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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

C — Grupo controle.

RAD7 — Grupo Irradiado e morto ap6s 7 dias de irradiagdo.

RAD15 - Grupo Irradiado e morto apds 15 dias de irradiagao.

RAD7+A - Grupo Irradiado, suplementado com o aminoécido L-arginina e mortos apos
7 dias de irradiagao.

RAD15+A — Grupo Irradiado, suplementado com o aminoacido L-arginina e mortos
apos 15 dias de irradiagdo.

RAD7+G - Grupo Irradiado, suplementado com o aminoacido L-glutamina e mortos
apods 7 dias de irradiagao

RAD15+G- Grupo Irradiado, suplementado com o aminoacido L- glutamina e morto
apos 15 dias de irradiacio

RAI = radiagdo associada a impoténcia

Gy = gray

MeV =mega eletron volts

BSA = Albumina Sérica Bovina

Av = densidade de area

DAB - 3,3, diamino-benzidina tetrahidrocloridro
TACE = tunica albuginea do corpo esponjoso



ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECTS OF L-ARGININE AND L-GLUTAMINE ON THE
PENIS OF RATS SUBMITTED TO PELVIC RADIATION

Introduction: External beam radiation therapy is widely used for the management of
pelvic malignant tumors. Although the anatomical area receiving the treatment is a
major concern, and measures are taken to reduce side effects, tissues adjacent to the
target tumor may nonetheless be affected. Preliminary experimental data from humans
and animals have show that deleterious effects of radiation can be minimized by dietary
supplements such as L-arginine and L-glutamine which are taken before and during
radiotherapy sessions. The aim of the present investigation was therefore to determine
whether L-arginine (A) and L-glutamine (G) has protective effects against radiation-
induced alterations in major components of the penis. Materials and Methods: Wistar
rats aged 3 to 4 months were used. Controls consisted of non-treated animals, while
animals belonging to the other groups were submitted to pelvic radiotherapy on the 8th
day of the experiment. Animals were irradiated with a single dose of 1,164 cGy applied
to the pelvic region, and then were killed 7 (groups RAD7, RAD7+A, RAD7+G) and 15
(groups RAD15, RAD15+A, RAD15+G) days after irradiation. The amino acids were
administered once a day (0.65 g/kg body weigth), starting 7 days before the irradiation
until the last day of experiment. Control and irradiated-only animals received 5 mL of
water once a day throughout the experiment. Histochemical techniques were performed
for the stereological analysis of smooth muscle, collagen and elastic system fibers of
corpus cavernosum. In the corpus spongiosum we analyzed only the elastic system
fibers of the tunica albuginea. ImagelJ software was used to quantify with 100 points
grid. In the urethra we analyzed the thickness of urothelium and cell density. Confocal
laser Immunohistochemistry was used for the qualitative analysis of collagen types I
and III. Statistical analysis was performed by one way ANOVA and by Bonferroni post-
test. Results: RAD15 group showed a significant increase in collagen amount (p
<0.004). Smooth muscle increased in RAD7, RAD7+G, RAD7+A, RAD15+A and
RADI15+G groups (p<0.05). Elastic system fibers of the corpus cavernosum increased
in RAD15 and RAD15+G (p<0.05) when compared to control and RAD15+A groups.
Elastic system fibers of the tunica albuginea of corpus spongiosum increased in RAD7

and RAD15, but protective effects of both amino acids were only observed after 15



days. Radiation-induced decrease in cell density and thickness of the urothelium were
seen only after 15 days (p<0.004) when compared with controls, and L-arginine and L-
glutamine partially prevented these changes. Qualitative analysis of collagen type I
showed an increase in RAD135, but there were no noticeable changes in the quantity of
collagen III. In the tunica albuginea of the corpus spongiosum the large amount of
elastic fibers confirms the quantitative results. Conclusions: The adverse effects on
penile structures tend to be more pronounced at 15 days after radiation, compared with
7 days. L-arginine and L-glutamine prevent these radiation-induced changes in penile
structures, although L-arginine is slightly more effective.

Key words: Radiatherapy, L-arginine, L-glutamine, penis, extracellular matrix



RESUMO
EFEITO PROTETOR DA L-ARGININA E L-GLUTAMINA NO PENIS DE
RATOS SUBMETIDOS A IRRADIACAO PELVICA.

