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ABSTRACT

Introduction: Nitric oxide (NO) is a very important peripheral and renal vasodilator derived from L-
arginine in a reaction modulated by nitric oxide synthase (NOS). We here analyze the role of L-arginine/NO in
the renal function and oxidative stress in rats submitted to renal ischemia-reperfusion.

Material and Methods: For the renal function, we used four groups of animals: control group; ischemia-
reperfusion group; a group pretreated with L-NAME (an inhibitor of NOS); and a group pretreated with L-
arginine. Serum creatinine was measured in the 24, 96, and 192 hours of reperfusion. In another six groups, w
analyzed the oxidative stress through chemioluminescence initiated by tert-butyl hidroperoxide (QL). We used
ANOVA, followed by Bonferroni’s t test (p < 0.05) for statistical analysis.

Results: Renal ischemia-reperfusion significantly increased both renal dysfunction and oxidative stress,
when compared with the control groups, in 24 and 96 hours of reperfusion (p < 0.05). L-NAME increased the
levels of serum creatinine in 24 and 96 hours (p < 0.05), and also increased the oxygen species activity (p
0.05) during renal ischemia-reperfusion. Furthermore, L-arginine significantly protected the renal function and
also inhibited the increase in chemioluminescence induced by L-NAME (p < 0.05) during 24 and 96 hours of
reperfusion.

Conclusion: Our results suggest that Nitric oxide (NO) has a protective effect against renal ischemia-
reperfusion-induced injury in rats.
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INTRODUCAO no rim, é caracterizado por diminuicao do fluxo
sanguineo renal, decréscimo da filtragdo glomerular
No rim, a injaria tecidual decorrente da e diminuicdo do coeficiente de ultrafiltracdo renal,
sindrome isquémica-reperfusional € uma causa imalém de disfuncdo tubular secundaria a obstrucdo e
portante de disfuncéo organica em transplante renaklano do epitélio tubular (1,3,4).
cirurgias de revasculariza¢ao da artéria renal, nefrec- O oxido nitrico (NO), conhecido como fator
tomias parciais, bem como no tratamento cirargicorelaxante derivado do endotélio (FRDE), é um
de aneurismas da aorta supra-renal (1,2). Os mecaubstrato do amino&cido L-arginina resultante da agéo
nismos propostos para explicar a lesdo secundaria @nzimatica da 6xido nitrico sintase (NOS). Revisdes
isquemia-reperfuséo tecidual séo diversos: liberacdgecentes tém demonstrado que o NO, além de ser um
de espécies ativas de oxigénio (EAQO) durante amportante vasodilatador endégeno, parece exercer
reoxigenacao tecidual; acumulagéo leucocitaria; epapéis relevantes dentro do contexto fisiopatoldgico
subsequente liberacdo de EAO adicionais e enzimado organismo humano (5-7). Além disso, supde-se
liticas (1,3). Fisiologicamente, o processo isquémico,que o NO tenha papel ambiguo durante a isquemia-
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reperfusdo tecidual: na isquemia, ele parece proteget0): grupo pré-tratado com L-arginina (Sigma, Bra-
o tecido devido sua propriedade vasodilatadora e acasil), na dose de 200 mg/kg (viai.p.), 20 minutos antes
contra o acumulo leucocitario; contudo, durante ada cirurgia conforme o grupo anterior.
reoxigenacdao do tecido isquémico, o NO pode reagir Todos 0s animais foram anestesiados com
com moléculas de superdxido (e formar o radi-  tiopental sédico (Cristalia, Brasil) (50 mg/kg; viai.p.).
cal peroxinitrito (ONOQ, um importante agente cau- O fechamento da cavidade nos animais, foi feito por
sador da lipoperoxidacao de membranas celulares (6planos, utilizando-se fios absorviveis para o misculo
O objetivo de nosso estudo é verificar o com- e fios inabsorviveis para a pele. Logo apos as cirurgi-
portamento da fung&o renal de ratos pré-tratados coras, 0s animais foram acondicionados em gaiolas de
L-arginina (precursor do NO) ou com L-NAMESN  plastico (17 x 34 x 18 cm), em numero de 3 ou 4 ratos
nitro-L-arginina-metil-éster - um inibidor da NOS) e por gaiola, nas condi¢des do biotério conforme cita-
submetidos a isquemia-reperfusdo renal. Além dis-das anteriormente. Procedeu-se, entdo, a coleta de
so, deseja-se estudar a participagdo do NO sobre @mostras de sangue periférico (plexo retro-ocular)
atividade das EAO na mesma situacdo. Com issopara dosagem das creatininas séricas de todos os ra-
pretende-se avaliar, indiretamente, a importancia ddos nos tempos de 24, 96 e 192 horas ap6s o término
via L-arginina/NO durante o evento isquémico- dos procedimentos correspondentes a cada grupo.

