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Resumo

As doengas cardiovasculares (DCV) séo as principais causas de morbilidade e de
mortalidade a nivel mundial, sendo da maxima importancia explorar novas estratégias
farmacoterapéuticas por forma a retardar a sua progressdo e minimizar o impacto na
vida dos doentes. O endotélio vascular desempenha um papel fundamental no
funcionamento do sistema cardiovascular, sendo responsavel, entre outras funcées, pela
regulacdo do tonus vascular, sendo 0 monoxido de azoto (NO) o vasodilatador mais
importante neste aspeto. As DCV acompanham-se frequentemente pela disfuncéo
endotelial, caracterizada pela diminuigdo da biodisponibilidade de NO, que acelera a
sua progressdo e piora o prognostico. De forma a reverter esta situagdo, tem sido
estudada a possibilidade de aumentar a biodisponibilidade do NO através dos
aminoacidos L-arginina e L-citrulina, diretamente envolvidos na sintese daquele
mediador. Com este trabalho pretende-se sistematizar a informacéo sobre a utilizagéo
destes dois aminoacidos no contexto de diversas disfungdes e patologias caracterizadas
por disfuncdo endotelial, nomeadamente o envelhecimento vascular, disfuncdes
neuroldgicas, disfuncdo erétil, fendmeno de Raynaud, hipertensdo, sépsis, explorando-
se ainda a sua utilidade enquanto potenciador da funcdo cardiovascular durante o
exercicio fisico. De uma forma geral, tando a L-arginina como a L-citrulina mostraram
efeitos positivos no aumento da biodisponibilidade do NO, bem como na reducdo de
marcadores inflamatorios de diversas patologias. O aumento da acdo vasodilatadora
mostrou-se eficaz no tratamento de doencas como a hipertensdo e a disfuncéo erétil,
tendo reduzido a pressdo arterial e aumentado a satisfagdo destes doentes,
respetivamente. Estes resultados mostram-se animadores na utilizacdo da
suplementacédo destes aminoacidos na DCV, sendo necessario, no entanto, estudos mais
robustos que confirmem a sua utilidade e definam com maior clareza as populacdes de
doentes que beneficiam com esta suplementacdo, bem como os estadios da doenca em
que esta suplementacéo é eficaz e as respetivas doses, sendo que os presentes estudos

apontam para o seu uso em combinagdo com terapéutica farmacologica ja existente.

Palavras-chave: arginina, citrulina, doencgas cardiovasculares, endotélio, monoxido de

azoto



Abstract

Cardiovascular diseases (CVD) are the main causes of morbidity and mortality
worldwide, and it is of utmost importance to explore new pharmacotherapeutic
strategies in order to slow down their progression and minimise the impact on patients
lives. The vascular endothelium plays a key role in the functioning of the cardiovascular
system, being responsible, among other functions, for the regulation of vascular tone,
being nitric oxide (NO) the most important vasodilator in this aspect. CVDs are
frequently accompanied by endothelial dysfunction, characterised by decreased NO
bioavailability, which accelerates their progression and worsens prognosis. In order to
reverse this situation, the possibility of increasing the bioavailability of NO through the
suplementation with amino acids L-arginine and L-citrulline, directly involved in the
synthesis of NO, has been studied. This work aims to systematize the information on
the use of these two amino acids in the context of various dysfunctions and pathologies
characterized by endothelial dysfunction, including vascular aging, neurological
dysfunction, erectile dysfunction, Raynaud's phenomenon, hypertension, sepsis and
exploring its utility as a booster of cardiovascular function during physical exercise. In
general, both L-arginine and L-citrulline have shown positive effects in increasing the
bioavailability of NO, as well as in reducing inflammatory markers of various
pathologies. The increase in vasodilator action was shown to be effective in treating
diseases such as hypertension and erectile dysfunction, having reduced blood pressure
and increased the satisfaction of these patients, respectively. These results are
encouraging in the use of supplementation of these amino acids in CVD, but more
robust studies are needed to confirm their usefulness and define more clearly the
populations of patients who benefit from this supplementation, as well as the stages of

the disease in which this supplementation is effective and the respective doses.

Keywords: arginine, cardiovascular diseases, citrulline, endothelium, nitric oxide
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O, — Radical superéxido

OCDE - Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdémicos
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PKG — Proteina cinase G
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1 Introducao

A isquémia é um fenémeno fisiopatoldgico encontrado frequentemente em doencas
cardiovasculares (DCV) como a doencga isquémica cardiaca, a doenca cerebrovascular
e a doenca vascular periférica, caracterizando os seus eventos de agudizacdo (1,2),
sendo as duas primeiras as duas principais causas de incapacidade a nivel mundial (3).
Estas doencas resultam de uma interacdo complexa entre fatores genéticos, ambientais
e relacionados com o estilo de vida (4-6). Até um certo ponto, estes eventos
cardiovasculares podem ser prevenidos adotando um estilo de vida saudavel,
nomeadamente reduzindo os hébitos etilicos e tabagicos, praticando exercicio fisico
regularmente, controlando a pressao arterial e os niveis de colesterol total no sangue.
No caso dos doentes diabéticos, adiciona-se ainda o controlo da hemoglobina glicada
(HbA1c). Quando necessario deve recorrer-se a terapia médica ou farmacoldgica para
assegurar um controlo adequado destes parametros (7,8). Face a constante necessidade
de melhorar os esquemas farmacoterapéuticos novas alternativas farmacoldgicas tém

sido exploradas de forma a melhorar a qualidade de vida dos doentes.

As DCV continuam a ser o maior problema de satde a nivel mundial, estando no topo
das causas tanto de morbilidade como de mortalidade (9). Apesar da mortalidade
relacionada com as DCV na Europa estar atualmente a diminuir (10), estimativas
recentes apontam para um valor a rondar 0s 31% do total de mortes a nivel mundial
(11). Em 2016, a Organizacdo para a Cooperacdo e 0 Desenvolvimento Econdmicos
(OCDE) apontou um valor superior a 10% de todos 0s gastos em saude que seriam
aplicados nestas doencas, sendo os internamentos e 0s gastos com medicacdo as
despesas maioritarias. Além disso, a despesa com as DCV na Europa subiu de 169 mil
milhdes de euros em 2006 para 210 mil milhdes de euros em 2015, sendo a doenca
isquemica cardiaca e a doenca cerebrovascular as que tém um maior impacto no
Orgcamento para a Saude (12). A doenca isquémica cardiaca é também a principal causa
de mortes prematuras tanto na Europa como a nivel mundial. Estima-se que no nosso

continente o0 nimero de pessoas que vivem com esta doenca atinja os 30 milhdes (13).

Nas ultimas décadas o paradigma da fisiopatologia das DCV tem-se alterado. Em
particular, tem vindo a ser cada vez mais reconhecido o papel central do endotélio
vascular na manutencdo da homeostasia cardiovascular, bem como na instalacdo e

progressao de diversas doengas deste foro (14). As células endoteliais apresentam assim
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diversas funcgdes, entre as quais a regulacdo do tonus vascular, a regulacdo da
permeabilidade vascular e da hemostase. O endotélio vascular participa na regulacao
do tonus vascular através da secrecdo de mediadores vasoativos, sendo que em
condices fisioldgicas a secrecdo de vasodilatadores predomina sobre a secrecao de
vasoconstritores. O principal vasodilatador endotelial € o mondxido de azoto (NO),
sintetizado a partir do aminoacido da L-arginina pela enzima mondxido de azoto sintase
(eNOS) (15).

A disfuncdo endotelial é caracterizada pela reducdo da vasodilatacdo endotelial
mediada pelo NO, resultado tanto da diminui¢éo da sua producao, como do aumento da
sua degradacdo (16,17). Esta reducdo na biodisponibilidade do NO e o aumento da
endotelina-1 leva a uma diminuicdo do limen vascular devido ao aumento da
vasoconstricao (18). A diminuicdo dos niveis de NO est4 também associada ao aumento
a adesdo leucocitaria, devido ao aumento da expressao de moléculas que promovem
essa mesma adesdo (como € o caso da proteina quimioatratora de mondcitos-1) por
parte das células endoteliais (18). O tonus muscular também é afetado, e durante o
exercicio fisico ou em situacfes de maior stress, pode conduzir a uma constri¢do das
artérias coronarias em doentes com doenca arterial coronaria (19). Apesar de a
disfuncdo endotelial ser um fendmeno sistémico e que afeta diferentes tipos de vasos
sanguineos, estudos recentes tém vindo a sugerir que este fendbmeno se manifesta nos
leitos microvasculares antes de se manifestar nos vasos de grande calibre (20). A
disfuncdo endotelial esta presente em muitas DCV (14-16,21), sendo, por isso, da
méaxima importancia identificar novas estratégicas terapéuticas que tenham como
objetivo reverter esta situacgdo (22). Considerando os efeitos nocivos da diminuigédo de
NO, a comunidade cientifica tem identificado estratégias terapéuticas de modo a
aumentar a sua concentracdo no organismo, através da administracéo de dadores de NO
(como a nitroglicerina ou o mononitrato de isossorbida), bem como através da

administracdo dos seus precursores, cOmo 0 Séo a arginina e a citrulina.

A L-arginina (Figura 1) é um po cristalino, sem odor caracteristico, com um peso
molecular de 174,2 g/mol e um coeficiente de particdo octanol:agua (logP) de -4,20
(32). E um aminoécido essencial que pode ser encontrado essencialmente em alimentos
de origem animal, como a carne e 0 marisco. Também séo conhecidas fontes vegetais
deste aminoacido, como o amendoim, a melancia, a soja, as sementes de girassol e de

sésamo, améndoas, nozes, avelds, grdo-de-bico e lentilhas (33,34). Com o crescimento
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da industria da suplementacao alimentar, tém sido explorados métodos mais eficientes
para a producdo de L-arginina, sendo que atualmente o método mais utilizado é a
fermentagdo, com recurso a bactérias, como é o caso da Corynebacterium spp., que
utiliza fontes naturais de carbono para a biossintese deste aminoécido (35,36).

HN O

PN

HoN NH OH

NH>

Figura 1 - Estrutura quimica da L-arginina (desenhada com o software
ChemSpider).

Em condicoes fisioldgicas, a L-arginina é o principal precursor do NO (37), importante
para o funcionamento dos sistemas cardiovascular (38), respiratorio (39) e nervoso (40).
E conhecido 0 seu 0 seu envolvimento na manutencdo da atividade do sistema
imunitério e na secre¢do hormonal, bem como na producdo de espermatozoides. Tem
ainda capacidade de funcionar como modulador alostérico em reacdes de fosforilacéo,
assim como na destoxificacdo da amdnia, na sintese de ureia, poliaminas, agmatina e
creatina (41,42). Além de ser um substrato para a producdo de NO, a L-arginina também
forma produtos metilados de si mesma, na presenca de arginina metiltransferases,
enzimas cuja atividade se apresenta aumentada na presenca de radicais livres de
oxigénio (ROS) e de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a, e que transferem
grupos metilo para a L-arginina. Estes produtos metilados funcionam como inibidores
das NOS, causando assim o chamado “paradoxo da L-arginina”, podendo ser um dos
motivos para a auséncia de resposta a suplementacdo com este aminodcido em

determinadas situagdes (43).

A captagdo da L-arginina por parte das células ocorre por um sistema de difuséo
facilitada dependente do potencial de membrana, o sistema y* independente de Na*
(44). Este transportador catidnico é encontrado principalmente nos fibroblastos (45) e
nas células musculares lisas vasculares (46), com uma menor expressdo no tecido
hepatico (41). Nas células endoteliais, a arginina atravessa a membrana plasmatica
através do transportador cationico de aminoécidos-1 (CAT-1) que, devido a sua
proximidade fisica, a entrega diretamente a isoforma endotelial da monoxido de azoto
sintase (eNOS) (47).
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Um estudo de biodisponibilidade da arginina em rato mostrou que cerca de metade da
quantidade ingerida é libertada na circulacédo portal (41), sendo a restante convertida,
nos proprios enterdcitos, em L-ornitina e L-citrulina, sendo posteriormente libertados

no fluido extracelular (48).

