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Resumo

Introdugao: Diversas terapéuticas tém sido empregadas no controle do diabetes. Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos da suplementagdo com L-arginina e do exercicio resistido, isolado ou combinado sobre a massa corporal, glicemia e a forga
muscular de ratos diabéticos. Metodologia: Ratos Wistar foram divididos em 6 grupos: Controle (CON, n =5), estimulado eletricamente
(EE, n = 5), diabético sedentario (DS, n = 5), diabético L-arginina (DL-Arg, n = 5), diabético treinado (DT, n = 5) e diabético treinado
+ L-arginina (DT + L-Arg, n = 5). O diabetes foi induzido através da administracdo de aloxano na dose Unica de 40 mg/kg, i.v., duas
semanas antes do inicio dos protocolos. Foi avaliada a massa corporal, glicemia e a forca muscular no inicio, a cada duas semanas e
no final das 6 semanas dos procedimentos experimentais. Resultados: No inicio do estudo, o DS apresentou um aumento significativo
(p <0,001) da glicemia quando comparado com o CON. Apds as 6 semanas de estudo os animais do grupo DT e DT + L-Arg obtiveram
um aumento significativo (p < 0,01 e p < 0,001; respectivamente) nos niveis de forga quando comparado com o DS. Os animais DT +
L-Arg apresentaram uma redugdo significativa (p < 0,001) da glicemia plasmatica ao longo do tratamento quando comparado com o
DS. Conclusdo: A suplementagdo com L-arginina associada ao exercicio resistido aumenta a forca muscular e promove um equilibrio
metabdlico em animais diabéticos.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus. Arginina. Treinamento de resisténcia.

Abstract

Introduction: Several therapies have been used to control diabetes. Objective: The aim of our study was evaluate the effects of
L-arginine supplementation and resistance exercise, alone or in combination on body weight, blood glucose and muscle strength in
diabetic rats. Methodology: Wistar rats were divided into 6 groups: control (CON, n = 5), electrically stimulated (ES, n = 5), sedentary
diabetic (SD, n = 5), diabetic L-arginine (DL-Arg, n = 5), trained diabetic (TD, n = 5) and trained diabetic + L-arginine (TD + L-Arg, n = 5).
Diabetes was induced by administration of alloxan in a single dose of 40 mg / kg, iv, two weeks before the start of the protocols. Was
evaluated the body mass, blood glucose and muscle strength at the beginning of the experiment, every two weeks and at the end of
the experimental procedures. Results: At baseline, the DS showed a significant increase (p < 0.001) glucose when compared with the
CON. After 6 weeks of study animals from group TD and TD + L-Arg had a significant increase (p < 0.01 and p < 0.001, respectively)
at muscle strength. The animals TD + L-Arg presented a significant reduction (p < 0.001), plasma glucose during the treatment group
compared to SD. Conclusions: L-arginine Supplementation associated with resistance exercise increases muscle strength and promotes
a metabolic balance in diabetic animals.

Keywords: Diabetes mellitus. Arginine. Resistance training.

INTRODUGAO

O diabetes mellitus (DM) pode ser definido
como um grupo heterogéneo de disturbios metabdlicos
caracterizados pela hiperglicemia, causado por uma
disfungdo na secrec¢do da insulina ou na agdo desta,
ou por ambas as coisas (SHI et al., 2006; ADA, 2008).
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Existem dois tipos principais de DM, o DM tipo 1 (DM1)
onde os portadores sdo dependentes do uso da insulina,
e o DM tipo 2 (DM2), em que os pacientes apresentam
uma concentragdo plasmatica do hormoénio mas este
é ineficaz (SBD, 2007). Em condig¢des cronicas o DM1
descompensado resulta em disfuncdo, lesdo e, em tltima
instancia, insuficiéncia de vdrios 6rgaos (ADA, 2008).
Dentre as diversas terapéuticas empregadas na
melhora do DM, tem sido indicada a prevengao primaria
gue inclui mudangas na dieta alimentar e a pratica de
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exercicio fisico regular (LI; CULVER; REN, 2003). Estudos
apontam que a suplementagdo com o aminoacido
L-arginina (L-Arg) promove uma ac¢do benéfica sobre
a regulacdo da glicose plasmatica no DM (KOHLI et al.,
2004; WEST et al., 2008). Ao longo dos ultimos 20 anos
as areas da bioquimica, nutricdo e farmacologia tem
exaustivamente estudado as fung¢Ges nutricionais e
terapéuticas da L-Arg no tratamento e na prevenc¢ao de
disturbios metabdlicos (MCKNIGHT et al., 2010).

