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RESUMO

MEDEIROS JUNIOR, Jorge Luiz. Efeito protetor da L-arginina e L-glutamina no pénis
de ratos submetidos & irradiacdo pelvica. 2010. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias - Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

Os aminoéacidos L-arginina e L-glutamina foram analisados como protetores dos
tecidos erétil do pénis contra os danos induzidos pela radiacdo. Grupos de ratos Wistar
foram tratadas com: nenhuma intervencdo, radiacdo pélvica e sacrificio 7 (RAD7) ou 15
(RAD15) dias; e radiacdo pélvica, a suplementacdo didria com L-arginina (A) ou L-
glutamina (G), e sacrificio 7 (RAD7 + A, RAD7 + G) ou 15 (RAD15 + A, RAD15 + G)
dias apds irradiacdo. componentes estruturais do corpo cavernoso (CC), tunica
albuginea do corpo esponjoso (TAC), e urotélio do pénis foram analisados através de
métodos estereoldgicos e imuno-histoquimico. Os resultados mostraram que, no CC, o
tecido conjuntivo foi maior nos RAD15 (p <0,04), mas essa mudanca foi parcialmente
revertido em RAD15 + G (p <0,05) e RAD15 + A (p <0,04). A matriz fibrosa das
trabéculas CC estava manchada de colageno tipo 1. Nos RAD15, a intensidade da
marcacdo foi aumentada, enquanto que em RAD15 + G + A e RAD15 a coloragéo era
semelhante a dos controles. Nenhuma alteracdo de coloracdo foram observadas nos
grupos que foram sacrificados sete dias apo6s a radiagdo. Cavernosa teor de fibras
elasticas na RAD15 foi aumentada (p <0,004), e este foi impedido de RAD15 + A (p
<0,004), mas ndao em RAD15 + G. No TAC, os aminoacidos protegidos (p <0,02)
contra 0 aumento da radiacdo induzida em fibras elasticas, mas apenas em RAD15.
Densidade das células do urotélio e espessura urothellial, foram reduzidos em RAD15
(p <0,004), mas houve efeitos protetores dos dois aminoacidos. Em conclusdo, a
radiacdo induzida por alteragfes nas estruturas penianas tendem a ser mais pronunciado
15 dias ap6s a sessdo de radiacdo. Tanto A e G tém efeitos protetores contra estas
alteragdes, sendo o primeiro um pouco mais eficaz.

Palavras-chave: Radiagdo. Pénis. L-arginina. L-glutamina.



ABSTRACT

We investigated whether arginine and glutamine protect penile tissues against radiation-
induced damage. Groups of Wistar rats were treated with: no intervention; pelvic radiation, and
sacrifice 7 (RAD7) or 15 (RADI15) days later; and pelvic radiation, daily supplementation with L-
arginine (A) or L-glutamine (G), and sacrifice 7 (RAD7+A, RAD7+G) or 15 (RADIS+A,
RADI15+G) days after radiation. Structural components in the corpus cavernosum (CC), tunica
albuginea of the corpus spongiosum (TACS), and urothelium of the penis were analyzed using
stereological and immunohistochemical methods. The results showed that in the CC, connective
tissue was increased in RAD15 (p<0.04), but this change was partially prevented in RAD15+G
(p<0.05) and RAD15+A (p<0.04). The fibrous matrix of the CC trabeculac was stained for
collagen type I. In RAD15, the intensity of the labeling was increased, whereas in RAD15+G and
RADI15+A the staining was similar to that of the controls. No staining changes were seen in the
groups that were sacrificed seven days after radiation. Cavernosal elastic fiber content in RAD15
was increased (p<0.004), and this was prevented in RAD15+A (p<0.004), but not in RAD15+G.
In TACS, the aminoacids protected (p<0.02) against radiation-induced increase in elastic fiber
content, but only in RADI15. Cell density in the urothelium, and urothellial thickness, were
reduced in RADI15 (p<0.004), but there were protective effects of both aminoacids. In
conclusion, radiation-induced alterations in penile structures tend to be more pronounced 15 days
after radiation session. Both A and G have protective effects against these changes, with the
former being slightly more effective.

Keywords: Radiation. Penis. L-arginine. L-glutamine.
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INTRODUCAO

A Radiacdo ionizante permanece como uma das ferramentas mais eficazes no tratamento
de céncer, tendo um papel importante no tratamento de muitas doengas malignas abdominais e
pélvicas. Apesar dos recentes progressos nos procedimentos de radioterapicos é dificil restringir a
acao da radioterapia a locais especificos [1]. Diversos estudos demonstraram alteracdes causadas
pela radiacdo em tecidos proximos aos orgaos alvos, como nos tratamentos do cancer de prostata
e bexiga afetando os tecidos eréteis do pénis, mucosas intestinais e urinarias entre outros [2-4].
Os efeitos indesejaveis da radiacdo podem advir consequéncias que afetam a qualidade de vida
do paciente como disfuncao urinéria, erétil e sangramento retal [1, 4, 5].

A perda da funcdo sexual em homens que sofreram irradiacdo pélvica é uma das sequelas
comuns decorrentes do tratamento. A associacao entre disfuncgdo erétil e radioterapia foi mostrada
em varios estudos[5-8]. A impoténcia associada a irradiacdo (RAI) varia de 22% a 84%. A RAI
apresenta um comeco Variavel, normalmente progressivo e irreversivel [8]. As deficiéncias
hemodinamicas eréteis resultantes de tratamentos radioterdpicos estdo associadas a lesbes
neurovasculares (mecanismos venoclusivos e arteriais) e também afetam os tecidos eréteis do
pénis compostos predominantemente de células endoteliais, musculo liso, colageno e fibras do
sistema elastico [7-9]. No corpo cavernoso sabe-se que as alteracbes morfolGgicas destes
componentes, podem estar associadas a disfuncdo erétil apds o tratamento radioterapico, porém
foram descritos resultados quantitativos em relacdo as essas modificacdes.

A L-arginina € um aminoacido dibasico, ndo-essencial, isto &, pode ser sintetizada por
individuos adultos em condic¢des fisiologicas de homeostase [10-12].

A arginina encontra-se envolvida na sintese protéica, na biossintese de aminoacidos e seus
derivados e no metabolismo da uréia. Sendo essencial na desintoxicacdo da amoénia [13]. Além
disso, € um dos substratos precursores do 6xido nitrico, o qual desempenha importante funcao na
regulacdo do tbnus vascular, pressdo arterial, controle de respostas imunologicas de diferentes
6rgdos, mecanismo de erec¢do, hipertensdo, morte celular e na protegdo contra danos oxidativos
[13, 14].

A arginina exerce importantes acbes metabdlicas, principalmente no sistema imunoldgico,

sendo classificado como condicionalmente essencial em situagdes de trauma e estresse [15].
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Estudos demonstraram que a suplementacdo com L-arginina previnem ou auxiliam no reparo dos
danos causados por doencas cardiovasculares, pulmonares, hepaticas, renais, gastrointestinais,
bem como na cicatrizacdo de feridas e manutencdo da integridade do tecido, devido seu
importante papel mediando processos de angiogénese, epitelizacdo e formacdo de colageno
através da producéo hidroxiprolina, molécula envolvida na sintese de colageno [11, 16].

A L-glutamina é um aminodcido neutro e ndo-essencial. No entanto, tem sido considerado
como condicionalmente essencial pelo aumento de sua demanda em situacdes catabdlicas. E o
aminoacido mais abundante no plasma e mudsculo esquelético [12].

Diversas células e tecidos utilizam a L-glutamina como importante combustivel para sua
manutencdo. Entre elas estdo as células tumorais, fibroblastos, linfocitos, macrofagos e
enterdcitos [17]. A glutamina atua ainda como condutora de nitrogénio entre os érgdos, podendo
ser precursora de peptideos e proteinas, bem como de aclcares aminoacidos, purinas, e
pirimidinas, participando assim na sintese de nucleotideos e &cidos nucléicos [18].

A L-glutamina possui fungdo imunoldgica auxiliando na regulagdo de mondcitos,
linfdcitos e de células natural killer em diversos 6rgaos como intestino e baco. Constitui-se ainda
num substrato para producdo da glutationa, que protege os tecidos normais contra o dano
oxidativo nas células [19].

A L-arginina e L-glutamina possuem a capacidade de sintetizar citrulina. Esse fato pode
explicar algumas respostas semelhantes desses dois aminoécidos. A sintese L-arginina ocorre nos
rins e a sintese de L-glutamina no intestino [15].

