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RESUMO

A L-arginina é um aminoacido semi-essencial, e seus niveis plasmaticos sdo mantidos atraves
da dieta e degradacdo de proteinas e envolve varias vias metabolicas. A L-arginina medeia
relevantes funcdes renais, participa na manutencdo da taxa de filtracdo glomerular, do tonus
vascular regional e do fluxo sanguineo renal, e no controle da hemodindmica glomerular, por
meio da retroalimentacdo tubulo-glomerular e liberagdo de renina. A administracdo de L-
arginina pode ter efeitos diversos, com reversao de alteracdes renais demonstradas através de
analises morfométricas ou da funcdo renal. Assim, ndo se sabe o efeito desta suplementagéo
em periodo neonatal e suas repercussdes nas fases posteriores da vida. O presente estudo
objetivou investigar os efeitos da suplementacdo com L-arginina no periodo pos-natal precoce
sobre o peso renal absoluto e relativo e parametros morfométricos em rins de ratos jovens e
adultos. Utilizou-se 16 ratos machos que receberam por gavagem L-arginina (300mg/Kg/dia)
ou agua do 7°-35° dias pds-natal. Quatro grupos experimentais foram formados de acordo
com a administracdo de L-arginina ou agua e a idade do animal 35-45 dias (jovem), 90-120
dias (adulto). Apos o sacrificio, os rins direitos foram pesados, fragmentados e mantidos em
formalina 10% tamponada por 48 horas, foram desidratados e diafanizados e emblocados em
parafina, cortados com 4uum de espessura e corados em hematoxilina-eosina. As imagens dos
cortes histoldgicos foram capturadas por camera acoplada ao microscopio Optico e depois
analisadas pelo software Image J. Como resultados, constatou-se que a suplementagéo
precoce com L-arginina ndo interferiu no nimero de glomérulos, peso renal absoluto e
relativo. Nos ratos adultos, a suplementacdo promoveu aumento da area média do glomérulo,
da area média da capsula de Bowman e da area média do espaco urinario (p<0,05). No grupo
jovem, a suplementacdo levou ao aumento da area média da capsula de Bowman e da area
média do espaco urinario (p<0,001). Pode-se inferir que os efeitos da suplementacdo precoce
com L-arginina em algumas estruturas renais perduram até a vida adulta.

Palavras-chave: Nutricdo. Arginina. Rim. Peso-ldade. Glomérulos Renais.



ABSTRACT

L-Arginine is a semi-essential amino acid, and its plasma levels are maintained through diet
and protein degradation and involves several metabolic pathways. The L-arginine mediates
relevant kidney function, participates in the maintenance of glomerular filtration rate, regional
and renal blood flow vascular tone, and control of glomerular hemodynamics, by
tubuloglomerular feedback and renin release. L-arginine administration may have different
effects, with reversal of renal impairment demonstrated by morphometric analysis or renal
function. So, do not know the effect of supplementation on neonatal period and its impact on
later life. This study aimed to investigate the effects of supplementation with L-arginine in the
early postnatal period on the absolute and relative kidney weight and morphometric
parameters in kidneys of young and adult rats. We used 16 rats receiving L-arginine by
gavage (300 mg / kg / day) or water postnatal days 70-350. Four experimental groups were
formed according to the administration of L-arginine and water and the animal's age 35-45
days (Young), 90-120 days (adult). After sacrifice, the right kidneys were weighed,
fragmented and kept in 10% buffered formalin for 48 hours, and diaphanized were dehydrated
and embedded in paraffin, cut with 4pum thick and stained with hematoxylin-eosin. Images of
sections were captured by optical microscope coupled to the camera and then analyzed by the
software Image J. As a result, it was found that early supplementation with L-arginine did not
affect the number of glomeruli, absolute and relative kidney weight. In adult rats, the
supplementation increased the average size of the glomerulus, the average area of Bowman's
capsule and the middle area of the urinary space (p <0.05). In the young group,
supplementation led to higher average area of Bowman's capsule and the average area of
space urine (p <0.001). Can be inferred that the effects of early supplementation persist into
adulthood.

Keywords: Nutrition. Arginine. Kidney. Weight by Age. Kidney Glomerulus.
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1 APRESENTACAO

A nutricdo desempenha um papel muito importante no desenvolvimento do
organismo. Baseado em estudos epidemiologicos populacionais, David Barker (1996)
elaborou a teoria da origem fetal das doencas do adulto, na qual a nutricdo deficiente no
periodo critico de desenvolvimento — gestagdo e infincia — originaria uma adaptacao
metabdlica e/ou estrutural permanente que aumenta o risco de desenvolvimento de doenga co-
ronéria e outras doencas associadas como a hipertensdo arterial, a diabetes e o acidente
vascular cerebral na vida adulta. Essa programacdo fetal estad baseada no conceito de
plasticidade fenotipica, que é a capacidade de um gendétipo poder originar diferentes estados
morfolégicos ou fisioldgicos em resposta a exposicOes diferentes durante o desenvolvimento
(SECO et al., 2009).

O risco individual de doenga é determinado pela interacdo de varios fatores, que
incluem genes de susceptibilidade a doenca, ambiente intra-uterino adverso, estilo de vida de
risco no adulto (dieta, sedentarismo, tabaco, dentre outros) e envelhecimento (SECO et al.,
2009). Em ratos, a desnutricdo materna pode programar o numero de néfrons causando,
portanto, impacto sobre a pressdo arterial nos ratos adultos favorecendo ao desenvolvimento
de doencas renais (LANGLEY-EVANS et al., 1999).

Sdo frequentes os estudos realizados pelos efeitos da suplementacdo alimentar precoce
em animais submetidos a desnutri¢do intra-uterina ou portadores de outra condicao patolégica
induzida experimentalmente, dentre eles, os tratamentos suplementares com aminoacidos
como a L-arginina (ALVES et al., 2002, GIL et al., 2005, MAIA et al., 2006) e a L-citrulina
(TAIN et al., 2010).

A L-arginina € um aminoacido semi-essencial, uma vez que em adultos normais
saudaveis a producdo enddgena ocorre em quantidades suficientes. Este aminoacido participa
de diversas rotas metabolicas, participando da sintese de proteinas, creatina, uréia, poliaminas,
agmatina, prolina e é a principal fonte de oxido nitrico (NO) através da via Oxido nitrico
sintase (NOS) (MORRIS, 2007).

A administracdo suplementar de L-arginina em periodos precoces do desenvolvimento
demonstrou promover alteracbes morfofisiolégicas tais como: maior arborizacdo dendritica
em neurdnios do cortex visual de ratos sadios (MAIA et al., 2006), assim como prevenir a

hipertrofia glomerular em prole de ratas diabéticas (CANAVAL et al., 2007). Apesar dos


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0024320599000223
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beneficios supracitados, em outros estudos, a suplementacdo de L-arginina provocou
alteracdes como o aumento da velocidade de propagacédo da depressdo cortical alastrante em
ratos (FRAZAO et al., 2008; MAIA et al., 2009; MONTEIRO, 2011).

