliaram a funcdo endotelial de 39 diabéticos tipo
1 sem complicacBes vasculares através da técnica de pletismografia de oclusdo venosa, e
compararam o0s resultados com os de 11 individuos controle. Ndo foram encontradas
diferencas significativas nos valores quando comparados 0s grupos.

Mas também encontram-se na literatura estudos que verificaram diferencgas
significativas nos individuos diabéticos tipo 1 quando comparados aos controle. Skyrme-
Jones e colaboradores (2000) avaliaram 37 pacientes jovens com diabetes tipo 1, sem
historia de complica¢des vasculares (retinopatia, nefropatia e neuropatia), e 45 individuos
saudaveis como controle. Neste trabalho, a vasodilatacdo dependente e independente do
endotélio foi verificada através da ultrasonografia da artéria braquial e o fluxo sanglineo

foi avaliado pela técnica de pletismografia de oclusdo venosa do antebrago. Eles
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demonstraram um prejuizo na funcdo de vasodilatacdo dependente do endotélio dos
diabéticos, mesmo com satisfatorio controle glicémico e perfil lipidico normal.

A patogénese do diabetes pode envolver a reducdo da biodisponibilidade do NO
(TELCI et al., 2000). A disfuncéo endotelial induzida pela hiperglicemia pode resultar em
uma diminui¢do na producdo de NO, inativacdo do NO mediada pelos RLO, e/ou o
aumento dos fatores vasoconstritores produzidos pelo endotélio (OUVINA et al., 2001).
Recentemente tém-se utilizado a avaliagdo dos produtos estaveis de Oxido nitrico nos
fluidos bioldgicos, os nitritos (NO;) e nitratos (NOg3), através do método de Griess.
Utilizando-se deste método, alguns autores ndo encontram diminuicdo nos valores de 6xido
nitrico nos individuos com diabetes, quando comparado aos controles (CATALANO et al.,
1998; ELLIS et al., 1998). Entretanto, a literatura cientifica ndo apresenta consenso sobre
as concentracOes basais de 6xido nitrico em pacientes com diabetes quando comparados aos
controle.

Maejima e colaboradores (2001) avaliaram 129 pacientes com diabetes tipo 2 com
idades de 59 + 13 anos e 76 individuos ndo diabéticos com idade entre 58 + 18 anos. Eles
avaliaram as concentragdes de nitritos e nitratos plasmaticos e funcéo endotelial utilizando
eco-Doppler da arteria carétida. Os individuos com diabetes apresentaram maiores niveis
de nitratos, e que estes estavam correlacionados positivamente com a progressdo das
complicagbes diabéticas, peroxidos lipidicos e AGEs. Entretanto, a concentracdo
plasmatica de nitritos ndo era estatisticamente diferente dos individuos ndo diabéticos.

Os voluntéarios do presente estudo apresentavam niveis glicémicos acima do
recomendado, o que poderia contribuir para uma possivel disfuncdo endotelial. Entretanto,
este fendmeno ndo foi encontrado nestes pacientes. Poderia-se imaginar a existéncia de um
mecanismo de adaptacdo nestes pacientes, onde mesmo exposto as agressoes decorrentes da
hiperglicemia, o endotélio manteve sua funcionalidade. Para a afirmacdo desta hipdtese, séo
necessarios outros estudos que auxiliem a esclarecer o mecanismo de funcionamento do

endotélio frente a diferentes condigdes glicémicas.
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5.2.2 Efeito da doenca sobre 0 estresse oxidativo

A partir dos resultados, verificou-se que os individuos com diabetes tipo 1
apresentam parametros elevados de estresse oxidativo quando comparados aos dos
individuos controle. Estes resultados corroboram com outros estudos encontrados na
literatura (GRIESMACHER et al., 1995, LAAKSONEN et al., 1996, ATALAY et al.,
1997, SANTINI et al., 1997), que demonstram que individuos com diabetes tipo 1,
independentemente de apresentar complicacdes da doenca, apresentam maiores niveis de
lipoperoxidos, demonstrando suscetibilidade aumentada a estresse oxidativo. Existe na
literatura muitos trabalhos estudando pardmetros de estresse oxidativo em modelos
humanos de diabetes tipo e tipo 2, independente da presenca de tratamento insulinico e
complicagdes vasculares.

Apesar da técnica do TBARS como marcador de lipoperoxidagdo ser bastante
criticada pela baixa especificidade, diversos estudos utilizam-na e encontram resultados
consistentes (NOBARESCO et al., 1991; OZBEN et al., 1995; LAAKSONEN et al., 1996;
SANTINI et al., 1997; VANDERJAGT et al., 2001). Estes estudos, entre outros, mostram
que a lipoperoxidagdo esta aumentada tanto nos individuos com diabetes tipo 1 quanto nos
individuos com diabetes tipo 2. Resultados contrarios também podem ser citados,
entretanto torna-se dificil explorar todos os resultados devido as diferentes metodologias e
desenhos de estudo. Ainda ndo esta totalmente esclarecido o motivo pelo qual encontra-se
aumento de lipoperoxidos em individuos com diabetes, principalmente associado ao
desenvolvimento de complicacBes micro e macrovasculares. Uma hipdtese seria que o
aumento dos produtos finais de glicacdo (AGE) e oxidacdo no diabetes mellitus podem ser
resultado da producdo de superoxido, radical livre altamente deletério que estaria com
producdo aumentada no diabetes devido a deficiéncia da enzima superdxido dismutase
(ATALAY etal., 2002). Também a formacéo de peréxido de hidrogénio, radicais hidroxil e
a catdlise de outros metais de transicdo devido a hiperglicemia provocariam uma
diminuicédo da enzima antioxidante catalase, aumentando a formacao destes produtos finais
de glicacdo (LAAKSONEN, 1996).

Com o objetivo de avaliar pardmetros de estresse oxidativo de individuos jovens

com diabetes tipo 1, sem complicacdes vasculares, Telci e colaboradores (2000) avaliaram
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51 individuos com diabetes do tipo 1 e 48 individuos controle. Entre os parametros
avaliados, encontra-se NO, carbonil e TRAP. Embora ndo tenham encontrado diferencas
significativas nos niveis de NO de individuos diabéticos tipo 1 jovens, quando comparados
com os seus controles, eles verificaram que a capacidade antioxidante total estava
diminuida e os niveis de oxidacdo de proteinas estava aumentado. Estes resultados
corroboram o presente estudo, que também demonstrou dano oxidativo independente do
prejuizo da funcéo endotelial.

Maejima e colaboradores (2001) avaliaram 129 pacientes com diabetes tipo 2 com
idades de 59 + 13 anos e 76 individuos ndo diabéticos com idade entre 58 + 18 anos. Eles
avaliaram as concentracdes de nitritos, nitratos, perfil lipidico e glicémico, peroxidos
lipidicos e AGEs. Examinaram também a fung@o endotelial utilizando eco-Doppler da
artéria carétida, como discutido previamente. Os individuos com diabetes apresentaram
maiores niveis de Aj, nitratos, colesterol total e maior espessura da musculatura intima-
media da artéria. Entretanto, ndo apresentavam maiores niveis de peroxidos lipidicos.
Heitzer e colaboradores (2001) avaliaram a fungdo endotelial e estresse oxidativo de 39
diabéticos tipo 1 sem complicagdes vasculares, e compararam os resultados com os de 11
individuos controle. Igualmente ndo foram encontradas diferencas significativas na fungéo
endotelial nos valores quando comparados os grupos. Entretanto, os niveis de TBARS
estavam aumentados, mas os niveis de TRAP ndo diferiram entre controle e diabéticos.
Embora tenham sido verificados parametros de estresse oxidativo alterados nos pacientes
com diabetes tipo 1, este achado n&o foi correlacionado com o prejuizo da fungdo endotelial
nesta populacao, confirmando novamente os achados do presente estudo.

As ERO podem prejudicar todos os tipos de moléculas bioldgicas. O dano
oxidativo a proteinas, lipideos ou DNA pode ser altamente deletério, e podem ocorrer
concomitantemente. Os grupamentos carbonil tem sido utilizado como um marcador de
oxidagdo protéica (CHEVION et al., 2000), e o acumulo destes tem sido observado em
algumas doencas humanas, incluindo doenca de Alzheimers, diabetes, processos
inflamatorios, artrites e alguns tipos de cancer (DALLE-DONNE etl al., 2003). O acumulo
de proteinas oxidadas reflete ndo apenas a taxa de oxidacgdo protéica, mas também a taxa de
degradacdo da proteina oxidada, que € também dependente de muitas variaveis, incluindo

as concentracOes de proteases que preferencialmente degradam as proteinas oxidadas bem
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como do nivel de oxidacéo de proteina, e outros fatores (ions metal, inibidores, ativadores e
proteinas reguladoras), que afetam suas atividades proteoliticas (TELCI et al., 2000).