Diversos estudos mostram que a administracdo dos aminoacidos L-arginina e L-
glutamina, antes e depois da irradiacdo, desempenham efeito protetor nas alteragbes causadas
pela irradiacdo como p.e no intestino [15, 20].

O pénis do rato € composto por corpos cilindricos de estrutura erétil: um par de corpos
cavernosos, unidos entre si e situados dorsalmente ao corpo esponjoso, situado ventralmente,
além de fascias, nervos e vasos, todos recobertos pela pele. A maior parte do pénis é formada
pelos corpos cavernosos, 0S quais se originam na sinfise pubica correndo lado a lado.
Ventralmente aos corpos cavernosos localiza-se 0 corpo esponjoso, que abriga no seu interior a
uretra e possui duas dilatacBes: uma proximal, o bulbo esponjoso e outra distal, a glande do pénis.
Estas estruturas sdo envolvidas por uma camada de tecido fibroso, a tunica albuginea, que varia

em espessura tornando-se mais delgada ao envolver o corpo esponjoso (Figura 1)
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Proximo ao seu terco distal, a haste peniana apresenta uma flexura em angulo reto.
Apresenta pouco tecido erétil e um processo 6sseo localizado mais distalmente [21]. (Figura 2)

Flexura
peniana

Bulbo penian

(=)

Prepucio

Figura 1 — Pénis de rato, vista lateral.

Os corpos cavernosos sdo formados por uma camada de células musculares lisas
localizadas na regido subendotelial que circunda os espacos vasculares (sinuséides), situados
entre as trabéculas (Figura 3). Sdo encontrados feixes longitudinais e transversais. As fibras
musculares lisas dos corpos cavernosos sdo 0s elementos que se encontram em menor nimero
entre 0s componentes do corpo cavernoso do pénis [22].

As fibras colagenas sdo os constituintes mais numerosos das trabéculas dos corpos
cavernosos. Estdo dispostas compactamente e entremeadas com prolongamentos citoplasmaticos
de fibroblastos.

As fibras do sistema elastico encontram-se presentes nos cOrpos cavernosos como uma
malha frouxa e ramificada. Na periferia do corpo cavernoso as fibras sdo mais espessas formando

um eixo paralelo ao longo do pénis [22].
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i p
- Tunica albuginea do
COrpo espon;joso

Corpo esponjoso E

Uretra

Corpo cavernoso

Tunica
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cavernoso

g ;’ SR\ .. e
Figura 3 - Pénis do rato — corpo cavernoso. (a)

musculo liso (b) sinusdides e (c) trabéculas —
Imunohistoquimica - a-actina de masculo liso - 200x

A matriz extracelular (MEC) corresponde a uma rede estrutural complexa formada por

macromoléculas que circundam e sustentam as células dentro do tecido conjuntivo. A MEC é

formada por diferentes moléculas que sdo produzidas e exportadas pelas células modulando a

estrutura, fisiologia e biomecénica dos tecidos. A MEC é dividida em dois componentes

principais:

Componentes fibrilares - colageno e fibras do sistema elastico;
Componentes nao fibrilares — proteoglicanos e glicoproteinas ndo colagénicas [23, 24].
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As fibras coldgenas sdo as proteinas fibrosas mais abundantes no reino animal,
representando cerca de 1/3 do total das proteinas encontradas nos tecidos e resistentes a tensdo
[25, 26]. As fibras colagenas sdo constituidas por trés cadeias protéicas longas organizadas em o-
hélice. Uma caracteristica do colageno é que 30% dos aminoacidos correspondem a glicina. A
estrutura priméaria das cadeias € formada por uma sequéncia de trés aminoécidos: Gly-X-Y
(dominios colagénicos), que se repetem por grandes extensées. Os aminoécidos colocados nas
posicBes x e y sdo frequentemente prolina e hidroxiprolina, respectivamente. Cada cadeia de
colageno tem suas préprias caracteristicas quanto a composicdo de aminoacidos, que sdo
utilizados para identificar o tipo de colageno [27].

O tamanho e a forma das fibras de colageno variam dependendo do tecido e do 6rgéo,
mesmo dentro da mesma espécie. Seu didametro pode variar de 1 a 20 um e apresentam um curso
ondulado, mesmo se elas formam fibras densas de tecido conjuntivo como, por exemplo, nos
tendbes. A organizagdo de forma ondulada dessas fibras provavelmente promove maior
resisténcia dessas fibras, a fim de resistir as tensdes diretas sobre as fibras de coladgeno [25].

No tecido conjuntivo, as fibras do sistema elastico distinguem-se facilmente das
colagenas por serem mais delgadas e ndo apresentarem estriacdo transversal. Essas fibras cedem
facilmente mesmo a tragcbes minimas, retomando a sua forma inicial ap6s o término das forgas
deformantes [28, 29].

As fibras do sistema elastico apresentam uma cor amarelada quando observadas a fresco e
sdo caracterizadas pelo alto grau de extensibilidade que apresentam. Sdo encontradas em tecidos
gue sdo constantemente submetidos a grandes forcas de estiramento [30].

A fibra eléstica € uma estrutura complexa formada por elastina, proteina microfibrilar,
lisil-oxidase, e proteoglicanos [29].

Sabe-se que, durante o processo de formacdo de uma fibra elastica, o componente
microfibrilar € o primeiro que aparece. Em seguida a elastina é depositada provavelmente devido
a interacdo ibnica entre a elastina e a superficie microfibrilar como conseqiéncia de suas cargas
opostas [29, 31].

De acordo com o grau de associagdo entre esses componentes as fibras do sistema elastico
sdo divididas em trés tipos:

1- Fibras elasticas: constituidas em sua maior parte de elastina, em posi¢do central,

numero reduzido de microfibrilas em posicao periférica;
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2- Fibras elauninicas: com pouca elastina e grande numero de microfibrilas organizadas
em feixes;

3- Fibras oxitalanicas: compostas somente por microfibrilas [30].

A musculatura lisa dos corpos cavernosos do pénis apresenta-se geralmente como feixes
ou folhetos de células fusiformes alongadas, com extremidades finas e gradativamente afiladas.
As células variam quanto ao comprimento: de 20pum nas paredes de pequenos vasos sanguineos a
cerca de 200 um. Os nucleos das células musculares lisas estdo localizados no centro da célula e
tém com frequéncia aparéncia de saca rolhas nos cortes longitudinais. Essa caracteristica € o
resultado da contracdo celular durante a fixacdo, frequentemente Util para se distinguir células
musculares lisas dos miofibroblastos nos cortes histologicos de rotina. Na célula ndo contraida, o
nucleo aparece como uma estrutura alongada com extremidades afiladas gradativamente, situada
no eixo central da célula. Quando é submetido a um corte transversal, o nicleo de uma fibra
muscular lisa aparece como um perfil arredondado ou circular, se a célula estiver contraida ou
relaxada [23, 24].

A justificativa do presente trabalho é que, apds tratamento radioterapico em érgdos
vizinhos ao pénis, os tecidos eréteis possam ser afetados acarretando como consequéncia a
disfuncdo erétil. Portanto o objetivo do presente trabalho é testar em animais submetidos a
irradiacdo a hipdtese que a L-arginina e L-glutamina desempenham um efeito protetor, em curto e

médio prazo, minimizando os efeitos colaterais da radioterapia.



1 MATERIAIS E METODOS

1.1 Animais

Foram utilizados 70 ratos Wistar machos com idade entre 3 a 4 meses, provenientes do
biotério do Laboratorio de Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas (UERJ). O
experimento foi realizado na Unidade de Pesquisa Urogenital (UERJ). Os animais foram
mantidos em condigdes ambientais controladas de temperatura (23 [ 2°C) e ciclo claro-escuro
(12 horas cada) recebendo racdo comercial apropriada para a espécie e agua ad libitum durante
todo experimento.

Este estudo foi submetido e aprovado no comité de ética em pesquisa da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ), em 25 de marco de 2008, sob o n°CEA/224/2008.

1.2 Delineamento experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em 7 grupos de 10 animais conforme descrito
a sequir:

— Grupo controle (C). Animais nao irradiados e gavados com agua filtrada durante
14 dias do experimento com inicio no dia O e mortos no 15° dia ap6s o inicio do
experimento

— Grupo irradiado 7 dias (RAD7), - Os animais foram irradiados no 7° dia apés
inicio do experimento e gavados com &gua filtrada durante 14 dias, sendo este
procedimento, iniciado 7 dias antes da irradiacdo e continuo até o final do experimento.
Os animais foram mortos no 8° dia apos a irradiagéo.