As enzimas implicadas no metabolismo da arginina (Tabela 1) podem ser classificadas
em dois grupos: enzimas catabdlicas (Mondxido de azote sintase, arginase,
arginina:glicina amidinotransferase e arginina descarboxilase) e enzimas sintetizadoras
(argininosuccinato sintase e argininosuccinato liase, que atuam sequencialmente). A
arginina deiminase ndo € expressa por células eucariotas animais, mas pode estar
presente em agentes patogénicos, como na Giardia lamblia (23,49,50).

Tabela 1 - Enzimas envolvidas no metabolismo da L-arginina e da L-citrulina, a
sua localizacéo, os substratos e os produtos resultantes

Enzima(s) Principais locais Substrato(s) Produto(s)
de acédo
Monoxido de Células
azoto sintase endoteliais, Arginina + O; Citrulina + NO
macrofagos

Tipo | (citosolica)

- hepatdcitos

Tipo Il
_ (mitocondrial) — - N _
Arginase , . Arginina Ornitina + Ureia
neuronios,
nefronio,
enterocitos e

macrofagos

Nefronio,

Arginina:glicina hepatocitos, Arginina + glicina Ornitina +
celulas acinares,

amidinotransferase Guanidinoacetato

midécitos
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Arginina celulas gliais,
decarboxilase macrofagos e Arginina Agmatina + CO»
enterdcitos

Arginina Giardia lamblia Arginina Citrulina + NH4*

deiminase
Argininasuccinato

sintetase Enterdcitos e Citrulina + ATP Arginina
argininasuccinato nefronio

liase

A L-citrulina (Figura 2) apresenta-se com um aspeto solido e sem cor a temperatura

ambiente, com um peso molecular de 175,2 g/mol e um coeficiente logP de -3,19 (32).

NH2

Figura 2 - Estrutura quimica da L-citrulina (desenhada com o software
ChemSpider).

A L-citrulina é um aminoacido ndo essencial que foi primeiramente identificado no
sumo de melancia, sendo esta atualmente a sua principal fonte natural (51,52). Pode
também ser encontrado, em menor quantidade, em frutos de plantas da familia

Cucurbitaceae, como no pepino e na abobora (51,53).

A literatura sugere que a regido 6tima para absorcdo deste aminoacido é entre o ileo
médio e o ileo terminal, predominantemente por transporte ativo via canais
transportadores de aminoécidos (possivelmente os transportadores ASC ou B%Y)
dependentes de sddio nos enterdcitos (53,54), sendo libertada na circulagéo portal, com
0 seu pico de concentragdo plasmatica a ser atingido cerca de duas horas apds a ingestao
oral (53).

No modelo animal mais estudado, como € o caso do rato, o figado é o 6rgéo principal

de sintese de citrulina, ocorrendo este processo dentro das mitocondrias. Apds o seu
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transporte para o citoplasma, pode tanto entrar na corrente sanguinea como ser
convertida em arginina, dependendo das necessidades metabolicas (55). Isto ocorre
devido a presenca de niveis elevados das enzimas carbamoilo fosfato sintase e ornitina
transcarbamilase, em relacdo a outros tecidos. A primeira é responsavel pela formacéo
do carbamoilo fosfato, que vai atuar como substrato, juntamente com a ornitina, para a
formacéo de citrulina, por parte da ornitina transcarbamilase (56). A arginina que se

forma no figado é essencialmente transformada em ureia e ornitina (57).

A L-arginina utilizada pelas células endoteliais é obtida através de trés processos
diferentes: (1) captada do espaco extracelular, (2) sintetizada de novo pela prépria
célula ou (3) resultante de processos de degradacédo de proteinas celulares (23). Depois
de obtida, a L-arginina pode ser usada por uma das trés diferentes isoformas NOS -
NOS neuronal (nNOS), NOS induzivel (iNOS), e a NOS endotelial (eNOS) (24). Estas
isoformas catalisam uma reacdo de oxidacdo da qual resulta NO e o aminoéacido L-
citrulina, sendo a L-arginina o substrato da reacdo, e o fosfato de dinucleétido de
nicotinamida e adenina (NADPH), a tetrahidrobiopterina (BH4) e oxigénio (Oz2) os co-
substratos (25). Paralelamente, a L-arginina intervém também no ciclo da ureia,
servindo de substrato a enzima arginase na primeira reacdo do ciclo, da qual resulta o

aminoéacido L-ornitina e a ureia (26).

O NO e um gés incolor, apresentando um tempo de semivida entre 0s 6 e 0s 10 segundos
in vivo (27). Para além de atuar como vasodilatador, 0 NO apresenta outras fungdes
importantes, incluindo a regulacdo local do crescimento celular (19,28), a inibicéo da
agregacdo plaquetaria e da adesdo plaquetaria ao endotélio (29), e regulacdo e
modulacdo do sistema imunitario, exibindo propriedades anti-inflamatérias (30). Nas
ceélulas endoteliais, o calcio intracelular atua como modulador da atividade da eNOS,
sendo que 0 aumento da sua concentracao plasmatica provoca um aumento na produgao
de NO via eNOS. Apos a sua producdo na celula endotelial, o NO difunde-se para as
celulas musculares lisas vasculares, onde vai ativar a enzima guanilato ciclase soluvel
(sGC) que catalisa a transformacdo da guanosina trifosfato (GTP) em guanosina
monofosfato ciclico (cGMP), que por sua vez reage com a proteina cinase G (PKG)
(Figura 1). A funcdo da PKG é fosforilar proteinas efectoras envolvidas na
vasodilatacdo, na proliferacdo celular, na inibicdo da agregacdo plagquetaria e na

ativacdo de neutrofilos (31).
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Em ambientes oxidativos, a biodisponibilidade de NO é consequéncia de um aumento
de ROS, nomeadamente do radical superdéxido (O2). Este vai reagir com o NO livre e
origina peroxinitrito (ONOO), um anido com caracteristicas oxidantes e extremamente

reativo, capaz de provocar lesdo dos tecidos (32).

L-Arginina

Metabolismo
\ proteico
CAT-1 L-Argnlna —_

) 1«% 0, ASL

%) N
Ca2t m————————p. aNOS Argininasuccinato

1
ASS

L-Citruling m———"

NO

Figura 3 - Esquema proposto do mecanismo pelo qual o monoéxido de azoto (NO)
é produzido nas células celulares e a sua atividade na célula muscular lisa vascular,
bem como o ciclo da citrulina-NO que leva a L-citrulina, um metabolito da sintese
de NO via eNOS, a ser transformado em L-arginina. Primeiro, a L-citrulina é
transformada em argininasuccinato pela argininasuccinato sintetase (AAS),
seguindo-se a acdo da argininasuccinato liase (ASL), originando a L-arginina. O
metabolismo proteico também tem a capacidade de fornecer a L-arginina a este
ciclo. Legenda: sGC — guanilato ciclase soluvel; GTP — guanosina trifosfato;
cGMP - guanosina monofosfato ciclico; PKG — proteina cinase G

Assim, pretende-se com esta revisdo de literatura abordar as potencialidades
terapéuticas dos aminoacidos arginina e citrulina numa série de DCV, bem como em
patologias cujo endotélio vascular e a microcirculacdo esteja ligado ao mecanismo de
patogénese, nomeadamente no envelhecimento vascular, nas disfungdes neurolégicas,
na disfuncdo erétil, no fendmeno de Raynaud, na hipertensao, na sépsis e em modelos
de isquémia/reperfusdo. Também serd explorada a sua utilidade como suplementacéo

na pratica de exercicio fisico.
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2 Materiais e métodos

Para esta revisdo de literatura, a informacdo foi obtida através da pesquisa em bases de
dados eletronicas, nomeadamente no PubMed e no Google Scholar, tendo sido
selecionados apenas textos em inglés, com excecdo de duas publicacbes de lingua
portuguesa referentes a informagdes epidemioldgicas nacionais. Na pesquisa inicial,
foram considerados estudos a partir do ano 2000, sendo posteriormente alargada
indefinidamente de forma a completar a informacéo desta revisao. De entre as DCV,
foram selecionadas as patologias onde o envolvimento endotelial fosse mais evidente,
e cujo beneficio da suplementacdo com dadores de NO fosse uma possibilidade. Foram
entdo selecionadas como palavras-chave arginine, citrulline, nitric oxide, vascular
ageing, vascular dementia, erectile dysfunction, Raynaud phenomenon, hypertension,
sepsis e physical exercice. A pesquisa foi entdo iniciada, comec¢ando pela pesquisa de
informac&o relativa as doencas cardiovasculares e do envolvimento do endotélio nas
mesmas, bem como das fungfes do NO. De seguida foram pesquisados estudos em
animais que envolvessem a suplementacdo com L-arginina ou L-citrulina dentro dos
temas supramencionados, utilizando como palavras-chave arginine, citrulline,
ischemia-reperfusion, oxidative stress. O mesmo método foi utilizado na fase seguinte,
quando foram pesquisados estudos, desta vez em humanos. Os estudos presentes neste
trabalho foram selecionados com base na presenca de parametros cardiovasculares
laboratoriais e/ou clinicos que apoiassem, ou ndo, a utilizacao destes dois aminoacidos

no contexto em estudo.
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3 Resultados e discussao

3.1 Potencial terapéutico da suplementacdo com L-arginina e L-

citrulina

3.1.1 Modelos animais de isquémia/reperfusdo

A lesdo organica por isquémia-reperfusdo (I/R) é encontrada em DCV caracterizadas
por oclusbes vasculares agudas (ex, acidente vascular cerebral, enfarte agudo do
miocardio, isquémia do membro inferior) acompanhadas das respetivas estratégias de
reperfusdo (ex. terapia trombolitica, angioplastia, reconstrucdo cirargica), bem como
em alguns procedimentos cirurgicos de rotina. é induzida experimentalmente com o
objetivo de tentar mimetizar a fisiopatologia de algumas doencas caracterizadas. Esta
lesdo € iniciada pela isquémia propriamente dita, caracterizada pelo suprimento
deficiente de oxigénio aos tecidos, seguindo-se a reperfusdo que, apesar de normalizar
a entrega daquele gas, também amplifica a lesdo. A lesdo por I/R pode ser induzida
experimentalmente em modelos animais com o intuito de mimetizar a fisiopatologia de

diversas doencas, bem como de avaliar a eficicia de estratégias terapéuticas.
3.1.1.1 Modelo cardiaco

A lesdo miocardica provocada por I/R é resultado da sobreproducdo de ROS, da
sobrecarga de calcio no meio intracelular, bem como dos efeitos prejudiciais causados
pela ativacdo do eixo renina-angiotensina-aldosterona, das plaquetas e do sistema
complemento. Dependendo da duracdo e gravidade da lesdo, poderd ocorrer a morte
dos cardiomidcitos. A arritmia de reperfusdo e a disfuncdo endotelial sdo as

consequéncias mais frequentes deste tipo de lesdes. (58).

O efeito da L-arginina apos o periodo de I/R induzida foi estudado no coragéo de ratos
e no de porcos sujeitos a transplante de coracdo e oclusdo de artérias coronérias,
respetivamente (59,60). Num dos primeiros estudos realizados em ratos a proposito
desta tematica, a L-arginina (40 mg/kg) foi administrada 5 minutos antes da reperfusao
durante um periodo de 20 minutos. Ap6s 60 minutos de reperfuséo, foi observada uma
melhor recuperacdo da fungdo sistdlica, do relaxamento miocardico e um maior fluxo
sanguineo miocérdico no grupo tratado com L-arginina, quando comparado com 0
grupo de controlo, mostrando assim o seu beneficio na recuperacdo de eventos

isquemicos cardiacos. Além disso, a vasodilatacdo dependente do endotélio foi
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melhorada 24 horas apds o procedimento, apos a administracdo de acetilcolina (59).
Estes efeitos protetores do miocardio foram também observados em porcos Yorkshire
quando perfundidos com 4 mg/kg/min durante os 10 minutos (um total de 40 mg/kg)
antes da oclusdo da artéria coronaria descendente anterior esquerda. Além disso, a
administracdo de L-arginina impediu a diminui¢do dos niveis de NO induzido pela
isquemia e reduziu os niveis de malonaldeido (marcador da peroxidacao lipidica
resultante da agdo de radicais livres) e de moléculas de adesdo, como a molécula de
adesdo intracelular soluvel-1, a molécula de adesdo leucocitéria endotelial-1, e

molécula de adesao de células vasculares-1 (60).