Verificou-se que os individuos com diabetes tipo 1 apresentaram maiores
concentracdes de carbonil em repouso quando comparados aos controle. Uma possibilidade
para a maior formacdo de grupamentos carbonil nos diabéticos seria a glicacdo e a
modificagdo com derivados de aldeidos oriundos da peroxidagdo lipidica (GOTO et al.,
1999). Estes dados vém ao encontro de outros estudos na literatura, que também
demonstram um aumento da concentracdo de carbonil em individuos com diabetes,
refletindo o estabelecimento de um processo oxidativo nestes pacientes (ENDERLE et al.,
1998; TELCI et al., 2000; MARTIN-GALLAN, 2003; ERYCIAS et al., 2004).

O presente estudo mostrou que os individuos com diabetes apresentam redugéo de
seus antioxidantes plasmaticos ndo enzimaticos quando comparados com os individuos
controle. Alguns estudos mostram que os individuos com diabetes tipo 1 sem complicacfes
apresentam diminuicdo na sua capacidade antioxidante (SANTINI et al., 1997; MARTIN-
GALLAN, 2003), entretanto outros autores ndo confirmam este resultado (RAHIMI et al.,
2005). O resultado do TRAP demonstrou que os individuos com diabetes perderam sua
capacidade antioxidante total mais rapidamente do que os grupo controle, demonstrando
possuir uma menor quantidade de compostos antioxidantes plasmaticos e,
consequentemente, menor protecdo contra a agressdo de radicais livres. Esse fato fica
demonstrado quando o grupo diabético ultrapassa o valor do antioxidante padrdo, que
possui uma atividade considerada como 100% ao longo de todo o tempo avaliado.

O é&cido urico, formado pelo catabolismo das purinas, é considerado um
antioxidante ndo enzimatico, mas sua producdo aumentada pode aumentar a producdo de
radicais livres pela ativacdo do sistema xantina oxidase, gerando radicais superoxido
(ANWAR & MEKI,2003). Nas concentragcdes plasmaticas normais, interage diretamente o
radical superdxido, bem como intermediarios oxigenados do hemo com altos estados de
valéncia do ferro e, adicionalmente, previne a formagdo do &cido ascérbico. Observou-se
que os individuos diabéticos apresentavam menores concentra¢fes de acido Urico quando
comparado ao seu controle, confirmando os achados do TRAP, que apontam que individuos
com diabetes possuem menores concentracdes de antioxidantes ndo enzimaticos. Este

achado pode ser decorrente do consumo destes antioxidantes para tentar neutralizar a acdo
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dos radicais livres, que estariam sendo produzidos em excesso, conforme verificado pelas

técnicas de lipoperoxidagéo e oxidacdo de proteinas.

5.3 EFEITO DO EXERCICIO SOBRE A FUNCAO ENDOTELIAL E
ESTRESSE OXIDATIVO

5.3.1 Efeito do exercicio sobre a funcéo endotelial

A pletismografia de oclusdo venosa tornou-se uma importante ferramenta para
entendermos o fluxo sangiiineo da musculatura esquelética em resposta ao exercicio em
humanos (JOYNER et al., 2001). No presente estudo, o exercicio aumentou o fluxo
sangliineo nos dois grupos estudados, e este aumento ndo foi diferente entre os grupos.
Nossos resultados corroboram os estudos de outros autores que estudaram fluxo sangtiineo
apos o exercicio aerobio (COPELAND et al., 1996; BROWN et al., 2000; HAMBRECHT
et al., 2000). Este aumento provavelmente deve-se a vasodilatacdo arterial promovida por
agentes como Oxido nitrico e prostaglandinas (JOYNER et al., 2001). O estresse de
cisalhamento promovido pelo exercicio € um importante componente do exercicio, que
através do influxo de calcio ird sensibilizar a enzima 6xido nitrico sintase (NOS) a
converter L-arginina em L-citrulina, liberando 6xido nitrico. Agewall e colaboradores
(1999) também demonstraram um aumento no fluxo sangtiineo do antebraco verificado por
pletismografia ap6s exercicio com handgrip em individuos saudaveis e com diabetes tipo 1.
E interessante ressaltar que, com este tipo de exercicio, foi detectado maior magnitude no
aumento do fluxo com o exercicio no grupo diabético, achado ndo verificado em nosso
estudo. Estes achados podem indicar que, na auséncia de complicacdes macrovasculares do
diabetes, a resposta vascular seria similar em individuos saudaveis e diabéticos.

Quando medimos o fluxo com pletismdgrafo imediatamente apds o exercicio, 0
6xido nitrico e as prostaglandinas também poderiam estar contribuindo para a dilatacéo
(BROWN et al., 2000; DYKE et al., 1995; ENDO et al., 1994). Entretanto, este ndo é um
achado universal. Outros estudos corroboram o presente estudo, pois 0s autores também
observaram um aumento do fluxo sanguineo independente de alterac@es na concentracao de

oxido nitrico. Wilson & Kapoor (1993) sugerem a contribuicdo de adaptagdes sistémicas ao
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exercicio sobre a vasodilatagdo em pessoas néo treinadas para explicar o aumento do fluxo
sanguineo induzido pelo exercicio independente do aumento da produgéo de 6xido nitrico
em humanos saudaveis. Adicionalmente, enquanto o treinamento em membros superiores
pode melhorar as respostas de fluxo sangliineo ao exercicio com handgrip, este resultado
néo parece ter relagdo com mecanismos endoteliais em humanos (GREEN et al., 1994).

Em pacientes com diabetes tipo 1, outro fator que poderia influenciar a
vasorreatividade seria a aptidao fisica individual. O treinamento melhora significativamente
o controle glicémico, podendo significar diminuicdo no risco de doencas cardiovasculares
tanto em individuos com diabetes tipo 1 quanto no tipo 2 (ALLEN et al., 2001; DAVISON
et al., 2002). Adicionalmente as modificacbes positivas sobre os pardmetros de risco
cardiovascular, sugere-se que o exercicio pode melhorar a fungdo endotelial, pelo aumento
do estresse de cisalhamento durante o trabalho muscular (AGEWALL et al., 1999). Até o
momento, nenhum estudo foi encontrado relacionando a aptidéo fisica e a vasorreatividade

em individuos com diabetes tipo 1, na auséncia de fatores de risco cardiovascular.

5.3.2 Efeito do exercicio sobre o estresse oxidativo

Sabemos que o exercicio estd associado com um aumento significativo do
consumo de oxigénio da musculatura esquelética (ASTRAND & RODHAL., 2003). O
VO.msx aumenta 10-15 vezes durante o exercicio em relagcdo ao periodo de repouso, e uma
pequena fracdo deste oxigénio (2-5%) € convertido a produtos intermediarios de oxigénio,
que podem produzir modificacdes bioquimicas e danos tissulares (ALESSIO, 1993).
Durante o exercicio, pode ocorrer dano tecidual ocasionado pela ativagdo muscular, e as
reacOes de estresse oxidativo poderiam contribuir para este dano. Verificou-se que o
exercicio em cicloergbmetro, em intensidade 10% abaixo do 2 ° LV durante 45 minutos ndo
modifica os parametros de estresse oxidativo em individuos saudaveis e diabéticos tipo 1.

Na literatura, encontram-se diversos estudos que avaliaram as respostas de estresse
oxidativo sob diferentes protocolos de exercicio e em diferentes populagdes. Também em
nosso grupo de pesquisa foram avaliados os efeitos do exercicio, em diferentes
intensidades, sobre os parametros de estresse oxidativo (SCHNEIDER, 2002; SILVEIRA,
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2004). No primeiro trabalho, foram avaliados os efeitos de trés diferentes intensidades de
exercicio em esteira rolante sobre parametros de estresse oxidativo em triatletas e
individuos nédo-treinados (SCHNEIDER, 2002). As intensidades avaliadas correspondiam
ao LV1, LV2 e uma intensidade intermediaria entre 0 LV2 e a maxima atingida pelos
voluntarios durante um teste de cargas progressivas em esteira rolante. Os resultados
apontam que o exercicio utilizado ndo modificou a lipoperoxidacdo e capacidade
antioxidante total em ambos o0s grupos estudados na intensidade correspondente ao LV2,
muito préxima a utilizada no presente estudo.

Em outro estudo desenvolvido em nosso laboratdrio, Silveira (2004) avaliou 0s
efeitos do exercicio aerdbio e anaerdbio sobre os pardmetros de estresse oxidativo em
individuos ndo treinados e jogadores de volei de praia. O exercicio aerébio correspondeu a
exercicio em cicloergbmetro em intensidade 10% abaixo do 2 ° LV durante 60 minutos; o
teste de Poténcia AnaerObia Lactica (Wingate) em cicloergbmetro foi utilizado como
exercicio anaerobio, onde cada individuo deveria pedalar o mais rapidamente durante 30
segundos, com uma carga aplicada de 75 g.kg™ de peso. Este autor demonstrou que o
exercicio aerébio durante 60 minutos aumentou significativamente os niveis plasmaticos de
MDA em individuos ndo treinados, resultado ndo encontrado no presente estudo. Uma
justificativa para esta discrepancia de resultados entre os estudos de um mesmo laboratorio
poderia ser a diferenca no tempo de exercicio dos estudos, sendo que Schneider (2002) e o
presente estudo realizaram exercicios de 40 e 45 minutos, respectivamente, sem encontrar
diferencas significativas nos niveis de lipoperoxidagao. Entretanto, Silveira (2004) utilizou-
se de protocolo de exercicio aerobio de 60 minutos, que pode aumentar o dano oxidativo
devido ao aumento do consumo de oxigénio durante um maior periodo de tempo. Neste
ualtimo trabalho, também foram avaliadas as respostas de acido Urico antes e depois do
exercicio aerobio, sendo que este se mostrou elevado apos o exercicio, sendo justificado
pelos autores como resultado do aumento do metabolismo das purinas ap6s a atividade
intensa.