— Grupo suplementado com L-arginina e irradiado 7dias (RAD7+A) - Os
animais foram irradiados no 7° dia ap6s inicio do experimento e suplementados com o

aminoacido L-arginina durante 14 dias, sendo este procedimento, iniciado 7 dias antes da
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irradiacdo e continuo até o final do experimento. Os animais foram mortos no 8° dia apds
a irradiacao.

- Grupo suplementado com L-glutamina e irradiado 7 dias (RAD7+G) - Os
animais foram irradiados no 7° dia apos inicio do experimento e suplementados com o
aminoacido I-glutamina, durante 14 dias, sendo este procedimento, iniciado 7 dias antes
da irradiacdo e continuo até o final do experimento. Os animais foram mortos no 8° dia
apos a irradiacédo

- Grupo irradiado 15 dias (RAD15) — Os animais foram irradiados no 7° dia ap0s
inicio do experimento e gavados com &gua filtrada durante 21 dias, sendo este
procedimento iniciado 7 dias antes da irradiacdo e continuo até o final do experimento. Os
animais foram mortos no 15° dia apds a irradiacao

- Grupo suplementado com L-arginina e irradiado 15 dias (RAD15+A) Os
animais foram irradiados no 7° dia apds inicio do experimento e suplementados com L-
arginina durante 21 dias, sendo este procedimento, iniciado 7 dias antes da irradiacao e
continuo até o final do experimento. Os animais foram mortos no 15° dia apo6s a
irradiacao.

- Grupo suplementado com L-glutamina e irradiado 15 dias (RAD15+G). Os
animais foram irradiados no 7° dia apdés inicio do experimento e suplementados com L-
glutamina durante 21 dias sendo este procedimento, iniciado 7 dias antes da irradiagéo e
continuo até o final do experimento. Os animais foram mortos nol5° dia apds a

irradiacao.

1.3 Método de irradiacéo

Os animais dos grupos, RAD7, RAD15, RAD7+A, RAD15+A, RAD7+G e RAD15+G,
foram imobilizados em recipientes plasticos cilindricos e submetidos & dose Unica de irradiacdo
de 10 Gy utilizando um feixe de 10 MeV de fétons gerados por um acelerador linear (Clinac
2100C, Varian, Palo Alto, E.U.A.). A dose foi liberada a uma distancia fonte pele de 100 cm, a

uma taxa de 2,4 Gy / minuto, durante 4,16 minutos, e visava a regido pélvico-abdominal,
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enquanto que outros campos estavam protegidos. (Figura 4 e 5) Todos os procedimentos
referentes a irradiacdo foram realizados no Centro Universitario de Controle do Cancer (CUCC),

parte integrante do Hospital Universitario Pedro Ernesto (UERJ)

Figura 4 - Posicionamento dos animais no acelerador linear.

Figura 5 — Selecdo dos campos a serem irradiados.
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1.4 Suplementacdo dos animais

1.4.1 L-arginina

Nos animais dos grupos, RAD7+A e RAD15+A, foi administrada solugéo aquosa a 4% de
L-arginina (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA). Esta suplementacdo ocorreu uma vez ao dia,
sempre no mesmo horario, em dose de 0,65 g / kg de peso, perfazendo volume final de cinco
mililitros. As doses foram administradas por via orogastrica utilizando-se sonda metélica [32,
33].

1.4.2 L-glutamina

Os animais dos grupos RAD7+G e RAD15+G foram suplementados com solu¢édo agquosa
a 4% de L-glutamina (Resource Glutamina, Novartis, Rio de Janeiro, Brasil). As doses foram
administradas uma vez ao dia, sempre no mesmo horario, em dose de 0,65 g / kg de peso,
perfazendo volume final de 5 mililitros. As doses foram administradas por via orogastrica
utilizando-se sonda metalica [15, 20].

Os grupos RAD7, RAD15 e C que ndo foram suplementados com nenhum dos

amino&cidos receberam o mesmo volume de 4gua no mesmo periodo.
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Figura 6 — Suplementacdo utilizando sonda metalica orogastrica.

1.5 Morte dos animais

Os animais foram mortos no 15° e 25° dias de experimento conforme descrito
anteriormente. Os ratos foram mortos por sobredose de tiopental sddico (Cristalia, Sdo Paulo,
Brasil).

1.6 Anélise estrutural

1.6.1 Procedimentos histoldgicos

Para a andlise histoldgica foi utilizado cortes transversais no terco médio do corpo do
pénis (Figura 7). As amostras foram lavadas em solucdo salina (0,9% NaCl) e fixadas por

imersdo em formalina 10% em tampdao fosfato salino (PBS) por um periodo minimo de 24 horas.
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Figura 7 — Pénis de rato, com o ter¢co médio selecionado

O material foi submetido as técnicas histoldgicas de rotina: desidratado em alcool e
clarificado em xilol para posterior inclusdo em parafina. Foram feitos cortes histolégicos com 5
pUm espessura e corados pela Hematoxilina & Eosina para verificar a integridade dos tecidos.
Para evidenciar as fibras do sistema elastico foi utilizada a técnica da Resorcina Fucsina de
Weigert com prévia oxidacdo. O Tricrémico de Masson foi utilizado para evidenciar o tecido

conjuntivo, musculo liso e células epiteliais.

1.6.2 Imunohistoquimica

Foi realizada a técnica de Avidina Biotina para a identificacdo das células musculares
lisas, utilizando anticorpo monoclonal anti-mouse anti-o. actina de musculo liso (Zymed
Laboratérios, nimero do catalogo 08-0106 Carlsbad, CA, E.U.A.)

Foram realizados controles negativos substituindo o anticorpo primario por PBS e
controles positivos usando fragmentos de tecido (pele) que apresentam 0s antigenos pesquisados.
A revelacdo foi feita com solucdo de 3,3, diamino-benzidina tetrahidrocloridro (DAB) (Zymed
Laboratdrios, numero do catalogo 002014 Carlsbad, CA, E.U.A.) a 0,1% em H202, lavados em
agua destilada, desidratados em uma serie crescente de etanol, diafanizados em xilol e montados

com Enthelan.
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1.6.3 Imunofluorescéncia

Foi realizada a técnica imunofluorescéncia indireta para identificagdo das fibras do
sistema elastico e do coldgeno tipos de I e I1l. Foram utilizados os seguintes anticorpos primarios
Rabbit polyclonal to elastin (Abcam, numero do catdlogo AB21610 Cambridge, MA, U.S.A) em
concentracdo 1:50, mouse monoclonal to collagen I (Abcam, ndmero do catdlogo AB6308,
Cambridge, MA, U.S.A) em concentracdo 1:50 e mouse monoclonal to collagen Il com
concentracdo 1:100 (Abcam, nimero do catalogo AB6310, Cambridge, MA, U.S.A). Foram
utilizados bloqueios para grupamentos aldeidicos com solucdes de cloreto de aménio 50 mM e
glicina a 2% por 30 min cada. Apds sucessivas lavagens com PBS pH 8.0, foram realizados
blogueios para sitios inespecificos com a utilizacdo de PBS albumina sérica bovina (BSA) 3% e
leite desnatado a 10% . O anticorpo primario foi incubado overnight a 4°C. Em seguida, os cortes
foram lavados em banhos sucessivos de PBS pH 8.0. Posteriormente foi realizado o blogueio
com PBS BSA 3 % por 15 minutos, retirado sem lavagem prévia e incubado com o anticorpo
secundario fluorescente Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG (Invitrogen, numero de catalogo
A-11001 Camarillo, CA, E.U.A) na concentragdo 1:100 por 1 hora em temperatura ambiente,
logo ap6s foram realizadas 3 banhos de 5 min em PBS pH 8.0, e para evidenciar o nucleos das
células foi utilizado 4°,6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride (DAPI) (Invitrogen, nimero
do catadlogo D1306, Camarillo, CA, E.U.A) por 15 min, novamente o material foi lavado com 3
banhos de 5 min de H20 destilada. Os cortes foram colocado em solugéo de azul de Evans por
10 min e montado utilizando o Slowfade antifade kit (Invitrogen, nimero de catadlogo S2828,

Camarillo, CA, E.U.A) e visualizados no microscopio confocal a laser Zeiss S510 .

1.7 Aquisicdo das imagens

Todos os cortes de tecido utilizados para microscopia de luz foram fotografados sob as
mesmas condi¢des e com uma resolucdo de 2040 X 1536 pixels, com uma camera digital
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(Olympus DP70, Toquio, Japao) diretamente acoplado ao microscopio (Olympus BX51, Toquio,
Japdo).