O aumento da sintese de NO através da suplementacdo com L-arginina parece
desempenhar um papel importante na protecdo do miocardio contra a lesdo causada por
I/R em ambos os modelos animais, através da reducdo do stress oxidativo, da
eliminacdo dos radicais superdxido e impedindo a reacdo em cadeia dos radicais livres
dentro da membrana lipidica, confirmado pela diminui¢cdo dos niveis de mediadores
inflamatorios, dos produtos de oxidacéo lipidica, da expressao das moléculas de adesdo
e das interacOes neutréfilo-endotélio. Este aumento da sintese de NO pode ser explicado
por dois mecanismos: (1) pelo aumento da concentracdo do substrato da eNOS e (2)

pela preservacdo da atividade da propria eNOS (59,60).
3.1.1.2 Modelo pancreético

A inducéo de I/R no pancreas provoca uma reducdo da densidade funcional capilar,
uma resposta inflamatéria que leva a um aumento de leucdcitos aderentes nas vénulas
pos-capilares, um aumento da atividade da lipase sérica, e alteracfes histoldgicas e
anatomicas do proprio 6rgdo (61). A vasoconstri¢do, a formacgéo de ROS, a coagulacéo
intravascular, e a libertacdo de citocinas pro-inflamatdrias sdo 0s mecanismos
envolvidos nas lesbes do tecido pancreatico (62). Em porcos, 0 aumento dos niveis de

NO melhorou a resposta dos tecidos a lesdo I/R, observando-se um efeito protetor (63).

Obermeier et al. investigaram o papel da L-arginina na microcirculagdo pancreética,
através administragdo intravenosa de um total de 400 mg/kg (metade antes da
reperfuséo e metade depois da reperfusdo) e da inducdo de I/R num segmento isolado
da cauda pancreética de ratos Wistar in situ. Foi observado um efeito importante na
restauracdo da densidade funcional capilar e na diminuicdo da aderéncia de leucocitos

nas vénulas pos-capilares (64).
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Mais tarde, Dikman et al. utilizaram os mesmos modelos animais para investigar 0s
efeitos da L-arginina na atividade da heme oxigenase-1 (HO-1), uma enzima que
protege as celulas em ambientes oxidativos. Sabe-se que tem efeitos citoprotetores,
anti-inflamatdrios, anti-proliferativos, e anti-apoptoticos, inibe a adesdo de leucdcitos
as células endoteliais e reduz a ativacdo dos mesmos. Pensa-se que a L-arginina esta
envolvida na sua regulacédo (65,66). Uma dose de 400 mg/kg demonstrou ser eficaz na
diminuicdo dos niveis de marcadores inflamatorios [amilase, mieloperoxidase (MPO),
superoxido dismutase (SOD), malondialdeido (MDA)] ap6s isquémia induzida,

associado a um aumento da expressdo de HO-1 (66).

Uma dose total de 400 mg/kg de L-arginina administrada por via intravenosa mostra ter
um efeito protetor nas lesbes induzidas por I/R, através da redugdo da adesdo
leucocitéria nos vasos e manutencdo da densidade capilar funcional (64,66). Estes
efeitos parecem ser obtidos pela modulacdo de canais idnicos através da cGMP, ap0s
ativacdo da sGC (64). Além disso, a HO-1 desempenha um papel importante na
protecdo do péancreas contra o stress oxidativo, que pode ser moduldvel pela
administracdo de L-arginina (66). Novos estudos devem ser realizados para avaliar os
efeitos desta suplementacdo para outras vias de administracdo, bem como estudos que

explorem a possibilidade de se utilizar a L-citrulina.
3.1.1.3 Modelo hepatico

Foram realizados estudos em modelos animais de esteatose hepética de forma a
perceber o papel do NO na microcirculacao hepatica e na oxigenacéo de tecidos (67,68).
Em situacGes patoldgicas sabe-se que a microcirculacdo se encontra deteriorada (69).
Uma unica dose de 300 mg/kg de L-arginina provou ter efeitos benéficos na
microcirculacdo de figados gordos, bem como melhorar o fluxo sanguineo hepético
tanto a nivel arterial como venoso. A oxigenagdo hepatica e os indices de oxigenagdo
intracelular do 6rgdo também foram melhorados. (68). Do mesmo modo, a
administracdo intravenosa de concentracOes crescentes de L-arginina (50, 100, 300 e
500 mg/kg) também mostrou um efeito positivo na microcirculacdo hepética e na
oxigenacéo tecidular (67). Apesar deste importante efeito protetor, a L-arginina ndo

teve qualquer efeito sobre a pressao arterial (67,70,71).

Durante a isquémia, a perda de equilibrio entre 0 NO e a endotelina-1 induz a

vasoconstricao e o estreitamento do Iimen dos sinusoides hepaticos, comprometendo o

22



fluxo dos leucdcitos e provocando o seu contacto com a parede capilar, o que pode levar
a sua adesdo ao endotélio. A agregacdo plaquetaria € outra das consequéncias desta
constricdo (72,73). Shiraishi et al. estudaram o efeito da administracdo portal de L-
arginina (300 mg/kg) durante a isquémia no metabolismo da L-arginina em ratos
machos adultos Wistar. No grupo suplementado com L-arginina, encontraram um
aumento significativo de NO intra-hepatico imediatamente ap0s a reperfusdo e um
fluxo sanguineo hepatico melhorado ao mesmo tempo. Esta produgéo excessiva de NO
é também confirmada pela elevacdo do cGMP hepético 30 minutos apds a reperfuséo.
(74). Uhlmann et al. usaram ratos Wistar fémeas para tentar perceber a forma como a
L-arginina protege a microcirculacdo hepatica. Uma dose de 200 mg/kg foi
administrada por via intravenosa antes e depois da isquémia. Foi observado que os
didmetros das vénulas sinusoidais e pos-sinusoidais foram mantidos 30 minutos apos a
reperfusdo, em vez de serem reduzidos conforme observado no grupo de controlo. Além
disso, 0 numero de leucdcitos aderentes em sinusoides e vénulas também diminuiu,
juntamente com um aumento na taxa de perfusdo (71). Em ambos os casos, 0 aumento
da producédo de NO e o seu efeito vasodilatador pareceram ser a razéo por detras destes

resultados.

Verificou-se que o pré-tratamento com 400 mg/kg de L-arginina administrado via
intraperitoneal tinha também um efeito protetor de lesbes hepaticas, tendo reduzido os
marcadores de lesdo hepética e as enzimas envolvidas no stress oxidativo, tais como a
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), peroxidos
lipidicos, e grupos tiol, e aumentou a expressao da enzima de protecdo contra a lesao
oxidativa HO-1. A expresséo de iNOS foi atenuada quando comparada com o grupo de
controlo (75). O pré-tratamento com 150 mg/kg de L-arginina também provou ser
eficaz na reducdo da atividade das enzimas hepatobiliares (ALT, AST e fosfatase
alcalina), reduzindo os niveis de MDA e aumentando os niveis de glutationa (GSH)
(antioxidante endogeno), catalase e a expressdo de eNOS apos I/R (76). Ambos 0s
estudos sugerem que a iINOS esta envolvida em situacfes patoldgicas ao interagir com
anido superoxido, produzindo anido peroxinitrito, um potente oxidante com efeito
citotoxico. A supressdo da iINOS parece ser um dos mecanismos pelos quais a HO-1
exerce o0 seu efeito protetor (75,76). Além disso, 0 NO produzido pela eNOS parece
exercer 0s seus efeitos protetores através de vasodilatacdo e mecanismo antioxidante
(75).
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O TNF-a, interleucinas 1 e 6, prostaglandinas e ROS, especialmente 0 superoxido e o
perdxido de hidrogénio, sdo as moléculas mais frequentemente envolvidas nas lesdes
hepéticas por I/R (73). A L-arginina parece ter efeitos positivos na microcirculacéo
hepética, ndo s6 pelo aumento da producdo de NO, mas também pelo seu efeito protetor
contra o stress oxidativo. A L-arginina também é conhecida por suprimir a elevagédo dos
niveis plasmaticos de AST (74) e ALT apo6s isquémia hepatica (71), enzimas que
aparecem aumentadas nos casos de lesdes hepatocelulares. A L-arginina diminuiu ainda
as citocinas inflamatorias (TNF-a e NF-kB) e aumentou o fator anti-apoptético Bcl-2

em ratos Wistar administrado com 150 mg/kg intraperitoneal (76).

Apesar do efeito protetor na lesdo hepatocelular confirmado pela diminuicao dos niveis
de AST e ALT e um aumento dos niveis de adenosina trifosfato (ATP), NO e cGMP
hepético, uma dose de 100 mg/kg administrada por via intravenosa antes da I/R ndo
conseguiu melhorar a microcirculacdo 2 horas apos a reperfuséo (77). O facto do nitro
L-arginina metil éster (L-NAME), um inibidor ndo especifico das NOS, agravar a
microcirculacéo e a lesdo hepatocelular sugere que o NO pode ter um papel importante
neste efeito protetor (68,77). O motivo que pode explicar a incapacidade da L-arginina
em melhorar a microcirculacdo neste caso pode residir na dose, visto que anteriormente
foram citados estudos semelhantes, mas com uma dose de suplementacéo superior, pelo
que podemos presumir que este efeito pode ser dose-dependente no caso destes
modelos, sendo necessarios estudos especificos para comprovar esta teoria.

3.1.1.4 Modelo de retalhos cutaneos

A diabetes mellitus (DM) tipo 1 e tipo 2 tem sido associada ao desenvolvimento de
disfuncéo endotelial que pode evoluir para disfuncdo orgénica (78). Nos modelos de
ratos de DM, foram administrados 50 mg/kg de L-arginina por via intravenosa 30
minutos antes da inducdo da isquémia. Em ambos os casos, a taxa de vitalidade dos
retalhos cutaneos foi significativamente aumentada quando a L-arginina foi
administrada (79,80). Nos modelos de retalhos cutaneos, o iINOS, eNOS ou nNOS
foram capazes de melhorar a taxa de vitalidade dos mesmos, com a eNOS mostrando-
se mais eficaz, seguido da iINOS e da nNOS, embora em DM tipo 2 niveis mais elevados
destas trés isoformas néo signifiguem uma taxa de vitalidade mais elevada (79,80). No
caso da iNOS, esta evidéncia vai contra o que foi observado nos modelos hepaticos de
I/R, onde niveis elevados desta isoforma foram associados a les6es hepatocelulares

(75,76). Embora o NO pareca ter um efeito protetor contra lesdes I/R, as concentragdes
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excessivas desta molécula estdo associadas a efeitos adversos pré-oxidantes, que podem
levar a disfuncéo vascular por inflamacéo, disfuncédo endotelial, e peroxidacéo lipidica
(79). Em situacGes inflamatdrias onde a iINOS se encontra aumentada, a producao de
NO por esta isoforma pode ser até pode 1000 vezes superior em relacdo ao NO
produzido pela eNOS (81).