Estudos demonstram que o exercicio aumenta os niveis de MDA em individuos
saudaveis (LIU et al., 2000) e em individuos com diabetes tipo 1 (LAAKSONEN et al.,
1996; ATALAY et al., 2002; LAAKSONEN, 2003). Em humanos, as medidas de

peroxidacdo lipidica em resposta ao exercicio ndo sdo consistentes. Um aumento na
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expiracdo de pentano foi encontrado durante o exercicio em humanos (KIM et al., 1996) e
em corredores de ultramaratona (WITT et al., 1992). Entretanto em outro estudo, Viinika e
colaboradores (1984) ndo encontraram aumento na expiracdo de pentano em maratonistas,
utilizando-se da mesma técnica e protocolo de exercicio. A intensidade e duracdo do
exercicio também influenciam na producdo de produtos de peroxidacdo lipidica, assim
como o local onde o exercicio esta sendo executado (polui¢do, radiacdo solar) e capacidade
fisica do individuo podem influenciar a resposta oxidativa celular (ALESSIO, 1993).
Exercicios intensos ou exaustivos em individuos néo treinados estéo relacionado com dano
oxidativo, que é mais freqiientemente observado no muasculo do gue no sangue.

Um aumento da concentracdo sanglinea de carbonil foi apontado por Alessio e
colaboradores (2000) ap6s o exercicio aerobio, mas ndo em um exercicio isométrico
repetitivo. Quando as ERO atacam os aminoacidos, os grupos carbonil sdo produzidos e
podem ser detectados no plasma humano. Esta técnica ainda tem sido pouco explorada em
estudos com exercicios em modelo humano, por ser pouco especifica e com baixa
reprodutibilidade (URSO, 2003). Entretanto, os grupamentos carbonil representam bons
marcadores da oxidagdo de proteinas in vivo. Também utilizado como um parédmetro de
estresse oxidativo, a capacidade antioxidante total ndo foi modificada apés 30 minutos de
atividade aerdbia em individuos controle (ALESSIO et al., 2000) .

Davison e colaboradores (2002), questionando a idéia de que individuos com
diabetes do tipo 1 sem complicacBes vasculares apresentam parametros elevados de
estresse oxidativo em repouso e induzido pelo exercicio, avaliaram 12 individuos diabéticos
tipo 1 jovens e do sexo masculino e compararam com 13 individuos saudaveis, em um
modelo semelhante ao utilizado no presente estudo, com medidas pré e pos-exercicio. Os
pacientes diabéticos apresentaram parametros de estresse oxidativo em repouso
estatisticamente diferentes dos individuos controle, e o exercicio ndo foi capaz de alterar
estes parametros, corroborando com os resultados do presente estudo. Entretanto, os
resultados de Laaksonen e colaboradores (2003) apontam um aumento do estresse
oxidativo induzido pelo exercicio em individuos com diabetes tipo 1, sem complicacfes
clinicas da doenca. Provavelmente, diferencas no controle do perfil lipidico e glicémico
destes pacientes, bem como a diferenca no tamanho das amostras, poderiam seriam

responsaveis pela discrepancia de resultados encontrados na literatura até 0 momento.
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Levando-se em consideragdo que a formacéo de radicais livres durante o exercicio
pode ser dependente da intensidade e do tempo de duragcdo do mesmo, é necessario levar
em consideracdo as caracteristicas fisiologicas dos sujeitos estudados. No caso do presente
estudo, diabéticos tipo 1 possuem limitagdes ao exercicio decorrentes da doenca, ndo sendo
adequado a realizagdo de exercicio de longa duracdo devido a grande possibilidade de
ocorrer hipoglicemia. Provavelmente o tempo de duracdo do exercicio ndo foi suficiente
para que fosse encontrado diferencas significativas nos produtos finais da lipoperoxidacao,
ou seja, na formacdo de MDA, principalmente porque a medida foi realizada no momento
imediatamente apds o término do exercicio. Se tivesse sido quantificado a formacdo de
dienos conjugados ao invés do MDA, talvez os resultados tivessem sofrido alteracfes pelo

exercicio.

54 EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE L-ARGININA SOBRE A
FUNCAO ENDOTELIAL E ESTRESSE OXIDATIVO

A suplementacdo de L-arginina ndo alterou os parametros de funcdo endotelial e
estresse oxidativo nos individuos controle. Nossos resultados corroboram outros autores,
que igualmente suplementaram, por via oral, individuos sem disfuncdo endotelial e ndo
encontraram resultados positivos nos parametros avaliados (ADAMS et al., 1994;
TAPIERO et al, 2002). Entretanto, os individuos diabéticos que realizaram suplementacao
com L-arginina tiveram seu fluxo sangiiineo aumentado quando comparado com a situacao
antes da suplementacdo sem alterar suas concentracdes plasmaticas de nitritos. Podemos
imaginar que a suplementacéo apenas se justifique em casos de doencas que predisponham
a disfuncdo endotelial, mesmo que estes pacientes ainda ndo apresentem manifestacdes
clinicas, como no caso do presente estudo. Nossos pacientes, apesar de ndo apresentarem
prejuizo significativo de sua fungdo endotelial, beneficiaram-se com suplementagdo de L-
arginina, aumentando seu fluxo sangiineo de repouso.

Apesar da L-arginina ser o substrato da formagdo do NO, considerado um
vasodilatador dependente do endotélio, apds a suplementacdo ndo foi observado um

aumento nas concentracGes plasmaticas de nitritos. Alguns autores reportam que as
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complicacfes vasculares do diabetes estdo associadas com aumento das concentragdes de
metabolitos do 6xido nitrico, NO,” e NOs” (MAEJIMA et al., 2001; OUVINA et al., 2001).
Portanto, um aumento do fluxo sangiineo sem conseqiiente aumento da concentragdo de
nitritos pode ser benéfico para os pacientes com diabetes.

Quanto aos efeitos da suplementagdo com L-arginina sobre os parametros de
estresse oxidativo, existe na literatura uma controvérsia sobre o papel do NO como
oxidante ou antioxidante. O NO teria propriedades antioxidantes, inibindo a sintese de
superoxido em nivel celular e promovendo reacfes de terminacdo do processo oxidativo, ao
mesmo tempo que pode interagir com os radicais superoxido, formando peroxinitrito e
levando a oxidacdo do LDL (ITURRI-YAKAMOTO et al., 1997). Walker e colaboradores
(2001) foram os pioneiros a avaliar o efeito da suplementacdo de L-arginina sobre
parametros de estresse oxidatvo, e ndo verificaram alteragcdes nestes apds a suplementacéo
de 15g de L-arginina por via oral, durante duas semanas. Para que os efeitos da L-arginina
sobre o estresse oxidativo em humanos seja esclarecido, mais estudos sdo necessarios e em
diferentes populacgdes.

Em doencas caracterizadas por uma diminuicdo da atividade do NO, como diabetes,
hipertensdo e insuficiéncia cardiaca, a suplementagdo com L-arginina pode restaurar
parcialmente a fun¢do do NO através seguintes mecanismos descritos na literatura:

-Na injaria por reperfusdo, o NO € rapidamente degradado por radicais livres de
oxigénio. A suplementacdo com L-arginina melhora a vasodilatacdo dependente do
endotélio através da competicdo pelo oxigénio molecular como substrato para a
transferéncia de elétrons e reducdo da geracdo de superdxido (HUK et al., 1997);

-Niveis elevados de dimetil-L-arginina assimétrica tem sido observado em ratos
hipercolesterolémicos. Postula-se que a dimetil-L-arginina assimétrica € um regulador
enddgeno da atividade da enzima NOs, e poderia atuar como um mecanismo competitivo,
sendo corrigido pela suplementacgdo de L-arginina (COOKE & DZAU, 1997);

-A L-arginina poderia atuar como um sequestrador de radicais, neutralizando a agédo
dos radicais livres e aumentando a meia-vida do NO (HUK et al., 1997).

Os efeitos da suplementacdo de L-arginina sobre a responsividade vascular e
pressdo sangiiinea em ratos diabéticos foi avaliada por Ozgelikay e colaboradores (2000).