Introdugdo: A terapia por radiagdo externa ¢ amplamente utilizada no tratamento de
tumores pélvicos malignos. Entretanto a drea anatdmica recebendo o tratamento ¢ a
mais afetada e medidas foram tomadas para reduzir os efeitos colaterais tecidos
adjacentes ao local do tumor podem ser afetados. Dados experimentais preliminares
obtidos em humanos e animais mostraram que efeitos deletérios da radiacdo podem ser
minimizados com uma dieta que contenha suplementos como L- arginina e L —
glutamina as quais foram ingeridas antes e durante as sessdes de radioterapia. O
objetivo do presente trabalho foi determinar se a L-arginina e a L-glutamina apresentam
efeitos protetores contra as alteragdes provocadas pela radiagdo nos principais
componentes do penis. Material e Método: Foram utilizados Ratos Wistar com idade
variando entre trés a quatro meses. O grupo controle foi formado por animais nao
tratados, enquanto animais pertencentes aos outros grupos foram submetidos a radiacao
pélvica no oitavo dia do experimento. Os animais foram irradiados com uma dose tinica
de 1.164 cGy aplicada a regido pélvica e mortos sete dias ap6s (grupos RAD7,
RAD7+A, RAD7+G) e 15 dias ap0s a irradiacao (grupos RAD15, RAD15+A e
RAD15+G). Os aminoécidos foram administrados uma vez por dia (0,65g/Kg por peso
corporal), comegando sete dias antes da irradiag@o e terminando no ultimo dia do
experimento. O grupo controle e os animais apenas irradiados receberam 5 mL de agua
uma vez por dia durante o experimento. Foram utilizadas técnicas histoquimicas para a
analise estereologica das fibras musculares, coldgeno e fibras do sistema elastico do
corpo cavernoso. No corpo esponjoso foram analisadas as fibras do sistema eléstico da
tunica albuginea. O software Image J com uma grade de 100 pontos foi usado na
quantificagdo dos diferentes elementos. Na uretra foram analisadas a altura do urotélio e
a densidade celular. O microscopio confocal foi utilizado para caracterizar através de
imunofluorescencia os colagenos I e III. A analise estatistica foi feita utilizando-se o
teste one way ANOVA e o pos-teste de Bonferroni. Resultados: O grupo RAD15
mostrou um aumento significativo na quantidade de coldgeno (p<0,004). As fibras
musculares lisas aumentaram nos grupos RAD7, RAD7+G, RAD7+A, RADI5+A e
RADI15+G (p<0,05) quando comparados ao grupo controle. As fibras do sistema

elastico dos corpos cavernosos aumentaram nos grupos RAD15 e RAD15+G (p<0,05)



quando comparados ao grupo controle e ao grupo RAD15+A. As fibras do sistema
elastico da tinica albuginea do corpo esponjoso aumentou nos grupos RAD7 e RADIS,
mas os efeitos protetores de ambos os aminoacidos foram apenas observados apos 15
dias. A radiagdo leva a uma diminui¢do na densidade celular e na altura o urotélio as
quais foram observadas apenas apos 15 dias (p<0,004) quando comparados ao controle
e a L-arginina e L-glutamina parcialmente previnem estas modificagcdes. A analise
qualitativa do coldgeno tipo I mostrou um aumento no grupo RAD15, mas ndo foram
observadas modificagdes importantes na quantidade do coldgeno tipo III. Na tunica
albuginea do corpo esponjoso a grande quantidade de fibras do sistema elastico
confirma os resultados quantitativos. Conclusao: Os efeitos adversos nas estruturas
penianas tendem a ser mais pronunciadas apos 15 dias da irradiagdo quando comparada
com o efeito apds 7 dias. A L-arginina e a L-glutamina previnem as mudancas em
consequéncia da irradiagdo nas estruturas penianas. No entanto a L-arginina parece ser

mais efetiva.

Palavras-chave: Radioterapia, L-arginina, L-glutamina, pénis, matriz extracelular.



1-INTRODUCAO
1.1 - RADIACAO

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

A perda da fun¢do sexual em homens que sofreram irradiacdo
pélvica ¢ uma das seqiielas comuns decorrente do tratamento. A associagao
entre disfung¢do erétil e radioterapia foi mostrada em véarios estudos[5-8]. A
impoténcia associada a irradiagdo (RAI) varia de 22% a 84%. A RAI
apresenta um comego variavel, normalmente progressivo e irreversivel [8].
As deficiéncias hemodinamicas eréteis resultantes de tratamentos
radioterdpicos estdo associadas a lesdes 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 eléstico [7-9]. No corpo cavernoso sabe-se que
as alteracdes morfologicas destes componentes, podem estar associadas a
disfuncdo erétil apods o tratamento radioterapico, porém ainda foram

descritos resultados quantitativos em relagdo as essas modificacoes.

