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RESUMO

PICANCO, Etiene de Aguiar. Efeito da L-arginina e Glicina na parede do
célon irradiado — Estudo experimental em ratos. 2010. 53 f. Dissertacédo
(Mestrado em Ciéncias - Fisiopatologia e Ciéncias Cirargicas) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

A radioterapia € amplamente utilizada no tratamento de tumores pélvicos,
incluindo os de bexiga, intestino e reto. Ela apresenta efeitos danosos, notadamente em
tecidos que apresentam intensa renovacdo celular, sendo a mucosa intestinal altamente
susceptivel. Nesse contexto, a suplementacdo dietética com aminoéacidos tem se
mostrado uma terapia promissora para minimizar este dano. O objetivo desse estudo foi
determinar o efeito da suplementacéo dietética com os aminoécidos L-arginina e glicina
na estrutura da parede do co6lon de ratos submetidos a irradiacdo abdominal. Quarenta
ratos Wistar machos adultos foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, cada
um com dez animais: | — controle ndo irradiado e sem suplementacdo de aminoéacidos; Il
— controle irradiado e sem suplementacdo de aminodcidos; Il — irradiado e
suplementado com L-arginina; IV — irradiado e suplementado com glicina. O periodo de
suplementacdo dietética foi de 14 dias, com a irradiacdo ocorrendo no 8.° dia do
experimento. A andlise estereoldgica mostrou que a irradiacdo provocou diminuicdo do
volume total da parede colnica dos animais dos grupos Il e 111 em relagdo aos animais
saudaveis, mas ndo dos ratos que receberam suplementacdo de glicina. A camada
mucosa dos animais irradiados de todos os grupos diminuiu quando comparada com 0s
ratos saudaveis ndo irradiados. Os animais irradiados que ndo receberam suplementacao
de aminoacido apresentaram diminuicdo da camada muscular da mucosa, quando
comparados com os grupos | e IV, e o grupo de ratos suplementados com glicina
apresentou aumento significativo da camada submucosa em relagdo aos grupos | e 1l. Os
animais do grupo Il mostraram diminuicdo da camada muscular propria em
comparacdo aos grupos | e IV. A suplementagdo com L-arginina foi eficaz na
manutencdo do volume parcial do epitélio da camada mucosa. Nossos resultados
sugerem que a suplementacdo de glicina apresentou efeitos superiores ao da
suplementacdo com L-arginina na estrutura da parede colbnica, haja vista que foi capaz
de manter a espessura da parede e a superficie epitelial da mucosa, enquanto a L-
arginina foi capaz de manter o volume parcial do epitélio e a superficie epitelial, mas
nédo o volume total da parede intestinal.

Palavras-chave: Arginina. Glicina. Radioterapia. Colite. Nutri¢do.



ABSTRACT

Radiotherapy is widely used for the treatment of pelvic tumors, including malignancies
of the bladder, intestine, and rectum. Radiotherapy has harmful effects, especially on tissues
with intense cellular turnover, with the intestinal mucosa being highly susceptible. Within
this context, dietary amino acid supplementation has proved to be a promising therapy for the
minimization of this damage. The objective of the present study was to determine the effect
of dietary supplementation with the amino acids L-arginine and glycine on the structure of
the colon wall of rats submitted to abdominal irradiation. Forty male Wistar rats were
randomly assigned to four groups of ten animals each: | — non-irradiated control with no
amino acid supplementation, Il — irradiated control with no amino acid supplementation, 111 —
irradiated group supplemented with L-arginine, and 1V — irradiated group supplemented with
glycine. The animals received dietary supplementation for 14 days, with irradiation being
applied on the 8™ day of the experiment. Stereologic analysis showed that irradiation induced
a reduction of the total volume of the colon wall of group Il and Il animals compared to
healthy controls, but not of group IV. The mucosal layer of the irradiated animals of all
groups was reduced compared to healthy non-irradiated animals. The irradiated animals that
did not receive amino acid supplementation presented reduction of the muscle layer of the
mucosa compared to groups | and 1V, and the group of rats supplemented with glycine
presented a significant increase of the submucosal layer compared to groups I and Il. Group
Il animals showed a reduction of the muscularis propria layer compared to groups | and V.
Supplementation with L-arginine was effective in maintaining the partial volume of the
epithelium of the mucosal layer. The present results suggest that glycine supplementation had
a superior effect on the structure of the colon wall of rats submitted to abdominal irradiation
compared to L-arginine supplementation since it was able to maintain the thickness of the
wall and the epithelial surface of the mucosa, whereas L-arginine maintained the partial
volume of the epithelium and the epithelial surface, but not the total volume of the intestinal
wall.

Keywords: Arginine. Glycine. Radiotherapy. Colitis. Nutrition.
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INTRODUCAO

O cancer é uma enfermidade crénica multifatorial, caracterizada pelo crescimento
descontrolado de células. Sua prevencdo tem tomado uma dimensd@o importante no campo da
ciéncia, haja vista que se constitui na primeira causa de mortalidade do mundo [1-3]. Nesse
contexto, os tumores de colon e reto encontram-se entre os mais incidentes [4-6].

Uma das opcdes para o tratamento de tumores pélvicos, incluindo os de bexiga,
intestino e reto, € a terapia por radiacdo ou radioterapia [7]. Envolve o uso de raios-X, gerados
a partir de aceleradores lineares, e raios gama, gerados a partir de isdtopos radioativos de alta
energia, para destruir as células cancerosas, com a¢do local, atingindo as regides que estdo
sendo tratadas e tentando preservar as areas sadias adjacentes [8]. A adequacdo do tratamento
¢ traduzida pelo prolongamento da expectativa de vida, sendo utilizada, no periodo pre-
operatorio, com o objetivo de diminuir a massa tumoral, e, no periodo pés-operatorio, para
evitar a recorréncia da doenca [9-10].

A resposta dos tecidos a radiacdo depende de inimeros fatores, como a sensibilidade do
tumor, sua localizacdo e oxigenacdo, assim como a qualidade, a quantidade e o tempo de
administragdo da radiagdo [11]. A radioterapia ocasiona dano variavel ao tecido sadio,
podendo causar enterite e/ou proctite [12], evidenciadas pela diminuicdo da atividade
proliferativa nas criptas [13], diminuicdo da renovacdo das células nas vilosidades e de sua
espessura, €, consequientemente, limitacdo da superficie absortiva da mucosa [11,14].

O dano tecidual causado pela radia¢do € cumulativo e progressivo e certas enfermidades
associadas, que influenciam diretamente na perfusdo sanguinea, como o diabetes mellitus e
hipertensdo arterial, assim como procedimentos cirurgicos abdominais prévios, podem
aumentar a predisposicdo do paciente a enterite actinica [15-17].

A radiacdo tem efeitos mais danosos em tecidos que possuem intensa renovacédo celular,
sendo a mucosa intestinal bastante susceptivel aos danos causados por essa terapia [18]. O
ileo terminal, colon e o reto sdo os locais que mais frequentemente sofrem danos causados
pela radioterapia pélvica, enquanto o jejuno e ileo proximal raramente sdo envolvidos [19].

Ela acarreta danos a mucosa intestinal, o que pode limitar a eficacia do tratamento,
comprometendo a qualidade de vida do paciente, por provocar uma série de sintomas, como
vomitos, dor abdominal e diarreia [20-22]. Além disso, também determina mudancas
histoldgicas agudas, aumento do infiltrado inflamatério da lamina prépria e, mesmo,
ulceragBes [19]. Um dos resultados desses acometimentos é a translocacdo bacteriana,

decorrente do aumento da permeabilidade intestinal e do crescimento bacteriano, e
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diminuicdo dos movimentos peristalticos [23], tendo como consequéncias o advento de lesdo
da mucosa intestinal e sepse [24].