1.8 Morfometria

1.8.1 Planimetria por contagem de pontos

1.8.1.1 Corpo cavernoso

As anélises morfométricas de musculo liso e tecido conjuntivo do corpo cavernoso foram
realizadas utilizando-se fotomicrografias obtidas com objetiva de 20 X. As fibras do sistema
elastico do corpo cavernoso foram analisadas em imagens capturadas com objetiva de 100 X .

O software ImageJ (versdo 1,41 NIH, Bethesda, E.U.A.), carregada com 0 seu proprio
plugin grid.class (http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/), foi usada para gerar uma grade contendo 98
pontos. A grade foi sobreposta as fotomicrografias digitais dos tecidos eréteis do corpo
cavernoso. A densidade de superficie do mdsculo liso, tecido conjuntivo, e fibras do sistema
elastico foram determinadas pela contagem de pontos e expressa por percentagem do espaco de

referéncia (Figura 8).
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Figura 8 - Quantificagdo de musculo liso utilizando a grade 100 pontos
gerada a partir do software Image J e utilizando a ferramenta cell counter

1.8.1.2 Corpo esponjoso

No corpo esponjoso foram avaliadas as fibras do sistema eléstico na tdnica albuginea. As
fotomicrografias foram feitas utilizando objetiva 40x e as analises foram realizadas através de
método morfométrico utilizando a grade de 100 pontos de maneira similar & quantificacdo dos

COrpos cavernosos.

1.8.2 Altura do epitélio da uretra

A avaliacdo morfométrica da altura do epitélio da uretra foi realizada com um aumento

final de 200 X, tendo como pardmetros o pélo basal das células da primeira camada e o pélo
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apical das células da camada superior. Foram realizadas 20 medidas lineares em cada corte

(Figura 9 e 10).
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1.8.3 Densidade celular do urotélio

A densidade celular foi feita através da proporcdo do numero de nudcleos de células
epiteliais dividido pela area selecionada e expressa em n(cleos por mm? Foi utilizado um
aumento final de 400 X (Figura 11 e 12).
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Figura 12 — Exclusdo da &rea que ndo foi inclusa na selecdo e
quantificacdo dos nucleos uroteliais e utilizando a ferramenta cell
counter
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1.9 Anélise estatistica

Para cada variavel morfométrica foram utilizados 25 campos por animal, os valores assim
obtidos foram utilizados para determinar o valor médio individual de cada animal, a partir dos
quais foram calculadas as medias dos grupos.

A andlise estatistica foi feita através do software Graphpad prism, sendo realizado para
comparacdo das médias, foi utilizado o teste estatistico one-way ANOVA. Quando foram
observadas diferencas significativas, foram feitas comparagdes pareadas e planejadas utilizando
pos-teste de Bonferroni para multiplas comparacGes. Sendo considerando o intervalo de

confianca de 95% e a significancia o P<0,005.
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2 RESULTADOS

Os diferentes tratamentos afetaram significativamente o tecido conjuntivo. O aumento foi
observado somente nos grupos avaliados apds 15 dias. Estes resultados foram apenas
parcialmente atenuados pela arginina e glutamina.

Da mesma forma em relacéo as fibras do sistema elastico o aumento ocorreu tambéem apos
15 dias. Somente a arginina atenuou este aumento.

Em relagdo ao masculo liso o aumento ocorreu apds 7 dias. Espontaneamente retornou
aos valores normais 15 dias apds a irradiacdo. Os efeitos troficos desses aminoécidos fizeram
ultrapassar os valores normais.

A radiacdo promoveu um aumento das fibras do sistema elastico apds 7 e 15 dias. Com 7
dias nem a arginina € nem a glutamina preveniram este efeito. Ambos os aminoacidos
apresentaram efeitos protetores parciais com 15 dias.

Como resultado da irradiacdo apenas ap6s 15 dias ocorre aumento na densidade do
epitélio. Arginina e glutamina parcialmente previnem esta diminuic&o.

A radiacdo induz diminuicdo do epitélio somente ap6s 15 dias. (Tabelas 1 e 2 e Figuras 13
a1l8)
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Tabela 1 — Resultados numéricos das estruturas do pénis analisadas apds 7 dias da irradia¢do

C RAD7 RAD7 + A RAD7 + G
Tecido coniuntivo - CC 61,39 + 64,32 + 65,61 + 65,28 +
J 6.01% 3,62% 2 85% 9,85%

. . e 18,31 + 19,31 18,61 + 19,65 +
Fibras do sistema elastico - CC 2.11% +£357% 2.09% 3.93%
Musculo liso - CC 10,56 + 13,37 + 15,47 + 15,27 +

3,43% 3,03% 0,791% 3,86%
Fibras do sistema elastico - 29,281 + 4443 + 4291 + 41,16 +
TACS 2,26% 4,12% 1,14% 5,25%
Densidade celular (Numero de 12714,63 11351,83 12182,99 11241,60
células /mm?) + 2455,74 + 565,30 + 2361,38 +1031,11
Altura do epitélio da uretra 37614342 3379504 37,99 + 39,44 + 5,84
(um) 12,64
Tabela 2 — Resultados numeéricos das estruturas do pénis ap6s 15 dias da irradiacdo
C RAD15 RAD15 + A RAD15 + G
) . 61,39 + 72,41 + 63,817 + 67,40 +
Tecido conjuntivo - CC 6.01% 3.38% 2.06 2 40%

. . .. 18,31 + 29,40 + 21,64 + 29,31 +
Fibras do sistema elastico - CC 2 11% 2 36% 2.34% 2.04%
Msculo liso - CC 10,56 + 10,74 + 16,57 + 15,14 +

uscu 3,43% 3,56% 1,96% 1,40%

. . .. 29,281 + 56,08 + 41,93 + 47,34 +
Fibras do sistema elastico - TACS 2 26% 4.74% 10 22% 1.39%
Densidade celular (NUmero de 12714,63 8916,08 11113,08 10553,58
células /mm?) + 2455,74 + 256,24 + 737,13 + 801,04

Altura do epitélio da uretra (um) 37,61+3,42 29,17 +3,78 48,14+4,18 43,15+ 3,80
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Figura 13 — Analise morfométrica do
tecido conjuntivo no corpo cavernoso do
pénis, P<0,05 - barra tracejada — controle,
barras brancas — resultado 7 dias apds a
irradiacdo, barras negras —  resultado 15
dias ap6s a irradiacdo, Os gréficos
apresentam as médias e SD, Os dados
foram analisados pelo método one-way
ANOVA seguido pela comparacdo
pareada através do pds-teste de
Bonferroni, * indicando diferenca
estatistica ao grupo C, ** indicando
diferenca estatistica aos animais somente
irradiados.

Figura 14 - Analise morfométrica do
musculo liso no corpo cavernoso do
pénis, - barra tracejada — controle, barras
brancas — resultado 7 dias apos a
irradiacdo, barras negras —  resultado 15
dias apos a irradiacao.
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Figura 15 — Analise morfométrica das
fibras do sistema elastico no corpo
cavernoso do pénis, P<0,004 - barra
tracejada — controle, barras brancas -
resultado 7 dias ap6s a irradiacao, barras
negras — resultado 15 dias apds a
irradiacdo, Os gréaficos apresentam as
médias e SD, Os dados foram analisados
pelo método one-way ANOVA seguido
pela comparacdo pareada através do pos-
teste de Bonferroni, * indicando diferenca
estatistica ao grupo C, ** indicando
diferenca estatistica aos animais somente
irradiados.

Figura 16 - Analise morfométrica das
fibras do sistema elastico na tdnica
albuginea do corpo esponjoso, P<0,05 -
barra tracejada — controle, barras brancas
— resultado 7 dias apds a irradiacdo,
barras negras — resultado 15 dias apds a
irradiacdo, Os gréaficos apresentam as
médias e SD, Os dados foram analisados
pelo método one-way ANOVA seguido
pela comparacdo pareada através do pos-
teste de Bonferroni, * indicando diferenca
estatistica ao grupo C, ** indicando
diferenca estatistica aos animais somente
irradiados.
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Figura 17 - Anéalise morfométrica da
altura das células epiteliais da uretra.
P<0,05 - barra tracejada — controle, barras
brancas — resultado 7 dias ap6s a
irradiacdo, barras negras — resultado 15
dias ap6s a irradiacdo, Os gréficos
apresentam as médias e SD, Os dados
foram analisados pelo método one-way

ANOVA seguido pela comparacdo
pareada através do pds-teste de
Bonferroni, * indicando diferenca

estatistica ao grupo C, ** indicando
diferenca estatistica aos animais somente
irradiados.