Recentemente, estd em destaque o importante
potencial terapéutico do exercicio resistido (ER) (BRAITH;
STEWART, 2006). O ER demonstra ter um efeito benéfico
na melhora do controle glicémico e na reducdo da
pressdo arterial sistdlica em individuos com DM2
(CASTANEDA et al., 2002). Estudos também apontam
que o ER promove um controle glicEmico em animais
diabéticos do tipo | (FARRELL et al.,1999).

Apesar dos varios beneficios que a suplementacao
com a L-Arg e ou o ER podem oferecer aos pacientes
com diabetes tipo |, ainda ndo sdo conclusivos os
efeitos da associagdo da suplementagcdo com a L-Arg e
o ER sobre a massa corporal, o metabolismo da glicose
plasmatica e a forca muscular. A hipdtese deste estudo
é que a suplementag¢do com a L-Arg e o ER, isolados
ou associados, podem minimizar os efeitos deletérios
causados pelo diabetes tipo | sobre a massa corporal,
favorecendo um maior controle glicémico e uma melhora
no condicionamento fisico de ratos Wistar tratados por
6 semanas. Dentro deste contexto, o objetivo do nosso
estudo foi avaliar os efeitos da suplementag¢do com
L-arginina e do exercicio resistido, isolado ou combinado
sobre a massa corporal, glicemia e a forga muscular de
ratos diabéticos induzidos por aloxano.

MATERIAIS E METODOS

Animais e drogas

Foram utilizados em todos os experimentos 30
ratos machos Wistar (250 — 300 g) provenientes do
biotério central da Universidade Federal de Sergipe.
Os animais foram mantidos sob condi¢cdes controladas
de temperatura (22 + 12C) e ciclo claro-escuro de 12
horas, tendo livre acesso a alimentacdo e dgua. Todos
os procedimentos descritos no presente trabalho foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
da Universidade Federal de Sergipe, Brasil (Protocolo
numero 45/08) e seguiu as normas sugeridas pelo
Comité Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

As drogas utilizadas foram: aloxano (ALX) e
L-arginina > 98,5% (L-Arg) (Todos da Sigma Chemical
Co, St Louis, MO, USA).

Delineamento experimental

Os animais foram divididos em 6 grupos: 1)
controle (CON, n =5, animais sauddveis e sedentarios); 2)
estimulado eletricamente (EE, n =5, animais saudaveis e
sedentarios); 3) diabético sedentario (DS, n =5, animais
diabéticos e sedentarios); 4) diabético L-arginina (DL-

Arg, n = 5, animais diabéticos e suplementados com a
L-arginina); 5) diabético treinado (DT, n = 5, animais
diabéticos e treinados com o exercicio resistido); 6)
diabético treinado + L-arginina (DT + L-Arg, n =5, animais
diabéticos e suplementados com a L-arginina associada
com o exercicio resistido). Os protocolos experimentais
tiveram a duragdo de 6 semanas para todos os grupos.

Indugdo do diabetes, avaliagdo da glicemia e da
massa corporal

A inducdo do diabetes experimental foi realizada
conforme descrito em Carvalho et al., 2010. Os animais
foram induzidos através da administracdo de ALX na dose
Unica de 40 mg/kg, i.v. (veia peniana), duas semanas
antes do inicio dos protocolos de tratamento. Apds uma
semana da induc¢do do diabetes experimental os animais
com glicemia = 200 mg/dL foram selecionados como
diabéticos. A glicemia foi medida uma semana ap0ds
o tratamento com aloxano utilizando fitas reagentes
(ACCU-CHEK Advantage Il, Roche, Sdo Paulo/SP, Brasil)
acoplada a um glicosimetro portatil digital (ACCU-CHEK
Advantage Il, Roche, Sdo Paulo, SP, Brasil). A glicemia e a
massa corporal foi avaliada 24h antes do inicio do estudo
(semana 0), semana 2, semana 4 e 24h ap0ds a realizagdo
da ultima sessdo de tratamento na semana 6.