Os sintomas decorrentes das lesdes actinicas colorretais podem ser classificados em
agudos e cronicos. A fase aguda é caracterizada por nauseas, vomitos e diarreia, com
intensidade diretamente relacionada a dose de irradiacdo, ao tempo (frequéncia e duragéo) de
tratamento e ao volume de massa corpérea irradiada [11,25]. A fase cronica pode ocorrer apds
alguns meses ou até mesmo ap0Os varios anos, e se manifesta pela ocorréncia de estenoses,
hemorragias, perfuracdes agudas e fistulas [25], sendo que, geralmente, os efeitos cronicos
adversos sdo proporcionais a gravidade da lesdo aguda [10,11,15].

Os efeitos colaterais precoces e tardios da radioterapia sobre os érgdos pélvicos
préximos ao 6rgdo alvo sdo fatores que comprometem a qualidade de vida do paciente.
Portanto, os cuidados para diminuir estes efeitos e proteger o intestino dos acometimentos da
fase aguda séo téo relevantes quanto a sua indicagéo e utilizag&o precisas [10,11].

A profilaxia medicamentosa ndo vem se mostrando eficaz na prevencdo da enterite por
irradiacdo e, por vezes, pode determinar piora no quadro de diarreia [15]. Muitos tipos de
dietas tém sido testadas para minimizar as complicacdes da irradiacdo e, dessa forma,
diminuir a carga de bactérias patogénicas, pelo estimulo do sistema imune e pelo reparo
tecidual [23,26,27]. Nesse aspecto, a suplementacdo dietética com nutrientes especificos,
como o aminodcido L-arginina, tem sido estudada como uma terapia promissora [11,23].

A L-arginina é um aminoacido dibasico, ndo-essencial, isto é, que pode ser sintetizado
por individuos adultos em condicdes fisioldgicas de homeostase [28]. Este aminoacido exerce
importantes acBes metabolicas, notadamente no sistema imune, sendo classificado como
condicionalmente essencial em situagdes de trauma e estresse [23,29-31]. Isto pode ocorrer
devido a uma série de fatores, incluindo uma taxa aumentada de degradacao de L-arginina,
reducdo na ingestdo alimentar e, mesmo, na diminuicdo da sua absorcao intestinal [32].

Constitui-se em um metabolito intermediario do ciclo da ureia, sendo a citrulina,
sintetizada pelos rins, sua principal fonte endégena. O fato do metabolismo da glutamina no
tubo digestério também originar a citrulina pode explicar algumas respostas semelhantes
desses dois aminoacidos [30]. Ela age como um potente estimulador do sistema enddcrino, ao
aumentar a secrecdo de horménio do crescimento, prolactina, insulina e glucagon. Pouco se
sabe sobre o0s mecanismos envolvidos, porém essa funcdo pode explicar os efeitos
metabdlicos positivos da L-arginina apos trauma e infecgdo, e, particularmente, a sua funcédo
na cicatrizagéo [30,33,34].

A L-arginina encontra-se envolvida na sintese protéica, na biossintese de aminoacidos e
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de seus derivados, e no metabolismo da ureia, sendo essencial a detoxicagdo da aménia
[28,30,33,35]. Também se constitui em um precursor bioldgico de ¢xido nitrico, que
desempenha papel importante no controle da hipertensdo, disfun¢do miocardica, inflamacéo,
morte celular e na protecéo contra danos oxidativos [36].

Pesquisas vém sendo desenvolvidas com o Oxido nitrico, notadamente por seu efeito no
sistema imune e por proporcionar protecdo a tecidos apds isquemia e reperfusdo, diminuindo
a lesdo e o acumulo de neutrdfilos [37]. Em inGmeros 6rgdos, a L-arginina vem sendo
utilizada, com sucesso, para aumentar a sintese basal de 6xido nitrico, reduzindo, dessa forma,
a lesdo causada pela isquemia [33,35].

O efeito imunomodulador da L-arginina vem sendo amplamente pesquisado e descrito
por muitos autores [11,23,34,35,38]. Tem sido sugerido que a sua suplementacdo oral ou
enteral poderia determinar a ocorréncia de efeitos protetores na mucosa intestinal no periodo
pos-irradiacdo, acelerando a cicatrizagdo, prevenindo a translocacdo bacteriana e a perda de
peso, podendo, dessa forma, amenizar a enterite decorrente de irradiagdo [11,23].

Até recentemente, outro aminodcido, a glicina, vinha sendo utilizado como aminoacido
controle em experimentos com aminoacidos especificos, como a L-glutamina e a L-arginina,
com o objetivo de isonitrogenar as dietas [29,39-41]. Contudo, tem-se verificado que a glicina
apresenta propriedade anti-inflamatdria, imunomodulatdria e citoproterora [39,40,42].

Ela consiste no menor e mais simples aminoéacido, classificado como ndo-essencial, e é
composta por uma molécula de carbono ligada a um grupo amina e a um grupo carboxila
[39,40,42]. O efeito protetor da glicina foi demonstrado em modelos experimentais de
algumas doencas, como hepatite alcoolica [43], artrite [44], isquemia [40,45], transplante
hepético e tumores em geral [46]. Os mecanismos pelo qual esse aminoacido age ainda ndo
sdo inteiramente conhecidos, mas a inibicdo da ativacdo de células inflamatdrias e imunes
[47-48], diminuicdo da formacdo de radicais livres e de outros mediadores tdxicos, assim
como o bloqueio da permeabilidade da membrana plasmaética, sdo algumas das possibilidades
que podem justificar os seus beneficios [40].

O papel dos aminodcidos L-arginina e glicina na protecdo e no reparo da enterite
actinica aguda vem sendo pesquisado por inimeros autores [11,23,29,41]. Contudo, os dados
acerca de sua atuagdo ainda s&o insuficientes e inconclusivos, notadamente no que se refere a

sua funcdo no reparo da parede colonica apds radioterapia.
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1-OBJETIVO

1.1 Objetivo geral
Determinar o efeito da suplementacdo dietética com os aminoacidos L-arginina e
glicina na estrutura da parede do célon de ratos adultos submetidos a irradiacdo abdominal.

1.2 Objetivos especificos
Avaliar se a suplementacdo com L-arginina e glicina interfere no ritmo de ganho
ponderal e na ingestdo de agua e de racdo de ratos submetidos a irradiagdo abdominal;
Comparar a eficacia da suplementacdo dos aminoacidos L-arginina e glicina na
prevencdo ou reducdo das alteracGes estruturais na parede do intestino dos ratos submetidos a

irradiagdo abdominal.
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2 METODO

Foi utilizado um modelo experimental com ratos Wistar submetidos a irradiacdo
abdominal, com ou sem suplementacao nutricional com os aminoacidos L-arginina ou glicina.
A avaliacdo foi realizada por estereologia, a partir de um segmento colonico, sendo
verificados o volume total e os volumes parciais de cada camada, assim como os volumes
parciais do epitélio, da ldamina prdpria e a superficie epitelial da camada mucosa.

A experimentacdo ocorreu no Laboratorio de Cirurgia Experimental da Faculdade de
Ciéncias Médicas, com a colaboracdo de docentes do Departamento de Anatomia Humana do
Instituto de Biologia Roberto Alcéntara Gomes e do Setor de Radioterapia do Centro
Universitario de Controle do Cancer do Hospital Universitario Pedro Ernesto — Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

2.1 Animais e grupos

Foram utilizados 40 ratos Wistar machos albinos adultos (Rattus novergicus), com peso
inicial entre 270 e 330 gramas. Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em quatro
grupos de estudo, cada um com dez animais:

Grupo | — Controle — animais saudaveis, ndo submetidos a irradiacdo abdominal;
Grupo Il — Controle — animais submetidos a irradiacdo abdominal,

Grupo Il — animais submetidos a irradiacdo abdominal e a suplementacdo dietética
com L-arginina;

Grupo 1V — animais submetidos a irradiacdo abdominal e a suplementacdo dietética

com glicina.