Anteriormente, Cordeiro et al. estudaram o efeito da administracéo intraperitoneal de
L-arginina (300 mg/kg) na viabilidade do retalho cutaneo apds I/R. A é&rea necrosada e
a contagem de neutréfilos apos a reperfusdo foram mais baixas quando comparados
com o grupo de controlo e o grupo administrado com L-NAME. Estes resultados
sustentam a teoria de que os neutréfilos podem provocar uma lesdo do tecido nos
modelos I/R, e que um doador NO pode ser benéfico na protecdo contra lesdes
induzidas I/R através do aumento da producédo de NO, inibindo a adeséo dos neutrofilos

ao endotélio e consequentemente a lesdo mediada pelas células (82).
3.1.1.5 Modelo gastrico

O efeito gastroprotetor da L-arginina e L-citrulina foi também estudado em modelos de
I/R. Sabe-se que a I/R géstrica pode ser avaliada por marcadores histolégicos e pela
expressdo de moléculas como a GSH e a MPO. A semelhanca de outros sistemas, a I/R
gastrica leva a peroxidacao lipidica, producdo de radicais livres de oxigénio por parte
das células endoteliais, e estimulacdo do metabolismo oxidativo (83,84). O NO
derivado da iNOS é um dos responsaveis pela infiltracdo/ativacdo de neutréfilos na
mucosa gastrica e interage com radicais superoxidos para produzir aniées peroxinitrito
(85).

Em todas as doses testadas de L-citrulina (300, 600 e 900 mg/kg) administradas através
da racdo 60 minutos antes da experiéncia, foi observado um efeito protetor da leséo da
mucosa géastrica de uma forma dose dependente, confirmado pela diminuicdo da
atividade da MPO e do nivel de MDA na mucosa gastrica. A auséncia destes efeitos
quando foi administrada simultaneamente a L-citrulina e a L-NAME parece confirmar
a dependéncia de NO para o efeito protetor (85). Além de estudar os efeitos da L-
citrulina, utilizando as mesmas doses e via de administracdo, Gou et al. também
estudaram os efeitos da L-arginina (300 mg/kg administrada intraperitonealmente 30
minutos antes da experiéncia) como dador de NO. Como esperado, ambos 0s

aminoacidos tiveram efeitos positivos, inibindo lesbes graves induzidas pela I/R. A L-
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citrulina foi também capaz de reduzir os niveis de atividade da MDA e MPO gaéstrica,
atenuando 0 aumento da expressdo da iINOS, com um ligeiro aumento da expressao da
nNOS e eNOS na mucosa géastrica e preservando a sintese e secrecdo da mucosa
gastrica, evitando a diminuicdo de hexosamina (marcador da sintese de muco gastrico)
(86).

Os efeitos observados nos grupos suplementados com L-citrulina sdo conseguidos
impedindo a diminui¢do do nivel de muco da mucosa géastrica, sendo o NO produzido
pelas NNOS e eNOS os agentes responsaveis. Além disso, a supressdo da atividade da
INOS ¢é outro mecanismo pelo qual a L-citrulina reduz as lesGes induzidas pela I/R
gastrica (85,86). Foi também provado que o NO inibe a infiltracdo e ativacdo dos
neutrofilos, previne o aumento dos niveis de MDA géstrico e da atividade da MPO,
prevenindo danos oxidativos, numa dose dependente de L-citrulina (86,87).

3.1.1.6 Modelo Intestinal

A L-arginina (10 mg/kg) administrada por via intravenosa 5 minutos antes da
reperfusdo parece ser capaz de restaurar a resposta contratil induzida pela acetilcolina,
diminuir a peroxidagdo lipidica (diminuicdo do marcador MDA), e aumentar o
conteddo de GSH apds a inducdo de I/R, reduzindo significativamente a lesdo da
mucosa no ilio (88). Anteriormente, Sukhotnik et al. ja tinham descrito o efeito protetor
da administracdo cronica de L-arginina (administrada em &gua (2%) 48 h antes e ap0s
I/R), observando-se a manutencdo do peso jejunal, duodenal e ileal, e do indice de
proliferacdo das células ileais e jejunais, melhorando a recuperacdo da mucosa apos
lesdo por I/R, quando comparada com o grupo de controlo (89). Este efeito protetor
parece estar relacionado com uma melhor libertacdo de NO do endotélio vascular, com
a inibicdo do anido superdxido e uma menor ativacao dos neutrofilos. Além disso, a L-
arginina aumentou a producdo de GSH, que tem a capacidade de reagir com os radicais
livres, eliminando-os, fornecendo protegdo contra os radicais de oxigénio e hidroxilo
(88-90). A infusdo previa de L-arginina (4 mg/kg/min) por via intravenosa também
mostrou um melhor resultado quando comparada com a administragdo oral e

intraluminal, inibindo as lesdes das mucosas e a infiltragdo de neutrdfilos (91).

Numa outra experiéncia, Lai et al. estudaram o efeito de ambos 0s aminoacidos na
prevencdo da inflamacdo e dos danos ao nivel do jejuno. A L-citrulina (1 g/kg/dia)

atenuou o0 aumento dos niveis de IL-6 e TNF-a tanto a nivel plasméatico como nas
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células desta porcéo intestinais. As observagdes histologicas mostraram que no grupo
suplementado com citrulina existiam menos alteracfes. Tanto o iINOS como 0 eNOS
ndo foram significativamente afetados por estes aminoéacidos (92). A auséncia de
resposta parece estar relacionada com a dose. A suplementacdo com L-citrulina
(aparentemente através do aumento da biodisponibilidade plasmaética de arginina)
provou ser capaz de combater estes desequilibrios, sendo capaz de melhorar a

recuperacdo intestinal apos I/R (93).
3.1.1.7 Modelo renal

Foi observado que a L-arginina tinha a capacidade de proteger tanto os rins como a
bexiga de lesbes induzidas por I/R, mostrando ter um efeito positivo na taxa de filtragdo
glomerular (GFR) e na funcdo tubular apés isquémia (94,95), atenuando a elevacgéo da
creatinina sérica e reduzindo a incidéncia de alteraces histopatoldgicas (95-97), tendo
sido observado os mesmos efeitos protetores quando foi utilizada a L-citrulina (98).
Este efeito protetor € ainda apoiado por um aumento da atividade enzimética da GSH,
CAT, SOD e GPx (95,97,98). O desequilibrio entre a producdo de ROS e o sistema de
defesa antioxidante, incluindo as enzimas GPx e CAT, leva ao aumento da oxidacao de

macromoléculas celulares (95).

Também se verificou um aumento na producdo de NO tanto com a administracao de L-
arginina (94,97) como de L-citrulina (98). Estes aminoacidos parecem ter um papel
importante na prevencao de lesdes provocadas por I/R ao (1) proteger os tecidos usando
a sua ac¢do vasodilatadora, (2) prevenir a reacdo em cadeia que leva a producdo de ROS
(97) e (3) diminuir a adesdo de leucdcitos e a infiltracdo de neutréfilos durante a I/R do
tecido (99).

Os niveis de MDA foram diminuidos com a suplementacdo com ambos 0s aminoacidos
(95,98). O pré-tratamento com L-citrulina foi também capaz de atenuar a diminuicéo
da expressdo da enzima eNOS, induzida pela I/R, verificando-se também uma
diminuicdo da expresséo de iINOS (98). O NO derivado da eNOS tem um efeito protetor
contra lesdes teciduais (100), enquanto que o NO gerado pela iNOS reage com o anido
superoxido para formar peroxinitrito (101). Portanto, pensa-se que a inibicdo da
expressao ou atividade da iNOS reduz a lesdo renal provocada por fenémenos de I/R.
O pré-tratamento com L-NAME agravou a lesdo renal (94,95,98), validando a

capacidade que o NO tem na protecéao dos rins da lesao por I/R.
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3.1.1.8 Modelos de outros 6rgaos

A administracdo intravenosa de 300 mg/kg de L-arginina antes da reperfusdo apos
isquémia induzida unilateral dos membros posteriores provou ser eficaz no aumento da
producéo de NO e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), diminuindo a
lesdo muscular induzida por I/R (102). No encéfalo, a administracdo oral de 100 mg/kg
de L-citrulina durante 10 dias ap6s a ocluséo bilateral da artéria carétida comum tinha
mostrou um efeito neuroprotetor contra a morte de células neuronais e impediu a
diminuicdo da expressdo de eNOS e o0 aumento da expressdo de nNOS, sem exibir
efeitos na expressao de iNOS (103).

3.1.2 Modelos humanos de isquémia/reperfuséo

Embora em menor nimero, os efeitos da suplementacdo com estes dois aminoécidos
também foram estudados nos humanos. Em média, a dieta didria de uma pessoa com
uma alimentacéo equilibrada contém 5,4 g de L-arginina, sendo que apenas cerca de 30
a 50% entram na corrente sanguinea (104). Sendo um substrato para a sintese de NO, é
natural que a suplementacdo com L-arginina fosse colocada como uma opc¢ao viavel a
manutengdo das competéncias endoteliais, bem como do bom funcionamento da
microcirculacdo. Também estdo descritas outras atividades da L-arginina
independentes do NO, como a diminui¢do da atividade da enzima de conversdo da
angiotensina, diminuicao da viscosidade do sangue, regulacéo do pH intra e extracelular
ou a sintese de ureia e creatinina (43).

Um dos primeiros estudos foi realizado em 16 individuos saudaveis, induzindo a
isquémia no antebraco (oclusdo arterial a 200 mmHg) durante 20 minutos, seguida de
60 minutos de reperfusdo. A L-arginina (20 mg/min) foi administrada através de infuséo
na artéria braquial durante 15 minutos, com inicio ao décimo quinto minuto de
isquémia. A recuperagdo da capacidade vasodilatadora dependente do endotélio durante
a reperfusao foi significativamente superior no grupo suplementado com L-arginina em
relacdo ao grupo de controlo, mostrando assim a sua capacidade in vivo de protegédo
contra a disfuncdo endotelial (105). Utilizando o mesmo protocolo mas com uma
populacdo diferente (individuos com DM tipo 2 e doenca arterial coronéria), foram

obtidos resultados semelhantes quanto ao beneficio deste aminoacido (106).

Também foi estudada a suplementacdo com arginina em pacientes submetidos a

reconstrucdo mamaria, cujo procedimento envolveu a inser¢do de um retalho cutaneo
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retirado de outra parte do corpo. A principal causa de rejeicdo destes retalhos é a
incapacidade vascular em perfundir toda a sua area, principalmente ao nivel da
microcircula¢do, somado a lesdo causada aquando da reperfusdo. Neste contexto, 0s
pacientes receberam suplementacdo intravenosa de L-arginina (30 g/dia) durante os 5
dias ap6s o procedimento. Ao longo destes 5 dias, foi observado que neste grupo uma
melhor perfusdo do retalho em relacéo ao grupo de controlo, suplementado com alanina,

com um aumento do fluxo sanguineo na microcirculagdo (107).

Sendo um precursor da L-arginina, a L-citrulina também tem potencial na terapéutica
destas patologias e na sua prevencdo. Para tal, foi estudado o efeito da sua
suplementacédo (6 g juntamente com sumo de beterraba, 90 minutos antes da inducao
da isquémia) em individuos saudaveis sujeitos a oclusdo do membro inferior entre 3 e
6 minutos (dependente da taxa de oxigenacdo dos tecidos), seguidos de 5 minutos de
reperfusdo em que foram recolhidos dados por espetroescopia de infravermelho
préxima. No grupo suplementado com L-citrulina, foi observado um aumento na
concentracdo total de hemoglobina e de oxihemoglobina tanto a nivel do gémeo como
a nivel da coxa, quando comparado com o grupo de controlo. Estes resultados sugerem
um aumento na vasodilatacdo po6s isquémica, possivelmente pelo aumento de producéo
de NO via L-arginina-NOS (108).

Estudos anteriores demonstraram que o estudo da funcdo endotelial no antebraco é um
modelo com uma boa correlacdo com as artérias coronarias (105), pelo que a
suplementacdo com L-arginina tem potencial na recuperacdo de doentes com patologia
coronaria isquémica. Contudo, sdo necessarios ensaios clinicos de maior dimensao para
estabelecer o seu uso nas terapéuticas das DCV, principalmente pelo facto de a maioria
dos participantes nestes estudos serem pessoas saudaveis que foram sujeitas a uma
isquémia induzida, uma realidade diferente daquela que os doentes com estas patologias

vivem.
3.1.3 Exercicio fisico

A prética regular de exercicio fisico esta indicada na adogdo de um estilo de vida
saudavel. De entre os diversos beneficios para a salde, destacam-se 0 aumento da
sensibilidade a insulina no musculo esquelético, figado e tecido adiposo, redugédo da
pressdo arterial e melhorias no sistema antioxidante celular do préprio organismo,

nomeadamente a diminuicdo do stress oxidativo apoiado pela diminuicdo da
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peroxidacdo lipidica, aumento da atividade de enzimas anti oxidantes, como a catalase,
a SOD, a GPx, a glutationa redutase (109-111), o que diminui o risco de sindrome

metabdlico.