1.2 - L-ARGININA



A L-arginina ¢ um aminoacido dibasico, ndo-essencial, isto €, pode
ser sintetizada por individuos adultos em condicdes fisioldgicas 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 desintoxicagdo da amonia [13]. Além disso, € um dos
substratos precursores do 6xido nitrico, o qual desempenha importante
funcdo na regulagdo do tonus vascular, pressao arterial, controle de
respostas imunologicas de diferentes 6rgaos, mecanismo de erecao,
hipertensdo, morte celular e na protecao contra danos oxidativos [13, 14].

A arginina exerce importantes acdes metabolicas, principalmente no
sistema imunolégico, sendo classificado como condicionalmente essencial
em situagdes de trauma e estresse [15]. Estudos demonstraram que a
suplementa¢do com L-arginina previnem ou auxiliam no reparo dos danos
causados por doencas cardiovasculares, pulmonares, hepaticas, renais,
gastrointestinais, bem como na cicatrizacao de feridas e manutencao da
integridade do tecido, devido seu importante papel mediando processos de
angiogenese, epitelizagdo e formagdo de colageno através da producao

hidroxiprolina, molécula envolvida na sintese de coldgeno [11, 16].

1.3 - L-GLUTAMINA

A L-glutamina ¢ um aminoacido 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 musculo esquelético [12].

Diversas células e tecidos utilizam a L-glutamina como importante
combustivel para sua manutencao. Entre elas estdo as células tumorais,
fibroblastos, linfécitos, macréfagos e enterocitos [17]. A glutamina atua

ainda como condutora de nitrogénio entre os 6rgaos, podendo ser



precursora de peptideos e proteinas, bem como de acticares aminoacidos,
purinas, e pirimidinas, participando assim na sintese de nucleotideos e
acidos nucléicos [18].

A L-glutamina possui fungdo imunolégica auxiliando na regulagao
de monocitos, linfocitos e de células natural killer em diversos 6rgaos
como intestino e bago. Constitui-se ainda num substrato para producao 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 aminoacidos. A sintese L-arginina ocorre nos rins ¢ a sintese de L-
glutamina no intestino [15].

Diversos estudos mostram que a administracdo dos aminodcidos L-
arginina e L-glutamina, antes e depois da irradiagdo, desempenham efeito

protetor nas alteragdes causadas pela irradiagdo como p.e no intestino [15,

20].

1.4 - PENIS
1.4.1 — Anatomia macroscopica

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 ¢ formada pelos corpos
cavernosos, os quais se originam na sinfise pubica correndo lado a lado.
Ventralmente aos corpos cavernosos localiza-se o corpo esponjoso, que
abriga no seu interior a uretra e possui duas dilatagcdes: uma proximal, o
bulbo esponjoso e outra distal, a glande do pénis. Estas estruturas sao

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)

Proximo ao seu tergo 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 peniano

prepucio

Figura 1 — Pénis de Rato, vista lateral.

1.4.2 — Anatomia microscopica

Os corpos cavernosos sao formados por uma discreta camada de

células musculares lisas localizadas na regido subendotelial que circunda os

espagos vasculares os sinusoides, situados entre as trabéculas (Figura 3).
Sao encontrados feixes longitudinais e transversais. As fibras musculares
lisas dos corpos cavernosos sao os elementos que se encontram em menor
numero entre os componentes do corpo cavernoso do pénis [22].

As fibras coldgenas sdo 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].

Corpo esponjoso Tunica albuginea do corpo esponjoso

Uretra
Corpo cavernoso

Tunica

albuginea do

corpo

cavernoso

0x
» (b)

1.5 - MATRIZ + de

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 ¢ formada por diferentes

moléculas que sdo produzidas e exportadas pelas células modulando a



estrutura, fisiologia e biomecanica dos tecidos. A MEC ¢ dividida em dois
componentes principais:

« Componentes fibrilares - coldgeno e fibras do sistema eléstico;

o«  Componentes nao fibrilares — proteoglicanos e glicoproteinas nao

colagénicas [23, 24].