Figura 18 - Andélise morfométrica da
densidade de células uroteliais. P<0,05 -barra
tracejada — controle, barras brancas -
resultado 7 dias apds a irradiacdo, barras
negras — resultado 15 dias ap6s a irradiacéo,
Os graficos apresentam as médias e SD, Os
dados foram analisados pelo método one-way
ANOVA seguido pela comparacdo pareada
através do pos-teste de Bonferroni, *
indicando diferenca estatistica ao grupo C, **
indicando diferenca estatistica aos animais
somente irradiados,



Figura 19 - Fibras de colageno tipo | no
corpo cavernoso (Setas Brancas). A)
Grupo CONTR, B) Grupo RAD7, C)
Grupo RAD7+A, D) Grupo RAD7+G, E)
RADI15, F) RAD15+A, G) RAD15+G —
Houve aumento na expressdo de colageno
tipo I nos grupos irradiados RAD15 em
relacdo ao controle. Imunofluorescéncia
anti-colageno tipo | (verde), nucleos
evidenciados, em azul, pelo DAPI
(microscopio confocal — 200 X).
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Figura 20 — Fibrilas de colageno tipo Il
(Setas Brancas) no corpo cavernoso. A)
Grupo CONTR, B) Grupo RAD7, C)
Grupo RAD7+A, D) Grupo RAD7+G,
E) RAD15, F) RAD15+A, G) RAD15+G
— Né&o houve diferenca entre 0s grupos.
Imunofluorescéncia anti-colageno tipo
1l (verde) - utilizando microscopio
confocal e nucleos evidenciados em azul
utilizando a marcagdo com DAPI — 200x.
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Figura 21 - Fibras musculares lisas no corpo
cavernoso (x). A) Grupo CONTR, B) Grupo
RAD7, C) Grupo RAD7+A, D) Grupo
RAD7+G, E) RAD15, F) RADI15+A, G)
RAD15+G. Imunohistoquimica com anti-a
actina de musculo liso. 200X.
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Figura 22 - Fibras do sistema eléstico na
tinica albuginea do corpo esponjoso. A)
Grupo CONTR, B) Grupo RAD7, C) Grupo
RAD7+A, D) Grupo RAD7+G, E) RAD15, F)
RAD15+A, G) RAD15+G.
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3 DISCUSSAO

As trabéculas dos corpos cavernosos sdo constituidas de células endoteliais, células
musculares lisas, e uma densa matriz extracelular que contém principalmente proteinas fibrilares,
tais como fibras colagenas e elasticas [22, 34, 35]. Esses componentes tém um papeis diferentes e
importantes durante a erecdo. Alteragcbes em sua organizagao estrutural estdo entre os principais
eventos fisiopatoldgicos subjacentes da disfungdo erétil [36]. O relaxamento do musculo liso
trabecular, por exemplo, € um dos eventos necessarios para ocorrer a erecdo fisiologica,
juntamente com o aumento do fluxo sanguineo e da pressdo nos espagos cavernosos [37].

A funcdo de limitar a expansdo dos sinusoides deve-se diretamente a acdo das fibras
coladgenas ndo distensiveis, que constituem as trabéculas dos corpos cavernosos. Dessa forma,
alteracdes, como as causadas pela irradiacdo pélvica, nas fibras de colageno dos corpos
cavernosos podem prejudicar a funcéo de limitador da expansao das trabéculas, que por sua vez,
pode comprometer o funcionamento normal da erecdo durante a copula.

Um modelo de radiacdo semelhante ao utilizado no presente estudo induziu alteracfes
vasculares no pénis do rato. O tratamento destas altera¢6es utilizando antioxidantes impediram as
fortes lesdes mediadas por radicais livres [38]. Foi demonstrado em diferentes estudos tanto in
vivo [39] quanto em in vitro [40] que os radicais livres podem diretamente degradar fibras
colagenas em outros tecidos. Nossos resultados para 0s grupos RAD7 sugerem que ocorre um
turnover importante das fibras de coldgeno nas trabéculas ap6s irradiacdo pélvica. Esta alteracdo
no corpo cavernoso pode ser mediada, pelo menos em parte, pelos radicais livres. Nos grupos
RAD15 encontramos modificagdes no tecido conjuntivo fibroso, sugerindo, em longo prazo, a
formagéo de um tecido fibrético.

O colageno tipo | é a mais comum proteina no tecido conjuntivo, sendo em encontrada em
alguns 6rgdos em forma de feixes. As principais fun¢des do coldgeno tipo | sdo: resisténcia a
tensdo, forca e estiramento [41, 42]. No pénis do rato é encontrada em abundancia nas trabéculas
dos corpos cavernosos. Utilizando a técnica de imunofluorescéncia, podemos visualizar a
localizacdo dessa proteina de extrema importancia para a fisiologia da ere¢do, Analisando

gualitativamente nossas imagens, podemos supor que, 0 aumento do colageno ocorrido nos grupo
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RAD15, deve-se ao suposto aumento do coldgeno tipo | observado ao microscopico confocal. Ao
que parecem 0s aminodcidos utilizados para suplementacdo (RAD15+A e RAD15+G), durante
22 dias de experimento foram eficazes contra os efeitos deletérios da irradiacéo.

As fibras reticulares sdo formadas predominantemente por colageno do tipo I1l. Séo fibras
extremamente finas, com funcdo de sustentacdo em diferentes drgdos. Em um trabalho anterior
desenvolvido na Unidade de Pesquisa Urogenital (UERJ), através impregnacdo por prata, foi
observado que no pénis de rato, as fibras de colageno do tipo Ill, sdo encontradas
predominantemente na regido subendotelial dos corpos cavernosos. Nossos resultados
corroboram os achados de Pinheiro et.al (2000)[22]. Ao analisar forma qualitativa o colageno do
tipo 11, pela técnica de imunofluorescéncia,verificou-se que ndo houve diferenca entre 0s grupos.

Morfologicamente distintas, redes de fibras elasticas estdo presentes na matriz
extracelular. Virtualmente estdo em todos os 6rgdos sendo particularmente numerosas em tecidos
que sdo submetidos periodicamente ao estresse fisico [43]. O sistema de fibras elasticas tem papel
importante na estrutura e funcdo de 6rgdos que requerem elasticidade [44, 45]. O pénis é um
desses 6rgdos, que apresenta modificacbes periddicas, segundo o estado de erecdo ou
detumescéncia. Estas fibras sdo importantes para este mecanismo. Estudos em ratos mostram que
essas fibras estdo em pequenas quantidades nos corpos cavernosos, mas sao abundantes na tdnica
albuginea que envolve o corpo esponjoso. Diversos trabalhos mostram que modificacdes
conspicuas, na quantidade ou no arranjo, das fibras do sistema elastico podem contribuir para a
disfuncdo erétil [46, 47]. Ao analisar as estas fibras através de método morfométrico, observamos
aumento das fibras elasticas no grupo RAD15, e que a suplementacdo com o aminodcido L-
arginina monstrou proteger essa estrutura contra os efeitos deletérios da irradiagdo. A L-
glutamina parece ter efeito mais lento ou de menor relevancia, quando comparamos com a L-
arginina, na protecdo das fibras do sistema elastico. A grande quantidade de elastina que compde
a fibra elastica, € responsavel pela grande capacidade elastica dessas fibras que sdo encontradas
em maior quantidade em tecidos submetidos a constante distensdo [48, 49]. Atraveés da técnica de
imunofluorescéncia, podemos identificar que nas trabeculas dos corpos cavernosos essas fibras
encontram-se em pequena quantidade, pois essas trabéculas tém funcdo de conferir resisténcia. O
que é funcdo das fibras oxitalanicas, que conferem maior resisténcia que a elastina, como

demonstrado por Cotta-Pereira e Fullmer [48, 49].
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Diversos estudos demonstram evidéncias experimentais, indicando que o tratamento com
certos aminodcidos, pode ter efeito protetor contra lesbes causadas por irradiagdo induzida [13,
15, 20, 33].

Estudos utilizando o mesmo protocolo de irradiacdo como o descrito anteriormente,
mostrou que a suplementagdo nutricional com L-glutamina e L-arginina atuam contra lesdes
intestinais em ratos [15, 20, 33].

As células de replicacdo rapida, como por exemplo células epitéliais sdo frequntemente
afetadas pela irradiacdo causando alteracdes na funcionalidade do 6rgdo ou até mesmo limitando
o tratamento radioterapico anti-neoplasico devido aos seus efeitos colaterais. No tecido intestinal,
por exemplo acarretam enterite actinica, nauseas, enjéo, dor abdominal e diarréia [50].