Em resposta ao exercicio, as arteriolas que perfundem o musculo esquelético dilatam
de forma a aumentar o fornecimento de oxigénio e nutrientes, sendo o NO, produzido
pelo endotélio, a molécula responsavel por este processo (112,113). Além do NO, o
sistema nervoso autonomo também tem um papel fundamental na fisiologia do
exercicio, ao libertar catecolaminas (adrenalina e noradrenalina), que vao acelerar o
ritmo cardiaco, bem como redirecionar o sangue para os locais com maior dispéndio
energético, como os musculos e o cérebro, através de fendbmenos de vasoconstri¢do e
de vasodilatacdo (114). O sistema enddcrino também intervém nestes fenémenos, com
a libertacdo de hormonas tanto durante (como a aldosterona e a hormona antidiurética)

como apos (como a hormona do crescimento) o exercicio (115).

Este aumento na producdo de NO ¢ suportado por dados que reportam um aumento da

excrecdo urinaria de nitratos e um aumento dos niveis de cGMP plasmético nas duas
horas subsequentes ao fim do exercicio (113). O NO e a sua funcdo como reguladora
do fluxo sanguineo tém uma importancia maior durante treinos em que se usa algum
tipo de resisténcia (p.e. nos treinos de musculacdo), quando comparados com treinos
mais longos, de endurance, sendo o seu efeito na recuperacdo dos mesmos ainda
desconhecida (116). Nos doentes com patologias cardiorrespiratérias, como a doenca
pulmonar obstrutiva crénica (COPD) e a Insuficiéncia Cardiaca Congestiva (ICC) a
reducdo de producdo de NO e consequente disfuncdo endotelial € um dos principais
fatores limitantes da atividade fisica para esta populacéo (117), bem como as condi¢des
inerentes as doencas supra mencionadas, como o grau de disfuncdo sistolica e/ou
diastolica no contexto da ICC ou a diminuicdo da ventilacdo alveolar em doentes como
COPD (118).

O exercicio de alta intensidade promove a acumulacdo de amonia no sangue e o
aumento da atividade catalitica da enzima fosfofrutocinase, responsavel pelo aumento
da glicolise. O aumento da glicélise anaer6bia neste tipo de exercicio, em virtude de
uma captacdo insuficiente de oxigénio, leva por sua vez ao aumento e acumulagdo de
lactato, que contribui para o aumento dos niveis de fadiga (119,120). O aumento do
metabolismo neste tipo de treinos, principalmente no musculo esquelético, promove

também a formacdo de ROS por parte da mitocéndria, diminuindo assim a performance
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do atleta e acelerando o processo de fadiga (109,120). Por outro lado, o aumento dos
niveis de amonia também contribui para o desenvolvimento de fadiga, a nivel do
sistema nervoso central (117). Em situacfes de exercicio com maiores necessidades
energeéticas (mais exigentes), o figado ndo tem capacidade de metabolizar toda a amonia
que € produzida no musculo para a obtencdo de energia. Ao passar a barreira
hematoencefalica, a amodnia vai interagir com 0s astrocitos, e € incorporada no
aminoacido glutamina, que em quantidades excessivas, é neurotoxico. Além deste
facto, a amdnia pode ainda prejudicar o bom funcionamento dos neurénios, provocando
alteracdes a nivel motor e cognitivo durante o exercicio, sendo estes sintomas mais

exacerbados quanto mais intenso e duradouro for o exercicio (121).

A citrulina € muitas vezes utilizado por atletas como suplemento alimentar com o
objetivo de melhorar o desempenho e a posterior recuperacdo, ja tendo sido
comprovada a sua capacidade de melhorar a performance no que diz respeito ao
trabalho anaerobico, através do aumento do metabolismo do ciclo da ureia com o
consequente aumento na utilizacdo aerdbica do piruvato, reduzindo assim a producao
de lactato pela via anaerdbica. A suplementacdo com citrulina também mostrou ser

capaz de aumentar as concentracdes plasmatica de arginina (119).

O efeito da suplementacdo com L-citrulina foi estudado numa populacdo de idade mais
avancada, com o intuito de perceber o seu efeito no fluxo sanguineo durante o exercicio.
O estudo contou com 25 individuos sem diagndstico de doencas cardiovasculares,
doencas pulmonares e sem estarem sob efeito de medicacdo anti-hipertensora e anti-
dislipidémica. Estes participantes foram sujeitos a suplementacdo com L-citrulina (6
g/dia) ou placebo (maltodextrina) durante 14 dias, sendo as medigdes do fluxo
sanguineo efetuadas com recurso a um Doppler de ultrassons na artéria femoral. Esta
suplementacéo resultou num aumento de cerca de 30% da concentragdo plasmatica de
arginina. Na populacdo masculina, a L-citrulina conseguiu um fluxo sanguineo
muscular significativamente superior ao grupo de controlo, bem como uma reducéo da
pressdo arterial diastolica. Contudo, estes efeitos sdo dependentes da pressao arterial
em repouso, sugerindo que esta suplementagdo tem um efeito maior em individuos com

algum grau de disfungéo vascular (122).

Apesar de controversos, os resultados dos estudos realizados com recurso a
suplementacdo com arginina parecem ser positivos, sendo que a disparidade de

resultados parece estar relacionada com o tipo de atividade desportiva, entre os esforcos
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predominantemente aerobicos ou anaerobicos. Os diversos estudos sugerem um maior
beneficio nos esforgos aerdbicos, de resisténcia, como aquele que é produzido em
corridas longas ou no ciclismo. Embora menor, também foi observado um beneficio
nesta suplementacdo em esforcos anaerdbicos do tipo “explosivo”. Para ambos 0s
esforcos, foi estabelecido um valor de 0,15 g/kg de peso corporal como a dose ideal a
ingerir entre 60 e 90 minutos antes do esforco. Como suplementacdo cronica foram
também estabelecidos valores de referéncia para melhorar a performance nestes dois
esforgos: entre 1,5 e 2 g/dia durante 4 a 7 semanas para esforcos aerébicos e entre 10 e

12 gramas por dia durante 8 semanas para esfor¢cos anaerobicos (123).

Estes resultados podem ser resultado do aumento da biodisponibilidade de NO, que
através da suplementacdo com estes dois aminoacidos, reduz a utilizacdo de oxigénio
em esforcos de intensidade moderada, mais constante, e aumentando o tempo até a

exaustdo em exercicios de elevada intensidade (124).
3.1.4 Envelhecimento vascular

Vérios estudos demonstraram que a vasodilatacdo dependente do endotélio é
progressivamente perdida ao longo da vida, enquanto que a reatividade do endotélio a
agentes vasoconstritores aumenta. Esta funcdo endotelial é avaliada através da
determinacédo de variacdes no fluxo sanguineo ou do didmetro arterial em resposta a
estimulos provocatérios do endotélio, sendo que 0 método mais utilizado é o da oclusdo
arterial recorrendo a aplicacdo de uma pressao suprasistdlica durante um determinado
periodo de tempo, realizado nos membros inferiores ou superiores. Apds a ocluséo,
estes parametros fisicos sdo recolhidos através de métodos nao invasivos, como as
sonografias, onde se inclui o eco-Doppler, ou recorrendo a transdutores de sinal (125—
127).

Com o declinio da idade, a expressdo e atividade da eNOS diminui, levando a uma
diminuicdo da producdo de NO (128), havendo varios mecanismos que o explicam.
Uma explicagdo possivel é a diminuicdo da secregdo de fatores de crescimento e
hormonas, como 0s estrogénios, que tém um efeito positivo sobre a expressdo da
enzima, e com o envelhecimento a sua secre¢do vai gradualmente sendo suprimida
(125). Por outro lado, varios autores observaram um aumento da expressdo da eNOS
ao longo do processo de envelhecimento em modelos animais (129,130). Isto pode ser

explicado pela diminuigcdo de NO livre, levando a um aumento da enzima de modo a

32



repor os niveis normais de NO (129). Esta reducdo na biodisponibilidade de NO
relacionada com o envelhecimento esta também associada a uma diminuicdo do seu
substrato (L-arginina) (131). Com o aumento do stress oxidativo resultante do
envelhecimento vascular, peroxinitrito formado a partir da reagéo entre 0 NO e as ROS
vai reagir com a superdxido dismutase dependente de manganés (MnSOD)
mitocondrial, provocando a sua nitrotirosilacdo e consequente inibicdo. Visto que 0s
niveis de peroxinitrito e de MnSOD se apresentam aumentados em individuos
envelhecidos, podem ambos ser Gteis como marcadores do envelhecimento endotelial
(129).

A formacdo de radicais livres é aumentada em idades mais avancadas tanto pela
diminuigdo da competéncia dos sistemas antioxidantes, com a diminuigéo das enzimas
responsaveis pela remocdo destes radicais, como a SOD, como pelo aumento da
expressao da enzima NADPH oxidase, cuja expressao estd aumentada nos processos de
envelhecimento, e representa a maior fonte do radical superoxido tanto no endotélio
como nas células do mdsculo liso dos vasos (128). As células endoteliais em
senescéncia expressam também moléculas de adesdo, promovendo a adesdo e
infiltracdo de neutrofilos e consequente inflamacdo, acelerando o processo de

aterosclerose (132)

O encurtamento dos telomeros parece ter também um papel importante no
envelhecimento endotelial. Durante as sucessivas replicacdes do DNA, as regides
terminais dos cromossomas ndao sdo completamente duplicados, resultando num
sucessivo encurtamento dos telomeros em cada ciclo, até ao ponto em que este
encurtamento pode desencadear a senescéncia da célula (133). O encurtamento dos
telomeros parece aumentar a expressdo de agentes pré-inflamatorios e reduzir a

atividade da eNOS em humanos (134), apoiando esta mesma teoria.

Em células endoteliais humanas das veias umbilicais (HUVECS), incubadas com uma
molécula dadora de NO (S-nitrosopenicilamina), foi estudado o efeito do NO no inicio
da senescéncia das células endoteliais, tendo sido reportado a inibigcdo da senescéncia
das células presentes nesta cultura. O mecanismo exato do modo de ag¢do do NO sobre
as telomerases ainda é desconhecido, contudo pensa-se que a ativagdo de mecanismos
transcripcionais ou pés-transcripcionais seja importante; por outro lado a redugdo do
stress oxidativo a que as células estdo sujeitas parece estar também envolvido (132).

Estudos mais recentes sugerem que o NO possa ser um mediador epigenético do
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desenvolvimento vascular, sendo que este apenas comeca a ser produzido quando a
tensdo de cisalhamento exercida pelo sangue nas paredes vascular seja suficientemente
elevada (135).