reperfusional no rim. Para a coleta de sangue, os ratos foram anestesiados
; com éter etilico inalatorio.
MATERIAL E METODOS Para o estudo da interacdo entre o NO e as

EAO durante a isquemia-reperfusao renal, 58 ratos

Foram utilizados 97 ratos Wistar, adultos, foram divididos, aleatoriamente, em seis grupos.
pesando entre 250 e 330 g, criados no Biotério daGrupo C (controle/n = 9): ratos em que se dissecou
Disciplina de Farmacologia de nossa Faculdade. Duo pediculo renal esquerdo, expondo-o por um perio-
rante o experimento, os animais foram mantidos endo de 50 minutos. Grupo | (isquémico/n = 9): ani-
condicbes controladas de luz (ciclo claro das 7 as 19nais submetidos apenas a isquemia renal esquerda
horas) e temperatura (22 %3, recebendo agua po- por 50 minutos. Grupo I-R (n = 10): grupo submeti-
tavel e racdo padronizada ad libitum. Todos os expedo ao clampeamento pediculo renal esquerdo (com
rimentos foram aprovados por um Comité excecdo do ureter) por um periodo de 50 minutos,
Institucional de Uso e Cuidado de Animais em Expe-seguida de reperfusao tecidual por 50 minutos. Gru-
rimentacéo. po L-NAME + I-R (n = 10): animais pré-tratados

Para o estudo da participagdo do NO sobre a&com L-NAME, 20 mg/kg (via i.p.), 20 minutos an-
funcéo renal, no evento isquémico-reperfusional, 39tes da cirurgia renal. Grupo L-arg + I-R (n = 10):
animais foram divididos, aleatoriamente, em quatrogrupo pré-tratado com L-arginina, na dose de 200
grupos. Grupo C (controle/n = 10): ratos em que sang/kg (via i.p.), 20 minutos antes da cirurgia con-
dissecou o pediculo renal esquerdo, expondo-o poforme o grupo anterior. Grupo L-NAME + L-arg +
um periodo de 50 minutos (operagéo simulada). Grui-R (n = 10): animais submetidos ao pré-tratamento
po I-R (n = 10): grupo submetido a dissec¢cdo ecom L-NAME e, em seguida, com L-arginina, 20
clampeamento (com pincas vasculares atraumaticashinutos antes da cirurgia.
do pediculo renal esquerdo (com excecao do ureter) A inducdo anestésica foi feita conforme des-
por um periodo de 50 minutos, seguida de reperfusaaricao anterior. Apds os procedimentos, realizou-se, em
tecidual. Grupo L-NAME + I-R (n = 10): animais seguida, as nefrectomias totais de todos 0s rins esquer-
pré-tratados com L-NAME (Sigma, Brasil) (20 mg/ dos dos animais, com o objetivo de utilizarmos o tecido
kg; via intraperitoneal) 20 minutos antes da cirurgiarenal para analise da atividade das EAO através do meé-
de clampeamento da artéria e veia renais esquerdamdo de quimioluminescéncia iniciada por hidroperdxido
por um tempo de 50 minutos, com reoxigenacao, logale tert-butil (QL), que mede, em contas por segundo
a sequir, do rim isquémico. Grupo L-arg + I-R (n = por miligrama de proteina (cps/mg de proteina), a ener-
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gia luminosa emitida pelo retorno ao estado fundamennal, estéo representados graficamente na Figura. Os
tal de carbonilas excitadas e oxigénio singlet durante gesultados demonstraram que a isquemia-reperfusao
estresse oxidativo nas células renais (8). renal foi responsavel por um acréscimo significativo
Os niveis de creatinina sérica (em mg/dl) e osdos niveis de creatinina sérica nas 24 e 96 horas de
valores obtidos pela QL (em cps/mg de proteina), todoseperfusdo (p < 0.05). Entretanto, os niveis de
representados pela média + desvio padrdo, foram sukereatinina do grupo I-R demonstraram-se iguais aos
metidos a analise de variancia de uma via (ANOVA), do grupo controle nas 192 horas de reoxigenacgao
seguida pelo teste t de Bonferroni, sempre considerartecidual (0.45 + 0.07 vs. 0.42 £ 0.01 mg/dl; p > 0.05).