H& uma escassa literatura sobre os efeitos da suplementacao alimentar com L-arginina
no tecido renal durante a vida extra-uterina de ratos sadios. Alguns estudos relatam que a L-
arginina mostou-se capaz de reverter danos causados pela diabetes mellitus e desnutrigdo
sobre o rim. Portanto, torna-se importante uma analise morfométrica dos rins de organismos

normonutridos submetidos a suplementacgéo extra-uterina de L-arginina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A nutricdo perinatal exerce influéncia sobre o desenvolvimento e homeostase organica
(LANGLEY-EVANS, 1999). AlteracGes nutricionais durante o periodo de desenvolvimento
podem interferir no desenvolvimento renal (GIL, 2005). Varios estudos tém sido relatados
utilizando suplementacdo de aminoéacidos como a L-arginina e avaliando seu efeito sobre
diversos 6rgdos, de modo especial, sobre os rins (ALAM, 2013). A seguir destacaremos 0s

rins, a L-arginina e como a L-arginina pode interferir no desenvolvimento renal.
2.1 Os rins

O rim é um o6rgédo par, encapsulado, localizados na regido retroperitoneal. O lado
medial de cada rim contém uma regido denominada hilo, por onde passam a artéria e a veia
renal, vasos linfaticos, nervos e o ureter, que leva a urina do rim a bexiga (GUYTON et al.,
2006).

A unidade funcional do rim é o néfron: uma estrutura composta pelo glomérulo (sitio
da filtracdo glomerular) e tubulos que reabsorvem e excretam solutos, conectando-se aos
ductos coletores do sistema (MURAWSKI et al., 2010). Ha uma grande oscilacdo no numero
total de néfrons nos rins humanos, tendo sido observado por meio de necropsias, variacGes de
300 mil a 2 milhdes de unidades por rim (INGELFINGER et al., 2003).

O glomeérulo representa uma unidade de filtracdo altamente estruturada, composto de
células endoteliais glomerulares, células mesangiais, poddcitos e células epiteliais parietais
(SCHELL et al., 2014). As células mesangiais sdéo mononucleares em forma irregular, aspecto
estrelado e ocupam a regido central dos Iébulos glomerulares onde encontram-se embebidas
em uma matriz mesenquimal, chamada de matriz mesangial. As células mesangiais exercem
funcdo de contracdo/relaxamento, controle do fluxo sanguineo, suporte estrutural ao
glomérulo, sintese de prostaglandinas e fagocitose. Estima-se que em ratos Wistar essas
células representem um terco das células glomerulares, entre 600 a 750 células. As células

endoteliais representam mais de 50% do total das células glomerulares (PINTO, 1998).

A nefrogénese em mamiferos compreende o desenvolvimento de trés estagios de
orgaos excretores, o pronefro, o mesonefro (6rgdos transitorios) e o metanefro (este se
desenvolve subsequentemente em rins permanentes) (MOORE et al., 2008). O
desenvolvimento metanéfrico comega na quarta ou quinta semana em humanos, e, em

camundongos, proximo ao décimo primeiro dia de gestacdo. Em humanos, a nefrogénese esta
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completa na trigésima sexta semana gestacional; em ratos entretanto a nefrogénese continua
até 10 a 12 dias ap6s o nascimento (MESQUITA et al., 2010).

A homeostase organica estd na dependéncia direta do funcionamento dos rins que
excretam produtos toxicos do metabolismo, regulam precisamente as concentracfes corporeas
de &gua e sal, mantém o balanco &cido apropriado do plasma e age como 6rgdao endocrino
secretando hormonios como a eritropoetina, renina e prostaglandinas (ALPERS et al., 2004).

2.2 L-arginina e suas vias metabolicas

A arginina é um aminoacido basico, estavel em solucBes aquosas e a esterilizagdo
(WU et al., 2000; ZALOGA et al., 2004). Possui quatro atomos de nitrogénio por molécula, e
devido a essa caracteristica estrutural é o principal carreador de nitrogénio em humanos e
animais, apresentando importante funcdo na sintese protéica e no metabolismo intermediario
de nitrogénio pela participagdo no ciclo da uréia (WILMORE et al., 2004). E precursora da
sintese de moléculas com grande importancia biolégica como ornitina, poliaminas, 6xido
nitrico, creatina, agmatina, glutamina e prolina, dentre outros (WILMORE et al., 2004,
CHIARLA et al., 2005).

Tradicionalmente € considerada ndo essencial para adultos devido a capacidade do
organismo de sintetiza-la (HARDY et al., 2006). No entanto, no inicio da vida, bem como em
certas condicfes clinicas, como trauma e sepse principalmente, ocorre aumento na sua
utilizacdo, o qual excede a capacidade de producdo corporal. Dessa forma, a denominacao
mais adequada é aminoacido condicionalmente essencial (SUCHNER et al., 2002; PAN et al.,
2004).

Os niveis plasmaticos de L-arginina sdo mantidos a partir de fontes: exdgena (dieta) e
enddgena (degradacdo proteica corporal e sintese enddgena pela citrulina). A sintese
endogena de arginina varia de acordo com a espécie, estado nutricional e estagio de
desenvolvimento. A arginina esta presente em alimentos como: carnes, leite, ovos, queijos,
alho, ervilhas e grdos. A ingestdo normal de arginina em uma dieta ocidental é de 5 a 7
gramas por dia e a producdo enddgena ¢é de, em média, 15 a 20 gramas por dia (WU et al.,
2000; MORRIS, 2004).

A absorcdo da arginina ocorre no jejuno e ileo a partir de componentes saturaveis e
ndo saturdveis. No colon, a absorcdo é reduzida (SYNOBER et al., 1995). A arginina €

precursora da creatina, um importante substrato do metabolismo energético. A ingestao
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dietética de arginina é de aproximadamente 5g/dia em adultos. Destes, em média 2,3g séo
utilizados para sintese de creatina (ARGAMAN et al., 2003).

A bioquimica da arginina é complexa e envolve diversas vias metabdlicas e sistemas
organicos. A L-arginina é continuamente sintetizada no figado a partir do ciclo da uréia,
porém ndo ha sintese do aminoacido por esse 6rgdo devido a alta atividade da enzima
arginase, que resulta em rapida hidrélise da arginina (BROSNAN, 2004; BAYLIS, 2006).

Diariamente, o rim produz dois gramas de L-arginina, por a¢do da succinato-arginino
sintetase (ASS), verificando-se também a producdo de dois gramas de creatina a partir da L-
arginina, pela via arginino-glicina-amidinotransferase (AGAT) e a reabsorcdo de cerca de trés

gramas de L-arginina nos tabulos contorcidos proximais (BROSNAN, 2004).

anginina- ASL agmatine
succinate \_1 :
A fumarate
,”\ creatine
ASS -t_,'
[NOHA]
\\_e@paﬂate
"-, CITRULLINE Itf.iFtI'nIITHII\.IE
DDAH carbarnyl
ADMA phosphate polyammes
[MeEs- arglnlne]pm,a., [citrulling]arpsin  [OMNIENINE]5patai pse
A /} )
largininelpaein glutamate praline

Figura 1. Visao geral do metabolismo da L-arginina. (MORRIS, 2007)

A degradacdo de proteinas corporais e dietéticas gera arginina, que pode ser
diretamente utilizada no ciclo da uréia no tecido hepatico, ou transformada no epitélio
intestinal em ornitina que, juntamente com a glutamina secretada como glutamato, sera
convertida em citrulina e esta em arginina no ciclo renal (FILHO, 2000; ZILBERTEIN,
2000).

Embora a sintese de L-arginina a partir de citrulina, pode ocorrer em muitos tipos de

células, uma grande parte da sintese enddgena concentra-se no cortex renal e no figado
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(BROSNAN, 2006) e de uma colaboracdo entre as células epiteliais do intestino delgado e
células do tabulo proximal do rim (o "eixo intestinal-renal” da sintese de arginina) (MORRIS,
2007).