Em 2007, foi realizado um estudo em 10 individuos fumadores, saudaveis, entre os 23
e 0s 25 anos para estudar o efeito da suplementagéo oral com arginina nos dias 0, 1 e 3
do estudo sobre a funcao endotelial (dose compreendida entre 0s 6 e 0s 7 g/dia, ndo
sendo possivel definir devido a incongruéncias do texto publicado). Apesar do estudo
ser de curto termo, foi possivel observar um efeito benéfico da suplementagéo sobre o
endotélio, espelhado pelo aumento da dilatacdo mediada pelo fluxo ao fim de 2 dias e
pela reducdo progressiva do indice de rigidez da artéria aorta, indicando que a arginina
tem a capacidade de proteger o endotélio dos efeitos nefastos do tabaco a curto prazo,
preservando a elasticidade arterial nesta populacéo (126). Noutro estudo mais longo, 12
individuos sem morbilidades com idades superiores a 70 anos foram suplementados
com arginina durante 14 dias, tendo sido obtidos resultados positivos semelhantes ao
estudo anterior relativamente a dilatagdo mediada pelo fluxo. Antes da intervencéo,
estes valores eram consideravelmente baixos. Foi também observado um aumento da
concentracdo de arginina no plasma, bem como o aumento do racio arginina/ADMA

(dimetilarginina assimétrica, inibidor endégeno da NOS), retornando aos valores

normais (127). Anteriormente ja tinha sido estudado o efeito da idade sobre a
capacidade de dilatacdo dependente do endotélio nos dos vasos. Apds a administracao
de acetilcolina (vasodilatador dependente do endotélio) em doentes com angina atipica,
a resposta do endotélio foi analisada, e observou-se que com o avancar da idade, esta
resposta era diminuida, sendo que a dilatacdo independente do endotélio nos vasos
testada através da provocacdo com papaverina (agente vasodilatador, cujo mecanismo
se baseia no relaxamento do musculo liso vascular) se manteve inalterada. Esta
disfuncdo endotelial na microcirculagcdo coronéria foi atenuada apo6s a administracao
intracorondria de L-arginina (160 mol/min durante 20 minutos) (136). A suplementacéo
oral com L-arginina também se mostrou capaz de melhorar a dilatacdo vascular
dependente do endotélio, sem alterar o grau de hiperémia reativa ou o diametro arterial

basal, possivelmente pelo aumento da libertagcdo de NO ou por facilitar a sua agéo (137).

Um denominador comum é que sdo estudos de curta duragdo, sendo que a observagao
dos resultados € realizada ou no momento da administracdo, ou no maximo ao fim de

14 dias. De forma a compreender melhor os beneficios destes dois aminoécidos a longo
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prazo, seria aconselhado retirar essas conclusdes com base em estudos com uma maior

duracéo de exposicdo a suplementacao.
3.1.5 Disfungdes neuroldgicas

A deméncia vascular (DV) é uma das causas mais comuns de deméncia, apenas
superada pela doenca de Alzheimer (DA). Contudo, a sua classificacdo e critérios de
diagnostico ainda ndo sdo totalmente claros, devido a dificuldade de compreender a
relacdo entre a doenca cerebrovascular e a deficiéncia cognitiva (138). A DV é
caracterizada por um declinio cognitivo com origem cerebrovascular, resultado de
acidentes vasculares cerebrais ou lesbes subclinicas vasculares cerebrais, causando
deficiéncias cognitivas que podem progredir para estados de deméncia graves, e que
em muitos casos coexiste com a DA (139). Em doentes diagnosticados com DV, as
células endoteliais cerebrais apresentam diversas alteragdes, nomeadamente uma
diminuicdo no contetdo mitocondrial, a perda das jun¢des oclusivas, juntamente com
uma disfuncao da barreira hematoencefalica (devido a menor producao de NO, aumento
das ROS e aumento da permeabilidade capilar) e diminuicdo na densidade capilar
(140,141). A hipertensdo, dislipidémia, obesidade, terapias de substituicdo hormonal, e
fatores genéticos e ambientais sdo fatores de risco que podem precipitar o

desenvolvimento desta patologia (142).

Nos vasos cerebrais, além das propriedades antiagregantes e antioxidantes ja
mencionadas, o sistema eNOS/NnNOS/NO tem uma funcdo protetora do Sistema
Nervoso Central (SNC), regulando o ténus vascular e o fluxo sanguineo cerebral,
auxiliando também nos processos neurogenese, nomeadamente no crescimento axonal
e na plasticidade sinaptica, importantes nos processos de aprendizagem e memoria. Em
processos inflamatdrios, a sobreproducdo de NO por parte da iINOS pode desencadear
neurotoxicidade, disfungcdo mitocondrial e induzir a apoptose via radical peroxinitrito.
Por outro lado, a redugdo da producdo de NO origina uma diminui¢do na perfusao

cerebral, assim como um aumento da inflamagéo vascular (140).

O stress oxidativo é caracterizado pelo aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e de azoto (RNS), produzidas principalmente nas mitocondrias das células endoteliais
cerebrais, e tem uma grande influéncia no desenvolvimento deste tipo de deméncia.
Nos vasos, NADPH oxidase, a mitocondria e a cicloxigenase séo as trés principais

fontes de ROS (143). Estas espécies reativas levam a deplecdo dos sistemas
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antioxidantes da mitocdndria, como a GPx e a SOD. A ativacéo das células endoteliais
cerebrais devido as ROS leva a um aumento da concentracdo de célcio intracelular,
aumentando a expressdo de moléculas responsaveis pelo recrutamento de leucdcitos e
plaguetas, como a P-selectina e as quimiocinas. Por sua vez, os leucdcitos ativados e
plaquetas libertam moléculas pro-inflamatérias (TNF-alfa e IL-1) que medeiam a
expressdo da molécula de adesdo vascular-1 e molécula de adesdo intercelular-1,

promovendo a migracéo e adesdao leucocitéria (140).

Estudos recentes relacionam este tipo de deméncia com niveis elevados de radicais
livres e com uma deplecdo dos niveis de substancias antioxidantes, como o alfa-
tocoferol. A reducéo da biodisponibilidade de NO, devido ao aumento da producéo de
radicais livres, também esta associada a este processo por favorecer o desenvolvimento
de placas aterosclerdticas e levando a lesdo dos préprios vasos (144). Isto ocorre devido
a capacidade da enzima eNOS poder utilizar o oxigénio como substrato para produzir
o radical superoxido, que por sua vez também tem a capacidade de reagir com a
molécula de NO e formar o radical peroxinitrito (140). Outros eventos desencadeantes
desta patologia sdo os periodos de hipdxia ou isquémicos, hemorragias, acumulacao
anormal da proteina beta-amildide, lesdes na substancia branca e processos

inflamatdrios, que também podem coexistir (139,142).

A disfuncéo vascular a nivel cerebral também pode ser associada & depressdo (145). A
hipoperfusdo cerebral pode funcionar como fator desencadeante de depressao, por
reduzir a sintese proteica crucial para 0s processos cognitivos e manutencdo das
funcionalidades do cortex cerebral. Esta reducdo na perfusdo cerebral pode ser
desencadeada pelo aumento da espessura da tinica média, aumento da rigidez arterial
ou disfuncdo endotelial, processos que levam a diminuicdo do didmetro do Iimen
arterial (146). Por outro lado, a depresséo pode levar ao desenvolvimento de alteragdes
na vasculatura cerebral. Contudo, 0 seu mecanismo ainda ndo estd totalmente
esclarecido, sendo a redugdo do volume cerebral ou o aumento de producdo de
glucocorticoides e outras hormonas relacionadas com o stress possiveis fatores a ter em
conta (145).

3.1.6 Disfuncao erétil

A erecdo peniana € um fendmeno neurovascular. O balango entre os fatores

psicolégicos, hormonais, neurologicos, vasculares e musculares esqueléticos é
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essencial para uma funcdo erétil normal. Em casos em que algum destes fatores se
encontre alterado, isoladamente ou em combinacgéo, pode dar origem a disfuncéo erétil
(DE) (147,148). A funcdo eréctil depende do envolvimento de trés mecanismos que
atuam sinérgica e simultaneamente: 1) aumento do fluxo de sangue arterial no pénis,
mediado por processos neuronais (aumento da atividade parassimpatica, que liberta
acetilcolina a partir dos terminais nervosos dos corpos cavernosos; e aumento da
libertagdo de substéncias vasodilatadoras das células endoteliais, nomeadamente NO),
2) relaxamento do masculo liso dos corpos cavernosos e 3) restricdo da drenagem
venosa do pénis, devido a compressdo exercida pelo musculo liso trabecular relaxado

contra a tunica albuginea fibroelastica (148-150).

A DE é definida pela incapacidade de obter ou manter erecfes para relagdes sexuais
satisfatorias (147). Embora ndo esteja completamente definido, varios autores apontam
para uma persisténcia dos sintomas de seis meses até que se possa confirmar o
diagnostico (151). A etiologia da DE é multifatorial, podendo ser classificada como
organica (maioria dos casos), neurogénica ou como uma combinacdo de ambas. Os
principais fatores de risco para o desenvolvimento de DE organica estdo diretamente
associados a um aumento do risco de desenvolver aterosclerose (principal causa de DE
de origem vascular), como a diabetes mellitus, hipercolesterolémia, ser fumador ou
apresentar patologias crénicas (147,149). As patologias que potenciam o
desenvolvimento de aterosclerose sdo conhecidas por exacerbar o ambiente oxidativo
nos vasos, levando a inativacdo do NO pelo radical superéxido, o que leva a uma
deplecdo anormal de NO endotelial, o que resulta na disfuncéo do préprio endotélio.
Além disto, a reacdo entre 0 NO e o radical superdxido origina o peroxinitrito,
responsavel pela inducdo da producdo de agentes vasoconstritores, como a
prostaglandina H> e o tromboxano Az, que potenciam a apoptose das proprias células
endoteliais (152).

Por outro lado, o0 aumento deste radical reduz os niveis de calcio intracelular nas células
endoteliais dos corpos cavernosos, diminuindo assim a sua capacidade de contratilidade
(149).

Um estudo realizado em 2016 mostrou que 0s niveis de arginina e de citrulina na
maioria destes doentes encontram-se diminuidos, principalmente no grupo com doenca
mais grave e com diagnostico de DE aterogénica ha pelo menos 10 meses. Todos 0s

participantes do estudo tinham entre 25 e 60 anos, sem diagndstico de hipertensao,

37



doenca renal grave, insuficiéncia hepética, doenca coronaria, doenca cerebrovascular,
neuropatias, doencas endocrinas ou prostaticas, historico de abusos de drogas ou alcool,
tratamento prévio ou atual para DE e sem fazerem suplementacdo alimentar. Sendo
substratos da NOS, a sua menor concentracdo pode ser uma das causas da incapacidade

de produzir uma erecéo satisfatoria, pela diminuicéo de producao de NO (153).

A disfuncdo endotelial que muitos doentes com DM apresentam é um fator importante
para a elevada prevaléncia de DE nesta populagdo, devido a incapacidade de produgéo
de substancias vasodilatadoras (associado a uma diminui¢do na expressdo da eNOS),

bem como ao aumento de citocinas pro-inflamatorias (154,155).

Vérios estudos mostraram que a suplementacdo oral com L-arginina é eficaz no
tratamento da DE em modelos animais com DM, aumentando o relaxamento
dependente do endotélio e neurogénico dos corpos cavernosos, através do aumento da
sintese de NO (154). Em humanos observou-se uma melhoria da DE em doentes com
doenca leve e moderada, com doses entre os 1,5 e os 5,0 g, ingeridas diariamente,
independentemente da frequéncia de relagdes, quando comparados com os placebos ou
com a auséncia de tratamento., melhorando também o International Index of Erectile
Function (IIEF), um questionario baseado em 15 perguntas que analisam a funcao erétil,
a funcdo orgasmica, o desejo sexual, a satisfacdo nas relaces e a satisfacdo geral,
utilizado para avaliar a gravidade e a evolucdo da doenca. Ndo foram observadas
reacOes adversas graves, embora tenham sido reportadas reacdes adversas menores,

nomeadamente cefaleias, insénias e prurido (156,157).

Num estudo realizado em 24 doentes com idades compreendidas entre os 46 e 0s 66
anos com doenca leve foi estudado o efeito da suplementacdo com L-citrulina (1,5
g/dia) durante 1 més, em comparacdo com um placebo. No fim do tratamento, metade
dos doentes reportaram uma melhoria na funcéo erétil, tendo-se mostrado “bastante
satisfeitos” com o tratamento, ao contrario da outra metade, que se mostrou “nio
satisfeita”. De uma forma geral, a frequéncia de relagdes sexuais também aumentou.
(158).