O experimento teve duracdo de 14 dias e os animais do grupo I, utilizados como
controle para a andlise estereoldgica da parede colonica normal, foram mantidos em
condicBes-padrdo de laboratério, enquanto os animais dos grupos IlI, 1l e IV sofreram
irradiacdo abdominal no 8.° dia do experimento. Os animais dos grupos Il e 1V receberam
suplementacdo nutricional de L-arginina ou glicina durante os 14 dias do experimento. No
15.° dia, os animais de todos os grupos foram submetidos a laparotomia para ressec¢do de
segmento coldnico, visando a realizacdo da estereologia.

Todos os animais foram oriundos do Biotério do Laboratério de Cirurgia Experimental

da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro e receberam
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racdo apropriada para ratos (Focus®, Focus 1722 Roedores Ltda) e 4gua ad libitum.
Os ratos foram alojados em gaiolas apropriadas, cada uma com cinco animais, em

biotério climatizado, com fotoperiodos diarios (claro-escuro) de 12 horas.
2.2 Composicao da racgéo oferecida

Todos os grupos de animais receberam a racio Focus® (Focus 1722 Roedores Ltda), de
acordo com as recomendacdes do American Institute of Nutrition Rodents Diets (1993) [49].
Esta racdo é composta por cloreto de sddio, milho integral moido (8% de proteina bruta),
farelo de soja (47% de proteina bruta), farelo de trigo (14% de proteina bruta), fosfato
bicalcico (19% de fosfato e 23% de calcio), carbonato de calcio (39% de calcio), DL-
metionina, L-lisina, HCL (Tab.1), aditivo antioxidante e premix mineral vitaminico (vitamina
A, vitamina E, vitamina K, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina B12, niacina,
acido pantoténico, acido folico, biotina, colina, ferro, zinco, cobre, iodo, manganés, selénio e
cobalto). A quantidade exata utilizada dos ingredientes ndo é fornecida pelo fabricante,
somente 0s seus percentuais maximo ou minimo. (Tab. 1)

Tab. 1. Composicao da ragéo oferecida aos animais.

Caracteristica / Percentuais (%)

ingredientes

Umidade (méax) 13
Proteina bruta (min) 22,0
Extrato etéreo (min) 4,0

Matéria mineral (méax) 9,0
Matéria fibrosa (méax) 8,0
Calcio (méx) 1,4
Fésforo (min) 0,8

* max — maximo; min — minimo
2.3 Suplementacéo de amino&cidos
Os animais do grupo Il e IV receberam suplementacdo dietética de L-arginina (L-

arginine® — Sigma Aldrich) e/ou glicina (Glicina® — Vetec Quimica Fina Ltda), na dose de

0,65 g/kg/dia. A dose diaria foi preparada em solucdo aquosa, em concentracdo de 4%,
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perfazendo volume final de 5 ml, administrados por via intragastrica, em bolus, com a
utilizacdo de um cateter orogéastrico, uma vez ao dia, sempre no mesmo horario.

Os animais dos grupos | (saudaveis) e Il (submetidos a irradiacdo abdominal, sem
suplementacdo com aminoacidos), receberam 5 ml de agua filtrada, por via intragastrica,
durante os 14 dias da experimentacdo, administrados da mesma forma descrita anteriormente,

sempre no mesmo horario.
2.4 Ingestdo de racéo e 4gua e variacao do peso

O peso dos ratos, bem como a ingestdo de racdo e agua, foram verificados diariamente,
sempre no mesmo horario.

O peso dos animais foi aferido em balanca de precisdo (modelo Adventure™ —
Ohaus®). O consumo de ragdo foi aferido pelo controle do resto-ingestdo da ragdo fornecida.
A 4gua foi ofertada em recipientes graduados em mililitros, sendo o consumo também aferido

pelo controle do resto-ingestao.
2.5 Irradiacéo abdominal

Os animais dos grupos Il, Il e IV foram imobilizados em recipientes plasticos e
submetidos a dose Unica de irradiacdo de 1.164 cGy, no 8.° dia da experimentacdo. A
irradiacdo foi liberada a partir de um acelerador linear de 6 MeV (modelo Clinac 2100® —
Varian®), a uma velocidade de liberacdo de 240 cGy/minuto, aplicados sobre o abdome, em
um campo de 6 x 4 cm, com distancia fonte-pele de 100 cm. A dose foi ajustada para 1.164
cGy, a 3 cm da pele (normalizacdo da dose), e liberada no sentido dorsal. Os ratos foram

irradiados com o torax, cabeca e extremidades situando-se fora da area de irradiacéo.
2.6 Extracao dos segmentos intestinais

No 15.° dia do experimento, os animais foram operados, sob anestesia geral com
tiopental sédico (Tiopental®— Abbott®), na dose de 50 mg/kg de peso corporal, por via
intraperitoneal.

O acesso a cavidade abdominal foi realizado por laparotomia mediana, com cerca de
3cm de extensdo. Em seguida, realizou-se a resseccdo do segmento col6nico, com cerca de

2cm, distando entre 6 e 8 cm da margem anal, distancia esta demarcada pela introducao,



20

através do orificio anal, de um cateter 20G (Becton-Dickinson®), com graduacdo em
centimetros.

Seguiu-se a morte dos animais, por sobredose anestésica (tiopental sodico). Procedeu-
se a laparorrafia, em dois planos (peritbnio-aponeurdtico e pele), com suturas continuas,

utilizando fio cirtrgico de polipropileno 2-0 (Prolene® — Ethicon®).
2.7 Processamento histoldgico

Os segmentos intestinais foram abertos no sentido longitudinal, lavados em soro
fisiologico para a retirada de detritos fecais, e distendidos sobre cortica. A fixacdo foi
realizada em solucdo de formol tamponado a 10%, por um periodo de 24 horas, sendo o
material, em seguida, desidratado em uma série crescente de alcoois e incluido em parafina.
Durante a inclusdo, as pecas, com formato plano e regular, foram posicionadas
perpendicularmente ao plano da microtomia. Dessa forma, obteve-se cortes aproximadamente
perpendiculares a parede intestinal.

De cada segmento intestinal, foram realizados 16 cortes, com 4 um cada. Em seguida,
oito cortes foram submetidos a coloragdo tricromica de Gomori, sendo montados entre lamina

e laminula, com resina sintética.
2.8 Estudo estereoldgico

Os cortes histolégicos foram analisados em sistema de microscopio computadorizado,
composto por microscopio éptico biolégico (BH-2® — Olympus®) dotado de objetivas planas
acromaticas. A ocular foi acoplada a uma camera de video (Olympus® DP70), que transmitia
as imagens a um microcomputador, com exibicdo das imagens em um monitor de 22
polegadas, com dot pitch 0,23 e aumento final entre 100 e 400 vezes. A analise estereoldgica
foi realizada em campos aleatorios, em um total de oito campos por animal.

Sob aumento de 100 vezes, foram analisados o volume total da parede do célon e os
volumes parciais das camadas mucosa, muscular da mucosa, submucosa e muscular propria.
Sob aumento de 400 vezes, foram analisados os volumes parciais ocupados na mucosa pelo
epitélio e pela lamina propria, e também foi determinada a superficie epitelial, por mm3 de
mucosa. Essas analises foram praticadas por superposi¢do de um sistema-teste tipo cicloide
(Fig. 1), composto por 35 arcos cicloides e 70 pontos, as imagens dos cortes da parede

coldnica.
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Figura. 1. Sistema-teste tipo cicloide, utilizado para a analise estereoldgica, sob
aumento de 100 X e 400 X [51].