Em nosso trabalho podemos observar que os efeitos da irradiacdo nas células epiteliais da
uretra, sdo vistos tanto na diminuicao da altura das células como na densidade celular. Relatos de
alteracfes causadas pela radiagdo em mucosas urinarias, como a bexiga, sdo descritas com
frequéncias. Elas s&o consideradas importantes fatores de qualidade de vida de pacientes
submetidos a irradiacdo pélvica [4]. Os efeitos protetores desses aminoacidos, ja foram descritos
anteriormente por diversos autores [13, 15, 16, 20, 33, 51]. Os efeitos de curto prazo de protecédo
sobre o epitélio intestinal podem ser atribuidos ao efeito tépico da L-glutamina e L-arginina, que
estimula a proliferacdo destas células [52]. O mesmo efeito pode ter ocorrido através de um efeito
sistémico e trofico nas células epiteliais da uretra onde foi encontrado um aumento na densidade
celular, tendo como consequéncia 0 aumento da altura do epitélio.

Apesar de seus efeitos benéficos sobre a parede intestinal, L-glutamina e L-arginina nao
impediram os efeitos negativos da irradiagdo sobre o musculo liso do corpo cavernoso. A
musculatura lisa nos grupos com RAD?7 sofreram alteracGes morfométricas, tendo sua densidade
de area aumentada. O efeito foi revertido espontaneamente no grupo RAD15, 0s aminoacidos
obtiveram uma resposta diferenciada nos diferentes periodos analisados. Nos grupos com 15 dias
de irradiacdo ocorreu um possivel efeito tréfico nas celulas musculares, esse efeito diferencial da
L-glutamina e L-arginina podem ser atribuidos & heterogeneidade metabdlica entre as células
musculares lisas, que sdo conhecidos por ter diferentes respostas proliferativas e reagirem

diferentemente a drogas de acordo com seu tecido de origem [53].



4 CONCLUSAO

Os efeitos adversos nas estruturas penianas tendem a ser mais pronunciadas 15 dias apos a
irradiagdo quando comparados com os efeitos observados ap6s 7 dias da irradiacao.
A L-arginina e a L-glutamina previnem algumas mudancas advindas da irradiacdo nas

estruturas penianas. No entanto, a L-arginina parece ser mais efetiva.
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ABSTRACT

Background:

Although organ targeting of current external beam radiotherapy has improved,

undesirable damage to adjacent tissues still occurs. Previous investigations

indicate that dietary supplements may protect pelvic tissues against such

damage, but there is little data about this effect on the penis.

Objective:

To determine whether L-arginine and L-glutamine protect penile tissues against

radiation-induced alterations.

Design:

Groups of 6-9 Wistar rats each were treated as follows: (1) no intervention

(CONTRY); (2) pelvic radiation, and sacrifice seven (RAD7) or 15 (RAD15) days

later; and (3) pelvic radiation, daily supplementation with L-arginine (A) or L-

glutamine (G), and sacrifice seven (RAD7+A, RAD7+G) or 15 (RAD15+A, RAD15+G)

days after radiation. Structural components in the corpus cavernosum (CC),

tunica albuginea of the corpus spongiosum (TACS), and urothelium of the penis

were analyzed using stereological and immunohistochemical methods.
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Results:

In the CC, connective tissue and elastic fibers were increased only in RAD15.

Elastic fiber changes were prevented in RAD15+A only, but both aminoacids

protected against connective tissue alterations. Elastic fibers in TACS were

increased in RAD7 and RAD15, but protective effects were noticeable in RAD15+A

and RAD15+G only. Urothelial cell density and thickness were increased and

decreased, respectively, in RAD15 only, and these changes was prevented by both

aminoacids.

Conclusion:

Radiation-induced alterations in penile structures tend to be more pronounced 15

days after radiation session. Both A and G have protective effects against these

changes, although the former is slightly more effective.
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INTRODUCTION

More than half of cancer patients are treated with radiotherapy, alone or in

combination with surgery and/or chemotherapy [1]. Additionally, one in five

patients diagnosed with pelvic cancer will be treated with pelvic radiotherapy

[2]. Radiotherapy plays an important role in the treatment of pelvic

malignancies and has significantly improved patient prognosis [3].

Unfortunately, radiation-induced injury in normal tissues is still a limiting

factor in the treatment of cancer with radiotherapy. Side-effects not only limit

radiation dose, but might also affect the patient’'s quality of life [1].

One of the organs that are affected by pelvic radiotherapy is the penis, since

it is included in the treatment field of a wide variety of tumors, such as

malignancies of the rectum and prostate [4].One of the symptoms of radiation

induced penis damage is the erection dysfunction. The pathological progression

of radiation toxicity in many normal tissues seems to be a consequence of an

inflammatory phase followed by late stromal alterations [5]. Morphologically,

radiation results in pronounced fibrosis that is mainly seen around blood

vessels [4]. Experimental models in rats showed that side effects are dose and

time dependent. These alterations are observed at 10 Gy [6]. In large vessels,

radiation-induced injury manifests as atherosclerosis, resulting in severe

thromboembolic events or stenosis. In smaller vessels, it manifests as

telangiectasia, causing excessive bleeding requiring surgical intervention,
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when occurring in rectal or bladder mucosa [5].

Arginine has been shown to be the physiological nitrogenous substrate for the

production of nitric oxide and is considered an essential amino acid for young

mammals, particularly under conditions of severe stress [7]. L-arginine

stimulates the secretion of anabolic hormones such as growth hormone, prolactin

and also of insulin-like growth factor 1. It is also well established that L-

arginine exerts an immunomodulatory action and stimulates wound healing [8].

Nitric oxide is a potent vasodilator. In the endothelium, it is produced by

catalysis of L-arginine by endothelial nitric oxide synthase, which is a calcium

dependent enzyme involved in growth factor mediated angiogenesis [9], secreting

vascular endothelial growth factor which is very important to angiogenesis [7].

In humans, oral bioavailability of L-arginine is about 70%, and oral

administration does not show important hemodynamic effects such as hypotension

[10]. L-arginine may be a potential vesical radioprotector because of its

characteristics. Also, experiments with irradiated rats have shown that L-

glutamine, which enhances the healing of injured mucosae [11], prevents the

appearance of early intestinal alterations [12, 13]. However, there is no data

on whether these aminoacids can protect the corpus cavernosum from being injured

by radiation.

The aim of this study was thus to assess the effects of pelvic radiation on the

different tissues of the rat penis. We focused the analysis on major structures
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that are involved in erection, such as smooth muscle cells and extracellular

matrix fibrillar proteins, and used quantitative histological and image analysis

technigues. We also investigated whether L-glutamine and L-arginine

supplementation has protective effects against radiation-induced penile

injuries.
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MATERIALS AND METHODS:

Animals and treatments:

Wistar rats were kept in a standard animal room with controlled temperature and

an artificial light: darkness cycle (light from 7:00 AM to 7:00 PM). The

handling of the animals was approved by the Animal Care and Use Committee of the

Biology Institute of State University of Rio de Janeiro, Brazil, which based

their analysis on the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, and the

study design was approved by the local Ethical Committee for the care and use of

laboratory animals.

Adult Wistar rats weighting from 270 to 310 g were separated into the following

groups of 6 to 9 animals each: control (intact animals); animals submitted to

pelvic radiation and sacrificed 7 days later (RAD7); animals receiving pelvic

radiation, L-glutamine supplementation, and sacrificed 7 days after the

radiation session (RAD7+G); a group identical to RAD7+G, but treated with L-

arginine instead (RAD7+A); animals receiving pelvic radiation, L-glutamine

supplementation, and sacrificed 15 days after the radiation session (RAD15+G); a

group identical to RAD15+G, but treated with L-arginine instead (RAD15+A). Oral

supplementation with L-glutamine and L-arginine (0.65 g/kg) was given daily,

starting one day before the radiation session and continuing until the sacrifice

of the animals, which was done by a lethal dose of pentobarbital. Imnmediately
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after sacrifice, the penis was excised, fixed in formalin, and processed by

routine histological procedures.

For the radiation session, the animals were maintained in a dorsal position

inside small plastic cages at the moment of abdominal radiation in a way that

they could not move. A linear acceleration of 06 MeV (model Clinac 2100,

Varian), liberated the radiation with a speed of 240 cGy/min, in a font-skin

distance of 100 cm, in a 6x4cm field over the abdomen. The head, thorax and

members were outside the radiation field.