A suplementacdo oral com estes aminoacidos foi também estudada como adjuvante a
terapéutica com os inibidores da fosfodiasterase tipo 5 (iPDE5), comummente
prescritos a estes doentes. Neste sentido, foi conduzido um estudo numa populacao de

108 homens diagnosticados com DM com queixas leves a moderadas de DE, em que
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durante 8 semanas, foram submetidos a suplementacéo oral com 5 g de L-arginina por
dia. No final do tratamento, e embora a suplementacédo oral com L-arginina per se tenha
resultado numa melhoria das queixas dos doentes, os melhores resultados foram obtidos
quando este aminoacido foi adicionado concomitantemente com o tratamento com 0s
inibidores da PDES5, com a funcdo erétil a sofrer melhorias significativas, bem como
melhorias no IEF (159).

Outro protocolo utilizou o tadalafil e a L-arginina, em monoterapia e em combinacéo,
de forma a avaliar qual a estratégia com melhores resultados. Ao longo de 12 semanas,
300 doentes, com doenca leve a grave, foram divididos em 3 grupos: um grupo em
monoterapia com tadalafil (5 mg/dia), outro grupo em monoterapia com L-arginina
(2500 mg/dia) e por fim um grupo com a combina¢do das duas moléculas. No fim do
tratamento, foi a terapéutica combinada que surtiu os melhores resultados (160). Foram
observados resultados semelhantes num estudo em doentes com mais de 60 anos, em
que os 120 intervenientes foram divididos em 4 grupos: o grupo de controlo (que
recebeu o placebo), o grupo tratado com tadalafil (5 mg), o grupo suplementado com
L-arginina (5 g) e o grupo que recebeu a combinacgéo de tadalafil e L-arginina (5 mg +
5 g). Ao fim das 6 semanas de tratamento, e através do questionario Sexual Health
Inventory for Men (SHIM), o tratamento combinado foi aquele que obteve os melhores
resultados em relacdo aos restantes grupos, apesar de 0S grupos em monoterapia
também terem obtido resultados positivos (161). Além do tadalafil, também o sildenafil
(50 mg dia a cada dois dias) foi estudado em combinacdo com a suplementacéo diaria
com L-arginina (3 g/dia). Ao fim das 8 semanas do estudo, os resultados foram obtidos
através do score obtido no IIEF, e os resultados foram concordantes com o0s
supramencionados (162).

Apesar de menos eficazes em comparacdo com a terapéutica farmacolégica mais
comummente utilizada, a suplementagdo oral com estes aminoacidos provou ser segura
e bem tolerada pelos doentes (158), podendo ser utilizada naqueles com doenca ligeira.
Por outro lado, a combinacdo destas duas estratégias parece ser a que mais efeitos

benéficos tem para o doente.
3.1.7 Fenbémeno de Raynaud

O fendmeno de Raynoud € uma condicdo caracterizada pela ocorréncia de

vasoespasmos de forma recorrente, principalmente nos dedos das maos ou dos pés,
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podendo ainda ser observado na lingua, nas orelhas, no nariz e nos mamilos (163). A
prevaléncia desta condicdo € maior em regides cujo clima é mais frio, pois a exposi¢do
ao frio é um dos fatores desencadeantes destes episodios, assim como situacGes
causadoras de stress. Durante os episddios, os dedos comecam por ficar palidos e
cianosados, com sensacdo de dor e dorméncia. Quando o fluxo sanguineo é

restabelecido, a pele aparece ruborizada (163,164).

Apesar de ndo estarem totalmente definidos, os fatores de risco associados ao
aparecimento deste fendmeno parecem estar relacionados com o clima, o sexo, a
historia familiar da doenca e a presenca de DCV de base (163). O aparecimento deste
fenomeno foi também associado a exposicdo a medicamentos antineoplasicos e a

exposi¢do ocupacional a vibragbes mecanicas (165,166).

O fendmeno de Raynaud pode ser classificado em primério, caso ndo exista nenhuma
patologia associada, ou secundario, caso exista outra patologia que possa desencadear
este fendmeno. Neste Ultimo caso, as exacerbacfes estdo especialmente relacionadas
com fatores dependentes do endotélio, podendo exacerbar os vasoespasmos nos doentes
pela mediacdo da proliferacéo e contragdo da musculatura lisa dos vasos (167).

Os episadios de vasoespasmo da doenca de Raynaud resultam numa isquémia seguida
de reperfusdo, o que leva ao aumento de producdo de radicais livres de oxigénio nos
vasos que, por sua vez, danificam os tecidos e levam a lesdo do endotélio. Os danos
tecidulares podem ativar as cascatas inflamatorias, o que contribui para amplificar as
lesGes (163).

O NO parece ter um papel duplo nesta patologia. Por um lado, a sua deficiente producéo
por parte da eNOS resulta na isquémia dos tecidos, enquanto que a inflamacéo
resultante do processo isquémico leva a ativagao de citocinas pro-inflamatorias, que por
sua vez aumentam a producdo de NO, por parte da iINOS, para niveis superiores ao
normal (168,169). A formagdo de ROS, resultantes dos episodios de I/R, tem a
capacidade de oxidar o NO, diminuindo assim a sua biodisponibilidade e limitando a
sua acao sobre os vasos, além de originar espécies reativas que acabam por danificar 0s
tecidos (168,170). Os danos estruturais nas paredes dos vasos refletem-se numa reducao
na expressdo do mMRNA que codifica para a NOS, reduzindo assim 0s niveis desta
ultima e afetando a sintese de NO (170). Por outro lado, niveis elevados de NO nesta

patologia também pode ser explicado como uma tentativa de compensar a falta de
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capacidade dos vasos em dilatar, e normalmente é associado a fenémeno de Raynaud
primario (168), provavelmente em estados iniciais da doenca, onde o endotélio ainda é
capaz de produzir NO. Além do NO, a deficiéncia de outras moléculas vasodilatadoras,
como a prostaciclina, o fator hiperpolarizante dependente do endotélio (EDHF) ou o
péptido aterial natriurético podem aumentar a responsividade dos vasos a moléculas

vasoconstritoras, aumentando a possibilidade de vasoespasmos.

A vasoconstricdo em resposta ao frio é mediada por vias de transmissdo neuronais
simpaticas, pelo que disturbios nestas vias neuronais também poder&o estar associados

a patogénese (170).

A suplementacédo oral com L-arginina foi estudada também nesta patologia como uma
possivel abordagem farmacoterapéutica, tendo sido obtidos resultados contraditorios.
Por um lado, a suplementacdo com 8 g/dia de L-arginina ao longo de 28 dias ndo surtiu
efeitos significativos na resposta vascular a vasodilatacdo dependente e independente
do endotélio em individuos com doenca de Raynaud primaria, sendo esta resposta ja
reduzida nestes doentes, quando comparados com o grupo de controlo. Estes resultados
fizeram os investigadores refutarem a hipétese de que um défice na biodisponibilidade
de substrato para a producdo de NO estivesse na origem na incapacidade vasodilatadora
nestes doentes, tendo colocado a hip6tese de o problema estar na incapacidade do
préprio NO em induzir o relaxamento vascular (171). Estudos mais recentes sugerem
ainda que possa ser uma diminuic¢do na producdo de agentes vasodilatadores, como o
NO e a prostaciclina, que esteja na origem da incapacidade vasodilatadora do endotélio,

ndo sendo ainda possivel saber qual 0 mecanismo ao certo (172).

Noutro estudo, a suplementacéo oral de L-arginina (4 g duas vezes ao dia) também nao
se mostrou eficaz no tratamento de doentes diagnosticados com doenga de Raynaud
primaria (173). Contudo, em doentes com doenca de Raynaud secundaria, os resultados
foram mais promissores. Utilizando a mesma metodologia, foi observado um aumento
na amplitude de pulso na regido palmar dos dedos, bem como um aumento na
vasodilatacdo nessa mesma regido (173). A perfusdo com L-arginina (8,5 mg/min)
também teve resultados positivos, em ambos o0s tipos, na reducdo das exacerbacdes da

doencga quando existe exposicao a fatores desencadeantes (neste caso, o frio) (174).

Uma possivel explicacdo para estes resultados é o facto de a L-arginina potenciar a

producao de NO por parte do endotélio vascular, e assim blogquear as exacerbagdes desta
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doenca (174). Além desta acdo, a L-arginina vai também impedir a inibicdo das NOS

por parte da ADMA, mantendo assim a normal producdo de NO (169).

Apesar de a L-arginina poder ser uma opg&o terapéutica a considerar para estes doentes,
principalmente nos doentes diagnosticados com sindrome de Raynaud secundaria, s&o
necessarios estudos mais robustos de forma a criar evidencias mais fortes em relacao
ao seu uso. Uma das dificuldades do estudo nesta populacéo é o facto de ser necessario
usar testes de provocacao de exacerbacdes, 0 que pode causar receio nos doentes em
participar nestes estudos, o que a somar ao baixo nimero de individuos com esta
condicdo, se torna ainda mais dificil o seu estudo. Também podera ser relevante estudar
se a suplementacdo com L-citrulina tera resultados semelhantes, ou até melhores, no

controlo desta patologia.
3.1.8 Hipertenséao

A hipertensdo é definida por valores de pressao arterial sistolica iguais ou superiores a
140 mmHg e/ou valores de presséo arterial diastolica iguais ou superiores a 90 mmHg
(175). Quanto a etiologia, a hipertensdo distingue-se em dois tipos, a priméria, cuja
natureza é desconhecida, e a secundaria, com origem identificavel e na maioria das
vezes corrigivel (176). Estima-se que cerca de 30% da populacdo mundial em idade
adulta seja afetada por esta condi¢do, sendo a sua prevaléncia superior nos paises com
rendimentos mais baixos (175). Em Portugal, este valor sobe para os 42%, e
normalmente aparece associada a outras patologias, como a dislipidémia ou a diabetes
mellitus (177,178).No caso da hipertensdo primaria o principal mecanismo
fisiopatoldgico esta centrado na incapacidade do endotélio em promover a dilatacdo dos
vasos, contribuindo assim para o aumento da resisténcia vascular periférica e,
consequentemente, da pressdo arterial (179). Ja hipertensdo secundaria € uma doenca
com menor prevaléncia (10% dos doentes diagnosticados com hipertensdo) que tem
como causa uma outra patologia subjacente que, sendo tratada, pode reverter este estado
hipertensivo. As doengas mais comummente associadas a este tipo de hipertenséo séo
as doencas renais (0 aparecimento de hipertensdo glomerular resultado, por exemplo,
do desenvolvimento de lesdes no parénquima renal, originando danos na estrutura renal,
diminuindo a sua capacidade em excretar o excesso de fluidos e de sodio); o
hiperaldosteronismo, que aumenta a reabsorcao de sédio e de &gua, resultando num
aumento da volémia; a doenca de Cushing, devido ao aumento da secrecdo de

mineralocorticoides, onde se inclui a aldosterona; e a apneia de sono obstrutiva, devido
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a obstrucdo mecéanica das vias aéreas superiores que provoca episodios de abaixamento
da tensdo parcial de oxigénio, compensada com aumento da resisténcia vascular
periférica (176,180).

Para além do aumento do tonus vascular, a hipertensao arterial estd associada a uma
reducdo na elasticidade das artérias, esta Gltima devido ao aumento da espessura da
intima média. Estas alteragdes nas paredes das artérias reduzem a perfusdo dos tecidos
por elas irrigados, sendo as sequelas mais graves quando estas alteracées no coragéo,
no cérebro e nos rins (179,181).

A diminuicdo da sintese de NO pode ser devido a 1) falta de substrato da NOS, L-
arginina, 2) falta de cofatores da reagéo, como a BHa, 3) reducdo da expressédo da NOS
endotelial ou 4) o aumento de inibidores enddgenos da NOS, como derivados da
ADMA. Outros dos motivos para a diminuicdo da biodisponibilidade do NO séo a sua
inativacdo pelas ROS, sendo a deficiéncia de antioxidantes como a vitamina C (acido
ascorbico), vitamina E (o-tocoferol) e a glutationa fatores desencadeantes deste

fendmeno, reduzindo a capacidade antioxidante nos vasos (181).

