Influéncia do Tratamento Cronico com L-arginina na Fungéo
Renal de Ratos Submetidos a um Modelo Experimental de Doenca
Renal Cronica

Influence of Chronic Treatment with L-arginine on Renal Function in Rats
Subjected to an Experimental Model of Chronic Kidney Disease
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‘L P S 1 insuficiéncia renal cronica e tratados com L-arginina. Metodologia: Foram

. Patricia Benlcio Lalraz’ utilizados 28 ratos divididos em 4 grupos: L1 - Controle (N=7): tratamento com
Nilo Cesar do Vale Baracho®. dgua destilada; L2 - Uremia Moderada (N=7): suplementacdo com L-arginina
(100mg/ kg), com nefrectomia unilateral + nefrectomia % do rim contra lateral;
L3 - Uremia Moderada (N=6): suplementacdo com L-arginina (200mg/kg) com

1 Académicos do 6° ano do curso de nefrectomia unilateral + nefrectomia % do rim contra lateral; L4 - Uremia
Medicina da Faculdade de Medicina de Moderada (N=8): suplementa¢do com L-arginina (500mg/kg) com nefrectomia
Itajuba (FMIL). Itajubd/MG. unilateral + nefrectomia % do rim contra lateral. Resultados: A administracéo

2 Farmacéutico-Bioguimico, Mestre em continua de L-arginina ndo produziu alteragdes significativas nas dosagens de
Fisiologia e Farmacologia e Doutor em creatinina, ureia e proteina total. Nas dosagens de glicemia L2 e albumina L2
Ciéncias da Saude, Professor Adjunto de houve pequenas alteragdes. Na ingesta hidrica foram encontradas alterag@es
Farmacologia e Bioguimica da Faculdade pontuais nos dias 6 e 8, apenas entre os grupos L2 e controle. Analisando a
de Medicina de Itajuba (FMIt) - ingesta alimentar, houve apenas alteracfes significativas (p<0,05) pontuais, nos
Itajub&/MG. dias 5, 7 e 9 entre L2 e L1, quando comparados ao controle, respectivamente.

Em relacdo ao debito urinario, existiu alteracdo significativa (p<0,01) entres L3
e controle. Conclusdo: Foi observada que a suplementacdo de L-arginina nédo
possui efeitos na insuficiéncia renal, ndo produz melhorias em ureia, creatinina,
proteinas totais e debito urinario. Porém, produz alteracbes em glicemia e
albumina, ndo encontrando um padréo dose resposta nas analises estatisticas.
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ABSTRACT
Objective: To investigate possible improvements in renal function in rats
undergoing chronic renal failure treated with L-arginine. Methods: 28 rats were
Recebido em novembro de 2014 divided into 4 groups: Control L1- (N=7): treatment with distilled water; L2 -
‘ Moderate Uremia (N=7): supplementation with L-arginine (100 mg/kg) with
| unilateral nephrectomy + nephrectomy % kidney against side; L3 - Moderate
Uremia (N=6): supplementation with L-arginine (200 mg/kg) with unilateral
nephrectomy + nephrectomy % kidney against side; L4 - Moderate Uremia
(N=8): supplementation with L-arginine (500 mg/kg) with unilateral
nephrectomy + nephrectomy % Kkidney against side. Results: Continuous
administration of arginine L produced no significant change in creatinine
dosage, urea and total protein. In glycemia L2 and L2 albumin there were minor
changes. In fluid intake there were specific changes on days 6 and 8, only
between L2 and control groups. Analyzing food intake, there were only
significant changes (p <0.05) spot, on 5, 7 and 9 between L2 and L1 compared
with the control, respectively. Regarding the urinary debit, there were significant
change (p <0.01) between L3 and control. Conclusion: It was observed that L-
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INTRODUCAO

A Doenca Renal Crbnica (DRC) é
considerada problema de salide publica em todo
o mundo. No Brasil, a sua incidéncia e
prevaléncia estdio aumentando, sendo o
progndstico ruim e seu tratamento é bastante
dispendioso.! O ndmero projetado atualmente
para pacientes em tratamento dialitico e com
transplante renal no Brasil estd proximo dos
120.000, a um custo de 1,4 bilh&o de reais.?

