EFEITO DA INIBICAO CRONICA DO OXIDO NITRICO
NO RIM DE RATOS DIABETICOS
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= RESUMO: O presente trabalho teve como finalidade analisar o efeito de um
inibidor do éxido nitrico no rim de ratos normais e diabéticos. Observamos
que L-NC-nitro arginina metil éster (L-NAME), além de causar hipertensio
arterial, ndo teve nenhum efeito na morfologia renal e, também nao atenuou
a diabetes pela inibigao da produg¢do do NO. O conhecimento sobre a produ-
¢do de NO por ilhotas de Langerhans ainda precisa ser melhor estudado,
porém este &€ um modelo eficaz para estudo de hipertensao.
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Introducao

O éxido nitrico (NO) € uma molécula sintetizada a partir do amino-
acido L-arginina, catalisada pela enzima NO-sintase, podendo ser ini-
bida por analogos da L-arginina como L-NS-nitro arginina metil éster (L-
NAME).® O NO é responsavel por varios efeitos biologicos, tais como:
modulagdo da pressdo arterial, atividade plaquetdria etc., sendo esta
molécula encontrada em varios tecidos como: neutrofilos, células endo-
teliais, ilhotas de Langerhans do pancreas.?
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No 1im, a inibigdo do NO pela administracdo cronica do L-NAME
provoca alteragdes hemodindmicas associadas com aumento da resis-
téncia arteriolar aferente e eferente, tais como aumento do fluxo sangui-
neo renal e filtracdo glomerular reduzida. Portanto, qualquer disfungio
nas células endoteliais dos vasos que irrigam o rim provocam alteragées
metabdlicas. Um estudo de Manning Junior et al.3 mostrou efeito do L-
NAME, em cachorros conscientes, no aumento da pressédo arterial,
decréscimo do fluxo urindrio e diminui¢éo da excregédo urinaria de s6dio
independentes de qualquer fator humoral.

Como na diabetes experimental também observamos problemas
vasculares; 0 objetivo desse trabalho foi verificar o efeito do L-NAME
nas altera¢des morfologicas de rim de ratos diabéticos.

Material e método

Animais

Foram utilizados neste experimento ratos Wistar machos com peso
entre 150-200 g no inicio do experimento. Os ratos foram divididos nos
seguintes grupos: normais, que receberam L-NAME (20 mg/kg/dia,
Grupo B&1Y): diabéticos (por inje¢do de aloxana; Grupo C ); diabéticos
que receberam L-NAME (Grupo D); controle, que receberam agua de
torneira comum (Grupo A). Em cada Grupon = 7.

O diabete experimental foi induzido pela aplicagdo de aloxana (15 mg/
rato, em volume de 0,5 ml, na veia dorsal do pénis). A evolugao da dia-
bete, foi avaliada por meio dos seguintes pardmetros: glicemia e insuline-
mia, somente os ratos com comprovado diabete foram utilizados.

Todos os animais receberam também captopril (0,25 mg/ml). A
inclusdo do captopril tinha como objetivo reduzir a geragdo endogena
de Angiotensina II e eliminar a influéncia da hipertensac arterial no
desenvolvimento da diabete.

As drogas foram dissolvidas na agua de beber e o tratamento teve
duracao de 4 semanas.

Medidas de pressdo sanguinea

A pressdo arterial média foi medida uma vez por semana pelo
método tail-cuff method.*
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Insulinemia e glicemia

Para a determinagdo da glicose sanguinea foi utilizado Kit Celm-
Glicose E (Cia. Equipadora de Laboratérios Modernos, Sdo Paulo). A
insulinemia foi determinada por radicimunoensaic com o Kit de radio-
imunoensaio de insulina para ratos da Linco Research, Inc. (St. Louis,
USA).

O aumento de peso corporal também foi acompanhado por todo o
periodo do experimento.

Drogas

L-NC-nitro arginiﬁa metil éster (L-NAME) e captopril foram obtidos
da Sigma (USA).
Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro-padrdo da média
e analisados por teste “t" pareado de Student. Diferencas foram consi-
deradas significantes com valor de p < 0,05.

Resultado

Os animais tratados com L-NAME (Grupos B e D) tiveram um
aumento de peso corporal significativamente menor do que os animais
dos Grupos A e C (Tabela 1).