A citrulina produzida no intestino a partir de aminoacidos dietéticos (prolina,
glutamina, glutamato) e glutamina circulante, é absorvida e transportada para os rins. Nos
tubulos proximais renais, a citrulina é convertida em arginina pela ASS e argininosuccinato
liase (ASL). Esse 6rgdo é o principal responsavel pela manutencdo dos niveis plasmaticos de
arginina. Outras células que expressam a ASS e ASL também podem converter citrulina em
arginina. Desta forma, em ultima analise, a sintese de arginina é dependente do metabolismo
intestinal, uma vez que os enterdcitos sintetizam citrulina do L-glutamato, L-glutamina e L-
prolina (TAPIERO et al., 2002; EVANZ et al., 2004).

A arginina também é substrato na sintese proteica, podendo ser convertida em prolina,
que gera colageno e, por isso, possui importante funcdo na cicatrizacdo, além de glutamato e
glutamina, aminodcidos comuns na maioria das proteinas, com papel na manutencdo da
integridade intestinal (CINTRA et al., 2008).

Existem duas vias de degradacdo direta da arginina. A primeira ¢ mediada pela
arginase, liberando ornitina e uréia, enquanto a outra é catalisada pela NOS e tem como
produto o NO (BROSNAN et al., 2004). A reacdo catalisada pela enzima arginase é
responsavel pela formacdo de uréia, ornitina, prolina, poliaminas, glutamato e glutamina.
Existem duas isoformas distintas da arginase (tipo 1 e 2). A arginase do tipo 1 parece ser a
maior responsavel pela sintese de poliaminas, enquanto a arginase do tipo 2 direciona a L-
arginina para a sintese de ornitina e prolina. A prolina é convertida a hidroxiprolina e, entdo, a

colageno, um substrato necessario a cicatrizacdo (STECHMILLER et al., 2004).

Quando metabolizada a citrulina, a arginina promove a formacdo de compostos
nitrogenados como: NO, nitritos e nitratos. Grande parte da importancia da L-arginina esta
atribuida a sua funcéo precursora a sintese de NO, uma vez que esta se constitui no Unico
substrato para sintese de NO e para todas as isoformas NOS eucarioticas (POPOVIC et al.,
2007).

2.3 Osrins e a L-arginina

Os rins sdo 0rgdos particularmente susceptiveis aos desbalancos nutricionais durante a
vida perinatal (LUCAS et al., 1997; PAIXAO et al., 2001; SILVA et al., 2009), por isso é um



20

0rgdo de exceléncia para desenvolvimento de estudos experimentais que tenham o intuito de

abordar a programacéo fetal.

A L-arginina é a principal fonte para a geracdo do NO, o qual medeia relevantes
funcGes no nivel renal, quer seja pela participacdo na manutencdo da taxa de filtracdo
glomerular, do ténus vascular regional e do fluxo sanguineo renal (via sintase do éxido nitrico
endotelial - eNOS); quer seja pela colaboragéo do controle da hemodinamica glomerular, por
meio da retroalimentacdo tubulo-glomerular e liberacdo de renina - mediado pela sintese do
oxido nitrico neuronal -nNOS (CHERLA & JAIMES, 2004).

Foi evidenciado que a exposicao fetal a dieta hipoprotéica causou um efeito deletério
sobre a nefrogénese, reduzindo o numero final de néfrons formados, promovendo o
desenvolvimento de hipertensdo arterial sisttmica ao longo da vida da prole estudada
(LANGLEY-EVANS et al., 1999). Por outro lado, a suplementacéo alimentar com L-arginina
pOs-desmame mostrou-se capaz de minimizar a hipertensdo arterial sistémica, a proteinuria e
a hipertrofia glomerular, resultante do hiperfluxo sobre 0 menor numero de néfrons formados
em prole de ratas desnutridas (GIL et al., 2005). Além disso, a suplementacdo alimentar com
L-arginina no p6s-desmame, a partir de 28 dias de vida extra-uterina, reverteu a hipertrofia
glomerular em prole de ratas diabéticas (CANAVAL et al., 2007).

Um estudo evidenciou que a suplementacdo com L-arginina em ratos submetidos a
desnutricdo intra-uterina levou a diminuicdo dos niveis presséricos, diminuicao da proteinaria
e aumento da taxa de filtracdo glomerular (ALVES et al., 2002). Outro estudo também indica
um efeito que a suplementagdo oral com L-arginina em ratos atenuou ou normalizou
mudancas no coracdo, figado e pancreas pela reducdo da inflamacdo e do estresse oxidativo
associados com ingestdo aumentada de carboidratos e gorduras. Esses efeitos ocorrem porque
a L-arginina é precursora do NO, que é responsavel pela manutencdo do ténus vascular e
funcdo plaquetéria, regulacdo da pressdo sanguinea e regulacdo do metabolismo de glicose e
acidos graxos (ALAM et al., 2013).

O uso terapéutico de suplementos desse aminoacido tem sido proposto para situacdes
estabelecidas de doenca renal cronica, uma vez que a producdo renal do mesmo encontra-se
em progressivo declinio nesses casos, levando a reducdo dos niveis de NO circulante com
consequente repercussédo cardiovascular e exacerbagédo do dano renal (BAYLES et al., 2006).

Um estudo recente realizado em pacientes idosos, que investigou o efeito da ingestdo de
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proteinas sobre a funcdo renal, demonstrou que a alta ingestdo protéica ndo teve um maior

efeito no declinio da funcéo renal entre homens e mulheres idosos (BEASLEY et al., 2014).

Como evidenciado a partir dos estudos relatados acima, a administracdo de L-arginina
pode ter efeitos diversos, com reversdo de alteracdes renais demonstradas através de analises
morfométricas ou da fungdo renal. Assim, ndo se sabe o efeito desta suplementacdo em
periodo neonatal e suas repercussdes nas fases posteriores da vida. Desta forma, objetivou-se
com esse estudo analisar o efeito da suplementacdo com L-Arginina, durante o periodo
neonatal, sobre 0 peso renal e parametros morfométricos em rins de ratos jovens e adultos,

verificando se tais efeitos perduram até a vida adulta.



22

3 METODOS

S8o descritos a seguir os materiais e métodos utilizados para a realizacdo dessa

pesquisa.
3.1 Animais

Foram utilizados 16 ratos machos albinos, da linhagem Wistar, provenientes da
col6nia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. Esses
animais foram mantidos sob condicdes padrdo do biotério, em salas a temperatura de 22+2°C,
submetidos a um ciclo artificial claro-escuro de 12/12h (o escuro iniciando-se as 19h), com
livre acesso a agua e comida (dieta comercial Labina-Evialis do Brasil Nutricdo Animal
LTDA).

Para as determinacbes experimentais, o0s ratos machos foram distribuidos
aleatoriamente, 24h apds o parto (primeiro dia de vida, considerando-se o dia de nascimento
como dia zero), em ninhadas de seis filhotes por mde. Em seguida, os filhotes foram
separados de acordo com a administracdo de L-arginina e a idade, animais jovens (35-45 dias)
e adultos (90-120 dias), formando-se 0s quatro grupos experimentais: Controle Jovem,
composto de quatro animais machos que receberam agua por gavagem desde o 7° até 35° dia e
foram sacrificados entre 0 35° e 0 45° dia; Controle Adulto, composto por quatro animais
machos adultos que receberam agua por gavagem desde o 7° até 35° dia e foram sacrificados
entre 0 90° e 0 120° dia; Suplementado Jovem, composto de quatro animais machos que
receberam suplementacdo com L-Arginina desde o 7° até 35° e foram sacrificados entre o 35°
e 0 45° dia; Suplementado Adulto, composto por quatro animais machos adultos que
receberam L-arginina por gavagem desde o 7° até 35° dia e foram sacrificados entre 0 90° e 0
120° dia.