A biodisponibilidade do NO é determinada pelo balango entre a sua formacdo e
inativacdo (182). Em estudos realizados em humanos, verificou-se uma diminuicéo da
producdo de NO por parte dos doentes diagnosticados com hipertensdo primaria, em
estados menos avangados da doenca, sendo que com a evolucdo desta, a
biodisponibilidade de NO continuava a reduzir-se, desta feita devido ao aumento de
ROS. Também se observou uma diminuicdo da sensibilidade da musculatura lisa ao
NO. Noutros estudos, além de confirmada a diminui¢do na concentracdo de NO basal,
também a resposta a farmacos que potenciam a produgéo de NO se encontrava reduzida.
Este parametro parece ter correlacdo com o risco de eventos cardiovasculares (181).
Em doentes hipertensos, o sistema de transporte da L-arginina y+ para o interior das
células mantém-se intacto, fornecendo assim o substrato das NOS para a produgdo de
NO, pelo que a suplementagdo com este aminoacido pode ter um efeito benéfico nesta
condicéo (182).

Em 2002, um estudo investigou o efeito da administracdo oral de L-arginina (6 g uma
hora e meia antes do protocolo de oclusédo suprassistélica) em doentes com hipertensdo
primaria, ndo tendo sido observadas melhorias significativas na pressao arterial e na

frequéncia cardiaca, sendo que o Unico parametro com resultados positivos foi o
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aumento da dilatacdo dependente do endotélio (137). Em mulheres com hipertensao
gestacional que, adicionalmente, podiam ou ndo apresentar proteinuria, a administracao
de L-arginina foi realizada em duas etapas: nos primeiros 5 dias, as participantes
receberam 20 g de L-arginina em 500 ml de solugéo por perfusdo, seguido de 2 semanas
com administracdes orais diarias de 4 g; ja o grupo controlo recebeu um placebo. Ao
fim de 6 dias, a pressdo arterial no grupo tratado com L-arginina tinha sido
significativamente reduzida (183). Foi também estudado o efeito da L-arginina em
doentes hipertensos com angina microvascular. Durante 4 semanas, estes doentes
ingeriram um total de 6 g de L-arginina repartidos por 3 tomas ao longo do dia. No fim
do tratamento, observou-se uma melhoria significativa da pressdo arterial sistélica em
repouso. A qualidade de vida apresentou também melhorias, fruto ndo s6 da reducéo da
pressao arterial, mas também da diminuicdo da frequéncia de crises anginosas e da

necessidade de recorrer a medicacdo de emergéncia, neste caso a nitroglicerina (184).

A melancia € uma fonte de citrulina por exceléncia. Sabendo isto, um estudo usou o
extrato de melancia como suplemento contendo citrulina, numa dose de 6 g por dia, ao
longo de 6 semanas, em individuos diagnosticados com pré-hipertensdo ou hipertensdo
de grau 1, mas sem prescricdo de terapéutica anti hipertensora. No fim do tratamento,
tanto a pressdo arterial sistélica como a diastolica diminuiram significativamente em
doentes obesos pré-hipertensos e hipertensos, com idade média de 58 anos, sem nunca
terem sido diagnosticados com hipertensdo ou outras doencgas cardiovasculares
(53,185).

O efeito da suplementacdo oral com L-citrulina (6 g/dia) foi também estudado em
mulheres obesas, pré-hipertensivas e ja na pés-menopausa, sendo reportados resultados
positivos a nivel da pressdo arterial ao fim de 8 semanas de tratamento, com uma
reducdo em média de 7 mmHg da presséo arterial sistolica e 9 mmHg da presséo arterial
diastélica. A pressdo arterial também foi reduzida em doentes com insuficiéncia
cardiaca, mas com a fracao de ejecdo preservada, ap0s tratamento durante 8 semanas
(186).

Uma meta-anélise realizada em 2018 incluiu estudos com uma populacdo entre 12 e 34
pessoas, com idades compreendidas entre os 22 e os 71 anos. As doses de citrulina
variaram entre as 3 e as 9 g/dia. Estas intervenc@es tiveram um resultado positivo na

pressdo arterial sistolica, com uma reducdo, em media, de 4 mmHg. No que diz respeito
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a pressao arterial diastolica, a reducéo so é significativa nos estudos cujos a dose € igual

ou superior a 6 g/dia, sendo neste caso dependente da dose (187).

Os ensaios clinicos até a data sugerem que a L-arginina é o aminoacido que apresenta
resultados mais promissores no tratamento da hipertensdo. Embora a suplementagéo
com L-citrulina também pareca ser benéfica, ndo existe ainda consenso quanto ao seu
real valor nesta condicéo, isto porque das Ultimas trés revisdes de literatura, apenas duas
concluiram que este aminoacido era eficaz no tratamento da hipertensdo, sendo que
estes resultados podem estar relacionados com os critérios de selecdo dos estudos de
diferentes autores, visto que do ponto de vista teérico, ambas as moléculas terdo a
capacidade de, até certo ponto, reduzirem a pressdo arterial, uma teoria suportada por
estudos que demonstraram uma capacidade de reduzir a presséo arterial em 7/3 mmHg,
valores superiores a média obtida pela suplementacdo com L-arginina (5,39/2,66
mmHg) (188).

Contudo, sdo necessarios estudos mais longos para determinar a sua eficacia na reducéao
da presséo arterial a longo termo, bem como estabelecer a dosagem necessaria para a
obtencdo do efeito e averiguar se existe uma relacdo de dose-resposta, além da sua

seguranca na utilizacdo por periodos maiores e possiveis efeitos adversos.
3.1.9 Sépsis

A sépsis € uma resposta inflamatoria sistémica em contexto de infecdo, sendo um
problema de salde grave devido a sua elevada morbilidade e mortalidade, necessitando
o0 doente de cuidados intensivos (189). Em doentes que desenvolveram sépsis, seja apos
trauma ou intervencdo cirurgica, verificaram-se niveis bastante baixos de concentracao
plasmética de arginina, capaz de conduzir a disfungdo do endotélio e do sistema
imunitario. Foi proposto que esta diminuicdo na concentracdo de arginina pode ser
consequéncia da diminuigdo da absorcéo gastrointestinal, do aumento da atividade da
arginase e da NOS, e do aumento da utilizacdo de arginina na sintese proteica (189-
192). O aumento das necessidades metabolicas implica um maior consumo de arginina
para a sintese proteica, essencialmente de proteinas de fase aguda, o que justifica a sua
reducdo plasmatica (192). Em estudos anteriores observou-se que, apés a infusdo de
uma solucdo contendo diferentes aminoécidos em doentes com diagndstico de sépsis
provocada por infe¢bes intra-abdominais, pulmonares ou dos tecidos moles, a

concentracdo de arginina no plasma era relativamente baixa em comparagdo aos
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restantes aminoacidos, apoiando a hipdtese de que as necessidades metabdlicas para
este aminoacido estdo aumentadas nestes doentes (193). Em doentes que morreram de

sépsis, 0s niveis de arginina foram menores do que naqueles que sobreviveram (191).

Em animais, a suplementagdo oral com citrulina provou ser benéfica. Apds a indugdo
da sépsis, os modelos foram suplementados através da ra¢cdo com uma mistura contetudo
8% de citrulina, durante 3 semanas. Quando comparado com o grupo controlo (racédo
normal), o grupo suplementado com a citrulina obteve resultados semelhantes quanto a
sobrevivéncia. Contudo, ao fim de 3 dias, os niveis da interleucina-6 (mediador pro-
inflamatdrio) eram menores neste mesmo grupo, ndo afetando a secre¢cdo de mediadores

anti-inflamatorios, como € o caso da interleucina-10 (IL-10) (194).

Também a producéo de citrulina é afetada em doentes em choque séptico. A sua
producdo, quando comparada com a de individuos saudaveis, aparece diminuida,
consequéncia da menor e mais lenta producdo de arginina, diminuindo a
biodisponibilidade destes dois aminoacidos (189). A sintese intestinal de citrulina esta
dependente da disponibilidade da glutamina e da prolina. Uma diminuic¢ao na producao
de citrulina parece refletir uma diminuicdo na biodisponibilidade destes dois
aminoacidos. Os niveis séricos destes dois aminoécidos encontram-se reduzidos em
doentes com sépsis, e correlacionam-se com as concentracfes de citrulina (195). A
menor ingestao deste aminoacido e a diminui¢do da absor¢éo proteica (devido ao menor
fluxo sanguineo mesentérico) nestes estados sdo outras causas também conhecidas
(196,197).

A deficiente excrecdo renal de nitratos/nitritos contribui para os niveis elevados de NO
no plasma nestes doentes, embora seja 0 aumento da atividade da iNOS o principal fator
para 0 aumento da concentracdo plasmatica de NO (147,196,198). Alem da menor
excrecdo por parte dos rins, a redugdo do seu metabolismo no préprio plasma é um fator
a ter em conta para este aumento (196). Contudo, em criangas em choque séptico foi
demonstrado que o metabolismo que transforma a arginina em NO apresenta uma
atividade aumentada quando comparado com o grupo de controlo de criangas saudaveis,
associado consequentemente a um aumento de NO sérico. O aumento deste agente

vasodilatador parece também ser um indicador da severidade da infecdo (199).

O beneficio do uso de substancias dadoras de NO no tratamento da sépsis em humanos

ainda ndo foi devidamente estabelecido, existindo tando estudos que reportam um
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beneficio significativo, como estudos cujo beneficio ndo foi comprovado ou até
colocando em causa a propria seguranca do tratamento (200). O uso de arginina nestes
doentes também ndo parece aportar melhorias significativas tanto ao estado geral do
doente, como a evolucgdo da doenca. Na sua maioria, a suplementagéo oral com arginina
aumentou as concentraces plasmaticas da mesma. Contudo, este aumento ndo foi
acompanhado por um aumento na producdo de NO. As taxas de mortalidade e de
complicagdes, bem como a duragdo do internamento também nédo parecem ser afetadas

pela suplementacéo (196).

Em 135 doentes diagnosticados com sépsis associada a presenca de sindrome
respiratoria aguda grave (SDRA) foram observados niveis plasmaticos
significativamente reduzidos de citrulina, estando esta diminui¢cdo associada ao
aparecimento de SDRA nestes doentes. Também foram observados niveis de arginina

no plasma abaixo dos valores normais de referéncia (201).

A suplementacdo com arginina em doses entre 0s 3 e 0s 8 g/dia raramente resultaram
em efeitos adversos em doentes diagnosticados com sépsis. Apenas doses acima dos 9
g/dia provocaram reacGes adversas, como desconforto gastrointestinal, vomitos e
diarreia (196).

Em parte, estes resultados discordantes podem ser fruto da dificuldade em estudar este
tipo de doentes, seja pela dificuldade em assegurar a sua integracdo em estudos
cientificos, ou seja pela condicdo debilitada em que se encontram, o0 que condiciona a
conducédo destes estudos. Também o facto de na maioria dos estudos serem usadas
combinacgbes de varios nutrientes fazem com que seja mais complicado extrair o real
beneficio da arginina e da citrulina, sendo um obstaculo dificil de ultrapassar visto que
as necessidades nutricionais dos doentes nesta condi¢cdo ndo se resumem a estes dois

aminoacidos.
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4 Conclusoes

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o estado da arte acerca do potencial
terapéutico da L-arginina e da L-citrulina em diversos modelos e patologias
cardiovasculares, particularmente naquelas em que a disfuncdo endotelial tem um papel
importante na patogénese, fazendo do aumento da biodisponibilidade de NO o principal
mecanismo explorado. Foi possivel concluir que ambos os aminoécidos tém um
potencial terapéutico relevante, sendo capazes de retardar a progressdo de diversas
DCV e melhorar significativamente a qualidade de vida dos doentes, comprovado pela
melhoria de pardmetros clinicos e laboratoriais. Ainda assim, no futuro, seré relevante
aprofundar o estudo desta estratégia terapéutica a outras moléculas com mecanismos
de acdo semelhantes, bem como, através de ensaios clinicos, definir curvas de dose-

efeito para as diferentes patologias estudadas.
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