Apols quatro semanas com tratamento de L-arginina, os ratos diabéticos reverteram
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totalmente a responsividade e sensibilidade da aorta a fenilefrina. A dilatacdo dependente
do endotélio também aumentou significativamente apos o tratamento com L-arginina, e 0s
niveis plasméaticos de MDA, que inicialmente encontravam-se elevados, diminuiram
significativamente. Todos estes efeitos encontrados com a suplementacdo de L-arginina
foram especificos aos ratos diabéticos, portanto ndo encontrados nos ratos controles.

Foram desenvolvidos nos Gltimos anos estudos com o objetivo de verificar o efeito
da suplementacdo deste aminodcido em algumas doengas cardiovasculares, como
hipertensdo, angina e insuficiéncia cardiaca. Lekakis e colaboradores (2002) randomizaram
35 pacientes hipertensos para receber 6g de L-arginina por via oral ou placebo, de forma
aguda. Observou-se uma melhora na disfuncdo endotelial nos pacientes que receberam L-
arginina, verificados atraveés das medida do didmetro da artéria e fluxo sangiineo em
resposta a hiperemia avaliados por ultrasom. Maxwell e colaboradores (2002), também com
um estudo randomizado, suplementaram pacientes com angina estdvel com 6,69 de L-
arginina durante duas semanas ou placebo. Os voluntarios que receberam L-arginina
melhoraram a funcdo vascular quando comparados aos individuos que receberam placebo.
Estes resultados sugerem que individuos com disfunc¢do endotelial podem se beneficiar com
a suplementacéo de L-arginina, resultado néo verificado em individuos controle.

Em um recente estudo, WELLS e colaboradores (2005) avaliaram o consumo
dietético de L-arginina de 13.401 voluntarios, através de recordatério alimentar de 24
horas, e correlacionaram estes valores com os niveis plasmaticos de proteina C-reativa, um
marcador inflamatério fortemente relacionado com o aparecimento de DCV. Como néo
existe uma recomendacao nutricional diaria de L-arginina, e estudos intervencionais com L-
arginina utilizam doses divergentes, os autores postularam que a ingesta diéria
correspondente ao percentil 90 seria 7,59 do aminodcido, estratificadas em trés doses
didrias de 2,5g. Os fatores intervenientes analisados foram a presenca de diabetes,
obesidade, hipertensdo, sedentarismo e consumo de fibras. Os resultados foram divididos
em 4 niveis de consumo de L-arginina: até 2,5¢g, de 2,5 a 5g, 5 a 7,59 e mais do que 7,5g de
L-arginina ao dia. Este estudo demonstrou que quanto maior a ingestdo diaria de L-
arginina, menor a probabilidade de aumento da proteina C-reativa, € quanto maior o

consumo de L-arginina, menor a concentracdo de proteina C-reativa. Estes resultados
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sugerem que individuos podem diminuir seus riscos de DCV aumentando a ingestdo de
alimentos ricos em L-arginina.

Poucos estudos foram encontrados em modelo humano investigando os efeitos da
suplementagdo de L-arginina em diabéticos. Wascher e colaboradores (1997) conduziram
um estudo visando verificar os efeitos de baixas doses de infusdo intra-venosa de L-
arginina em individuos controle, obesos e diabéticos tipo 2 sobre a vasodilatacdo mediada
pela insulina e sensibilidade a insulina nestes voluntarios. A L-arginina reverteu o prejuizo
da vasodilatacdo mediada pela insulina observada nos voluntarios obesos e nos diabéticos.
Nos individuos controle, ndo foi observado efeito sobre a vasodilatacdo mediada pela
insulina. Adicionalmente, a sensibilidade a insulina foi significativamente melhorada nos
trés grupos apés a infusdo de L-arginina. Estes dados sugerem que a vasodilatagdo
prejudicada em individuos obesos e diabéticos do tipo 2 pode ser normalizada pela L-
arginina intravenosa, e a melhora na sensibilidade a insulina pode indicar um possivel
mecanismo para a restauracdo da vasodilatacdo mediada pela insulina.

Thorne e colaboradores (1998) foram os primeiros a suplementar por via oral L-
arginina em pacientes jovens com diabetes tipo 1. Eles demonstraram que a administracdo
aguda de L-arginina ndo obteve efeitos benéficos sobre a funcdo endotelial em pacientes
com diabetes tipo 1, em contraste com os efeitos em hipercolesterolémicos. Em um estudo
posterior conduzido pelos mesmos autores, o objetivo foi determinar os efeitos da
suplementacgédo oral de L-arginina a longo prazo sobre a funcdo endotelial em pacientes
jovens com diabetes tipo 1 e comparar com um medicamento redutor de colesterol LDL
(MULLEN et al., 2000). Neste estudo, 84 adultos jovens com diabetes tipo 1 e
normocolesterolémicos foram randomizados para receber 7g de L-arginina por dia sob a
forma de suco com sabor de limdo, ou placebo sob a mesma forma, ou atorvastatina
(40mg/dia a noite) ou atorvastatina + L-arginina. O fluxo da artéria braquial foi mensurado
pela técnica do ultrasom de alta resolugdo no inicio e apds seis semanas do tratamento. A
atorvastatina resultou eu uma diminuicdo de 48 + 10% nos niveis séricos de colesterol
LDL, enquanto que os niveis séricos de L-arginina aumentaram 247 + 141% ap0s a terapia
com L-arginina. O tratamento de seis semanas com atorvastatina aumentou

significativamente o a dilatacdo mediada pelo fluxo, enquanto que a terapia com L-arginina
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néo teve efeito significativo sobre a funcdo endotelial e a administragcdo combinada também
ndo modificou os efeitos observados.

Outros estudos foram encontrados com administracdo de L-arginina e diabéticos,
entretanto realizados em modelo animal e avaliando os efeitos da suplementagédo sobre o
perfil lipidico e glicémico (FU et al., 2005; MIGUEZ et al., 2004), demonstrando efeito
benéfico da suplementacdo sobre estes parametros, o que poderia refletir sobre a melhora
da fungdo endotelial que teoricamente estaria prejudicada. Demais estudos sdo necessarios
para esclarecer os efeitos da suplementacdo oral de L-arginina em individuos diabéticos,
principalmente sobre os pardmetros de estresse oxidativo, no qual nenhum estudo original

foi encontrado para a discusséo dos dados do presente estudo.

5.5 EFEITOS COMBINADOS DA SUPLEMENTAGCAO DE L-ARGININA E
DO EXERCICIO SOBRE A FUNCAO ENDOTELIAL E ESTRESSE OXIDATIVO

Poucos estudos foram encontrados associando os efeitos da suplementagéo de L-
arginina e do exercicio sobre a funcdo vascular e estresse oxidativo. Adicionalmente, ndo
foi encontrado nenhum estudo em individuos com diabetes tipo 1.

Um resultado bastante intrigante verificado no presente estudo foi que, embora a
L-arginina tenha aumentado o fluxo sangliineo em repouso nos individuos com diabetes,
estes individuos tiveram o efeito vasodilatador do exercicio atenuado apos a
suplementagdo, ou seja, ndo apresentaram aumento significativo de fluxo sangiiineo ap6s o
exercicio, conforme havia sido observado antes da suplementacéo.

E interessante ressaltar que os individuos diabéticos que realizaram a
suplementagdo com L-arginina apresentaram valores de fluxo sangiiineo em repouso acima
do encontrado quando comparado a0 momento apds o exercicio antes da suplementagdo.
Isto poderia, em parte, explicar o porqué de ndo se encontrar aumentos dos valores de fluxo
apos o exercicio com a suplementacdo. Em relacdo ao efeito do exercicio no aumento do
fluxo sanguineo, estudos com cultura celular demonstram que a atividades da NOs e a
liberacdo do NO sdo moduladas por alteracdes promovida pelo estresse de cisalhamento do

fluxo sanglineo (MO et al., 1998). O aumento da expressdo de RNAm da enzima NOs



107

também ocorre em exercicios agudos ou treinamento (HAMBRECHT et al., 2000). Postula-
se, entdo, que partindo de uma situacdo de vasodilatagdo dependente do endotélio
aumentada, como no caso do diabéticos que receberam L-arginina, pode-se ter provocado
um estresse de cisalhamento de menor magnitude durante o exercicio e, consequentemente,
ndo aumentar a vasodiltagdo apds o exercicio quando comparada ao momento de repouso.

Outros estudos tém-se preocupado em avaliar as respostas da suplementacéo de L-
arginina sobre a toleréncia ao exercicio e capacidade aerdbia, uma vez que a propriedade
vasodilatadora poderia aumentar o consumo de oxigénio nos mausculos exercitados.
Utilizando-se de modelo animal, Maxwell e colaboradores (2001) testaram se a
suplementagéo de L-arginina seria capaz de aumentar a capacidade aerobia em um modelo
experimental de ratos com atividade reduzida de NO derivado do endotélio, e compararam
com ratos controles. Eles concluiram que a administracdo de L-arginina restaurou a sintese
do NO derivado do endotélio induzida pelo exercicio nos ratos previamente deficientes, e
que a L-arginina aumentou a capacidade aerobia em ambos os grupos. No ano seguinte,
utilizando-se de um modelo em humanos, os mesmos autores também verificaram uma
maior capacidade ao exercicio e melhora na funcdo vascular individuos com angina estavel
apos duas semanas de suplementacdo de 6,6g de L-arginina ao dia (MAXWELL et al.,
2002).