3.2 Suplementacdo com L-arginina

Os animais suplementados com L-arginina receberam dose de 300mg/kg/dia (Grupos:
Suplementado Jovem e Suplementado Adulto) e os animais controle receberam o volume

equivalente do veiculo, dgua destilada (Grupos: Controle Jovem e Controle Adulto).

Foi administrada diariamente arginina ou agua por gavagem, com o objetivo de que tal
suplementacdo se desse da maneira mais proxima a ingestdo fisiolégica, do 7° ao 35° dia de

vida sempre no horéario das 6 as 8h, segundo metodologia descrita por Monteiro et al., 2011,



23

nas seguintes concentragfes: 10mg/ml na primeira e segunda semana de tratamento; 20mg/ml,

na terceira semana e 30mg/ml na quarta semana.
3.3 Procedimento para retirada do rim e obtencéo do peso absoluto e relativo

Antes do sacrificio os animais foram pesados em balanca (sensibilidade de até 0,1g)
de acordo com a idade dos grupos experimentais. Cada animal foi submetido a uma anestesia
contendo mistura de uretana 10% + cloralose 0,4%, a dose de 1000mg/kg de uretana +
40mg/kg de cloralose, pela via intraperitoneal. Em seguida, foi retirado o rim direito que
também foi pesado para obtencdo do peso absoluto e relativo e em seguida foram colocados
em solucdo de formol a 10% tamponado. Para o célculo do peso relativo, foi realizada a

divisdo do peso absoluto do 6rgédo com o peso corporal do animal no dia do sacrificio.
3.4 Processamento do material bioldgico

Posteriormente, o rim direito foi seccionado em duas partes, em corte coronal,
dividindo-se o hilo ao meio utilizando-se navalha descartavel. Os fragmentos foram mantidos
em formalina 10% tamponada por um periodo de +48h. Em seguida foram desidratados,

diafanizados e parafinizados.

Para a execugdo da pesquisa proposta, seccOes renais foram obtidas com 4pum de
espessura atraveés do micrétomo (Leica). De cada rim foram feitas preparacdes histologicas
coradas em hematoxilina-eosina. Todos os cortes foram montados em laminas e laminula

utilizando-se Entellan (Merck).
3.5 Analise morfométrica

Imagens dos cortes histoldgicos dos rins foram visualizadas em microscépio optico
(MOTIC BA 200) utilizando-se objetivas de acordo com a finalidade a ser estudada,
capturadas e digitalizadas através de uma camera digital (MOTICAM 1000 1.3 M Pixel USB
2.0) acoplada a um microcomputador (Intel Dual Core 4GB 750GB). Para a contagem de
glomérulos por campo, foi utilizada a objetiva com magnificagdo final de 100x e, para a

analise de parametros morfométricos, foi utilizada a objetiva com magnificagéo final de 400x.

Com relagdo a contagem dos glomérulos, foram capturadas aleatoriamente 30 imagens
representativas de um corte renal de cada animal dos diferentes grupos experimentais. A

contagem dos glomérulos foi realizada manualmente pelo mesmo observador, sem
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conhecimento dos grupos, registradas em planilhas do programa Excel, sendo retirada uma

média aritmética por animal.

Para as analises dos seguintes parametros morfométricos: area do glomérulo e area da
capsula de Bowman, foram realizadas 20 imagens por corte renal de cada animal dos
diferentes grupos experimentais, obtidas atraves de uma camera acoplada ao microscopio. O
programa utilizado foi o software de andlise de imagens Image J. As areas do glomérulo e da
capsula de Bowman foram obtidas através do contorno do glomérulo e a capsula de Bowman
a méo livre com ferramenta especifica do Image J. Atraves da diferenca da area da capsula de
Bowman e do glomérulo, obteve-se a area do espago urinario. As imagens dos cortes
histologicos foram processadas e armazenadas referindo sua magnificacdo final de aumento

em escala de pixels proporcional as propriedades de cada campo histologico selecionado.
3.6 Analise estatistica

Para a andlise estatistica, foi utilizado o Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS), versdo 13.0. Foi realizado o calculo das médias e desvios-padrdo das variaveis
estudadas. Para a determinacdo da presenca ou ndo de distribuicdo normal, foi utilizado o
teste de Kolmogorov-Smirnov. Para a comparagdo das médias das variaveis entre dois grupos,
foi utilizado o teste t de Student para amostras independentes. Os resultados foram
apresentados sob a forma de tabelas. Em todos os casos, foi considerado como nivel de
significancia para a rejeigcdo da hipdtese nula um valor de p < 0,05 e intervalo de confianca de
95%.

3.7 Consideragdes Eticas

Este projeto foi submetido & Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE), protocolo:
23076.005924/2008-80, e aprovado uma vez que segue as normas recomendadas pelo Comité

Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) (anexo A).
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4 RESULTADOS
Artigo original a ser submetido a revista Journal of Molecular Histology

EFEITO DA SUPLEMENTACAO NEONATAL DE L-ARGININA SOBRE OS
PARAMETROS PONDERAIS E HISTOMORFOMETRICOS NO RIM DE RATOS
JOVENS E ADULTOS

Introducéo

O glomerulo representa uma unidade de filtracdo altamente estruturada, composto de
células endoteliais glomerulares, células mesangiais, poddcitos e células epiteliais parietais
(SCHELL et al., 2014). A nefrogénese em mamiferos compreende o desenvolvimento de trés
estagios de orgaos excretores, o pronefro, o0 mesonefro (6rgaos transitorios) e o metanefro
(este se desenvolve subsequentemente em rins permanentes) (MOORE et al., 2008). O
desenvolvimento metanéfrico comeca na quarta ou quinta semana em humanos, e, em
camundongos, proximo ao décimo primeiro dia de gestacdo. Em humanos, a nefrogénese esta
completa na trigésima sexta semana gestacional; em ratos entretanto a nefrogénese continua
até 10 a 12 dias apds o nascimento (MESQUITA et al., 2010).

A L-arginina € um aminoacido semi-essencial e precursora da sintese de moléculas
como ornitina, poliaminas, Oxido nitrico, creatina, agmatina, glutamina e prolina, dentre
outros (ORTIZ et al., 2014; WILMORE et al., 2004; CHIARLA et al., 2005). Existem duas
vias de degradacdo direta da arginina, a primeira ¢ mediada pela arginase, liberando ornitina e
uréia, enquanto a outra é catalisada pela 6xido nitrico sintase (NOS) e tem como produto o
oxido nitrico (NO) (CYNOBER et al., 2005). A arginina esta presente em alimentos como:
carnes, leite, ovos, queijos, alho, ervilhas e grdos. A ingestdo normal de arginina em uma dieta
ocidental é de 5 a 7 gramas por dia e a producdo enddgena é de, em média, 15 a 20 gramas
por dia (WU et al., 2000; MORRIS et al., 1998).

O rim possui papel importante no metabolismo da L-arginina, que é fonte principal de
oxido nitrico através da via éxido nitrico sintase (NOS) onde podem ser detectadas trés
isoformas: neuronal NOS (nNOS), induzido NOS (iNOS) e endotelial NOS (eNOS) (ORTIZ
et al., 2014; SCHNEIDER et al., 2003). O nNOS é expresso primeiramente na macula densa e
participa do controle da hemodinamica glomerular. O iNOS € expresso no rim, em condic¢des
patologicas no mesangio glomerular. O eNOS é importante na manutencdo da taxa de

filtracdo glomerular, tonus vascular local e fluxo sanguineo renal (CHERLA et al., 2004).
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O NO medeia relevantes funcbes no nivel renal, quer seja pela participacdo na
manutencdo da taxa de filtracdo glomerular, do ténus vascular regional e do fluxo sanguineo
renal (eNOS); quer seja pela colaboragédo do controle da hemodindmica glomerular, por meio
da retroalimentagdo tubulo-glomerular e liberagdo de renina - mediado pela sintese nNOS
(CHERLA et al., 2004; JAIMES et al., 2004).