Na analise do segmento colénico, considerou-se como “plano horizontal” o limite entre
as camadas mucosa e submucosa, para a compensacao da anisotropia. Os volumes parciais do
epitélio e da lamina propria foram calculados pela razdo entre o nimero de pontos da grade
que incidiam sobre cada um deles e 0 numero total de pontos da grade. Para o célculo da area
de superficie epitelial, foi utilizado o nimero de pontos de intercessao entre os arcos cicloide
deste sistema-teste e as criptas de Lieberkiihn, de acordo com a formula de Weibel (1979)
[50], onde | epi corresponde ao nimero total de intercessdes, P epi ao nimero total de pontos

da grade que incidem sobre o epitélio e d ao comprimento do arco cicléide da grade utilizada:

4 1epi

Sv._

P epi.d

2.9 Analise estatistica

As analises estatisticas visaram & comparagdo do grau de manutencdo das
caracteristicas estruturais da parede do célon dos ratos (volume total da parede do colon,
volumes parciais das camadas mucosa, muscular da mucosa, submucosa e muscular propria,
volume parcial do epitélio e lamina prépria da mucosa e superficie epitelial) dos diferentes

grupos de animais em estudo.
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A comparacdo dos grupos, considerando as variaveis acima citadas, foi realizada pelo
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e pelo pds-teste de Dunn (usado para comparagao
dos grupos, dois a dois); a variacdo do peso e ingestdo de agua e racdo foi realizada por
analise de variancia (ANOVA) — teste paramétrico — e pelo pos-teste de Tukey (usado para
comparacdo dos grupos, dois a dois).

As anélises foram realizadas com a utilizacdo do programa estatistico GraphPad Prism
4® — 2003 [52]. Em todas as analises, um valor de p<0,05 foi estabelecido para a rejeicdo da

hipdtese nula de similaridade entre os grupos.

2.10 Aspectos éticos nos cuidados com animais

O projeto desta pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
Todos os procedimentos seguiram, rigorosamente, a regulamentacdo existente sobre

experimentacdo com animais [53,54].



3 RESULTADOS

3.1 Evolucao dos animais
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Ap0s a irradiacdo, um animal do grupo Il (submetido & irradiacdo e suplementado

com L-arginina) evoluiu para 6bito. Nesse grupo, a analise foi realizada com nove animais.

3.1.1 Peso dos animais

No inicio do experimento (D=0), os animais de todos 0s grupos ndo apresentaram

diferenca quanto ao seu peso corporal (p>0,05). (Fig. 2A)

p>0.05
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p<0,0014

p<0,001~

1

B
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I (rradiado (1)
E=X| + Arginina
A | + Glicina

Figura 2. Peso dos animais no inicio do experimento (A) e percentual de ganho ou

alteracdo de peso nos diversos grupos do estudo (B).

Ao final do experimento, os animais dos grupos Il (submetidos a irradiagdo e sem

suplementacdo de aminoéacidos), Il (submetidos a irradiacdo e suplementados com L-

arginina) e IV (submetidos a irradiacdo e suplementados com glicina) apresentaram perda de

peso significante quando comparados aos ratos do grupo | — saudaveis (p<0,001 para todos)

(Fig. 2B e Tab. 2)
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Tabela 2. Analise descritiva do percentual de variagdo do peso corporal nos grupos de

animais.
Grupos n Meédia DP Minimo Mediana Maximo
| 10 7,07 2,13 3,84 6,54 10,66
1 10 -12,36 9,47 -26,85 -9,71 -1,83
i 09 -9,54 10,47 -26,11 -10,36 3,48
v 10 -9,49 9,05 -22,51 -7,51 6,28

n — tamanho da amostra; DP — desvio padréo

3.1.2 Ingestdo de racdo

Apbs a irradiacdo abdominal, observou-se uma diminuicdo do consumo de racdo nos
ratos dos grupos submetidos a esse procedimento, o que se refletiu numa ingestéo total de
ragdo menor nos animais dos grupos 11, 111 e IV em comparagéo aos do grupo | (p<0,001 para
todos os casos). Os animais do grupo IV também ingeriram menor quantidade de racdo em

relacdo aos ratos do grupo Il (p<0,001). (Fig. 3 e Tab. 3)

— p<0,001—
p<0,001—
350 p<0,001 —
L p<0,001 — Controle
300+ == Irradiado (1)
2504 = i | == | + Arginina
200+ | + Glicina
(@]
1504
100+
504
P
0 L] L] L]

Figura3. Ingestdo de racdo dos animais dos diversos grupos durante o estudo.
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Tabela 3. Analise descritiva da ingestdo total de ragéo (g) nos grupos de animais.

Grupos n Média DP Minimo Mediana Maximo
| 10 339,58 12,50 327,72 339,58 351,43
1 10 267,17 18,94 249,20 267,17 285,13
1] 09 249,60 23,16 234,12 234,24 280,48
v 10 229,35 22,51 201,61 222,23 259,72

n — tamanho da amostra; DP — desvio padrdo

3.1.3. Ingestdo de agua

Os animais do grupo Il ingeriram quantidade significantemente menor de agua que 0s
animais do grupo Il (p<0,01), ndo observando diferenca entre os ratos dos demais grupos.
(Fig. 4 e Tab. 4)

700+
== Controle
600+ .
E==1 Irradiado (1)
5004 B =3 | + Arginina
4004 A | + Glicina
ol
300+
200+
100{ B
0

Figura4. Ingestdo de 4gua dos animais dos diversos grupos durante o estudo.

Tabela 4. Analise descritiva da ingestdo total de agua (ml) nos diferentes grupos de animais.

Grupos n Meédia DP Minimo Mediana Maximo
I 10 542,00 9,49 533,00 542,00 551,00
I 10 456,00 28,46 429,00 456,00 483,00
11 09 608,00 171,41 446,00 620,00 816,00
v 10 567,55 91,45 468,50 571,75 654,00

n- tamanho da amostra; DP — desvio padréo



3.2 Estudo estereoldgico

3.2.1 Volume total da parede do célon
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A radioterapia promoveu a diminuicéo do volume total da parede do c6lon nos ratos dos

grupos Il e Il em relagéo ao grupo | — controle (p< 0,01 e p<0,001, respectivamente). Os

animais do grupo IV (submetidos a irradiacdo abdominal e a suplementacdo com glicina)

apresentaram volume total da parede do c6lon maior que os animais do grupo I1 (submetidos

a irradiacdo abdominal e a suplementacdo com arginina) (p<0,05), porém sem diferenca

quando comparados aos ratos do grupo | (saudaveis). (Figs. 5 e 6 e Tab. 5)
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Figura 5. Comparacao do volume total da parede do célon entre os grupos de animais

Tabela 5. Analise descritiva do volume total da parede do c6lon nos diferentes grupos de

animais.
Grupos n Média DP Minimo Mediana Maximo
I 10 61,52 3,55 55,13 62,82 65,25
1 10 54,12 4,80 46,88 53,38 63,25
Il 09 50,07 3,22 45,88 50,50 54,88
v 10 57,53 2,00 54,50 57,69 60,88

n — tamanho da amostra; DP — desvio padréo
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3.2.2 Volumes parciais das camadas mucosa, muscular da mucosa, submucosa e muscular

prépria

A andlise do volume parcial das diversas camadas histologicas da parede colbnica
evidenciou diminuicdo da camada mucosa nos animais dos grupos Il (p<0,05), Il (p<0,01) e
IV (p<0,001), quando comparados aos do grupo | (controle néo irradiado). (Fig. 7A e Tab. 6)

Figura 6. Fotomicrografias da parede do c6lon, submetidas a coloracéo tricromica de Gomori,
dos grupos Controle (A), Irradiado (B), L-arginina (C) e Glicina (D), sob aumento de 100 X.

No tocante ao volume da camada muscular da mucosa, ele se mostrou significantemente
menor nos ratos do grupo Il, quando comparados aos animais dos grupos | (p<0, 001) e IV

(p<0,01). (Fig. 7B e Tab. 7)
A anélise estereoldgica da camada submucosa dos animais do grupo IV evidenciou um
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aumento no volume em comparacao aos grupos | (p<0,01) e Il (p<0,05). (Fig. 7C e Tab. 8)

No que se refere ao volume da camada muscular propria, ele se revelou

significantemente menor nos animais do grupo Il quando comparados aos grupos | e 1V

’—p<0,001

(p<0,001 e p<0,01, respectivamente). (Fig. 7D e Tab. 9)
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Figura 7. Comparacéo dos percentuais dos volumes parciais das camadas mucosa (A),

muscular da mucosa (B), submucosa (C) e muscular propria (D) da parede do c6lon entre o0s

grupos de animais.