Suplementagdo com l-arginina

Os grupos DL-Arg e DT + L-Arg receberam a L-Arg
através da agua de beber na concentragdo de 1,25 mg/
mL durante as 6 semanas de tratamento (OZCELIKAY et
al., 2000). Esta concentragdo é considerada segura, pois
a tolerancia da administra¢do oral para ratos é de 2,14
g/ kg de peso corporal/ dia (WU et al., 2007). Os animais
foram mantidos em caixas coletivas, uma vez que nao
existem diferengas na ingesta da racdo e agua entre
caixas coletivas de ratos tratados com a L-Arg (KOHLI et
al., 2004). Os demais grupos beberam agua filtrada sem
a suplementagdo durante as 6 semanas de tratamento.

Protocolo de exercicio resistido e a avaliagdao da
forga muscular

O treinamento resistido foi realizado em
aparelho de agachamento segundo modelo de Tamaki;
Uchiyama; Nakano, 1992. Os animais dos grupos DT
e DT + L-Arg, apo6s 1 semana de habituagdo, foram
treinados através de 3 séries de 10 repetigdes, com
intervalos de repouso de 60 s, intensidade de 50% da
carga estabelecida através do teste de uma repeticdo
maxima (1RM) e com uma frequéncia de 3 vezes
por semana (SBD, 2007). A carga de treinamento e
a intensidade foram reajustadas a cada 2 semanas
(semana 0, 2, 4 e 6) através de um novo teste de 1RM.
O grupo EE recebeu a mesma intensidade do estimulo
e 0 mesmo numero de séries e repeticdes que os
grupos treinados, mas sem carga de treinamento e
movimento do exercicio. Os grupos CON, DS e DL-Arg
foram manipulados e fixados ao aparelho 3 vezes por
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semana, durante 5 min sem a aplicacdo de estimulo
elétrico.

Os parametros de estimulagdo elétrica foram
realizados conforme descrito em BARAUNA et al.,
2005. Os animais foram estimulados a executar as
séries através da aplicacdo de estimulos elétricos (20
V, 0.3 s de duracdo, 3 s de intervalo) por eletrodos
(ValuTrode, Modelo CF3200, Axelgaard, Fallbrook,
CA, EUA) fixados na cauda e conectados a um
eletroestimulador (BIOSET, Physiotonus Four, Modelo
3050, Rio Claro, SP, Brasil). A forca muscular méxima
dos animais foi avaliada através do teste de uma
repeticdo maxima (1RM).

Analises estatisticas

Os valores foram expressos como a média +
desvio padrdo da média. Para avaliar a significancia
das diferencas entre as médias, foram utilizados
guando necessdrio os testes t de Student (pareado e
ndo-pareado) e a analise de variancia (ANOVA) de uma
via ou duas vias seguido do pds-teste de Bonferroni.
Os valores foram considerados estatisticamente
significativos quando p < 0,05. Para todos estes
procedimentos foi utilizado o programa estatistico
GraphPad Prism versdo 3.02 (GraphPad Software, San
Diego,CA, E.U.A.).

RESULTADOS

Massa corporal

O peso corporal dos animais no inicio do estudo
foi similar em todos os grupos (Tabela 1 e Figura 1). Ao
final do protocolo experimental, os animais dos grupos
CON e EE apresentaram um aumento significativo (p <
0,01) do peso corporal quando comparado ao periodo
inicial do estudo (Tabela 1).

No final do protocolo experimental os animais
do grupo DS reduziram significativamente (p < 0,001)
seu peso corporal quando comparado ao grupo CON
(Tabela 1).

No entanto, os animais dos grupos DL-Arg, DT
e DT + L-Arg mantiveram o peso corporal durante
todo o protocolo experimental quando comparado
ao grupo DS (Figura 1).