AlteracGes nutricionais durante um periodo critico de desenvolvimento renal, podem
levar ao desenvolvimento de doencas na vida adulta. Existem evidéncias de que a
suplementacdo de L-arginina tem efeito benéfico em doencas como hipertensdo pulmonar,
insuficiéncia cardiaca, disfuncdo endotelial e insuficiéncia renal aguda (SCHNEIDER et al.,
2003). A administragdo de L-arginina tem sido capaz de reverter alteragdes observadas nos
rins de animais que sofreram desnutricdo durante o periodo perinatal (LUCAS et al., 1997;
ALVES et al., 2002; GIL et al., 2005; BROWN et al., 2011).

A suplementacédo de L-arginina em periodos precoces do desenvolvimento demonstrou
promover alteracdes morfofisioldgicas, como a maior arborizacdo dendritica em neurdnios do
cortex visual de ratos (MAIA et al., 2006) e a prevencao da hipertrofia glomerular em prole
de ratas diabéticas (CANAVAL et al., 2007). Apesar dos beneficios supracitados, em outros
estudos, a suplementacdo de L-arginina provocou alteragdes como o aumento da velocidade
de propagacdo da depressdo cortical alastrante em ratos (FRAZAO et al., 2008; MAIA et al.,
2009; MONTEIRO et al., 2011).

O uso terapéutico de suplementos desse aminoéacido tem sido proposto para situagoes
estabelecidas de doenca renal cronica, uma vez que a producdo renal da mesma encontra-se
em progressivo declinio nesses casos, levando a reducdo dos niveis de NO circulante com

consequente repercussao cardiovascular e exacerbacdo do dano renal (BAYLES et al., 2006).

Os relatos da literatura sobre o efeito da suplementacdo precoce em animais que nao
sofreram desnutricdo e as repercussfes desta na idade adulta sdo escassos. Assim, o presente
estudo objetivou analisar o efeito da suplementacéo de L-arginina durante o periodo precoce
do desenvolvimento extra-uterino sobre o peso renal absoluto e relativo e parametros
morfométricas em rins de ratos jovens e adultos, verificando se tais efeitos perduram até a

vida adulta.
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Material e Métodos

S8o descritos a seguir os materiais e métodos utilizados para a realizacdo dessa

pesquisa.
Animais

Foram utilizados 16 ratos machos albinos, da linhagem Wistar, provenientes da
col6nia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. Esses
animais foram mantidos sob condicdes padrdo do biotério, em salas a temperatura de 22+2°C,
submetidos a um ciclo artificial claro-escuro de 12/12h (o escuro iniciando-se as 19h), com
livre acesso a agua e comida (dieta comercial Labina-Evialis do Brasil Nutricdo Animal
LTDA).

Para as determinacbes experimentais, o0s ratos machos foram distribuidos
aleatoriamente, 24h apds o parto (primeiro dia de vida, considerando-se o dia de nascimento
como dia zero), em ninhadas de seis filhotes por méae. Os filhotes foram distribuidos em
quatro grupos experimentais; de acordo com o procedimento de administracdo de L-arginina
ou agua destilada (Suplementado e Controle respectivamente) e a idade, sacrificados aos 35-
45 dias e aos 90-120 dias (Jovens e Adultos respectivamente). Os animais suplementados com
L-arginina receberam dose de 300mg/kg/dia (Grupos: Suplementado Jovem e Suplementado
Adulto) e os animais controle receberam o volume equivalente do veiculo, dgua destilada

(Grupos: Controle Jovem e Controle Adulto).

Foi administrada diariamente arginina ou agua destilada por gavagem, com o objetivo
de que tal suplementacdo se desse da maneira mais proxima a ingestao fisioldgica, do 7° ao
35° dia de vida sempre no horario das 6 as 8h, segundo metodologia descrita por MONTEIRO
et al., 2011, nas seguintes concentracdes: 10mg/ml na primeira e segunda semana de

tratamento; 20mg/ml, na terceira semana e 30mg/ml na quarta semana.
Procedimento para retirada do rim e obtencéo do peso absoluto e relativo

Antes do sacrificio os animais foram pesados em balanca (sensibilidade de ate 0,1g)
de acordo com a idade dos grupos experimentais. Cada animal foi submetido a uma anestesia
contendo mistura de uretana 10% + cloralose 0,4%, a dose de 1000mg/kg de uretana +
40mg/kg de cloralose, pela via intraperitoneal. Em seguida, foi retirado o rim direito que

também foi pesado para obtencdo do peso absoluto e relativo e em seguida foram colocados
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em solucdo de formol a 10% tamponado. Para o célculo do peso relativo, foi realizada a

divisdo do peso absoluto do 6rgédo com o peso corporal do animal no dia do sacrificio.
Processamento do material bioldgico

Posteriormente, o rim direito foi seccionado em duas partes, em corte coronal,
dividindo-se o hilo ao meio utilizando-se navalha descartavel. Os fragmentos foram mantidos
em formalina 10% tamponada por um periodo de +48h. Em seguida foram fixados
(desidratados, diafanizados e parafinizados) e emblocados.

Para a execugdo da pesquisa proposta, seccOes renais foram obtidas com
aproximadamente 4um de espessura através do microtomo (Leica). De cada rim foram feitas
preparacdes histologicas coradas em hematoxilina-eosina. Todos os cortes foram montados

em laminas e laminula utilizando-se Entellan (Merck).
Anélise morfométrica

Imagens dos cortes histoldgicos dos rins foram visualizadas em microscépio 6ptico
(MOTIC BA 200) utilizando-se objetivas de acordo com a finalidade a ser estudada,
capturadas e digitalizadas através de uma cadmera digital (MOTICAM 1000 1.3 M Pixel USB
2.0) acoplada a um microcomputador (Intel Dual Core 4GB 750GB). Para a contagem de
glomérulos por campo, foi utilizada a objetiva de magnificacdo final de 100x e, para a analise

de pardmetros morfométricos, foi utilizada a objetiva de magnificacdo final de 400x.

Com relacdo a contagem dos glomérulos, foram capturadas aleatoriamente 30 imagens
representativas de um corte renal de cada animal dos diferentes grupos experimentais. A
contagem dos glomérulos foi realizada manualmente pelo mesmo observador, sem
conhecimento dos grupos, registradas em planilhas do programa Excel, sendo retirada uma

média aritmética por animal.

