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Resumo: Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da suplementacdo de L-arginina sobre a producéo plasmética de
Oxido nitrico (ON), sulfeto de hidrogénio (H2S) e a pressdo arterial pulmonar sistélica (PAPs) em cdes com hipertensdo
arterial pulmonar (HAP) pré-capilar. Foram selecionados 16 cdes com diagndstico ecocardiogréfico de HAP pré-capilar,
alocados & eatoriamente em dois grupos: placebo (PLA, n=8) e L-arginina (ARG, n=8). Um grupo controle (CON, n=10),
composto por cdes saudaveis, também foi incluido. Apés 30 dias de adaptacdo dietética, os grupos ARG e CON receberam
capsulas de L-arginina (100 mg/kg, a cada 8 horas) durante 30 dias; o grupo PLA recebeu capsulas inertes na mesma
posologia. Amostras sanguineas foram coletadas nos dias 0, 7 e 30 para dosagem de ON e H2S, e a PAPs foi aferida nos
mesmos momentos. A andlise estatistica considerou p<0,05 como nivel de significancia. Nao foram observadas diferencas
significativas nos niveis plasméticos de ON e H2S, nem reducdo da PAPs, sugerindo que, sob as condi¢bes avaliadas, a
suplementacdo de L-arginina ndo apresentou impacto sobre esses parametros em cdes com HAP pré-capilar.
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EFFECT OF L-ARGININE SUPPLEMENTATION ON NITRIC OXIDE AND HYDROGEN
SULFIDE LEVELSIN DOGSWITH PRE-CAPILLARY PULMONARY HYPERTENSION

Abstract: This study aimed to evaluate the effects of L-arginine supplementation on plasma production of nitric oxide (NO),
hydrogen sulfide (H2S), and systolic pulmonary arterial pressure (sSPAP) in dogs with pre-capillary pulmonary arterial
hypertension (PAH). Sixteen dogs with echocardiographic diagnosis of pre-capillary PAH were randomly allocated into two
groups:. placebo (PLA, n=8) and L-arginine (ARG, n=8). A control group (CON, n=10), consisting of healthy dogs, was also
included. After a 30-day dietary adaptation period, the ARG and CON groups received oral L-arginine capsules (100 mg/kg
every 8 hours) for 30 days, while the PLA group received inert capsules with the same dosage and frequency. Blood samples
were collected on days 0, 7, and 30 for measurement of NO and H2S, and sSPAP was assessed at the same time points.
Statistical analysis considered p<0.05 as the level of significance. No significant differences were observed in plasmalevels
of NO and H2S, nor reductions in sSPAP, suggesting that under the conditions evaluated, L-arginine supplementation did not
demonstrate an impact on these parametersin dogs with pre-capillary PAH.
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Introducdo: A hipertensdo arterial pulmonar (HAP) caracteriza-se por aumento da pressdo nos vasos pulmonares e pode ser
classificada como pré ou pés-capilar, conforme sua etiologia (Kellihan et al., 2010). O 6xido nitrico (ON) é um potente
vasodilatador que inibe a agregagdo plaquetaria e a proliferagdo de células musculares lisas, sendo produzido por trés
isoformas da éxido nitrico sintase (NOS), a partir da L-arginina (Howell et al., 2009). O sulfeto de hidrogénio (H2S), € um
gasotransmissor com propriedades vasodilatadoras, antioxidantes e anti-inflamatérias (Chen et al., 2007), além de estimular a
atividade da eNOS, forma endotelial da NOS, aumentando a producdo e prolongando a meia-vida do ON (Altaany et al.,
2013). Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar se a suplementacdo de L-arginina poderia modular a
producdo plasmatica de ON, H2S e reduzir a PAPs em cdes com HAP pré-capilar.