Com o objetivo de investigar o efeito da suplementacdo com L-arginina sobre a
capacidade ao exercicio em pacientes com infarto do miocardio e angina estavel,
CEREMUZYNSKI e colaboradores (1997) desenvolveram um estudo com delineamento
duplo-cego e randomizado, com um periodo de trés dias de tratamento. Os pacientes
receberam duas capsulas de 1g de L-arginina trés vezes ao dia (totalizando 6g/dia) durante
0 periodo de treinamento (n=12) ou placebo (n=10) com aparéncia idéntica. Os testes de
exercicio consistiram de teste maximo em esteira rolante, conforme protocolo modificado
de Bruce, que ocorreram antes e imediatamente depois da suplementacdo. Os resultados
demonstraram que a suplementacdo com L-arginina aumentou a tolerdncia ao exercicio
nestes pacientes, entretanto estes achados podem ser questiondveis se considerarmos a
possibilidade de aprendizagem ao exercicio durante o protocolo de estudo, que também

poderia influenciar no tempo de exercicio.
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Um estudo conduzido por Hambrecht e colaboradores (2000) avaliou o efeito da
suplementagdo de L-arginina e do exercicio sobre a funcdo endotelial em pacientes com
insuficiéncia cardiaca. Foram avaliados 40 pacientes, previamente randomizados em quatro
grupos: grupo controle, grupo suplementacdo, grupo treinamento e grupo suplementacao
mais treinamento. O periodo de tratamento durou 4 semanas; a suplementacao foi de 8g de
L-arginina via oral, em cépsulas, e o treinamento foi realizado com o ergbmetro handgrip, a
70% da forca méaxima. A funcdo endotelial foi avaliada através da afericdo do didmetro
arterial pela ultrasonografia. Os resultados demonstraram que tanto a suplementacdo de L-
arginina quanto o treinamento melhoraram a fungédo endotelial destes pacientes. Entretanto,
0 grupo que realizou suplementagdo adicionada do treinamento apresentou uma melhora
significativamente maior quando comparada aos outros grupos. Este estudo é pioneiro em
demonstrar que a suplementacdo de L-arginina adicionada ao treinamento subméaximo
apresenta efeitos benéficos quando comparados a suplementagdo ou treinamento isolados.

Conforme verificado nesta presente discussdo, existe na literatura cientifica uma
caréncia de estudos acerca dos efeitos da suplementacdo de L-arginina e do exercicio em
diabéticos do tipo 1. Nossos resultados sugerem que a suplementacao de L-arginina tenha
efeitos benéficos sobre a vasodilatacdo dependente do endotélio e que o exercicio aerébio
de 45 minutos ndo provoca danos oxidativos nestes pacientes, sendo ambos recomendaveis
para esta populacdo. Entretanto, a caréncia de estudos na area ndo nos permite afirmar com
seguranca esta premissa. Outros estudos sdo necessarios para esclarecer os efeitos
combinados da suplementacdo de L-arginina e do exercicio sobre a funcdo endotelial e
estresse oxidativo em individuos com diabetes, tanto no tipo 1 quanto no tipo 2. O
treinamento fisico também poderia modular estas respostas de forma positiva, uma vez que
encontramos em nosso estudo um efeito benéfico da L-arginina em repouso e nao
responsivo ao exercicio agudo. Talvez o treinamento fisico consiga modular a acdo do
RNAm da enzima eNOs, provocando o aumento da vasodilatacdo dependente do endotélio
tanto no repouso, conforme verificado no presente estudo com a suplementagdo, quanto na
situacdo pos-exercicio, fato nao verificado apds a realizacdo de um exercicio agudo nestes

pacientes.
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5.6 LIMITACOES DO ESTUDO

O presente estudo apresentou informagdes sobre a suplementacdo de L-arginina e
do exercicio em cicloergdbmetro sobre a funcdo endotelial e pardmetros de estresse
oxidativo em individuos saudaveis e com diabetes tipo 1. Entretanto, como todo estudo,
este apresenta limitacOes. Algumas derivadas da metodologia adotada, outras decorrentes
da visdo unilateral do pesquisador, e outras influenciadas por condigdes externas.

Inicialmente, cita-se 0 pequeno tamanho amostral avaliado no estudo, devido a
dificuldade de se contatar voluntarios com diabetes tipo 1 que atendessem os critérios de
inclusdo do estudo, como ter idade entre 18 e 30 anos e ndo apresentar complicagdes
vasculares. Ao longo do periodo de contato e avaliacdo dos voluntérios, apenas 10 que
atendessem a este perfil se disponibilizaram a participar do estudo. Acredita-se que, se
fosse avaliado um nimero maior de pacientes, alguns resultados que ndo apresentaram
significancia estatistica poderiam passar a té-la.

Também n&o ter-se realizado um modelo de estudo cruzado representou uma
limitacho para este estudo. Neste caso, o voluntario receberia os dois tipos de
suplementagdo separados por um periodo de tempo para que o suplemento anterior ndo
esteja mais no organismo (wash-out), sendo os individuos os seus préprios controles. Os
voluntarios com diabetes relataram que seria bastante complicado ficar mais do que dez
dias envolvidos com o estudo, principalmente porque alguns deles ndo moravam na cidade
onde foram realizadas as avaliacGes e também pelo desconforto de ficar controlando o
horéario da suplementacéo.

A ndo realizacdo de um controle alimentar nos voluntarios pode ter alterado
alguns parametros de estresse oxidativo, pois € conhecido que a alimentagdo pode
influenciar estes parametros. Como alguns voluntarios com diabetes realizavam
acompanhamento nutricional, preferiu-se ndo modificar seus habitos nutricionais, para que
0 protocolo de teste ndo oferecesse mais um desconforto a eles. Também é importante
ressaltar que, quando ndo modificamos os habitos alimentares dos individuos durante o
protocolo, temos uma resposta da suplementacgéo de acordo com a realidade do participante,
nédo representando a dieta um fator de confusdo para o estudo. Para atenuar este fato, foi

solicitado aos individuos que preenchessem recordatorio alimentar de trés dias na semana
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anterior ao inicio do protocolo e também durante o periodo de suplementagcdo, bem como
orientados a ndo consumir certos tipos de alimentos nas 24 horas antes dos testes de
exercicio.

O tempo de suplementacdo de apenas 7 dias pode ter sido insuficiente para alterar
0s parametros de estresse oxidativo, entretanto o periodo foi escolhido em fungdo da
revisdo de literatura realizada. A grande maioria dos estudos revisados apresentava tempo
de suplementacdo entre trés e vinte dias. No estudo preliminar realizado em nosso
laboratorio, trés dias de suplementacdo ndo representou tempo suficiente para alterar os
parametros de fluxo sangiineo e estresse oxidativo em individuos ndo diabéticos. Devido
ao fato de que alguns estudos apontavam alteragdes nos parametros de fungdo endotelial
apos um periodo de suplementacdo de sete dias, optou-se por adotar tal protocolo, visando
o0 conforto dos participantes do estudo.

O tempo de duracdo do exercicio foi igualmente insuficiente para alterar os
parametros de estresse oxidativo. Entretanto, a limitacdo de tal protocolo deve-se ao fato de
que individuos com diabetes tipo 1 apresentam grande possibilidade de apresentar
hipoglicemia durante o exercicio de longa duragdo. Lembrando-se que os voluntérios ndo
deveriam se alimentar durante o exercicio, este se tornou um fator limitante para 0s
diabéticos realizar exercicio de maior duragao.

Outro aspecto limitante das respostas de estresse oxidativo foi a auséncia da
analise de enzimas antioxidantes. A enzima SOD, principalmente, poderia auxiliar a
esclarecer o mecanismo de acdo do NO, no qual observou-se aumento da vasodilatagcéo
independente da alteracdo das concentracGes plasmaticas de nitritos. Foi realizado a
preparacdo do plasma para armazenamento, impossibilitando a anélise da enzima CAT nos
eritrocitos. Uma alteracdo na tecnica da SOD em nosso laboratério fez com que nosso
plasma ficasse armazenado durante um periodo superior a trés meses, e foi decidido entéo
ndo realizar tal andlise para que ndo fosse realizada interpretagdo equivocada desta variavel.