Para as analises dos seguintes parametros morfométricos: area do glomérulo e area da
capsula de Bowman, foram realizadas 20 imagens por corte renal de cada animal dos
diferentes grupos experimentais, obtidas através de uma camera acoplada ao microscépio. O
programa utilizado foi o software de analise de imagens Image J. As areas do glomérulo e da
capsula de Bowman foram obtidas através do contorno do glomérulo e a capsula de Bowman
a mdo livre com ferramenta especifica do Image J. Através da diferencga da area da capsula de

Bowman e do glomeérulo, obteve-se a area do espaco urinario. As imagens dos cortes
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histolégicos foram processadas e armazenadas referindo sua magnificagdo final de aumento

em escala de pixels proporcional as propriedades de cada campo histologico selecionado.
Anélise estatistica

Para a andlise estatistica, foi utilizado o programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS), versdo 13.0. Foi realizado o célculo das médias e desvios-padrdo das
varidveis estudadas. Para a determinacdo da presenca ou ndo de distribuicdo normal, foi
utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. Para a comparagdo das médias das variaveis entre
dois grupos, foi utilizado o teste t de Student para amostras independentes. Em todos 0s casos,
foi considerado como nivel de significancia para a rejeicdo da hipdtese nula um valor de p <

0,05 e intervalo de confianca de 95%.
Consideracdes Eticas

Este projeto foi submetido & Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE), protocolo:
23076.005924/2008-80, e aprovado uma vez que segue as normas recomendadas pelo Comité

Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
Resultados

Com relacéo ao peso absoluto e relativo dos rins entre animais suplementados com L-
arginina e o0s animais controle ndo houve diferenca estatisticamente significativa,
demonstrando que a suplementacdo com L-arginina ndo interfere no aumento do peso
absoluto e relativo dos animais (Tabela 1). No entanto, ao se comparar 0 peso absoluto e
relativo dos rins dos animais jovens e adultos entre 0os grupos controle e suplementado
encontra-se diferenca, onde a média do peso absoluto verificada foi de (0,71+0,12g) e
(1,25+0,16g), respectivamente, em animais controle jovem e adulto (p < 0,001) e nos animais
suplementados estes valores foram de (0,75+£0,11g) nos jovens e (1,15+0,05g) nos adultos
com p < 0,001 (Tabela 2). Para o peso relativo os resultados foram semelhantes aos do peso

absoluto, apenas com valores maiores (Tabela 1 e 2).
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Tabela 1 — Efeito da suplementacgdo de L-arginina sobre o peso absoluto e relativo renal e nimero de
corpusculos renais em ratos jovens e adultos

Jovem Adulto
Controle Arginina Controle  Arginina
Média Média Média Média
(DP) (DP) P (DP) (DP) P
Peso absoluto do
) 0,71 0,75 1,25 1,15
rim (@) 012 o) % 0 o) 2
Peso relativo do
: 0,53 0,57 0,42 0,40
rim (g/100g do (0.09) (0.04) 0,468 (0.05) (0,03) 0,606
peso corporal) ' ' ’ ’
NUmero de
Corpusculos 6,63 6,62 5,51 5,18
renais/ (1.89)  (2.02) 0,974 (1.89) 176 0199
campo

DP: Desvio padrdo

No que se refere a contagem do nimero de glomérulos renais, a suplementacdo
precoce com L-arginina ndo interferiu na média obtida entre animais dos grupos controle e
suplementado (Tabela 1). Mas, ao se comparar a relacdo entre idades, grupo jovem e adulto,
tanto o grupo controle quanto o suplementado mostrou diferencas nas médias de contagens de
glomérulos renais. Nos animais jovens controle a média do numero de glomérulos renais por
30 campos histolégicos foi de (6,63+1,89 glomérulos renais) e nos adultos (5,51+1,89
glomérulos renais) havendo uma diminui¢do com significancia estatistica (p < 0,001). Esta
diminuicdo no ndmero de glomeérulos renais também foi encontrada no grupo dos animais
suplementados jovens (6,62+2,02) e adultos (5,18+1,76) (p < 0,001) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Comparacdo do peso absoluto e relativo renal e nimero de corpusculos renais em
diferentes idades experimentais (jovens e adultos) entre ratos controle e suplementados
com L-arginina

Controle Arginina
Jovem Adulto Jovem Adulto
Média Média Média Média
(DP) (DP) P (DP) (DP) P
Peso absoluto do
rim (g) 0,71(0,12) 1,25 (0,16) 0,002 0,75(0,11) 1,15(0,05) <0,001

Peso relativo do
rim (g/100g do 0,53 (0,09) 0,42 (0,05) 0,064 0,57 (0,04) 0,40 (0,03) <0,001
peso corporal)

NOmero de
Corpusculos 6,63 5,51 6,62 5,18
. < <
renais/ (1,89) (189) 0001 202) a7e) <000
campo

DP: Desvio padrdo

Foram avaliados os parametros histomorfométricos do glomérulos renal, formado pela
Cépsula de Bowman (capsula glomerular) e pelo glomérulo. A area do espaco urinario que foi
realizado baseado nas areas da capsula de Bowman e do glomérulo, é importante para
verificar alteracbes minuciosas que ocorreram devido a suplementagdo com L-arginina em

periodo precoce da vida e a manutenc¢ao destas alteracfes na vida adulta.

As areas da cépsula de Bowman dos animais jovens, controle e suplementados,
apresentaram as seguintes medias: (454,88 + 89,53 x 103 um?) e (539,72 £ 13,90 x 103 um2)
respectivamente, com p<0,001. Para os animais do grupo adulto, foram verificadas as
seguintes médias: controle (553 + 109,61 x 103 um?) e suplementado (643,65 + 169,5 x 103
pHmM?2) com p<0,001, evidenciando que a suplementagdo precoce com L-arginina promoveu um
aumento significativo nas meédias das areas da capsula de Bowman dos animais jovens e
adultos (Tabela 3). No entanto, ao se avaliar a média da area do glomérulo no grupo de
animais jovens controle (345,41+74,6) e suplementados (359+86,70) constata-se que 0
tratamento precoce com L-arginina ndo alterou a area do glomérulo em animais jovens
(p=0,279), diferentemente do ocorrido nos animais adultos onde o aumento da area
glomerular em animais controle foi de 432,70+88,14 e suplementados de 474,49t14
(p=0,025) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Efeito da suplementacdo de L-arginina sobre o peso absoluto e relativo renal e nimero de
corpusculos renais em ratos jovens e adultos

Jovem Adulto
Controle Arginina Controle Arginina
Média Média Média Média
(DP) (DP) P (DP) (DP) P
Média da Area
Glomerular 345,41 359,30 432,70 474,49
(x10° umo) (7460)  (8670)  2?7°  (g814)  (14.00) 0,025
Média da Area da
Cépsula de
454,88 539,72 553,46 643,65
Bowrﬂﬁg)(xms 8953  (1390) 091 (o9e1)  (1e950) <0001
Média da Area do
Espaco urinario 109,47 180,42 <0,001 120,76 169,16 <0,001

(27,96) (65,10) (38,89) (64,13)

(x103 um3)

DP: Desvio padrdo

Nos animais jovens do grupo controle e suplementado com L-arginina houve um
aumento da média da area do espago urinario (p<0,001), da mesma forma que nos animais
adultos com e sem tratamento (p<<0,001) (Tabela 3), demonstrando que o tratamento precoce
com a L-arginina aumentou a média da area do espaco urinario tanto em animais jovens,

quanto nos animais adultos.