Tabela 6. Analise descritiva do volume parcial da camada mucosa da parede do célon (%) nos

diferentes grupos de animais.

Grupos n Meédia DP Minimo Mediana Maximo
I 10 39,04 2,31 36,13 39,07 44,13
I 10 34,77 3,65 27,88 35,57 39,88
i 09 32,36 3,59 26,63 34,00 37,13
AV} 10 32,47 2,89 27,38 31,82 38,25

n — tamanho da amostra; DP — desvio padréo
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Tabela 7. Analise descritiva do volume parcial da camada muscular da mucosa da parede do

colon (%) nos diferentes grupos de animais.

Grupos n Meédia DP Minimo  Mediana Maximo
I 10 3,14 0,27 2,63 3,19 3,38
1 10 2,04 0,58 1,25 2,25 2,75
i 09 2,53 0,47 2,00 2,63 3,50
v 10 3,08 0,40 2,25 3,13 3,50

n — tamanho da amostra; DP — desvio padrdo

Tabela 8. Analise descritiva do volume parcial da camada submucosa da parede do cdlon (%)

nos diferentes grupos de animais.

Grupos N  Média DP Minimo Mediana Maximo
| 10 6,17 2,23 3,75 5,88 9,88
1 10 6,65 1,64 4,00 7,07 8,75
11 09 8,59 1,34 6,50 8,38 11,25
v 10 10,08 3,04 5,00 10,57 14,75

n — tamanho da amostra; DP — desvio padrdo

Tabela 9. Analise descritiva do volume parcial da camada muscular prépria (%) da parede do

colon nos diferentes grupos de animais.

Grupos N  Média DP Minimo Mediana Maximo
I 10 13,18 2,50 8,25 13,38 16,63
1 10 10,67 2,32 6,75 11,00 13,88
11 09 6,60 1,48 4,25 6,75 8,38
v 10 11,92 2,20 8,50 11,26 15,25

n — tamanho da amostra; DP — desvio padrao

3.2.3 Volumes parciais do epitélio e da lamina prépria da mucosa

Na avaliagcdo do volume parcial do epitélio da camada mucosa observou-se que 0s

animais dos grupos Il e IV apresentaram reducdo desse parametro em comparacdo aos ratos

do grupo | (p<0,001 e p<0,01; respectivamente). Essa reducdo tambem foi observada nos
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animais do grupo Il em relacéo ao grupo Il (p<0,05). (Fig.8A e Tab.10)

O volume parcial da lamina propria nos ratos dos grupos Il e IV mostrou-se aumentado
em comparacdo aos animais do grupo controle (grupo 1) (p<0,001 e p<0,01, respectivamente).
O aumento da lamina prépria também foi evidenciado nos animais dos grupos II, em relacao
ao grupo Il (p<0,05). (Fig. 8B e Tab. 11)

Tabela. 10. Andlise descritiva do volume parcial do epitélio (%) da mucosa do colon nos

diferentes grupos de animais.

Grupos n  Média DP Minimo Mediana Maximo
| 10 54,65 1,52 52,63 54,94 56,38
11 10 41,58 2,02 39,00 41,44 46,38
i 09 45,74 2,07 42,38 45,88 49,25
v 10 43,52 1,96 40,88 43,57 47,38

n — tamanho da amostra; DP — desvio padrdo

Tabela 11. Andlise descritiva do volume parcial da lamina propria (%) da camada mucosa do

colon nos diferentes grupos de animais.

Grupos n Média DP Minimo Mediana Maximo
I 10 13,45 1,31 11,13 13,63 14,88
1 10 25,01 2,74 19,50 24,50 29,00
Il 09 20,70 2,15 17,25 22,00 22,88
v 10 22,09 1,69 19,25 22,00 24,25

n — tamanho da amostra; DP — desvio padrdo

— p<0,001— — p<0,001—
p<0,01 p<0,01
p<0,05 =) 301 p<0,05
60~ [__ E=2 Controle
o 3 Controle B Irradiado (1)
| = Irradlan 0} 201 =1 + Arginina
10 ' =3 + Arginina A | + Glicina
! A | + Glicina X |
8 304 '
: 10 g g
204 .
o
10 '
. : 0

Figura. 8. Comparacédo do volume parcial do epitélio (%) (A) e da lamina propria (B) da

mucosa do colon entre 0s grupos de animais.
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3.2.4 Superficie epitelial da mucosa

A superficie epitelial da mucosa coldnica dos animais do grupo Il (irradiados, sem
suplementacéo dietética) apresentou-se significantemente diminuida em relagcdo a dos animais
dos grupos | (controle) e Il (p<0,01, para ambos), ndo sendo observada nenhuma outra

diferenca entre os animais dos demais grupos. (Figs. 9 e 10 e Tab.12)

— p<0,001 = —P<0,001:
125+ ‘

E=¥ Controle
—— K
1004 =3 [rradiado
= | + Arginina
75+ A | + Glicina

mm™t

504
254

Figura 9. Comparacéo da superficie epitelial (mm™) da mucosa do célon entre os grupos de

animais.

Tabela 12. Analise descritiva da superficie epitelial (mm™) da mucosa do célon nos diferentes

grupos de animais.

Grupos N Média DP Minimo Mediana Maximo

I 10 120,39 9,81 107,31 118,34 141,70
I 10 83,26 12,78 62,06 83,73 98,86
i 09 118,70 6,54 108,35 119,62 126,20
v 10 107,98 8,37 94,45 111,02 117,19

n — tamanho da amostra; DP — desvio padrao
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Figura 10. Fotomicrografias da camada mucosa da parede do cdlon, submetidas a coloracdo

tricromica de Gomori, dos grupos Controle (A), Irradiado (B), L-arginina (C) e Glicina (D),
sob aumento de 400 X.
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4 DISCUSSAO

A utilizacdo de nutracéuticos (nutrientes com propriedades farmacoldgicas) na
prevencdo e/ou reparo de alteracfes estruturais e histoldgicas eventualmente ocasionadas nos
tecidos sadios adjacentes as areas submetidas a irradiagdo abdominal, como o intestino, tem
sido foco de amplo debate [11,23,29,58,59].

Alguns estudos vém descrevendo as importantes propriedades fisioldgicas da L-
arginina, notadamente em situacdes de trauma e estresse [11,23,34,35,60]. Ela age
estimulando a secre¢do de hormonio do crescimento e a sintese de colageno [30,33,34],
caracterizando a sua participacdo no processo de cicatrizacdo, além de atuar na modulagédo do
sistema imune, ao estimular as func@es de macrofagos e neutrofilos [61]. Contudo, na maioria
dos casos, descrevem e avaliam a sua acdo imunomoduladora em situacdes criticas
[30,34,35,38], sendo poucos os que abordam a sua funcdo na cicatrizacdo tecidual [62] e,
particularmente, no intestino [11,23,29].

A glicina vem sendo muito utilizada com o objetivo de isonitrogenar as dietas
(aminoacido controle), em estudos cujo foco principal é a suplementacdo com outros
aminoacidos [29,41,63,64]. Porém, recentemente, alguns autores descreveram possiveis
beneficios que podem ser obtidos com a sua suplementacdo [39,40,42,65], além da sua
atuacdo ja conhecida na inibicdo da formacdo de radicais livres [40,66], fatores que poderiam,
eventualmente, prevenir ou reparar 0s danos causados pela radioterapia.

Ainda ndo existe consenso acerca da dose ideal para a suplementacdo dietética com
esses aminodcidos em animais. A L-arginina foi utilizada em diferentes dosagens numa série
de estudos similares que avaliaram ratos submetidos a irradiagdo abdominal [11,23,29].
Gurbuz et al (1998) a utilizaram nas dosagens de 2% e 4% do valor energético total ingerido,
durante sete dias ap0s a aplicacdo de dose Unica de 1.100 cGy de radiacdo [29]; Hwang et al
(2003,) [11] estudaram animais suplementados com a dose de 2% da agua ingerida trés dias
antes da irradiacdo, e com dose de radiacdo semelhante a utilizada por Gurbuz et al (1998)
[29] e Ersin et al (2000) [23]. Em humanos, a recomendacgéo para a sua suplementacdo se
situa em torno de 4% a 6% do valor energético total [67].