E finalmente, a auséncia do treinamento pode ser considerada uma limitagdo do
presente estudo, pois poderia potencializar os efeitos da L-arginina sobre o aumento da
vasodilatacdo dependente do endotélio modulando a acdo da enzima eNOs. Entretanto,
cabe ressaltar que este ndo era objetivo do estudo, que visou identificar as respostas de

funcdo endotelial e estresse oxidativo ao exercicio agudo.
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6 CONCLUSAO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo de L-arginina e do
exercicio em cicloergbmetro sobre a funcdo endotelial e parametros de estresse oxidativo
em individuos com diabetes tipo 1. A partir da apresentacdo e discussao dos resultados,
chegou-se as seguintes conclusdes:

a) Quanto ao efeito da doenca: Os individuos com diabetes tipo 1 sem
complicacbes apresentaram pardmetros aumentados de estresse oxidativo quando
comparado aos controle, embora néo tivessem funcéo endotelial prejudicada.

b) Quanto ao efeito do exercicio: O exercicio aumentou o fluxo
sanguineo nos dois grupos estudados, mas ndo alterou a concentracdo de nitritos
plasmaticos nem os parametros de estresse oxidativo.

c) Quanto ao efeito da suplementacdo: A suplementacdo de L-
arginina aumentou o fluxo sangtiineo em repouso nos individuos com diabetes, mas nao
alterou nos controle. A suplementacdo nédo alterou as respostas dos demais parametros
estudados nos grupos estudados.

d) Quanto ao efeito combinado da suplementacéo e do exercicio: A
suplementacdo com L-arginina atenuou o aumento do fluxo apds o exercicio nos
individuos com diabetes, impedindo que o aumento do fluxo sangiiineo apés o

exercicio, neste grupo, fosse estatisticamente significativo.

Estes resultados confirmam as hipdteses 2 e 5, que afirmavam que os individuos
diabéticos apresentavam parametros de estresse oxidativo elevados quando comparados aos
saudaveis e que a suplementacdo de L-arginina provocaria melhoras na fungdo endotelial
destes pacientes. A hipotese 3 foi parcialmente confirmada, ou seja, 0 exercicio aumentou o
fluxo sangliineo, mas ndo as concentragdes de nitritos, em ambos os grupos estudados. As

demais hipoteses foram rejeitadas, demonstrando que a suplementacdo de L-arginina nao
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modificou os pardmetros de funcéo endotelial e estresse oxidativo em individuos controle,
igualmente ndo modificando os pardmetros de estresse oxidativo nos diabéticos e a
auséncia de efeitos combinados benéficos da suplementacéo e do exercicio sobre a funcgao

endotelial e estresse oxidativo em individuos controle e diabéticos do tipo 1.
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Anexo 1 - Resultados do piloto realizado em novembro de 2003

ml.100mIt.min*
IN
'—

Antes Depois

Figura 1 - Efeito da suplementagéo de L-arginina sobre o fluxo sangiineo dos voluntarios
na situacao de repouso (p=0,267).
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Figura 2 — Efeito do exercicio sobre o fluxo sangliineo nos voluntérios nas situacfes antes e
depois da suplementacao (p = 0,003 e 0,002, respectivamente).
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Figura 3 — Delta de fluxo em decorréncia do exercicio nos momentos antes e depois da
suplementacéo (p=0,193).
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Vocé esté sendo convidado a participar de um estudo que visa verificar os efeitos
da suplementagdo de L-arginina sobre a resposta vascular durante o exercicio. Sera
necessario a realizacdo de uma dieta personalizada e calculada por nutricionista aos
voluntarios saudaveis, mas o0s individuos diabéticos que fazem acompanhamento
nutricional prévio com dieta planejada por profissional serdo orientados a ndo modificar sua
dieta habitual.

Sua presenca serd necessaria no Laboratdrio de Pesquisa do Exercicio (LAPEX)
da UFRGS, onde um teste méaximo serd feito em bicicleta ergomeétrica para determinar a
carga em que seré realizado o exercicio. Este exercicio, denominado teste subméaximo, teré
duracdo de 45 minutos e sera realizado no Servico de Hemodinamica do HCPA, com
coletas de sangue e pletismografia nos momentos antes e depois do exercicio. Neste dia,
vocé recebera cépsulas que deverdo ser ingeridas durante 7 dias antes da repeticdo do
protocolo de exercicio, e estas consistem em capsulas do aminoacido L-arginina ou placebo
(amido). A escolha se o individuos ira receber doses de L-arginina ou de placebo sera
aleatdria e nem o voluntario nem o pesquisador saberdo o que esta sendo ingerido. Apos
este periodo, vocé devera retornar ao HCPA para realizar novamente o protocolo de
exercicio, coletas de sangue e pletismografia. Duas coletas de sangue em jejum deverao ser
realizadas no LAPEX nos dias anteriores aos testes submaximos.

A suplementagédo de L-arginina, nesta dosagem, pode causar como efeito adverso
um aumento na sonoléncia, leves enjéos e nauseas. Entretanto, sdo raras as notificacdes
destes eventos. Por outro lado, a participacdo neste projeto terd& como beneficios uma
avaliacdo completa fisica e nutricional aos participantes, bem como avaliagdo da sua
glicemia, colesterol e triglicerideos.

O participante estara envolvido com o projeto por um tempo de 10 dias, se nao
ocorrer nenhum contratempo por parte do participante do estudo ou problemas nos
equipamentos de coleta de dados. Entretanto, cabe lembrar que a participagdo no estudo é
voluntéria, e o participante podera se retirar do estudo a qualquer momento, sem que iSso
represente qualquer tipo de prejuizo para o seu atendimento dentro da instituicdo onde o
projeto estd sendo realizado. Os resultados deste estudo serdo mantidos confidenciais e

quando divulgados preservardo o anonimato dos participantes.
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Os custos de deslocamento dos voluntarios até os centros de pesquisa onde
ocorrerdo as coletas de dados serdo ressarcido pelos pesquisadores.

O pesquisador responsavel se compromete a acompanhar os participantes e prestar
eventuais informacbes aos participantes a qualquer momento do estudo. Também se
compromete, caso houver uma nova informacgdo que altere o que foi previsto durante a
obtencdo deste consentimento informado, avisar imediatamente aos participantes e ao
Comité de Etica em Pesquisa, providenciando uma nova versdo deste termo de
consentimento.

Este termo de consentimento livre e esclarecido devera ser preenchido em duas vias,
sendo uma retida pelo sujeito da pesquisa, ou por seu representante legal, e outra arquivada
pelo pesquisador.

Os pesquisadores deste projeto de pesquisa s3o os Prof. Dr. Alvaro Reischak de
Oliveira (Fone: 3316.5861), Nut @ Ana Paula Trussardi Fayh (Fone: 3361.3757) e 0
pesquisador responsavel é Prof. Dr. Rogério Friedman, que pode ser contatado a qualquer
momento pelo telefone 3346.7041, tendo este documento sido revisado e aprovado pelo
Comité de em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Fone: 2101.8304) em
15/04/2005.

Data / [
Voluntario
RG:

Telefone de contato:
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ANEXO 4 - FICHA DE ANAMNESE

Nome:

Cadigo:

Endereco:

Cidade:

CEP:

Telefones:

E-mail:

Entrevista: / /

Doenca principal:

Sexo: ( )M () F Data de nascimento: / /

Diagnosticadaem: __ / /

Doencas associadas:

Medicamentos em uso

Nome do medicamento

Quantidade Horarios Observacoes

Fumante: ( ) sim ( ) ndo

Se sim: Calorias:

Dieta prescrita por profissional: ( ) sim ( ) ndo

Adesdo: ( ) boa ( )regular () ruim

Utiliza suplementos alimentares?

Pratica atividade fisica regular: ( ) sim ( ) ndo

Se sim: vezes por semana durante minutos  Total semanal: min

Pressao arterial:

Observac0es adicionais:
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ANEXO 5 - PAR-Q: QUESTIONARIO SOBRE PRONTIDAO PARA ATIVIDADE
FISICA

Nome do participante: Data:

O PAR-Q é designado para ajudar vocé a ajudar a si mesmo. Muitos beneficios de
salide estdo associados ao exercicio regular, e o preenchimento do PAR-Q é um primeiro
passo sensivel a ser dado se vocé esta planejando aumentar a quantidade de atividade fisica
em sua vida.

Para muitas pessoas, a atividade fisica ndo deve representar qualquer problema ou
risco. O PAR-Q tem sido designado para identificar o pequeno nuimero de adultos para
quem a atividade fisica pode ser impropria ou para aqueles que devem receber orientacao
médica sobre o tipo de atividade mais adequada para 0 seu caso.

O bom senso € o seu melhor guia para responder a estas perguntas. Leia-as
cuidadosamente e marque (\) no [ SIM ou [ NAO ao lado da questao, dependendo se ela

se aplica a vocé.

SIM  NAO

O 01 Seu médico alguma vez ja lhe disse que vocé tem problema cardiaco?

0 02 Vocé sente freqlientemente dores no coragao ou no peito?

0 1 3. Vocé muitas vezes se sente fraco ou tem fortes episddios de tontura?

0 1 4. Algum médico ja Ihe disse que sua pressdo arterial estava muita alta?