Tabela 1 — Controle do peso corporal

Aumento de peso cor- n
poral/semana
Controle (A e C) 30+ 10
L-NAME (B e D) 15+ 12*

*p <005
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Os ratos dos Grupos A e C (n = 7 para cada grupo) apresentaram
uma pressdo arterial média de 110 + 10 mm/Hg, enquanto os ratos tra-
tados com L-NAME (Grupos B e D) tiveram uma hipertensdo tempo-
dependente (n = 7 para cada Grupo), conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 2 - Medida de pressdo arterial observada nos diferentes grupos
experimentais

Tempo de tratamento com L-NAME

L-NAME 22 semana 4%semana 6%semana 72 semana
Presséo arterial 150 + 10 162 +5 186+5 182+ 7
(mm/Hg)

Nao foi encontrada alteracao morfoldégica no rim de ratos tratados
com L-NAME (Grupos B e D) quando comparados com os Grupos A e
C (Figuras 1 e 2).

Durante todo o experimento nao houve modificagdes do quadro cli-
nico dos ratos diabéticos (Grupos C e D) e nem atenuacgéo deste pelo
tratamento com L-NAME (Grupo D).

Discussao

O tratamento crénico ou agudo com L-NAME, ou seja, a inibigdo
da sintese de NO pelos analogos da L-arginina provoca alteragdes que
podem ser notadas principalmente no sistema cardiovascular 81!

O NO ¢ sintetizado continuamente pelas células endoteliais, e por
ter meia-vida muito curta age localmente mantendo o tono vascular que
também sofre influéncia de outros vasodilatadores e vasoconstritores.
Se a manutencdo do tono vascular dependesse do equilibrio desses
agentes, a falta de NO poderia levar a predominancia dos efeitos dos
vasoconstritores locais, porém, como discutido por Ribeiro et al.,!! a
hipertensdo observada é independente de angiotensina, prostaglandi-
nas, adrenalina ou retencgdo de sédio. Esse parece ser um efeito intrin-
seco do NO, causando um aumento da concentragdo ou sensitividade
intracelular de Ca?*.!
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FIGURA 1 - Corte transversal do rim de ratos, corados com Hematoxilina-eosina
Aumento de b2x; A) Grupo A (controle normal), B) Grupo B (normal tratado com
L-NAME)
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FIGURA 2 - Corte transversal do rim de ratos, corados com Hematoxilina-eosina
Aumento de 52x; C) Grupo C (diabético), D) Grupo D (diabético tratado com L.
NAME)
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Nossos resultados mostraram que as analises histoldgicas dos 1ins
dos ratos tratados com L-NAME néo apresentaram alteracdes morfolo-
gicas e nem acentuada infiltracdo de células inflamatérias (Figuras 1 e
2). Esse efeito parece ser diferente do que ocorre no miocardio e depen-
dente da sensitividade do tipo celular, pois Moreno Junior et al’ relata-
ram alteragdes do miocardio, como fibroge intersticial e necrose suben-
docardial.

O diabete ja instalado néo acentuou esse quadro, como Seria espe-
rado, ja que as ilhotas de ratos diabéticos teriam capacidade maior de
secretar NO. Rabinovitch? relatou que um excesso de NO seria respon-
savel pelos efeitos deletéricos encontrados em ilhotas de diabéticos. De
fato, nossos resultados prévios ja demonstravam que ratos tratados cro-
nicamente com L-NAME liberamn menos NO que ratos-controle 2

Vaérias doencgas, como hipertensdo, aterosclerose, fenémeno de
Raynaud, vasoespasmo coronariano € cerebral, estdo relacionadas com
disfungdo das células endoteliais desses tecidos em liberar NO. Esse
comprometimento metabdlico do NO poderia explicar também a falta
de aumento de peso corporal dos ratos tratados com L-NAME, que foi
independente do diabete, pois ja é sabido que ratos tratados com alo-
xana tém um aumento de peso menor que os controle. !0

Finalizando, esses efeitos podem ser também devidos a uma isque-
mia observada no tecido,? porém os efeitos do NO sobre ilhotas de Lan-
gerhans necessitam ser melhor investigados.

Conclusao

De acordo com a metodologia empregada e com os resultados obti-
dos, é possivel concluir que o tratamento croénico de ratos com L-NAME
ndo afetou o rim de animais normais ou diabéticos.
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= ABSTRACT: The aim of this work was to study the effects of NO inhibition by
NG-nitro L-arginine methyl ester (L-NAME) on kidney of either normal or dia-
betic rats. We observed that chronic administration of L-NAME, beside hyper-
tension caused no morphological changes in the kidney. It neither attenuated
diabetes by inhibition of NO production. However the production of NO by
Islets of Langerhans need a better understanding this is a useful model for
hypertension study.
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