Material e Métodos: Foram incluidos 16 cées, adultos de ambos os sexos, diagnosticados com HAP de origem pré-capilar,
com base em achados ecocardiograficos e PAPs estimada pelo Doppler =35 mmHg. Os animais estavam clinicamente
estaveis, sem tratamento prévio com inibidores de fosfodiesterase V, e foram aceitos aqueles com insuficiéncia valvar crénica
mitral (IVCM) sem repercussao hemodinamica, conforme critérios do consenso ACVIM (Reinero et al., 2019). O estudo
seguiu um delineamento duplo-cego e os animais com HAP foram divididos aleatoriamente em dois grupos, placebo (PLA
n=8) e L-arginina (ARG n=8). Um grupo controle foi estabelecido utilizando dez cdes saudaveis (CON n=10). Todos os
animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo alimentar de 30 dias, durante o qual receberam a mesma dieta para
padronizagéo da ing&cté8 9g L-arginina. A necessidade energética de manutencéo (NEM) foi calculada segundo a formula
95kcal x (peso corporal)™ "~ (NRC, 2006). Apoés a adaptagcdo, 0 manejo alimentar foi mantido de forma a atender aNEM, e
0s grupos ARG e CON foram suplementados com capsulas de L-arginina na dose de 100 mg/kg, administradas a cada 8 horas
por 30 dias, enquanto o grupo PLA recebeu cdpsulas contendo substancia inerte, na mesma posologia. Nos dias 0, 7 e 30
amostras de sangue foram coletadas para dosagem plasmatica de ON e H2S e a PAPsfoi aferida. Os dados foram submetidos
a analise estatistica, avaliados inicialmente quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e posteriormente com testes
apropriados a distribuicéo das variaveis, adotando-se p<0,05 como nivel de significancia.

Resultado e Discussdo: As idades médias dos grupos foram de 9,25 + 4,1 anos (ARG), 9,13 + 2,5 anos (PLA) €5,7+ 2,4
anos (CON), corroborando com relatos de maior predisposi¢éo a hipertensdo pulmonar em cées de meia-idade a mais velhos
(Kellihan et al., 2010). Era esperado que a suplementacdo com L-arginina promovesse aumento dos niveis de ON nos grupos
ARG e CON, o que ndo foi observado (Tabela 1). Uma das hipdteses é que a suplementacdo tenha induzido aumento répido,
porém transitdrio de ON, sem manutenc&o prolongada. Além disso, o desacoplamento da eNOS pode ter levado a producéo
de anions superodxido, que neutralizam o ON (Zuckerbraun et al., 2011). Nao foi observada diferenca nas concentracfes de



H2S (Tabela 2), o que pode estar relacionado a codependéncia entre ON e H2S. Coletta et al. (2012) demonstraram em ratos,
que tanto 0 H2S quanto o ON atuam de forma conjunta para promover a angiogénese; entretanto, a producdo de um
influencia diretamente a do outro, de modo que a supressdo de um deles resulta na redugdo da producdo do outro. Uma
contribuicéo relevante deste estudo é o estabelecimento de valores de referéncia para H2S em cées saudaveis, com
concentragcdo média de 1,53 pM, dados até entéo ndo disponiveis em literatura para a espécie. Ndo foi observada reducéo na
PAPs (Figura 1), como inicialmente esperado (p = 0,534), possivelmente em decorréncia da auséncia de aumento
significativo nos niveis plasméticos de ON e H2S.

Tabela 1. Dosagem de ON (M) segundo os momentos de avaliagéo e o grupo de estudo

Oxido Nitrico
Tempo
Grupo TO T7 T30 p"
ARG 10.61£6.29 | 10.47 +5.31 1417 £17.65 | 0.417
PLA 971+242 | 13.80+11.45 | 20.81+22.81 | 0.417
CON 8.36 £5.19 13.31+15.91 7.16 £4.37 0.905
p@ 0.057 0.226 0.033

Legenda: (1) Nivel de probabilidade descritivo do teste ndo paramétrico de Friedman
(2) Nivel descritivo de probabilidade do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis

Tabela 2. Dosagem de H:S (uM) segundo os momentos de avaliagcdo e o grupo de estudo

Sulfeto de hidrogénio
Tempo
Grupo TO T7 T30 p"
ARG 214+ 1,94 2,33+1,59 1,55+ 1,01 0,541
PLA 250+1,74 1,79+ 0,77 2,03+1,14 0,507
CON 1,53+0,76 1,74+ 0,79 1,75+1,24 0,835
p@ 0,769 0,812 0,652

Legenda: (1) Nivel de probabilidade descritivo do teste ndo paramétrico de Friedman
(2) Nivel descritivo de probabilidade do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
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Figura 1. Afericdo da pressdo arterial pulmonar na sistole (mmHg) ao longo dos momentos nos
grupos ARG e PLA

Conclusao: Neste estudo, a suplementacéo de L-arginina ndo promoveu aumento significativo dos niveis plasmaticos de ON
e H2S, nem reduziu a PAPs em cées com HAP pré-capilar. Como contribuic¢éo, foram estabelecidos valores de referéncia
inéditos para H2S em caes saudaveis, fornecendo dados relevantes para futuras investigacoes.
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