do-se um intervalo de confianca de 95% (p < 0.05). O pré-tratamento com L-NAME ndo trouxe
um aumento significativo na disfuncédo renal, duran-
RESULTADOS te a sindrome isquémica-reperfusional, nos periodos

de 24 e 96 horas de recuperacdo poés-isquemia (p >
Os valores médios de creatinina sérica para0.05); contudo, os niveis séricos de creatinina, quan-
cada grupo, nos diferentes tempos de reperfusédo redo comparados as do grupo isquémico néo tratado,
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Figure 1 -Serum concentration of creatinine (in different periods of renal reperfusion in ischemic kidneys of rats submitted to
previous treatment with L-arginine or L-NAME= p < 0.05, compared to Control, and to L-arginine (L-arg) + Ischemia/Reperfusion
(I/R) groups. ** p < 0.05, when compared to Control Group. * p < 0.05, when compared to Control and Ischemia/Reperfusion (I/R)
groups. Control Group: without renal Ischemia/Reperfusion (I/R); Ischemia/Reperfusion (I/R) Group: renal ischemia for 50 min; L
arginine + Ischemia/Reperfusion (I/R) Group: treated previously with L-arginine and submitted to renal ischemia; L-NAMBialsche
Reperfusion (I/R) Group: treated previously with L-NAME and submitted to renal ischemia.

Concentrag@es séricas de creatinina j@m diferentes periodos de reperfuséo renal de rins isquémicos em ratos submeti-
dos ao pré-tratamento com L-arginina ou L-NAME.p < 0.05 quando comparados aos grupos Controle e L-arginina + Isquemia/
Reperfusdo. ** p < 0.05 quando comparado ao grupo Controle. * p < 0.05 quando comparados aos grupos Controle e Isquemia/
Reperfusdo. Grupo Controle: sem isquemia-reperfuséo renal; Grupo Isquemia/Reperfusédo (I/R): isquemia renal por 50 min; Grupo L
arginina + I/R: pré-tratado com L-arginina e submetido a isquemia renal; Grupo L-NAME + I/R: pré-tratado com L-NAME e subme-
tido & isquemia renal.
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mantiveram-se significativamente elevados ao térmi-Table - Oxidative stress measured by the

no de 192 horas de reperfusao renal (0.70 + 0.27 vgguimioluminescence (QL) technique in rats submit-

0.45 £ 0.07 mg/dl; p < 0.05). ted to renal ischemia/reperfusion (I/R) and treated
A administracao prévia de L-arginina dimi- previously with L-NAME or L-arginine (L-arg).

nuiu, significativamente, os niveis de creatinina sérica

apos 24 e 96 horas de reperfusao nos animais subme- Estresse oxidativo mensurado através da

tidos aisquemiarenal (p < 0.05). No entanto, tal efeitatécnica de quimioluminescéncia (QL) em ratos

benéfico da L-arginina ndo foi evidenciado apds assubmetidos a isquemia-reperfusédo renal e tratados

192 horas de reperfusé@o, visto que, neste momenta@om L-NAME ou L-arginina (L-arg).

0s niveis de creatinina demonstraram-se significati-

vamente superiores aos do grupo isquémico nao trasroups QL (cps/mg of protein)
tado (0.61 +0.08 vs. 0.45 + 0.07 mg/dl; p < 0.05).  Control (n = 9) 3763 + 633
Quanto a QL, os resultados obtidos estao| (n = 9) 6360 + 715
arrolados na tabela. A isquemia per se nao foi capagr (n = 10) 13660 + 1104*
de aumentar, significativamente, a atividade das| .NAME + IR (n = 10) 17482 + 4397**
EAO quando em comparagao com 0 grupo controle -arg + I/R (n = 10) 5574 + 909

(6360 + 715 vs. 3763 + 633 cps/mg de proteina; p > -NAME + L-arg + I/R (n = 10) 5510 + 767

0.05). Durante a isquemia-reperfusao renal, a ex:
20 das EAO tornou-se sianificativamente mai- p < 0.05 compared to Control; I; L-arg + I/R and L-NAME +
pressao g9 L-arg + I/R groups; ** p < 0.05 compared to Control; I; L-arg +

or em relagéo aos grupos isquémico e controle (p /R and L-NAME + L-arg + I/R groups. Control Group: submit-