The daily dose of glutamine was prepared as an aqueous solution (4%) in a total

volume of 5 mL. It was administered by gavage with an orogastric catheter,

always at the same time of the day. All animals had free access to water and

standard diet during all the experiment period.

Histological procedures:

The material obtained was fixed in formalin (pH 7.2) and processed following the

routine histological procedures for the inclusion in paraffin. Section of 5um of

thickness was stained by the following methods: Hematoxylin and Eosin for the

analysis of the integrity of the specimens and exclusion of the samples with

artifacts, and Weigert's resorcin fuchsin for elastic fibers.
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Imunohistochemistry procedure: We performed Avidin Biotin technique for

identification of smooth muscle cells using a monoclonal anti-mouse anti-a

smooth muscle actin (Zymed Laboratories, catalog number 08-0106 Carlsbad, CA,

USA). Negative controls were performed replacing primary antibody by PBS and

positive controls using fragments of tissue (skin) that present the antigens

investigated. The revelation was made with a solution of 3,3, diamino-benzidine

tetrahidrocloridro (DAB) (Zymed Laboratories, catalog number 002 014 Carlsbad,

CA, USA) in 0.1% H202, washed with distilled water, dehydrated in an increasing

series ethanol, cleared in xylene and mounted with Ethelan.

Image acquisition and analysis:

Five different sections were selected from five fragments. Then, five random

fields were evaluated from each section. Therefore, there were 25 test areas

from each section. Images were digitized using an Olympus DP70 (12.5 megapixels)

video camera coupled to a BX51 Olympus light microscope, which transferred all

images captured to a microcomputer.

Morphological quantification: The quantitative analysis was performed using

paraffin sections. After image digitalization was performed using a 100 point

grade tool of the software ImageJ version 1.43 (National Institutes of Health,

USA), with previous calibrations. Quantification was performed at a final

magnification of X200.

58



189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

59

Statistical analysis

Group means for each variable were first analyzed by one-way ANOVA. When

statistical significance was found, pairwise planned comparisons using the

Bonferroni method were done: (a) between radiated-only and control animals, to

assess the effects of radiation; and (b) between either of the aminoacid-treated

groups and radiated-only animals, to assess the effects of L-arginine and L-

glutamine. Numerical results are given as mean + standard deviation, and

statistical significance was considered when p < 0.05.
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RESULTS

Corpus cavernosum

The different treatments significantly affected connective tissue content in the

CC 15 days after radiation (ANOVA, p < 0.001) (Table 2), but not after seven

days (Table 1). Thus, 15 days after radiation, the content was increased by 18%

in RAD15 compared with controls (72.42 + 3.37 vs 61.39 £ 6.01, p < 0.04).

Compared against these RAD15 animals, cavernosal connective tissue content in

RAD15+G (67.40 + 2.40) was reduced by 7% (p < 0.05), whereas in RAD15+A (63.82

+ 2.06) there was a 12% reduction (p < 0.04). As a return from RAD15 values to

those of controls would require a 15% reduction, treatment with the aminoacids

had a partial protective effect against radiation-induced increase in cavernosal

connective tissue content.

Cavernosal elastic fibers were likewise only affected at the 15-day time point

(ANOVA, p < 0.001) (Table 2; see Table 1 for seven days time point), when

radiation led to a 61% increase in its content compared with control animals

(29.40 £ 2.36 vs 18.31 £ 2.11, p < 0.004). Compared with RAD15, L-arginine

treatment decreased elastic fiber content by 26% (p < 0.004), which is slightly

less than the required 38% reduction for reaching control values. In contrast,

L-glutamine had no protective effect, as the value for RAD15+G was not

significantly different from that of RAD15.
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Although smooth muscle content in the CC was increased by 27% in RAD7 animals

(Table 1), in RAD15 the content was nearly identical to that of controls (Table

2). Therefore, the increased smooth muscle content in the CC spontaneously

returned to normals values 15 days after the radiation session. On the other

hand, both aminoacids induced a moderate increase in smooth muscle content in

radiated animals sacrificed at the 15-day time point, so that their contents are

higher than that of controls. Note that this effect also occurred in radiated

animals sacrificed at the seven-day time point. Thus, this aminoacid-induced

alteration should be due to a trophic effect on smooth muscle growth.

Tunica albuginea of the corpus spongiosum

Radiation and the aminoacid treatments affected the content of elastic fibers in

the tunica albuginea of the corpus spongiosum in animals sacrificed at the

seven- (Table 1) and 15- (Table 2) day time points (ANOVA, p < 0.001). In RAD7,

the content of elastic fibers was increased by 52% (p < 0.004), but neither L-

glutamine nor L-arginine prevented this effect as the values for groups RAD7+A

and RAD7+G were not significantly different from that of radiated-only animals.

In RAD15, the content was increased by 92% (p < 0.004). Although there were

significant reductions in RAD15+G (16%, p < 0.02) and RAD15+A (25%, p < 0.02),

compared with RAD15, the rates were smaller than the required 48% reduction for

a return to control values. Thus, these aminoacids protect against radiation-
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induced increase in elastic fiber content in the tunica albuginea of the corpus

spongiosum, but this effect is partial and only occurs 15 days after radiation.

Urothelium

The various treatments did not significantly affect the thickness and cell

density of the penile urothelium in animals sacrificed seven days after

radiation (Table 1). A significant effect on these variables was detected,

however, in animals sacrificed at the 15-day time point (ANOVA, p < 0.001 and p

< 0.005, respectively; Table 2). Accordingly, and compared with controls, cell

density in the urothelium was reduced by 30% in RAD15 (p < 0.004). In relation

to this latter group, L-glutamine increased cell density by 18% (p < 0.02),

while L-arginine induced an increase of 25% (p < 0.004). These are again partial

protective effects, as a 43% increase would be required for attaining control

values.

Also compared against controls, radiation reduced urothelial thickness by 22% (p

< 0.004). The aminoacid treatments, however, not only countered this effect, but

also augmented thickness in relation to control values. Thus, and compared with

RAD15, L-glutamine increased urothelial thickness by 48% (p < 0.004), while an

increase of 65% (p < 0.004) was seen in radiated animals treated with L-

arginine.
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DISCUSSION

The trabeculae of the corpus cavernosum are made up of endothelial cells, smooth

muscle cells, and a dense extracellular matrix that contains mostly fibrillar

proteins such as collagen and elastic fibers [15-17]. These components play

important and different roles during erection, and alterations in their

structural organization is thought to be one of the key pathophysiological

events underlying erectile dysfunction [18]. Relaxation of trabecular smooth

muscle, for example, is one of the initial steps of normal erection, elevating

blood flow and pressure in the cavernosal vascular spaces [19].

Cavernosal smooth muscle, however, was significantly increased seven days after

one dose of radiation aimed at the pelvic region, as shown by our results. At

the 15th day after a single dose of radiation we found spontaneously returned to

normal values. On the other hand, in the long run the effects may be different,

as findings using this same rat model showed that smooth muscle in the corpus

cavernosum was visually decreased five months after a single dose of radiation

[20]. Thus, our results showing an enlargement of smooth muscle may be a short-

term effect of radiation on the cells of this tissue. Indeed, if arterial tissue

is subjected to radiation, the resulting acute injuries are marked by an

enhanced release of the mitogen PDGF and by an ensuing smooth muscle cell

proliferation [21]. Because the corpus cavernosum is a vascular tissue and

cavernosal cells in the rat express PDGF subunits and receptor , a similar
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inflammatory mechanism might be responsible for the increase in smooth muscle in

our irradiated animals.

In addition to affecting relaxation of the corpus cavernosum, this short-term

increase in cavernosal smooth muscle cells may have other negative impacts on

erection. Accordingly, we have shown previously that these cells in the rat

corpus cavernosum are arranged as a subendothelial layer, whereas in humans they

are more homogeneously distributed in the trabeculae [17]. Further, preliminary

data obtained in our laboratory indicate that, in the aged rat, when there is

already a loss of sexual function[22], this smooth muscle layer is markedly

thicker and the sinusoidal vascular space is diminished [23]. As the amount of

trabecular connective tissue and of elastic fibers was unchanged in the

irradiated groups, as per our results, the 40% increase in smooth muscle after

this treatment should lead to a corresponding reduction in the lumen of the

cavernosal sinusoids. In RAD15 groups these components were changed, we found

the 18% increase when compared with C. This alteration should then have adverse

effects on blood flow and other erection-related characteristics of the corpus

cavernosum. Indeed, clinical exams indicate that there are hemodynamic changes

in the corpus cavernosum of men who have been submitted to pelvic radiation

therapy for prostate cancer [24]. As mentioned above, smooth muscle relaxation

is necessary to initiate erection. Once the corpus cavernosum starts to expand,

its noncircular cross section is maintained by the trabeculae, thereby

decreasing compressive forces that are exerted on the corpus spongiosum [19].