A tabela 4 apresenta os resultados da avaliacdo quanto ao efeito precoce do tratamento
da L-arginina para se verificar sua repercussdo até a idade adulta, comparando-se 0s grupos
controle jovem e adulto e tratado jovem e adulto entre si. Verificou-se uma diminuicdo da
média da area do espaco urinario nos animais jovens e adultos suplementados com L-arginina
(p<0,001), diferentemente do ocorrido entre os animais controle jovens e adultos, nos quais

houve um aumento do mesmo (p<0,001).
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Tabela 4 — Pardmetros histomorfométricos de corpusculos renais de ratos com e sem suplementacéo
precoce de L-arginina, testando-se a hipdtese de mudanca destes pardmetros em animais
jovens e adultos

Controle Arginina
Jovem Adulto Jovem Adulto
Média Média Média Média
(DP) (DP) P (DP) (DP) P
Média da Area
Glomerular 345,41 432,70 359,30 474,49
(x10° umo) (7460)  (8814) 0001 g570) (14002 <0001
Média da Area da
Cépsula de 454,88 553,46 539,72 643,65
Bowman (x10° um?)  (89,53)  (109.61) 0901 (13897)  (we9s0) <0001
Média da Area do
Espaco urinario 109,47 120,76 0,037 180,42 169,16 0,272

(27,96)  (38,89) (65,10) (64,13)

(x103 um3)
DP: Desvio padrdo

Discussao

No presente estudo ndo se observou diferenca significativa no peso absoluto e relativo
do rim direito entre os grupos controle e suplementados precocemente com L-arginina,
demonstrando que a suplementagdo ndo influenciou no peso renal em animais da mesma faixa
etaria. Porém, em faixas etarias diferentes um aumento significativo foi observado tanto no
peso absoluto quanto no relativo entre animais dos grupos controle (agua destilada) e
suplementados (L-arginina), confirmando o fato de que com o desenvolvimento do animal

tanto o peso do 6rgdo quanto o peso do animal aumentam.

Em relacdo a contagem de glomérulos renais, observa-se um declinio no nimero
destas estruturas nos animais adultos em relacdo aos jovens independente da suplementacéo
precoce com L-arginina. Mesmo entre os adultos do grupo controle e suplementados néo
houve diferenca significativa na contagem de glomérulos renais, o que demonstra que a
suplementacdo precoce nédo interfere no niamero de glomérulos renais, igualmente ao que foi
constatado com os resultados do peso absoluto e relativo renal. Esses resultados confirmam
que com o passar da idade ocorre uma diminuicéo fisioldgica do nimero de glomérulos renais

e da maioria das células do organismo (BENZ et al., 2010).
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Em nosso estudo o periodo de administracdo de L-arginina ocorreu do 7° ao 35° dia
pos-natal, proximo ao final do periodo critico de desenvolvimento dos néfrons (nefrogénese),
que em ratos ocorre predominantemente entre o 12° dia da gestacdo e o 10° dia ap0Os o
nascimento (TAIN et al., 2010; MANNING & VEHASKARI, 2005). Baseando-se nessa
informacg&o, presume-se que o peso do rim e nimero de glomérulos ndo séo influenciados se
ofertada suplementacdo ao final da nefrogénese. Porém, a escolha do periodo de
suplementacdo teve como objetivo questionar se as alteracBes causadas sobre estruturas

microscopicas do rim perdurariam até a idade adulta.

Ao serem avaliados os pardmetros histomorfométricos, constatou-se que a média das
areas da cépsula de Bowman aumentou sob efeito da suplementagdo com L-arginina em
animais jovens e adultos. Nos animais controle, verificou-se que, com 0 aumento da idade,
houve um aumento da area do espaco urinario. Porém ndo foi observado o mesmo
comportamento no grupo suplementado, em que a area do espaco urinério foi semelhante
entre jovens e adultos. Isto provavelmente ocorreu devido ao aumento da area do glomérulo

evidenciada apenas nos animais adultos suplementados.

A suplementagdo precoce com L-arginina em ratos adultos levou ao aumento nas
médias das areas do espaco urinario, do glomérulo e da capsula de Bowman. Estudos
evidenciam que a suplementacdo com L-arginina interfere na estrutura glomerular e na
hemodinamica renal, revertendo os efeitos deletérios causados, por exemplo, pela desnutri¢do
intrauterina, insuficiéncia renal, diabetes mellitus e hipertenséo arterial sobre o rim. No caso
da desnutricdo intrauterina, observou-se que a suplementacdo de L-arginina foi capaz de
prevenir a lesdo ou reverter da hipertrofia glomerular compensatéria a reducdo do nimero de
néfrons. Em consequéncia disso, a taxa de filtracdo glomerular e do fluxo sanguineo renal
aumentaram (ALVES et al., 2002; GIL et al., 2005).

Sabe-se que o excesso de proteinas ou sua deficiéncia em pacientes sem lesdo renal
pode desencadear sobrecarga renal e consequentemente alteragfes histologicas no rim
(BEASLEY et al., 2014). Foi observado no presente estudo resultados semelhantes a este, no
qual ratos adultos sadios expostos a suplementacdo precoce com L-arginina apresentaram
aumento da meédia das areas glomerulares, podendo sugerir hipertrofia ou aumento da
espessura de sua membrana. Isso provavelmente ocorre porque a L-arginina eleva a
disponibilidade de NO através da via NOS. O NO promove vasodilatacdo, regula a ativacdo

plaquetéria, inibe a proliferacdo celular do musculo liso e reduz a adesdo leucocitaria. Em
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altas concentracdes, 0 6xido nitrico é citotoxico, podendo levar a efeitos deletérios (EVANS
el al., 2004).

Estudos demonstraram que a presenca de hipertrofia glomerular esta associada a
situacOes patoldgicas como a hipertensdo arterial sistémica (WE et al., 2008). Com base nessa
informacdo, percebemos que em nosso estudo a hipertensdo arterial poderia ocorrer devido ao
NO disponibilizado pela L-arginina, que interfere na espessura da membrana basal do
glomérulo. Essa hipertrofia é capaz de lesar poddcitos e endotélio, alterando a barreira de
filtracdo e promovendo a deposicdo de macromoléculas no mesangio. Distarbios
hemodindmicos, sobrecarga proteica, hipertensdo arterial e reducdo de néfrons funcionantes
com sobrecarga dos néfrons remanescentes podem causar hiperfiltracdo ou hipertensdo em

alcas capilares, resultando em hipertrofia glomerular (MALHEIROS et al., 2011).

A hipertrofia glomerular constatada ao se analisar o efeito da suplementacéo precoce
de L-arginina, foi evidenciada pelo aumento na média das areas do espaco urinario e capsula
de Bowman que ocorre nos ratos jovens e se mantém na idade adulta. Esses dados
demonstram que a suplementacdo precoce com L-arginina tem efeito duradouro

particularmente na area dos glomérulos.

Os efeitos da suplementacdo precoce da L-arginina observados pelo aumento da média
da area glomerular, confirmam que a utilizacdo desse aminodcido em periodos precoces da
vida em organismos sadios podem trazer transtornos na hemodinamica renal durante a vida
adulta. E importante destacarmos a importancia de mais estudos acerca da suplementacéo
alimentar e que quando realizada em individuos sem alguma lesdo renal aparente seja
monitorada por profissionais da area médica e nutricional através de exames clinicos e quando

presente alguma patologia que sua utilizacdo seja ponderada e monitorada frequentemente.

Portanto, a suplementacdo de L-arginina ndo alterou o nimero de glomérulos e o peso
absoluto e relativo do rim dos ratos estudados. Nos ratos adultos, a suplementacdo de L-
arginina levou ao aumento da area glomerular. Esta alteracdo ndo foi evidenciada nos ratos
jovens, sugerindo que, para esses parametros morfometricos, o efeito da L-arginina é tardio.
As alteracdes morfométricas causadas pela suplementacdo da L-arginina perduram até a vida
adulta dos ratos. Houve aumento do espaco urindrio, da &rea do glomérulo, da area da cipsula

de Bowman quando suplementados com L-arginina.
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Novos estudos sdo necessarios para complementar esses achados, sendo importante
outras formas de avaliacdo do efeito da suplementacdo com L-arginina sobre a hemodinamica
renal, como exames laboratoriais bioquimicos — volume urinario, proteindria, taxa de filtracéo

glomerular, niveis pressoricos e imunohistoquimica.
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5 CONCLUSAO

A suplementacédo de L-arginina ndo alterou o nimero de glomérulos e o peso absoluto

e relativo do rim dos ratos machos jovens e adultos.