Também ndo existe padronizacdo de dose para o uso da glicina, tanto em humanos
quanto em ensaios experimentais, mas ela vem sendo continuamente empregada, em
diferentes doses e, muitas vezes, sem se constituir no objetivo principal de estudo [29,41].
Jacob et al (2003) e Kallakuri et al (2003) utilizaram esse aminoacido com doses de 0,5-1,0

o/kg de peso corporal, enquanto Lee et al (2002) a utilizaram na dose de 5% da dieta
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oferecida em estudos dos danos causados por isquemia e reperfusdo [45,68,69].

Em uma linha de pesquisa em desenvolvimento no Laboratério de Cirurgia
Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas — UERJ, desde 2004 vimos utilizando esses
e outros aminodcidos, nas doses de 0,65 a 1 g/kg/dia. A dose Unica de radiacéo,
correspondente a 1.164 cGy, também utilizada em outros estudos de nosso grupo, deve-se a
observancia do relato de diversos autores que a caracterizam como sendo capaz de provocar
enterite actinica e translocacao bacteriana em ratos [11,23,29].

Os animais comecaram a apresentar diarreia, em média, no terceiro dia apos a
irradiacdo, periodo semelhante ao descrito por outros autores [41,70,71]. Sugere-se que esse
efeito possa decorrer da perda da integridade epitelial, associada a alteragcdes na motilidade e
no aumento das secrecdes intestinais [70]. Ademais, por volta do terceiro dia apds a
irradiacdo, sdo evidenciados sinais de inflamacdo e de ulceracdo da mucosa intestinal [29],
que também podem contribuir para o advento desse efeito colateral.

Todos os animais submetidos a irradiacdo abdominal, com ou sem suplementacdo de
aminoacidos, ingeriram quantidade menor de racdo ao longo do experimento quando
comparados com 0s animais saudaveis, confirmando o que também foi observado por
Klimberg et al. (1990) e Diestel et al. (2007) [41,63]. Essa diminui¢cdo pode ser atribuida a
anorexia e a efeitos colaterais (diarreia e dor abdominal), comumente observados na enterite
actinica [20]. Os animais suplementados com glicina, ndo somente ingeriram quantidade
menor de racdo em comparacdo aos animais do grupo controle (saudaveis), como também em
relacdo ao grupo irradiado sem suplementacdo. Porém, essa ingestdo diminuida ndo foi
suficiente para modificar o percentual de perda de peso dos ratos, haja vista que ela foi similar
e significante em todos os animais dos grupos irradiados, em comparacéo aos ratos do grupo
ndo irradiado, que apresentaram ganho de peso, o que também foi observado por Diestel et al
(2007) [41].

A L-arginina regula a absorcdo de agua e eletrélitos, pois participa do ciclo da ureia
[72], e age como um importante vasodilatador, além de inibir a enzima conversora de
angiotensina, um potente vasopressor [73]. Essas fun¢Ges metabolicas, possivelmente,
poderiam justificar o aumento significante na ingestdo de dgua observada nos animais que
receberam a sua suplementacdo, quando comparados aos dos demais grupos, incluindo os
saudaveis néo irradiados.

A quantificacdo de elementos estruturais nos diversos tecidos é de grande relevancia,
pois em estudos anatomo-patolégicos € frequente o uso de critérios subjetivos, como, por

exemplo, a classificacao de determinadas alteragdes em “leves, moderadas ou intensas”, o que
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torna dificil a comparagdo de resultados e a reproducdo de experimentos. Para solucionar
estas falhas, e a partir de trabalho desenvolvido pelo ge6logo francés Delesse (1848), que
desenvolveu um modelo para quantificar os elementos contidos em rochas homogéneas, a
estereologia tem sido usada com frequéncia crescente, permitindo a quantificagdo numérica
das mais variadas estruturas, sejam elas macro ou microscopicas [74]. Essa técnica
fundamenta-se em formulas matematicas e geométricas, que permitem a anélise
tridimensional de um elemento em estudo [51,75,76].

Alguns autores ressaltam que, para ser utilizado o método estereoldgico, os elementos
em estudo devem ser distribuidos ao acaso e homogeneamente no espaco. Dessa forma,
qualquer corte bidimensional, aleatério e uniformemente isotropico, passa a ser representativo
de um todo tridimensional, independente da direcdo em que o corte seja realizado [50].

A mucosa intestinal ndo € um meio isotropico, pois possui estruturas de orientacdo
definida, como é o caso das criptas de Lieberkiihn, que apresentam disposicéo paralela entre
si e perpendiculares a superficie mucosa. Para contornar o problema dessas estruturas,
Baddeley et al (1986) propuseram o método da estereologia de cortes verticais, no qual 0s
cortes sao perpendiculares a uma superficie “horizontal”, representada por um plano existente
na estrutura em estudo ou criada arbitrariamente pelo pesquisador [50,77].

Avaliou-se o volume total da parede do célon, assim como as caracteristicas estruturais
das camadas mucosa, muscular da mucosa, submucosa e muscular prépria. A camada serosa
ndo foi avaliada isoladamente, por ser muito delgada e de dificil visualizacdo nos cortes
histoldgicos, notadamente ap0s a irradiacao.

Observou-se diminuicdo significante do volume total da parede do célon nos animais
submetidos a irradiacdo que ndo receberam suplementacdo de aminoacidos, em comparagao
com os ratos saudaveis do grupo controle, o que é corroborado por estudos similares [11,41].
Também em humanos, Luccichenti et al (2005) observaram diminuicdo da espessura da
parede do colon, por meio de estudo com tomografia computadorizada, apds radioterapia para
tratamento de céncer de colon [78]. Esse achado pode ser atribuido ao fato da irradiagédo
induzir o aumento da apoptose celular e da liberacéo e atuacédo de radicais livres [79].

No grupo de animais irradiados que ndo receberam suplementacdo de aminoécidos, ao
avaliarmos cada camada, separadamente, observou-se que os volumes das camadas mucosa e
muscular da mucosa diminuiram significantemente em relagdo aos ratos saudaveis, o que
pode se dever ao fato dos efeitos toxicos agudos da radioterapia serem observados com mais
frequéncia em tecidos que contenham células de replicacdo rdpida, como as da mucosa

gastrointestinal [18]. Essa diminuicdo do volume na camada mucosa do colon contribui para a
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atrofia do epitélio intestinal [80], aqui observada pela diminuicdo do volume parcial do
epitélio da mucosa, e ndo da ldmina propria, que se mostrou significantemente aumentada
devido, provavelmente, ao processo inflamatdrio agudo decorrente da radioterapia.

A suplementacdo de L-arginina ndo se mostrou eficaz na manutencdo do volume total
da parede do c6lon ap06s a irradiacdo, levando a valores similares aos encontrados nos animais
irradiados e que ndo receberam suplementacdo de aminodcidos. No que se refere as camadas
da parede colbnica, no grupo suplementado com esse mesmo aminoacido observou-se a
diminuicdo no volume da camada mucosa quando comparado aos animais saudaveis,
semelhante ao observado nos animais do grupo II. Similarmente, a L-arginina ndo se revelou
capaz de manter a espessura da camada mucosa, possivelmente por ndo se constituir em
substrato preponderante para o epitélio intestinal, ratificando os resultados observados por
Ersin et al (2000), em estudo similar [23].