O 1 5. Seumedico alguma vez ja lhe disse que vocé tem um problema ésseo
ou articular tal como artrite que tenha sido agravado por exercicio ou

possa piorar com exercicio?
0 0 6. Hauma boa razao fisica ndo mencionada aqui pela qual vocé nao
deva seguir um programa de atividade mesmo que quisesse?
O 1 7. Vocé tem mais de 65 anos e ndo estd acostumado com exercicio

vigoroso?
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ANEXO 6 - RECORDATORIO ALIMENTAR

O objetivo deste registro é conhecer os seus habitos alimentares. Para que eles
estejam 0 mais proximo possivel da sua realidade, é importante que vocé anote TUDO o
que comer e beber durante estes 3 dias. Isto quer dizer o que comeres na hora das refeices
e fora delas também (as conhecidas “beliscadas”). Sempre que souber procure anotar as
marcas dos fabricantes (por exemplo, requeijdo da lacesa, pao integral da seven boys, etc.),
indicar quando o alimento for light ou diet. Procure anotar com detalhes as quantidades (em
medidas caseiras como colheres de sopa/cha, copo, caneca, etc.) e qualidades (se comer

fruta diga qual foi: banana, macé, etc.). Conforme exemplo abaixo:

DESJEJUM - 7h LANCHE - 18h
1 copo (de requeijdo) de leite 1 banana média e 3 bolachas de
desnatado agua e sal

1 colher de sopa cheia de nescau
1 banana caturra

1 péo francés de 50g JANTA - 22h

1 colher de sopa rasa - margarina Y, pizza sadia sabor calabresa
becel 2 copos de coca-cola

1 colher de sopa cheia de mel 3 bombons sonho de valsa

1 fatia de queijo lanche fatiado

CEIA - n&o comi nada
COLACAO - 10h

1 barra de cereal trio de morango
com chocolate

ALMOCO -12:30

1 prato fundo de macarrdo com 4
colheres de sopa cheias de molho
de tomate pomarola, mais 1 colher
de sopa cheia de queijo parmesao
ralado.

1 coxa de frango sem pele mais 1
sobrecoxa sem pele

2 rodelas finas de beterraba cozida
e 2 folhas médias de alface sem
tempero

2 copos (de requeijdo) de suco de
uva izzi

1 picolé chicabom de sobremesa




1° dia

2° dia

3°dia

DESJEJUM

LANCHE




ANEXO 7 — INQUERITO DE ATIVIDADE FISICA

Nome:

144

Data da entrevista: [

Caodigo do participante:

Liste abaixo suas atividades fisicas realizadas com planejamento prévio, que

sejam parte integrante de sua rotina. Segue exemplo abaixo para orientacao.

MODALIDADE FREQUENCIA DURAQAO INTENSIDADE
SEMANAL PERCEBIDA
Musculacdo 3x 60min Moderada
Caminhada 5X 45min Intensa
Ciclismo 2X 30min Leve (passeio)
MODALIDADE FREQUENCIA SEMANAL | DURACAO | INTENSIDADE PERCEBIDA

Responda atentamente as ¢

uestdes abaixo:

Quanto tempo em minutos vocé passa em frente a televisdo diariamente?

Quanto tempo em minutos vocé utiliza o computador com atividades de

trabalho/lazer diariamente?

Quantas horas vocé costuma dormir por noite de descanso?

Quais suas atividades de lazer mais frequentes (ex: ler, ir no cinema, passear, dancar,

ir ao teatro)?

Vocé realiza alguma atividade doméstica (ex: lavar louga, lavar roupa no tanque,
varrer a casa, lavar o carro, jardinagem, etc)? Cite e aponte a periodicidade da tarefa:
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ANEXO 8 - ORIENTACOES PARA O PERIODO DO PROTOCOLO

1) Sobre a alimentagéo

N&o é necessario a modificacdo de seus habitos alimentares, entretanto alguns cuidados serdo

necessarios durante o periodo dos experimentos, iniciando trés dias antes da primeira coleta

de sangue:

e Evite 0 consumo de alcool, principalmente nos dias anteriores as coletas de sangue.

e Evite 0 consumo excessivo de frituras, alimentos gordurosos, chocolates, balas, alimentos
enriquecidos com vitamina C e chimarrdo. Ndo consuma enlatados, embutidos, salsichas,
salames italianos, alimentos muito temperados ou temperos prontos, pepino, conservas,
catchup e mostarda. Ndo consuma alimentos que ndo fagcam parte de sua alimentagédo
habitual.

e Nas 24 horas anteriores aos testes de exercicio, ndo tome café preto e chimarrdo, e ndo
coma alimentos embutidos/enlatados.

e Na manha do teste de exercicio, vocé deverd comparecer ao HCPA em jejum para coleta
de sangue. L& vocé recebera alimentacdo que sera previamente combinada com a
pesquisadora, de acordo com sua alimentacdo habitual.

2) Sobre as coletas de sangue

As coletas de sangue acontecerdo da seguinte forma:

e No dia do exercicio, vocé deverd comparecer ao LAPEX em jejum de no minimo 8
horas. Serdo coletados 10mL de sangue para exames de colesterol, triglicerideos,
glicemia e hemoglobina glicada.

e Cerca de 60min apds a refeicdo serd realizado o exercicio, € novamente sera necessario
coletar sangue (15mL) antes e depois do exercicio para analises de estresse oxidativo e
funcéo vascular.

3) Sobre as coletas de urina
A urina sera coletada no HCPA na manha dos testes de exercicio, em jejum.

4) Sobre a suplementacéo

As capsulas deverdo ser administradas por um periodo de uma semana (7 dias), sendo 12
capsulas ao dia que deverdo ser ingeridas 4 capsulas as 8h, 4 capsulas as 16h e 4 capsulas as
24 horas. Caso aconteca de esquecer de tomar por um periodo de até 16h, ingira
imediatamente as capsulas esquecidas. Caso 0 esquecimento seja superior a 24 horas, contate
imediatamente a pesquisadora.

5) Sobre o0 exercicio: para os voluntarios diabéticos!

O exercicio sera realizado no HCPA em manhds previamente agendadas, em bicicleta
ergomeétrica e tera duracdo de 45 minutos. Ndo se esqueca que vocé ndo devera
aplicar a insulina na coxa ou na naddega na manha do teste, bem como ndo devera
aplicar insulina regular antes do exercicio. Ao longo do dia, ndo pule refeicdes,
capriche nas frutas e fique atento a sinais de hipoglicemia.

Qualquer duvida ou dificuldades para cumprir as recomendac6es acima especificadas
ligue a qualquer momento para os telefones (51) 3316.5861 — 3361.3757 — 8122.1041
ou mande e-mail para apfayh@hotmail.com
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ANEXO 10 - RESULTADOS DO TESTE DE NORMALIDADE
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Teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade das variancias

(Levene) para os grupos controle e diabéticos (p < 0,05).

Normalidade

Variaveis Controle Diabéticos Homegeneidade
Idade 0,458 0,621 0,842
Peso 0,364 0,287 0,628
Estatura 0,432 0,624 0,245
IMC 0,154 0,248 0,389
% G 0,350 0,624 0,457
PAS 0,260 0,152 0,129
PAD 0,187 0,178 0,204
Glicemia 0,157 0,087 0,145
Alc 0,378 0,568 0,285
Colesterol 0,288 0,429 0,479
HDL 0,375 0,426 0,356
Triglicerideos 0,226 0,168 0,441
Uréia 0,147 0,469 0,315
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Teste de normalidade (Shapiro-Wilks) e homogeneidade das variancias

(Levene) para os grupos controle e diabéticos (p < 0,05).

Normalidade
Variaveis Controle Controle Diabéticos Diabéticos Homegeneidade
L-arginina  placebo L-arginina  placebo

Uréia antes 0,248 0,277 0,548 ,0367 0,788
Uréia depois 0,415 0,352 0,247 0,143 0,578

AA Fluxo 0,220 0,650 0,305 0,407 0,369

AD Fluxo 0,460 0,131 0,286 0,824 0,010

DA Fluxo 0,377 0,055 0,260 0,295 0,086

DD Fluxo 0,606 0,010 0,620 0,104 0,518
AA Nitritos 0,143 0,591 0,466 0,011 0,508
AD Nitritos 0,010 0,950 0,922 0,080 0,755
DA Nitritos 0,183 0,673 0,184 0,148 0,734
DD Nitritos 0,046 0,378 0,496 0,184 0,990
AA TBARS 0,390 0,010 0,059 0,069 0,203
ADTBARS 0,286 0,312 0,457 0,251 0,065
DATBARS 0,933 0,722 0,031 0,044 0,025
DD TBARS 0,569 0,949 0,049 0,344 0,000
AA Carbonil 0,423 0,711 0,459 0,287 0,092
AD Carbonil 0,030 0,535 0,245 0,308 0,120
DA Carbonil 0,191 0,352 0,068 0,054 0,064
DD Carbonil 0,210 0,699 0,010 0,061 0,001
AA Ac Urico 0,037 0,227 0,128 0,153 0,385
AD Ac drico 0,746 0,422 0,248 0,410 0,223
DA Ac Urico 0,010 0,201 0,547 0,200 0,833
DD Ac Urico 0,011 0,497 0,203 0,254 0,687

Apesar de algumas variaveis apresentarem um indice de significancia
abaixo de 0,05, nenhuma varidvel obteve, nos quatro grupos e momentos, uma
significancia abaixo do proposto, portanto oferecendo uma possibilidade segura de
utilizagdo de testes paramétricos (PESTANA & GAGEIRO, 1998).
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ANEXO 11 - Tabelas com os resultados de funcéo endotelial e estresse oxidativo

Fluxo sangliineo e nitritos plasmaticos em repouso nos grupos controle e

diabéticos.
Fluxo (ml.200mlI™*.min™") Nitritos (fM)
Controle (n=20) 3,53+0,35 246 + 13,5
Diabéticos (n=10) 2,66 + 0,33 246 + 17,1
p 0,111 0,981

Parametros de estresse oxidativo nos grupos controle e diabéticos .