Nos ratos adultos, a suplementacdo de L-arginina levou ao aumento da éarea
glomerular. Esta alteracdo ndo foi evidenciada nos ratos jovens, sugerindo que, para esses

pardmetros morfométricos, o efeito da L-arginina é tardio.

As alteracfes morfométricas causadas pela suplementacéo da L-arginina perduram até
a vida adulta dos ratos. Houve aumento do espaco urinério, da area do glomérulo, da area da
capsula de Bowman até a idade de 90 a 120 dias.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Novos estudos séo necessarios para melhor elucidar os nossos achados, para se avaliar
o efeito da suplementacdo com L-arginina sobre a hemodindmica renal, como: exames
laboratoriais bioguimicos — volume urindrio, proteinuria, taxa de filtracdo glomerular, niveis

pressoricos e imunohistoquimica.
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ANEXOS

Anexo A — Aprovagio do Comité de Etica no uso de Animais da UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolbgicas

Av, Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 04 de maio de 2010
Oficio n® 267/2010

Da Comiss&o de Etica no uso de Animaisl (CEUA) da UFPE
Para: Profa. Luciana Maria Silva de Seixas Maia
Departamento de Histologia e Embriologia — CCB
Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076. 005924/2008 - 80

Os membros da Comiss&o de Etica em Experimentag&o Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, INTERACAO DA L-ARGININA E DO EXERCICIO FiSICO DURANTE O
DESENVOLVIMENTO: ANALISE MORFOLOGICA E MORFOMETRICA DE ORGAOS EM
RATOS JOVENS E ADULTOS.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as nommas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentag&o Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE. '

Encontra-se de acordo com as.normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794
de 08 de outubro de 2008, que tra;ta da questsio do uso de animais para fins cientificos e
didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais
realizados.

Atenciosamente,

Observagéo:

Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nutricéo

Animais: Ratos; Wistar; ambos os sexos; com 35 - 45/ 90 -120 dias
de vida; Ntimero de animais previsto no protocolo: 80 animais.

O Projeto sera realizado com 6rgéos provenientes dos animais do/
processo intitulado, Interagdo L- arginina e atividade fisica
durante o desenvolvimento do sistema nervoso: Anélise da
depressdo alastrante cortical em ratos jovens e adultos
(Aprovado pela CEUA sob Oficio n°51/08).

CCB: Integrar para desenvolver
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Authors should submit their manuscripts online. Electronic submission substantially reduces
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TITLE PAGE
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Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.
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Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a
reference included in the reference list. They should not consist solely of a reference citation,
and they should never include the bibliographic details of a reference. They should also not
contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by
superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical data).
Footnotes to the title or the authors of the article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section before
the reference list. The names of funding organizations should be written in full.

REFERENCES

Citation

Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples:

e Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).

e This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).

e This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995; Kelso and
Smith 1998; Medvec et al. 1999).

Reference list
The list of references should only include works that are cited in the text and that have been
published or accepted for publication. Personal communications and unpublished works
should only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a
reference list.
Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of each
work.
e Journal article
Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L
(2009) Effect of high intensity intermittent training on heart rate variability in
prepubescent children. Eur J Appl Physiol 105:731-738. doi: 10.1007/s00421-008-
0955-8
Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long
author lists will also be accepted:
Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J
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e Atrticle by DOI
Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine
production. J Mol Med. doi:10.1007/s001090000086
e Book
South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London
e Book chapter
Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of
modern genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 230-257
e Online document

Cartwright J (2007) Big stars have weather too. I0P Publishing PhysicsWeb.
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e Dissertation

Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of
California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title
Word Abbreviations, see

e [ISSN.org LTWA

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of
in-text citations and reference list.

e EndNote style (zip, 2 kB)

TABLES

e All tables are to be numbered using Arabic numerals.
e Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

e For each table, please supply a table caption (title) explaining the
components of the table.

e Identify any previously published material by giving the original source in
the form of a reference at the end of the table caption.

e Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters
(or asterisks for significance values and other statistical data) and included
beneath the table body.

ARTWORK AND ILLUSTRATIONS GUIDELINES

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your
artwork —

photographs, line drawings, etc. — in an electronic format. Your art will then be produced to
the

highest standards with the greatest accuracy to detail. The published work will directly reflect
the
quality of the artwork provided.

Electronic Figure Submission
e Supply all figures electronically.
¢ Indicate what graphics program was used to create the artwork.

e For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use
TIFF format. MSOffice files are also acceptable.

e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
e Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.

e Line Art
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e Definition: Black and white graphic with no shading.

e Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering
within the figures are legible at final size.

e All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

e Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a
minimum resolution of 1200 dpi.

e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art

o Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.
¢ If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars
within the figures themselves.
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing
line drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.
Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one
another when converted to black and white. A simple way to check this is to
make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the
different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the
captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually
about 2-3 mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use
8-pt type on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.
Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.
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« Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

o If an appendix appears in your article and it contains one or more figures,
continue the consecutive numbering of the main text. Do not number the
appendix figures,

"Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material)
should, however, be numbered separately.

Figure Captions

o Each figure should have a concise caption describing accurately what the
figure depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the
figure file.

« Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure
number, also in bold type.

« No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be
placed at the end of the caption.

o ldentify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes,
circles, etc., as coordinate points in graphs.

o ldentify previously published material by giving the original source in the
form of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size
o When preparing your figures, size figures to fit in the column width.
e For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm
wide and not higher than 234 mm.
e For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm
wide and not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware
that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will not be able
to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In such cases,
material from other sources should be used.

Accessibility

¢ In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of
your figures, please make sure that

e All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-
speech software or a text-to-Braille hardware)

e Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(colorblind users would then be able to distinguish the visual elements)

e Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This
feature can add dimension to the author's article, as certain information cannot be printed or is
more convenient in electronic form.

Submission
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o Supply all supplementary material in standard file formats.

o Please include in each file the following information: article title, journal
name, author names; affiliation and e-mail address of the corresponding
author.

e To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files
may require very long download times and that some users may experience
other problems during downloading.

e Audio, Video, and Animations
o Always use MPEG-1 (.mpg) format.

o Text and Presentations

o Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for
long-term viability.

e A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets
e Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is
intended.

e If the readers should be encouraged to make their own calculations,
spreadsheets should be submitted as .xIs files (MS Excel).

o Specialized Formats

e Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica
notebook), and .tex can also be supplied.

o Collecting Multiple Files
o Itis possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

e Numbering

o If supplying any supplementary material, the text must make specific mention
of the material as a citation, similar to that of figures and tables.

o Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in
the animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in Online
Resource 4”.

o Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

o Captions

» For each supplementary material, please supply a concise caption describing
the content of the file.

o Processing of supplementary files

o Electronic supplementary material will be published as received from the
author without any conversion, editing, or reformatting.

o Accessibility

« In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
supplementary files, please make sure that

o The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material

e Video files do not contain anything that flashes more than three times per
second (so that users prone to seizures caused by such effects are not put at
risk)
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Manuscripts that are accepted for publication will be checked by our copyeditors for spelling
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substantial editing would be required. In that case, you may want to have your manuscript
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review process.
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Open Choice
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and access to that article is granted to customers who have purchased a subscription), Springer
provides an alternative publishing option: Springer Open Choice. A Springer Open Choice
article receives all the benefits of a regular subscription-based article, but in addition is made
available publicly through Springer’s online platform SpringerLink.

o Springer Open Choice

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the
Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest possible
protection and dissemination of information under copyright laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the
author. In opting for open access, the author(s) agree to publish the article under the Creative
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Offprints
Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations
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