Grande parte das fungBes da L-arginina advém da acdo de seus metabdlitos,
principalmente NO, que é produzido por uma familia de enzimas denominadas 6xido nitrico-
sintases (NOS), existentes nas isoformas indutiva (iNOS) e constitutiva (cNOS) [81]. A
isoforma indutiva, como o nome revela, deve ser induzida, e geralmente é ativada por
citocinas e endotoxinas em situacOes de estresse, como, por exemplo na radioterapia, e produz
grandes quantidades de NO por periodos prolongados de tempo, 0 que pode gerar desarranjos
na mucosa intestinal, por inibir a proliferacdo celular [38] e aumentar a apoptose [82]. A
INOS aumenta a expressdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) que também contribui
para a morte celular programada [21]. A isoforma constitutiva estd sempre presente no
organismo em niveis basais, ndo tendo a sua expressao induzida e sendo capaz de reduzir a
sequela da inflamacdo intestinal aguda [83]. Assim, pode-se especular que, além da
irradiacdo, a suplementacdo de L-arginina estimulou a producdo exacerbada de NO pela
atividade da iNOS, prejudicando a recuperacdo estrutural da mucosa col6nica irradiada.
MacNaughton et al (1998) mostraram que ratos submetidos a irradiagcdo abdominal com 1.000
cGy, sem suplementacdo dietética com aminoacidos, ndo tiveram expressdo aumentada
significante de iINOS no cdlon, mas apenas no ileo, embora a sua observacao tenha se dado
em menor periodo de tempo (até 48 horas) [84].

As Oxido nitrico-sintases também atuam como reguladoras da acdo da enzima arginase,
haja vista que competem pelo mesmo substrato, a L-arginina [33,85]. Essa enzima metaboliza
a L-arginina em ornitina [86], que € precursora de prolina, um importante aminoacido da
molécula de colageno. A arginase atua nas células musculares lisas, induzindo a producédo

dessa proteina. Poder-se-ia supor que, pelo aumento da producdo de 6xido nitrico (pela acédo



37

da iNOS) ocorreu inibicdo da sua agédo, levando a diminuigéo significante do volume da
camada muscular prépria nos ratos do grupo Ill, quando comparados aos animais nao
irradiados.

Em ratos submetidos a laparotomia, sem suplementacdo dietética com aminoacidos, a
atividade méxima da arginase ocorre entre 10 e 14 dias ap6s o procedimento cirurgico
(trauma), intervalo de tempo superior ao utilizado para anélise das alteragdes observadas neste
estudo (sete dias) [87]. A auséncia de suplementacdo com L-arginina pode, pois, ter
estimulado a producéo de NO, retardando a acdo da arginase.

A camada mucosa é a mais afetada pela irradiacdo ionizante [88], ensejando a avalia¢do
pormenorizada do volume parcial do epitélio e lamina propria. A L-arginina, particularmente
pela acdo do NO, possui papel essencial na regulacdo da inflamacdo e imunidade [86]. A
suplementacdo exdgena com esse aminoacido induz o aumento da proliferacdo de linfocitos e
mondcitos, a melhora da formacdo das células T-helper e da atividade das células natural
killer, da citotoxicidade de macrofagos e da atividade fagocitica e da producdo de citocinas
[38], propriedades que tornaram esse aminoacido objeto de inimeros estudos envolvendo
imunomodulacao [11,23,34,35,38]. Estes mecanismos auxiliam a compreensdo dos motivos
pelos quais os animais suplementados com L-arginina (grupo Ill) apresentaram volume
parcial do epitélio e ldmina prdpria semelhante aos ratos saudaveis (grupo 1), com
manutencdo da superficie epitelial. Entretanto, quando esses animais sdo comparados aos do
grupo Il (irradiados sem suplementacdo), verifica-se a presenca de volume parcial de epitélio
e da superficie epitelial significantemente maiores e de lamina propria significantemente
menor, possivelmente pelo efeito antiinflamatério proporcionado pela suplementacdo desse
aminoécido.

A glicina se mostrou eficaz em manter o volume total da parede coldnica irradiada,
corroborando estudos anteriormente realizados por nosso grupo [41]. Em similaridade aos
animais dos outros grupos submetidos a irradiacdo abdominal (Il e I11), a suplementacdo com
glicina também né&o foi capaz de manter o volume da camada mucosa, o que pode se dever ao
fato de sua acdo ser mais sistémica [39,40,42] e por ndo se constituir em substrato
preponderante para o epitélio intestinal (o que também ocorre com a L-arginina). Outro fator
que pode ter influenciado este resultado, foi a dose de suplementacdo, j& que Diestel et al
(2007) utilizaram dose maior desse aminoacido (1 g/kg/dia), nesse mesmo modelo de
irradiacdo, e observaram a manutengdo desse parametro quando comparado ao grupo de ratos
saudaveis [41].

A glicina faz parte da estrutura do colageno [39] e é sintetizada pelas células musculares
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lisas que depositardo essa proteina na submucosa [89]. Com sua disponibilidade aumentada,
decorrente da suplementacdo, houve um provavel aumento na producdo de coldgeno apds a
irradiacdo e, possivelmente, a isso se deveu a manutencdo da espessura da camada muscular
desses ratos e 0 aumento expressivo da camada submucosa, em comparacdo ao grupo |
(animais saudaveis) [90].

Na camada mucosa, 0 volume epitelial apresentou-se diminuido e o volume da lamina
prépria aumentado, em relacdo aos ratos ndo irradiados (grupo 1), ratificando os resultados de
Diestel et al (2007), porem com manutencdo da superficie epitelial [41]. Apesar de serem
descritas na literatura as propriedades imunomoduladoras da glicina [39,40,42], ndo se
demonstrou tais beneficios neste experimento. Devido a escassez de estudos e modelos
experimentais que utilizam esse aminoacido como objeto principal da pesquisa, ainda nédo
estdo estabelecidos a dose e 0 tempo necessarios para a sua plena atuacéo.

A arquitetura da camada mucosa foi mantida nos animais dos grupos em que houve
suplementacdo com aminodacidos (glicina ou L-arginina), ainda que com menor volume
parcial que o observado nos animais saudaveis. Apesar disso, os resultados desta pesquisa
sugerem que a suplementacdo de glicina apresentou efeitos superiores ao da suplementacédo
com L-arginina, haja vista que foi capaz de manter a espessura da parede colonica e a
superficie epitelial da mucosa, enquanto que, com a L-arginina, apesar de mantidos o volume
parcial do epitélio e da superficie epitelial, ocorreu diminuicdo do volume total da parede
intestinal.

A continuacdo desta linha de pesquisa se faz necessaria, no intuito de se determinar a
eficacia da utilizacdo de diferentes doses destes e de outros aminoacidos, por periodos
diversos, na prevencao e/ou reparo de lesGes intestinais em animais submetidos a irradiacéo

abdominal, assim como o emprego de doses maiores e fracionadas de irradiacéo.
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5 CONCLUSAO

A suplementacdo dietética com glicina apresentou efeitos superiores ao da
suplementacdo com L-arginina, haja vista que foi capaz de manter a espessura da parede
colénica e a superficie epitelial da mucosa, enquanto a L-arginina foi capaz de manter o
volume parcial do epitélio e a superficie epitelial, mas ndo o volume total da parede
intestinal.

A suplementacdo dietética com L-arginina e glicina ndo foi capaz de reverter a perda

ponderal e a diminuicdo da ingestdo de racdo dos animais causada pela irradiacao.
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Tabela Al. Peso inicial e final (em gramas) e percentuais de variacao ponderal de cada
animal, por grupo de estudo.