0.05). No entanto, a L-arginina diminuiu, significa- ted to sham operation; | Group: renal ischemia for 50 min; I/R

; ; ; = Group: renal ischemia-reperfusion on left side; L-NAME + I/R
tivamente, o grau de lipoperoxidacdo das membraGroup: previously treated with L-NAME and submitted to renal

nas renais durante ap6s o procedimento de isquemigschemiareperfusion; L-arg + /R Group: previously treated with
reperfusdo (5574 £ 909 vs. 13660 + 1104 cps/mg de -arginine and submitted to renal ischemia/reperfusion; L-NAME
proteina; p < 0.05). + L-arg + I/R Group: previously treated with L-NAME + L-argi-

A administracdo prévia de L-NAME pro- nine and submitted to renal ischemia/reperfusion. The values rep-

o . . resent the mean * standard deviation.
vocou um aumento significativo do estresse oxi-
dativo das membranas renais, medido através da QL*p < 0.05 quando comparado aos grupos Controle; I; L-arg + I/

ran vento isquémico-reperfusional (p < 0.05).R € L-NAME + L-arg + I/R; **p < 0.05 vs. grupos Controle;_ l;
Céu a tc? Oeve to. Sq. pd inist (p . )I L-arg + I/R e L-NAME + L-arg + I/R. Grupo Controle: submetido
ontudo, nos animais em que administramos, simu “a cirurgia simulada; Grupo |: isquemia renal esquerda por 50

taneamente, L-arginina e L-NAME, observamos um minutos; Grupo I/R: isquemia-reperfusdo renal a esquerda;
efeito protetor sobre os niveis de QL quando com-Grupo L-NAME + I/R: pré-tratado com L-NAME e submetido a

_ /R renal; Grupo L-arg + I/R: pré-tratado com L-arginina e
parado ao grupo tratado apenas com L-NAME (551olsubmetido a I/IR renal; Grupo L-NAME + L-arg + I/R: pré-

+ 767 vs. 17482 + 4397 cps/mg de proteina; p <tratado com as duas drogas e submetido a I/R renal. Cada valor
0.05). representa média + desvio padrao.

DISCUSSAO tracdo prévia de L-arginina foi capaz de proteger a
fungéo renal e amenizar a atividade das EAO nos