As principais consequéncias em
pacientes com DRC séo as suas complicagdes,
dentre elas: anemia, acidose metabolica,
alteracdo do metabolismo mineral, desnutri¢do
(todas decorrentes da perda da funcéo renal) e
obito, principalmente por causas
cardiovasculares.!  Dentre  0s  pacientes
pertencentes ao grupo de risco para a DRC estdo
0s hipertensos, diabéticos, idosos, portadores de
doencas  cardiovasculares, familiares de
pacientes portadores da doenca e pacientes
usuérios de medicamentos nefrot6xicos.?

Estudos indicam que o diagndstico
precoce é fundamental para retardar e atenuar as
consequéncias da doenga renal cronica. Dessa
maneira, pode-se diminuir o0 aporte de
individuos as terapias renais de substituicdo.
Sendo assim, para evitar o transplante renal,
medidas nefro e cardioprotetoras devem ser
tomadas precocemente.*®> Atualmente, para o
tratamento da DRC é necessdrio o
reconhecimento dos diferentes aspectos que
englobam a doenca de base, sejam familiares, de
estilo de vida ou genéticos. Também, torna-se
importante reconhecer o estagio da doenca, a
velocidade da diminuicdo da filtracdo
glomerular e identificacdo de complicacGes, tais
como, as cardiovasculares.™”

Grande quantidade de células utiliza a
arginina para sintetizar o 6xido nitrico (NO). As
células endoteliais, na presenga do oxigénio
molecular e do terminal guanidino nitrogenado
da L-arginina, produzem o radical livre gasoso
NO e L-citrulina, em um processo catalisado
pela enzima O6xido nitrico-sintase.®” O NO
medeia  varios fendmenos, como vaso
relaxamento  dependente  do  endotélio,
citotoxicidade mediada por  macréfagos,
inibicdo da ativacdo, adesdo e agregacdo
plaquetéria, relaxamento do corpo cavernoso
peniano humano, regulacdo da pressdo

sanguinea basal, depressdo sinaptica a longo
prazo, potencializacdo da transmisséo sinaptica
a longo prazo, da microcirculacdo medular e
glomerular, dentre outros.®

Pesquisas mostraram  que  as
enfermidades renais estdo associadas ao estresse
oxidativo, a diminuicdo da taxa de NO e ao
aumento na produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO).2 Em condiges patoldgicas,
tem-se a formacdo de ERO em maior
quantidade que a taxa de NO, o que ira interferir
na taxa de filtragdo glomerular,® uma vez que o
NO auxilia nesse processo, devido a
vasodilatagdo arteriolar e da microcirculagédo
glomerular.®

Sendo assim, a suplementacdo com L-
arginina, precursora do NO, surge como uma
opcdo de tratamento, uma vez que tem sido
relatado, tanto em animais quanto em humanos,
que a infusdo de L-arginina induz melhora
significativa na vasodilatacdo dependente de
endotélio.’® Testes recentes verificaram que a
possibilidade da suplementacdo oral de L-
arginina através da dieta, pode restabelecer, ao
menos em parte, a funcéo endotelial.™*

Dessa maneira, 0 presente estudo visou
investigar possiveis melhorias na fungéo renal
em ratos submetidos a varios estigios de
Insuficiéncia Renal Crbnica tratados com L-
arginina.

MATERIAIS E METODOS

Sujeitos

O estudo foi realizado na sala de
experimentagdo animal do Biotério, Laboratorio
de Bioguimica e Laboratério de Fisiologia da
Faculdade de Medicina de Itajuba (FMIt).

Esse estudo obedeceu & Lei Federal
6.638 e as orientacbes do Codigo Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), sendo
analisado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina de Itajuba
em 15/02/2011, sob o protocolo n° 03/11.

Foram utilizados 28 ratos, machos,
adultos jovens, da linhagem Wistar, com peso
variando entre 200 e 250 g e com idade entre 60
e 90 dias, oriundos do biotério da Faculdade de
Medicina de Itajuba.

Os animais foram divididos em 4
grupos experimentais  distintos e foram
acondicionados em gaiolas  metabdlicas
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individuais, com agua e racdo “ad libitum” por
um periodo de duas semanas (quatorze dias).***°

A divisdo dos animais em quatro
grupos distintos ocorreu de acordo com o tipo
de cirurgia realizada:

Grupo 1- Controle (N=7): Nefrectomia
unilateral + nefrectomia % do rim contra lateral
e tratamento com 4gua destilada, VO
(Gavagem).