315 This function of the trabeculae of limiting expansion should therefore depend

316 directly on the non-distensible collagen fibers thereof. Thus, such an

317 alteration in the cavernosal collagen fibers as a result of radiation might

318 impair the expansion limiter function of the trabeculae, which would in turn

319 compromise the inflation and normal functioning of the urethra during

320 copulation. A radiation model similar to the one used in the present

321 investigation induced vascular alterations in the rat penis, and the fact that

322 antioxidant treatment prevented these lesions strongly indicates that they are

323 mediated by free radicals [25]. Moreover, it has been shown both in vivo[26] and

324 invitro [27] that free radicals can directly degrade collagen fibers. Because

325 our results suggest an enhanced turnover of trabecular collagen following pelvic

326 radiation, this alteration in the corpus cavernosum might be mediated, at least

327 in part, by free radicals. It should also be mentioned that an acutely degraded

328 and/or disrupted extracellular matrix should lead, in the long run, to the

329 formation of a fibrotic tissue. There is more recent experimental evidence,

330 however, indicating that treatment with certain aminoacids may have a protective

331 effect against radiation induced injuries. For example, investigations using the

332 same radiation protocol as described herein have shown that nutritional

333 supplementation with L-glutamine alone protects against intestinal injuries in

334 rats. Thus, this aminoacid caused a marked decrease in bacterial invasion into

335 the intestinal wall and prevented decreases in the height and density of

336 jejunallileal villi and in the thickness of the colonic mucosa [13]. L-glutamine

337 also prevented a decrease in the thickness of the colonic wall [12]. In spite of
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its beneficial effects on the intestinal wall, L-glutamine did not prevent the

adverse effects of radiation on cavernosal smooth muscle and collagen, as shown

by our results. When comparing these effects, however, differences between the

intestinal wall and the corpus cavernosum should be taken into account. The

short-term protective effects on the intestinal epithelium may be attributed to

a topical effect of L-glutamine, which itself stimulates proliferation of these

cells [11]. Such an effect is less likely to affect cells in the corpus

cavernosum. On the other hand, a protection against a decrease in the volume of

both the colonic wall and of its smooth muscle layers [12] suggests a more

systemic effect of L-glutamine. This aminoacid, however, was ineffective in

preventing smooth muscle enlargement in the corpus cavernosum after radiation.

Such a differential effect of L-glutamine might be attributed to a metabolic

heterogeneity among smooth muscle cells, which are known to have different

proliferative responses and react differently to drugs depending on their tissue

of origin [28]. In conclusion, the short-term adverse effects of pelvic

radiation on the rat corpus cavernosum include smooth muscle growth and a

disruption of trabecular collagen. These alterations imply early inflammatory

and repair reactions which may affect the normal functioning of the erectile

tissue. L-glutamine, which protects intestinal tissue against radiation, did not

prevent these injuries.

In conclusion, the adverse effects on penile structures are detectable seven and

15 days after a pelvic radiation session, but they are more pronounced at the
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latter time point. L-arginine and L-glutamine totally or partially prevent these

radiation-induced changes in penile structures, although L-arginine is slightly

more effective.
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Table 1. Effects of L-arginine and L-glutamine on different structures of thel

penis from rats sacrificed seven days after radiation. These structures were

separately analyzed in the urothelium (UROTH), corpus cavernosum (CC), and

tunica albuginea of the corpus spongiosum (TACS).
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Penile Animal groups
Variable ANOVA
region CONTROL RAD7 RAD7+A RAD7+G
Connect 61.39 £ 6.01 64.32 + 3,62 65.61+2.85 65.28 + 9.85 > 0.05
cc Elast 18.31 % 2.1 19.31 + 357 18.61 +2.09 19.65 +3.93 > 0.05
Musc 10.56 + 3.43 13.37 £ 3.03 15.47 £0.79 15.27 + 3.86 < 0.05
TACS Elast 29.28 + 2.26 44.43 + 4. 12v00xx 4291+ 1.14 41.16 £525 | <0.001
Dens 12714.6 £2455.7 | 11351.8+5653 | 12183.0 +2361.4 | 11241.6 + 1031.1 | >0.05
UROTH
Thickn 37.61 % 3.42 33.79 £ 5.04 37.99 + 1264 3044 + 584 > 0.05

Groups consisted of non-radiated, non-treated animals (CONTROL), radiated-only

animals (RAD7), and radiated animals receiving either L-arginine (RAD7+A) or L-

glutamine (RAD7+G) supplementation.

The relative contents of connective tissue (Connect), elastic fibers (Elast),

and smooth muscle (Musc) were evaluated as volumetric density and are expressed

as percentages. In the urothelium, cell density (Dens) was determined as number

of nuclei per mmz, while urothelial thickness (Thickn) was measured as a linear
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distance in um from the luminal surface of cells to the underlying basement

membrane.

Group means for each variable were analyzed by one-way ANOVA (p values on the

table), followed by pairwise comparisons using the Bonferroni method (indicated

as *p<0.05, *p<0.04, ***p<0.02, and ****p<0.004). When results for these

comparisons are on RAD7, they denote a difference with regard to CONTROL,

whereas on either RAD7+A or RAD7+G they indicate a difference with regard to

RAD7. All figures are mean + standard deviation.
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Table 2. Effects of L-arginine and L-glutamine on different structures of the2

penis from rats sacrificed 15 days after radiation. These structures were

separately analyzed in the urothelium (UROTH), corpus cavernosum (CC), and

tunica albuginea of the corpus spongiosum (TACS).
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Penile Animal groups
Variable ANOVA
region CONTROL RAD15 RAD15+A RAD15+G
Connect 61.39 + 6.01 72.41 + 3.38** 63.817 + 2.06** 67.40+240* | <0.001
cc Elast 18.31 % 2.1 2940+ 2.36**** | 2164 +234* 20314294 | <0.001
Musc 10.56 + 3.43 10.74 + 3.56 16.57 + 1.96 15.14 £ 1.40 <0.001
TACS Elast 20.281 +2.26 56.08 + 4.74**** | 4193+ 10.22*** | 47.34+1.39"* | <0.001
12714.6 £ 2455.7 | 8916.1 + 256.2* 11113.1 2 10553.6 + 801.0** | <0.005
Dens
UROTH 73714
Thickn 37.61 % 3.42 29.17 £ 3.78**** 48.14 + 4.18**™ 4315+ 3.80*** | <0.001

Groups consisted of non-radiated, non-treated animals (CONTROL), radiated-only

animals (RAD15), and radiated animals receiving either L-arginine (RAD15+A) or

L-glutamine (RAD15+G) supplementation.

The relative contents of connective tissue (Connect), elastic fibers (Elast),

and smooth muscle (Musc) were evaluated as volumetric density and are expressed

as percentages. In the urothelium, cell density (Dens) was determined as number
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of nuclei per mmz, while urothelial thickness (Thickn) was measured as a linear
distance in um from the luminal surface of cells to the underlying basement

membrane.

Group means for each variable were analyzed by one-way ANOVA (p values on the
table), followed by pairwise comparisons using the Bonferroni method (indicated

as *p<0.05, *p<0.04, ***p<0.02, and ****p<0.004). When results for these
comparisons are on RAD15, they denote a difference with regard to CONTROL,
whereas on either RAD15+A or RAD15+G they indicate a difference with regard to

RAD15. All figures are mean + standard deviation.
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ANEXO A - Carta da Comissdo de Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ (CEA)

“
&

NIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

NSTITUTO DE BIOLOGIA ROBERTO ALCANTARA GOMES
; e COMISSAQ DE ETICA PARA O CUIDADO E USO DE ANIMAIS EXPERIMENTALS
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® CEA/224/2008 sobre "Analise estrutural e
uftra-estrutural do sistema urogenital de ratos irradiados
suplementados ou ndo com L-arginina e L-L-glutamina” sob a
responsabilidade de Waldemar Silva Costa, estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacao Ani;na! adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela
Comissdo de Etica Para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ (CEA), em
25/03/2008. Este certificado expira em 25/03/2010.

Rio de Janeiro, 25 de marco de 2008,

Silva
Coordenador — CEA/IBRAG/UERJ

Rua Prof. Manoel de Abreu, 48 - Maracani - CEP. 20 550-170 - Rio de Janeiro, RJ - Brasil
Telefone 2587-6488
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