TBARS Carbonil AU
(nmoIMDA.mg ptn™) (fM.mg ptn™) (mg/dl)
Controle (n=20) 1,09+ 0,41 0,148 + 0,019 44,55 + 2,06
Diabéticos (n=10) 2,44 + 0,46 1,48 + 0,205 28,10 + 1,57
p 0,039 0,000 0,000

Resultados de fluxo sangliineo em repouso e depois do exercicio nos grupos

controle e diabéticos. Valores expressos em ml.100ml™*.min*

Controle (n=20) Diabéticos (n=10)
Repouso 3,53+0,35 2,66 + 0,33
Exercicio 5,46 + 0,65 3,77 + 0,36
p 0,001 0,000
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Resultados de nitritos em repouso e apds o exercicio, nos grupos controle e

diabéticos. Valores expressos em fM

Controle (n=20) Diabéticos (n=10)
Repouso 246 + 13,5 246 +17,1
Exercicio 233+ 154 240+ 9,3
p 0,487 0,758

Resultados de lipoperoxidacdo em repouso e apOs 0 exercicio nos grupos

controle e diabéticos. Resultados expressos em nmol MDA.mg PTN™

Controle (n=20) Diabeticos (n=10)
Repouso 1,09 + 0,41 2,44 + 0,46
Exercicio 0,83 + 0,68 2,40 + 0,19
p 0,517 0,937

Resultados de carbonil em repouso e ap6s 0 exercicio, nos grupos controle e

diabéticos. Resultados expressos em fM.mg PTN™

Controle (n=20) Diabéticos (n=10)
Repouso 0,148 + 0,0176 1,48 + 0,205
Exercicio 0,171 + 0,016 1,26 + 0,227
p 0,261 0,578

Resultados de &cido drico em repouso e apds O exercicio, nos grupos

controle e diabéticos. Resultados expressos em mg/ml.

Controle (n=20) Diabéticos (n=10)
Repouso 4455 + 2,06 28,10 + 1,58
Exercicio 41,93 +1,76 28,69 + 1,87
p 0,104 0,387
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Resultados de fluxo sangiiineo antes e ap6s a suplementacdo, nos grupos

experimentais. Resultados expressos em ml.100mI™*.min™

Controle Controle Diabéticos  Diabéticos
Placebo L-arginina Placebo L-arginina
(n=10) (n=10) (n=5) (n=5)
Antes 3,20+ 0,51 367+049 246+0,32 3,05+0,63
Depois 3,19 + 0,38 414+058 241+0,21 4,74+0,86
p 0,979 0,485 0,848 0,036

Resultados de nitritos antes e ap6s a suplementacdo, nos grupos

experimentais. Resultados expressos em fM

Controle Controle Diabéticos Diabéticos
Placebo L-arginina Placebo L-arginina
(n=10) (n=10) (n=5) (n=5)
Antes 223 + 22,2 265+ 14,0 237+19,0 255 + 30,2
Depois 252+ 154 257 + 16,6 249 +12.8 243+ 14,4
p 0,136 0,558 0,967 0,638

TBARS antes e depois da suplementacdo, nos grupos experimentais.

Resultados expressos em nmol MDA.mg PTN™

Controle Controle Diabéticos Diabéticos
Placebo L-arginina Placebo L-arginina
(n=10) (n=10) (n=5) (n=5)
Antes 1,55+ 0,81 0,64 + 0,092 3,01+ 0,83 1,87 +0,28
Depois 0,76 + 0,062 0,81+ 0,10 3,28 +0,94 3,03+ 0,65

p 0,346 0,254 0,852 0,176
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Carbonil antes e apds a suplementacdo nos experimentais. Resultados

expressos em fM.mg PTN™

Controle Controle Diabéticos Diabéticos
Placebo L-arginina Placebo L-arginina
(n=10) (n=10) (n=5) (n=5)
Antes 0,155+0,026 0,142 +0,0248 1,43 + 0,305 1,53 + 0,295
Depois 0,238 +0,033 0,105 + 0,0198 1,44 + 0,228 2,05+ 0,707
p 0,005 0,317 0,976 0,547

Concentracdo de acido urico plasmatico antes e ap6s a suplementacdo nos

grupos experimentais. Resultados expressos em mg/dl.

Controle Controle Diabéticos Diabéticos
Placebo L-arginina Placebo L-arginina
(n=10) (n=10) (n=5) (n=5)
Antes 47,22 + 2,52 41,87 + 2,52 30,15 + 3,57 26,05 + 3,57
Depois 46,27 + 3,15 41,04 + 3,15 28,07 + 4,46 28,29 + 4,46
p 0,801 0,758 0,423 0,393

Legenda para as proximas tabelas:

AA - antes da suplementacdo e antes do exercicio
AD - antes da suplementacéo e depois do exercicio
DA - depois da suplementacéo e antes do exercicio

DD - Depois da suplementagéo e depois do exercicio



sangiiineo nos grupos experimentais. Resultados expressos em ml.100ml™.min*

Controle Controle Diabéticos Diabéticos
Placebo L-arginina Placebo L-arginina
(n=10) (n=10) (n=5) (n=5)
AA 320+051 367+049 246+032 3,05+0,63
AD 445+055 6,22+109 315+046 455+0,45
DA 3,19+0,38 4,14+058 241+0,21 4,74+0,86
DD 540+088 626+087 309+049 540+0,81
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Efeitos da suplementacdo de L-arginina e do exercicio sobre o fluxo

Efeitos da suplementacdo de L-arginina e do exercicio sobre a concentracéo

plasmatica de nitritos nos grupos experimentais. Resultados expressos em fM

Controle Controle Diabéticos Diabéticos
Placebo L-arginina Placebo L-arginina
(n=10) (n=10) (n=5) (n=5)
AA 223+ 22,2 265 + 14,0 237+ 19,0 255 + 30,2
AD 250 + 14,9 216 + 26,9 243+ 158 238 +11,8
DA 252 + 15,4 257 + 16,6 249+ 128 243 + 14,4
DD 243 + 15,4 250 + 13,8 270 +17,0 271+17,7
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Efeitos da suplementacdo de L-arginina e do exercicio sobre a

lipoperoxidacdo nos grupos experimentais. Resultados expressos em nmol MDA.mg

PTN™
Controle Controle Diabéticos Diabéticos
Placebo L-arginina Placebo L-arginina
(n=10) (n=10) (n=5) (n=5)
AA 1,55+ 0,81 0,64 + 0,092 3,01+0,83 1,87 + 0,28
AD 0,91+0,13 0,75+ 0,044 2,17+0,11 2,62 + 0,36
DA 0,76 + 0,062 0,81+0,11 3,28+0,94 3,03+0,65
DD 0,71+ 0,073 0,66 + 0,072 2,74 + 0,40 2,63 + 0,50

Efeitos da suplementacdo de L-arginina e do exercicio sobre a oxidacdo de

protefnas nos grupos experimentais. Resultados expressos em fM.mg protefna™

Controle Controle Diabéticos Diabéticos
Placebo L-arginina Placebo L-arginina
(n=10) (n=10) (n=5) (n=5)
AA 0,155+0,026 0,142 +0,0248 1,43 + 0,305 1,53 + 0,295
AD 0,180 + 0,0228 0,163 + 0,0234 1,21 + 0,333 1,30 + 0,345
DA 0,238 +0,033 0,105 + 0,0198 1,44 + 0,228 2,05+ 0,707
DD 0,147 +0,0171 0,150 + 0,0271 2,14+ 0,878 2,01 + 0,869

grupos experimentais. Resultados expressos em mg/dl.

Efeitos da suplementacdo de L-arginina e do exercicio sobre o AU nos

Controle Controle Diabéticos Diabéticos
Placebo L-arginina Placebo L-arginina
(n=10) (n=10) (n=5) (n=5)
AA 47,22 + 2,52 41,87 + 2,52 30,15 + 3,57 26,05 + 3,57
AD 45,31 +2,21 38,55 +2,20 30,30 +3,1 27,07 + 3,11
DA 46,27 + 3,15 41,04 + 3,15 28,07 + 4,46 28,29 + 4,46
DD 44,96 + 3,80 42,22 + 3,80 29,18 + 5,37 28,36 + 5,37