Glicemia

Apds as 6 semanas de tratamento, ndo foram
observadas variagdes nas glicemias dos animais CON
e EE (Tabela 1). No inicio do estudo, o DS apresentou
um aumento significativo (p < 0,001) da glicemia
gquando comparado com o CON (Tabela 1). Por outro
lado, os animais DT + L-Arg apresentaram uma reducdo
significativa (p < 0,01; p < 0,001) deste parametro
a partir da segunda semana de tratamento quando
comparado com o grupo DS (Figura 2).
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Figura 1. O efeito de 6 semanas de exercicio resistido sobre a
massa corporal (g) dos grupos dos diabético sedentario (DS, n
= 5), diabético L-arginina (DL-Arg, n = 5), diabético treinado
(DT, n = 5), diabético treinado + L-arginina (DT + L-Arg, n = 5).
As diferencas estatisticas foram determinadas pelo teste ANO-
VA de duas-vias seguido do pds-teste de Bonferroni.

Tabela 1. Variagdo do peso corporal, glicemia e o teste de 1 RM dos ratos no inicio e ao final de 6 semanas de pro-

tocolo experimental.

Grupos Semanas Peso corporal (g) Glicemia (mg/dL) 1 RM (g)

0 264 + 20,4 82+3,5 1525 +108,8
CON (5)

6 316 +21,2% 75%6,6 1675 = 103,0

0 262 + 13,6 83+4,0 1500 £ 105,4
EE (5) ”

6 306 + 16,8 77+7,1 1625+£121,0

0 2524 20,8 4114504 1037£70,5
DS (5) \

6 237 +21,3 496 + 46,1 1000 £ 56,6

Grupo controle (CON), estimulado eletricamente (EE) e diabético sedentario (DS). O nimero de animais utilizados
esta representado entre parénteses. Os resultados foram expressos como média * DP. As diferencas estatisticas en-
tre as médias foram determinadas pelo teste t de student pareado (intra-grupo) ou pela ANOVA de uma-via seguido
do pds-teste de Bonferroni (inter-grupo). ***p < 0,001 vs CON; #p < 0,05, ##p < 0,01 valores iniciais vs valores finais.

1 RM: Teste de uma repeti¢do maxima.
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Figura 2. O efeito de 6 semanas de exercicio resistido sobre a
massa corporal (g) dos grupos dos diabético sedentério (DS, n
=5), diabético L-arginina (DL-Arg, n = 5), diabético treinado
(DT, n =5), diabético treinado + L-arginina (DT + L-Arg, n = 5).
As diferencas estatisticas foram determinadas pelo teste
ANOVA de duas-vias seguido do pds-teste de Bonferroni. **p
< 0,01, ***p < 0,001 vs DS.

For¢a muscular

Como demonstrado na Tabela 1, os grupos CON e
EE ndo apresentaram variacdes em seus niveis de forca
muscular durante o estudo. Apds as 6 semanas de estu-
do os animais dos grupos DT e DT + L-Arg aumentaram
significativamente (p < 0,01 e p < 0,001; respectiva-
mente) os niveis de forca quando comparado com o
grupo DS (Figura 3).
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Figura 3. O efeito de 6 semanas de exercicio resistido sobre a
massa corporal (g) dos grupos dos diabético sedentario (DS, n
=5), diabético L-arginina (DL-Arg, n = 5), diabético treinado (DT,
n = 5), diabético treinado + L-arginina (DT + L-Arg, n = 5). As
diferencgas estatisticas foram determinadas pelo teste ANOVA
de duas-vias seguido do pos-teste de Bonferroni. ***p < 0,001
vs DS; ##p < 0,01 vs DS.

DISCUSSAO

A reducdo do peso corporal, o aumento nos ni-
veis glicémicos e o baixo condicionamento fisico foram
observados nos animais induzidos ao diabetes no pre-
sente estudo. E relatado que o aloxano causa a destrui-
¢do de grande parte das células B-pancreaticas o que
impossibilita a producdo de insulina necessaria para de-
manda do organismo (LEZEN; PANTEN, 1988; SKUDEL-
SKI, 2001). O modelo experimental de diabetes induzido

pelo aloxano é do tipo 1 e apresentam sintomas seme-
Ihantes aos encontrados em humanos, tais como perda
de peso, poliuria, polidipsia, polifagia, glicosuria, ceto-
nuria, aumento da produgdo das espécies reativas de
oxigénio, hipoinsulinemia e hiperglicemia (LENZEN;
PANTEN,1988).