Animal Grupo | Grupo 11 Grupo Il Grupo IV

1 | 298,39 301,44 280,87 282,14
F 324,62 284,08 290,64 218,62
VP 8,79 -5,76 3,48 -22,51
2 | 299,08 309,60 310,35 281,84
F 324,29 241,64 244,67 231,56
VP 8,43 - 21,95 -21,16 -17,84
3 | 285,23 309,31 289,29 286,82
F 311,54 226,27 213,77 283,79

VP 9,22 - 26,85 - 26,11 -1,06
4 | 286,67 289,96 325,10 276,18
F 305,81 284,64 290,17 258,68

VP 6,68 -1,83 -10,74 - 6,84
5 | 312,03 317,36 Obito 284,87
F 345,29 309,61 302,75

VP 10,66 -2,44 6,28
6 | 275,66 277,42 309,32 288,64
F 293,28 216,45 257,90 226,87
VP 6,39 -21,98 - 16,62 - 21,56
7 | 278,25 304,99 287,98 284,04
F 292,27 274,42 294,76 266,87

VP 5,04 - 10,02 2,35 - 6,04
8 I 308,10 300,17 282,10 271,21
F 319,93 271,97 262,27 253,04

VP 3,84 -9,39 -7,03 - 6,70
9 | 323,93 288,97 292,36 285,05
F 342,03 230,51 262,06 254,17
VP 5,59 - 20,23 - 10,36 - 10,83
10 1 274,63 274,29 310,98 286,69
F 291,18 265,53 312,04 262,85

VP 6,03 -3,39 0,34 -8,32

| — peso inicial; F — peso final; VP — variagdo ponderal
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Tab. A2. Ingestéo total de racédo de cada animal, por grupo de estudo, entre os dias 01 e

15 do experimento.

Animal
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

Grupo |
351,43
351,43
351,43
351,43
351,43
327,72
327,72
327,72
327,72
327,72

Grupo Il
249,20
249,20
249,20
249,20
249,20
285,13
285,13
285,13
285,13
285,13

Grupo 111
234,12
234,24
234,12
234,24
Obito
234,12
280,48
280,48
234,12
280,48

Grupo IV
201,61
201,61
259,72
259,72
259,72
222,23
222,23
222,23
222,23
222,23

Tab. A3. Ingestao total de 4gua de cada animal, por grupo de estudo, entre os dias 01 e

15 do experimento.

Animal

© 00 N O O B~ W N -

[N
o

Grupo |
551,00
551,00
551,00
551,00
551,00
533,00
533,00
533,00
533,00
533,00

Grupo Il
429,00
429,00
429,00
429,00
429,00
483,00
483,00
483,00
483,00
483,00

Grupo 111
446,00
620,00
446,00
620,00
Obito
446,00
816,00
816,00
446,00
816,00

Grupo IV
468,50
468,50
489,50
489,50
489,50
654,00
654,00
654,00
654,00
654,00
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Tab. A4. Volumes totais da parede do cdlon de cada animal, por grupo de estudo.

Animal Grupol Grupoll Grupolll Grupo IV

1 58,75 54,75 50,50 60,88
2 59,38 57,25 51,13 59,25
3 64,63 59,00 54,88 55,13
4 65,25 53,88 47,75 57,38
5 55,13 48,88 Obito 56,88
6 63,75 51,50 53,88 55,88
7 57,63 63,25 45,88 58,13
8 61,88 46,88 52,00 58,00
9 64,75 52,88 48,38 54,50
10 64,00 52,88 46,25 59,25

Tab. A5. Volumes parciais da camada mucosa da parede do célon de cada animal, por
grupo de estudo.

Animal Grupol Grupoll Grupolll Grupo IV

1 39,50 36,75 34,25 34,13
2 38,75 36,88 34,75 38,25
3 40,75 37,75 35,63 31,38
4 38,63 35,00 30,88 30,75
5 36,13 30,13 Obito 34,75
6 39,38 32,25 37,13 31,63
7 36,88 34,20 26,63 32,00
8 36,75 27,88 34,00 31,00
9 44,13 35,38 29,13 27,38
10 39,50 35,75 28,88 33,38
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Tab. A6. Volumes parciais da camada muscular da mucosa da parede do célon de cada

animal, por grupo de estudo.

Animal

© 00 N O O &~ W N -

RN
o

Grupo |
2,63
3,38
3,38
3,38
2,88
3,13
3,25
3,38
2,88
3,13

Grupo Il
1,38
1,25
1,75
1,25
2,50
2,25
2,75
2,25
2,38
2,63

Grupo 111
2,00
2,75
3,50
2,00
Obito
2,63
2,13
2,38
2,75
2,63

Grupo IV
3,50
2,25
3,13
2,63
3,25
3,38
3,13
3,50
3,13
2,88

Tab. A7. Volumes parciais da camada submucosa da parede do célon de cada animal,

por grupo de estudo.

Animal

© 00 N O O B~ W N -

[N
o

Grupo |
3,75
5,00
3,88
6,88
5,00
6,75
9,25
9,88
3,88
7,38

Grupo Il
4,88
7,38
7,63
4,00
6,00
8,75
6,75
7,88
8,38
4,88

Grupo 111
8,38
9,38
11,25
6,50
Obito
7,63
9,50
8,13
8,50
8,00

Grupo IV
14,75
9,25
5,38
9,38
5,00
10,00
11,88
12,38
11,13
11,63
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Tab. A8. Volumes parciais da camada muscular propria da parede do célon de cada
animal, por grupo de estudo.

Animal Grupol Grupoll Grupolll Grupo IV

1 12,88 11,75 5,88 8,50
2 12,25 11,75 4,25 9,50
3 16,63 11,88 4,50 15,25
4 16,38 13,63 8,38 14,63
5 11,13 10,25 Obito 13,88
6 14,50 8,25 6,50 10,88
7 8,25 10,30 7,63 11,13
8 11,88 8,88 7,50 11,13
9 13,88 6,75 8,00 12,88
10 14,00 9,63 6,75 11,38

Tab. A9. Volumes parciais do epitélio da mucosa do célon de cada animal, por grupo de
estudo.

Animal Grupol Grupoll Grupolll Grupo IV

1 54,13 40,13 46,63 45,00
2 56,25 41,04 49,25 43,75
3 55,25 42,13 47,63 47,38
4 56,38 40,50 46,38 44,75
5 54,63 39,00 Obito 44,38
6 52,75 41,25 45,88 41,88
7 55,50 42,00 44,38 41,75
8 52,63 40,13 42,38 43,38
9 56,25 41,63 45,38 42,00
10 52,75 42,63 43,75 40,88




Tab. A10. Volumes parciais da lamina propria da camada mucosa do c6lon de cada
animal, por grupo de estudo.

Animal Grupol Grupoll Grupolll Grupo IV

1 14,88 27,75 19,00 19,25
2 11,13 25,63 17,88 22,00
3 13,50 23,38 17,25 19,50
4 11,63 26,25 20,38 21,88
5 14,38 29,00 Obito 21,63
6 13,75 23,63 22,13 23,13
7 12,63 24,25 22,38 23,25
8 14,88 27,50 22,88 22,00
9 13,25 24,75 22,00 24,00
10 14,50 24,13 22,38 24,25

Tab. All. Superficie epitelial do célon de cada animal, por grupo de estudo.
Animal Grupol Grupoll Grupolll Grupo IV

1 141,70 98,86 124,51 116,61
2 130,16 73,34 119,62 103,45
3 122,17 78,85 124,59 99,56
4 114,16 85,79 114,75 112,80
5 122,99 91,98 Obito 98,13
6 116,30 62,06 108,35 94,45
7 120,38 97,38 126,20 110,21
8 107,31 81,67 119,18 115,55
9 112,56 94,86 121,63 117,19
10 116,12 67,79 109,49 111,83




ANEXO - Comité de ética em pesquisa

&b
E;i%% UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

f’u INSTITUTO DE BIOLOGIA ROBERTO ALCANTARA GOMES
Uﬁh" g COMISSAO DE ETICA PARA O CUIDADO E USO DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS
oS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® CEA/151/2006 sobre "Efeitos da L-
arginina na parede do célon irradiado — Estudo experimental
estereologico em ratos eutroficos” sob a responsabilidade de Etiene de
Aguiar Picanco estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal 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 11/09/2006. Este
certificado expira em 11/09/2008.

Rio de Janeiro, 11 de Setembro de 2006.

A e e

of. Jo&e José de Carvalho Jorge José de Carvalho

Direto

CEA/IBRAG/UERJ IEFAG UER,

Mat. 28814

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