Grupo 2- Uremia Moderada (N=7):
Nefrectomia unilateral + nefrectomia % do rim
contra lateral e suplementacdo com L-arginina
na dose de 100mg/kg, VO (Gavagem).*

Grupo 3- Uremia Moderada (N=6):
Nefrectomia unilateral + nefrectomia % do rim
contra lateral e suplementacdo com L-arginina
na dose de 200mg/kg, VO (Gavagem)."’

Grupo 4- Uremia Moderada (N=8):
Nefrectomia unilateral + nefrectomia % do rim
contra lateral e suplementacdo com L-arginina
na dose de 500mg/kg, VO (Gavagem).*®

Desenvolvimento do modelo experimental de
doencga renal cronica

Foi induzida doenga renal cronica grave
baseada nos niveis de ureia plasméatica.'?

Os procedimentos cirdrgicos foram
realizados apds anestesia por via intraperitoneal
(I.P) com solucdo de Ketamina (50mg/Kg) e
Xylazina (25mg/Kg).

Foram removidos os polos superior e
inferior do rim direito, sendo retirado também
1/3 do tecido cortical remanescente na porgéo
lateral externa do rim. Esta técnica preserva
40% do tecido renal. Sete dias apds este
procedimento, o animal foi novamente
submetido ao mesmo procedimento anestésico,
seguido de uma incisdo no flanco esquerdo e
apos ligadura da artéria renal esquerda, veia
renal esquerda e ureter esquerdo, o rim esquerdo
foi retirado. Foi preservada a glandula
suprarrenal.

Tratamento e dosagens

A L-Arginina foi administrada na forma
de p6 dissolvido em &gua, nas doses de 100, 200
e 500 mg/kg de peso do animal.'%*"®

O débito urinario dos animais foi
mensurado diariamente e foram coletadas
amostras de urina de 24 horas nos dias 04, 09 e
14. A amostra foi centrifugada (2000 rpm, 5

minutos) para posterior processamento e
dosagem de creatinina, sédio e potassio.

Ao término do experimento,
respeitando-se um periodo de jejum de 12 horas,
os animais foram anestesiados com Ketamina
(50mg/Kg) e Xylazina (25mg/Kg), por via
intraperitoneal e submetidos a puncao
intracardiaca aspirativa para eutanasia e coleta
de amostras. O sangue colhido foi centrifugado
em centrifuga clinica (Excelsa, Fanen) a 2000
rpm durante 10 minutos e o soro obtido (+/-
2mL/rato) foi guardado em tubos fechados em
congelador (-4°C), para analises laboratoriais.

As amostras de soro armazenadas
foram utilizadas para determinagdo dos
seguintes parametros bioquimicos, utilizando
espectrofotdmetro (Quimis Q-108DRD):
glicemia, creatinina, ureia, proteinas totais e
albumina.

Para a determinacdo das concentracfes
foram utilizados os Kits da marca Labtest. Para
dosagem sérica de glicose, utilizou-se o método
enzimatico, através da reacdo da glicose
oxidase; para proteinas totais, utilizou-se a
metodologia colorimétrico-biureto; para
albumina, utilizou-se a metodologia
colorimétrico-verde de bromocresol; a dosagem
da ureia foi realizada através do método urease e
da creatinina foi realizada pelo método
fotocolorimétrico, baseado na reagdo da creatina
com a solucdo de picrato em meio alcalino.

Para analise estatistica, utilizou-se 0
programa BioEstat, versdo 5.0. O teste t de
Student foi utilizado entre duas populagdes
independentes, para a comparagdo dos grupos
em cada momento, com o célculo da estatistica
p. Os dados obtidos também foram submetidos
ao teste ANOVA, para verificagdo de
discordancia entre os 4 grupos. Nos casos de p
menor que 0,05, a estatistica foi considerada
significativa.