Sintetizando nossos achados, podemos verianimais submetidos a isquemia-reperfusao renal.
ficar que a sindrome de isquemia e reperfusdo rendtvidenciamos, também, que os ratos pré-tratados ou
causou um decréscimo importante da funcéo renal €om L-NAME ou com L-arginina demonstraram um
aumentou significativamente a atividade das EAOretardo na recuperagdo da integridade renal apos o
guando em comparac¢ao aos grupos controles. Alénevento isquémico, visto que esses animais apresenta-
disso, houve um acréscimo significativo nos niveisram niveis séricos de creatinina estatisticamente su-
de QL através da inibicdo da sintese de NO apds periores aos do grupo isquémico nao tratado, apos
cirurgia (p < 0.05). Notou-se, ainda, que a adminis-192 horas de reperfusao.
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Durante a isquemia-reperfusdo tecidual, ascais (HO, e OH), causadores de injdria oxidativa
EAO, como o radical superéxido (8,15). Com uma alteracao do balanco na relacdo NO/
(G,), o radical hidroxil (OF e o peroxido O, haveria uma tendéncia maior na producéo de PAF
de hidrogénio (HD,) podem produzir injuria celular ~ (fator agregante plaquetario) e L{Beucotrieno B),
atraves das reacdes de lipoperoxidacdo das membratravés de reacGes envolvendo os radicais @O,
nas mitocondriais, lisossémicas e plasmaticas, altee que estimularia a adesao leucocitaria, com conse-
rando, entdo, a estrutura e a funcao dessas membrgiéiente aumento da injuria oxidativa decorrente da
nas (8 + 9). No rim, tais alteracBes sdo responsaveisquemia-reperfusao tecidual (15).
por um aumento da permeabilidade tubular com per- A producédo basal de NO € necessaria para a
da das func¢@es de transporte, bem como reducdo daanutencdo da funcao glomerular normal, pois a ini-
fosforilagdo oxidativa mitocondrial e liberagcdo bicéo da sintese de NO é responsavel por aumento da
inapropriada de enzimas liticas lisossémicas que aceresisténcia arteriolar eferente, aumento da pressao dos
lerariam o processo de degradacédo celular, com coreapilares glomerulares e mudancas expressivas da
sequente diminuicdo da func¢éo renal (1,9,10). histologia renal (4). Tem-se demonstrado, também,
A integridade da funcéo renal depende do ba-que a inibicdo do NO exacerba a disfuncao renal, ao
lanco entre fatores vasodilatadores e vasoconstritoresnesmo tempo que os precursores do NO s&o capazes
Na isquemia renal, o dano sofrido pelo endotélio podede aumentar a fun¢éo renal (16). De acordo com os
desencadear um ciclo vicioso de leséo isquémica pelachados de nosso estudo, tem-se verificado que o dano
aumento da liberacé@o de substancias vasoconstritordancional do rim causado pela deplecdo das reservas
(p.ex. endotelinas) e diminuicdo de substanciasde NO é transitério; isto é, apds um periodo de
vasodilatadoras (p.ex. NO) (1). Além disso, algunsdisfuncao renal, o 6rgédo é capaz de retornar a sua
autores sup8em que o rim seja mais sensivel as dimfuncao normal em poucos dias (11). Tal fato pode-se
nuicoes das reservas de NO do que outros tecidos, vislever, em grande parte, a grande reatividade e a pe-
to que a infusdo prévia de L-NAME é capaz de redu-quena duracdo do tempo de meia-vida do NO (6,7).
zir, significativamente, a natriurese, a diurese e a fil- Bhardwaj et al. (1989) demonstraram que a
tracdo glomerular sem, contudo, causar alteracao subs-arginina é capaz de diminuir, de modo significa-
tancial dos niveis pressoricos médios (11,12). tivo, a resisténcia vascular renal apos evento
Durante a fase de reoxigenacao tecidual, oisquémico em rim isolado (17). Esse efeito protetor
radical superoxido () pode reagir com o NO e for- atribuido ao NO pode ser resultante de sua agéo ini-
mar o peroxinitrito (ONOGQ, um importante radical bitoria sobre o acumulo leucocitério e da sua pro-
livre que medeia, ao menos em parte, as reacdes dwiedade vasodilatadora durante a fase isquémica (6).
lipoperoxidacdo das membranas celulares no evento Tendo-se em vista 0s nossos resultados, pode-
isquémico-reperfusional (11). Em nossos experimen-snos concluir que o NO tem uma fungé&o relevante du-
tos, vimos que a inibicdo da producdo de NO poderante a isquemia-reperfusdo renal, pois, com a inibicao
exacerbar e o amino&cido L-arginina pode amenizada producdo de NO, h4 uma tendéncia em aumentar o
o dano causado pelas EAO durante a isquemiagrau de disfuncéo renal, bem como exacerbar os indi-
reperfusdo renal em ratos. Nossos resultados concoces de estresse oxidativo ocasionado pelas EAO medi-
dam com achados prévios, demonstrando que precudo através da técnica de QL durante o evento isquémico-
sores do NO, especialmente L-arginina, podem exerfeperfusional renal em ratos. Além disso, o aminoacido
cer efeitos benéficos na isquemia-reperfusao tecidual-arginina é capaz de proteger a integridade funcional e
(13,14). Isso talvez demonstra que a interacéo entréiminuir a lesdo provocada pelas EAO em rins pds-
NO e as EAO seja um tanto benéfica, ressaltando @squémicos. Resta-nos saber, agora, a real eficacia dos
fato de que o NO, ao reagir conj,a formagéo de  precursores do NO em preservar a fisiologia renal, ga-
ONOQO, atuaria como scavenger dg,dmpedindo,  rantindo um efeito protetor total na sindrome de
assim, a acdo dessa Ultima molécula sobre as menisquemia-reperfusado. Para isso, é preciso a utilizacéo de
branas celulares, bem como a origem de outros radinovos parametros de analise da funcao renal, tais como
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diurese, natriurese, Naxcretado e depuragdo da 10.

creatinina endégena, bem como utilizacdo de novas do-
sagens e vias de administracdo do L-NAME e da L-
arginina e emprego de novas técnicas para mensuracao
da atividade das EAO e da expressao da via L-arginina/

NO durante a isquemia-reperfusao renal. Todo esse eg:1.

forco objetivara, em futuro préximo, o possivel empre-
go benéfico de substancias moduladoras da via L-
arginina/NO em diferentes situacdes clinico-cirurgicas,

especialmente naquelas em que o rim é submetido ab?2.

processo de isquemia e reperfusao.
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