A hiperglicemia avaliada nos animais diabéticos,
nao foi atenuada com a suplementagdo cronica de L-Arg.
O tratamento com a suplementacdo de L-Arg tem de-
monstrado ser capaz de regular os niveis da insulina e
glicose plasmatica de ratos diabéticos tipo | (KOHLI et al.,
2004; WEST et al., 2008). Niveis normais da insulina plas-
matica promove a captacdo da glicose periférica pelo
musculo esquelético para a manutenc¢do da homeostase
metabdlica do organismo (LONG et al., 2011). Talvez o
controle glicémico dos animais diabéticos suplementa-
dos com a L-Arg ndo ocorreu devido a hiperglicemia se-
vera observada nos animais a partir da segunda semana
de tratamento. Estes achados também podem ser justi-
ficados por outros estudos que suplementaram cronica-
mente com a L-Arg ratos diabéticos tipo | e o protocolo
de tratamento ndao modificou a insulina plasmatica, gli-
cose, colesterol e triglicerideos (OZCELIKAY et al., 2000).
No entanto, pouco se sabe sobre a farmacocinética da
L-Arg nas diferentes fases do ciclo de vida ou em diferen-
tes estados de doenga (WU et al., 2007).

Além da suplementa¢do com a L-arg, o ER foi uti-
lizado como forma de tratamento e o mesmo foi capaz
de melhorar o condicionamento fisico dos animais dia-
béticos do estudo. Por outro lado, o ER nao foi capaz de
impedir o aumento dos niveis plasmaticos da glicose. A
glicose é um importante nutriente para o exercicio fisico
e a sua captacdo pela musculatura envolvida durante o
treinamento depende da perfusdo capilar, da permeabi-
lidade da membrana muscular e da concentragao plas-
matica de glicose (JENSEN; RICHTER, 2012). De maneira
semelhante aos ratos diabéticos suplementados com a
L-Arg, os animais exercitados, apresentaram uma hiper-
glicemia severa, e possivelmente os estimulos provoca-
dos na musculatura envolvida durante o exercicio ndo
foram suficientes para controlar os altos niveis da glicose
plasmatica encontrada nos animais. Existem relatos na
literatura que animais com hipoinsulinemia nao reduzi-
ram os niveis plasmaticos da glicose apds o treinamento
cronico de corrida em esteira (GOODYEAR et al., 1988).
Por outro lado, Farrell colaboradores (1999) demons-
tram que o tratamento com o ER ao final de 8 semanas
reduz a glicemia de animais com diabetes tipo I. Deve-
mos ressaltar que os dados na literatura em relagdo aos
beneficios metabdlicos do ER sobre a prevencdo e o tra-
tamento do diabetes tipo |, ainda ndo sdo consistentes.

Interessantemente, quando foi associada a suple-
mentagdo de L-Arg ao ER os animais diabéticos ganha-
ram for¢a muscular e reduziram os niveis plasmaticos da
glicemia a partir da segunda semana de tratamento.
Com isto, o estudo demonstrou que a associagao dos
dois tratamentos promoveu uma maior capta¢do da gli-
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cose plasmatica nos animais diabéticos. A hiperglicemia
foi controlada possivelmente pela amplificagio de me-
canismos ainda nao conhecidos e que levam a um po-

tente efeito hipoglicemiante.

CONCLUSAO

Coletivamente estes resultados demonstram que
o modelo de exercicio resistido adotado é capaz de
melhorar os niveis de forca muscular de animais
diabéticos. Nenhum dos tratamentos foi capaz de
modificar o peso corporal dos animais de todos os
grupos. Com base no que foi observado, parece que a
suplementagdo com a L-Arg associada ao ER em animais
diabéticos tipo | é capaz de causar um equilibrio
metabdlico que os tratamentos isolados ndo sdo capazes
de favorecer quando os animais apresentam uma
hiperglicemia severa. Estes achados apontam
perspectivas para novos estudos sobre os efeitos e os
possiveis mecanismos envolvidos no controle glicémico
de pacientes diabéticos do tipo | suplementados com a
L-Arg associada ao exercicio resistido.
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