RESULTADOS

A administragdo continua de L-
arginina ndo produziu alteracbes significativas
nas dosagens de creatinina, ureia e proteina total
em nenhum dos grupos avaliados, quando
comparados ao grupo controle, analisados pelos
testes t de Student e ANOVA (Gréficos de 1 a
3).
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Gréfico 1 - Média dos valores de Creatinina dos grupos avaliados.
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Grafico 2 - Média dos valores de Proteinas dos grupos avaliados.

Revista Ciéncias em Saude v4, n4,out-dez 2015



UREIA

25 2322
19.02 2047

20 1 1820
2 15
E

10

£ 4

D 1

controle LArg 100mgKg L Arg 200mg'Kg L Arg 500mg'Kg
Grupos

Graéfico 3 - Média dos valores de Ureia dos grupos avaliados

Nas dosagens de glicemia e albumina
foram observadas discretas alterages. Em
relagdo a glicemia, encontrou-se menor valor no
grupo controle, do que nos grupos tratados com
L-arginina: 100mg/Kg (p=0.0135), L-arginina
200mg/Kg (p=0.0086) e L-arginina 500mg/Kg
(p<0,001), no teste ANOVA (Gréfico 4). No

estudo da albumina, observou-se também menor
albuminemia no grupo controle, comparado
com 0s grupos L-arginina  100mg/Kg
(p=0,0022), L-arginina 200mg/Kg (p=0,0015), e
grupo L-arginina 500mg/Kg (p<0.001), no teste
ANOVA (Gréfico 5).
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Grafico 4 - Média dos valores de Glicemia nos diferentes grupos avaliados
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Grafico 5 - Média dos valores de Albumina nos diferentes grupos avaliados.
Ao se avaliar a ingesta hidrica, foram 6 e 8 e apenas entre os grupos L2 (L-arginina
encontradas alteragcBes pontuais apenas nos dias 200mg/Kg) e Controle.
Ingesta Hidrica
75

——CONTROLE
-m-11
L2
L3
20 -
15 %
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DIAS 2 3 4 5 *6 7 *8 9 10 11 12 13 14
1
Gréfico 6 - Médias diarias da ingesta hidrica entre 0s grupos.
No que se refere a ingesta alimentar 9 entre os grupos L2 (L-arginina 200mg/Kg) e
entre 0s grupos, houve apenas alteracOes L1 (L-arginina 200mg/Kg), quando comparados
significativas (p<0,05) pontuais, nos dias 5, 7 e ao controle.
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Grafico 7- Médias diarias da ingesta alimentar entre 0s grupos.
Em relacdo ao débito urinario, quando alteracdo significativa (p<0,01) entres os grupos

comparados 0s grupos, houve apenas um dia, L3 (L-arginina 500mg/Kg) e controle.

durante todo o tratamento em que existiu uma

Débito Urinario

29
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Gréfico 8 - Média diaria do débito urinario entre os grupos.
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DISCUSSAO

A arginina, presente na L-arginina é
utilizada para producdo de 6xido nitrico (NO),
que é responsavel pela vasodilatacdo endotelial,
diminuicdo da agregacdo plaquetaria e
regulacdo da pressdo da microcirculagdo
medular e glomerular.®’” Sabendo-se que o NO
melhora a taxa de filtracdo glomerular pela sua
acdo vasodilatadora e diminuicdo do estresse
oxidativo, e que em condicBes patologicas
renais sua producdo estd diminuida, a
suplementacdo de L arginina, sua precursora,
pode melhorar a fungéo renal.®®

O presente estudo mostrou que a
suplementacdo de L-arginina em ratos induzidos
a insuficiéncia renal moderada, ndo alterou de
forma significativa o0s niveis séricos de
creatinina, proteinas totais e ureia, bem como de
outros parametros analisados, como ingesta
hidrica e alimentar e debito urinario. Dessa
maneira, em relacdo a doenca renal cronica, é
possivel afirmar, diante dos resultados
encontrados, que a L-arginina pode ndo atuar de
maneira efetiva na doenga renal cronica; no
entanto, tal fato pode ter decorrido, pelo menos
em parte, devido a dose usada de L-arginina nao
ter sido efetiva, pelo tempo do tratamento ou
ainda pela gravidade da disfun¢do da doenca
renal provocada cirurgicamente, fatos que
mostram a importancia da realizacdo de novos
estudos, a fim de elucidarem melhor esses

parametros.
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