1.5.1 - Elementos fibrosos da matriz extracelular (componentes
fibrilares)

1.5.1.1 - Colageno

As fibras colagenas 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 coldgenas sdo
constituidas por trés cadeias protéicas longas organizadas em a-hélice.
Uma caracteristica do colageno ¢ que 30% dos aminoacidos correspondem
a glicina. A estrutura primaria das cadeias ¢ formada por uma sequéncia de
trés aminoacidos: Gly-X-Y (dominios colagénicos), que se repetem por
grandes extensdes. Os aminoacidos colocados nas posigdes X € y sao
frequentemente prolina e hidroxiprolina, respectivamente. Cada cadeia de
colageno tem suas proprias caracteristicas quanto a composi¢ao 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 orgdo, mesmo dentro da mesma espécie. Seu diametro 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
tendOes. A organizacdo de forma ondulada dessas fibras provavelmente
promove maior resisténcia dessas fibras, a fim de resistir as tensdes diretas

sobre as fibras de colageno [25].



1.5.1.2 - Fibras do sistema elastico

No tecido conjuntivo, as fibras do sistema elastico distinguem-se
facilmente das colagenas por serem mais delgadas e ndo apresentarem
estriagdo transversal. Essas fibras cedem facilmente mesmo a tragdes
minimas, retomam sua forma inicial apos o término das forcas deformantes
[28, 29].

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

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

Sabe-se que, durante o processo de formacao de uma fibra eléstica, o
componente microfibrilar € o primeiro que aparece. Em seguida a elastina ¢
depositada provavelmente devido a interagdo idnica entre a elastina e a
superficie microfibrilar como conseqiiéncia de suas cargas opostas [29, 31].

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

1- Fibras elasticas: constituidas em sua maior parte de elastina, em
posi¢do central, nimero reduzido de microfibrilas em posicao periférica;

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

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

1.6 - FIBRAS MUSCULARES LISAS

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 20um 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 contragdo celular durante
a fixacdo, frequentemente Util para se distinguir células musculares lisas
dos miofibroblastos nos cortes histologicos de rotina. Na célula ndo
contraida, o nlcleo aparece como uma estrutura alongada com
extremidades afiladas gradativamente, situada no eixo central da célula.
Quando ¢ submetido a um corte transversal, o ntcleo de uma fibra
muscular lisa aparece como um perfil arredondado ou circular, se a célula

estiver contraida ou relaxada [23, 24].

2. - JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

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

em curto e médio prazo, minimizando os efeitos colaterais da radioterapia.



3. MATERIAL E METODO
3.1 - 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 no
Laboratorio de Pesquisa Urogenital, (UERJ). Os animais foram mantidos
em condi¢des ambientais controladas de temperatura (23 £+ 2°C) e ciclo
claro-escuro constante (12 horas cada) recebendo ragao 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).



3.2 - Desenho Experimental
Os animais foram divididos aleatoriamente em 7 grupos de 10
animais conforme descrito a seguir:

o — Grupo controle (C). Animais ndo irradiados e gavados com agua
filtrada durante 14 dias do experimento com inicio no dia 0 € mortos
no 15° dia ap6s o inicio do experimento

o — Grupo irradiado 7 dias (RAD?7), - Os animais foram irradiados no
7° dia ap6s inicio do experimento e gavados com agua filtrada
durante 14 dias, sendo este procedimento, iniciado 7 dias antes da
irradiagdo e continuo até o final do experimento. Os animais foram
mortos no 8° dia apos a irradiagao.

o — Grupo suplementado com L-arginina e irradiado 7dias
(RAD7+A) - Os animais foram irradiados em dose unica no 7° dia
apos inicio do experimento e suplementados com o aminoacido L-
arginina 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 irradiagao.

o - Grupo suplementado com L-glutamina e irradiado 7 dias
(RAD?7+G) - Os animais foram irradiados em dose unica no 7° dia
apos inicio do experimento e suplementados com o aminodcido 1-
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 ap6s a irradiacao

o - Grupo irradiado 15 dias (RAD15) — Os animais foram irradiados
no 7° dia apds inicio do experimento e gavados com dgua filtrada

durante 21 dias, sendo este procedimento iniciado 7 dias antes da



irradiagdo e continuo até o final do experimento. Os animais foram
mortos no 15° dia apds a irradiacao
o - Grupo suplementado com L-arginina e irradiado 15 dias
(RAD15+A) Os animais foram irradiados no 7° dia apos inicio do
experimento e suplementados com L-arginina durante 21 dias, sendo
este procedimento, iniciado 7 dias antes da irradiagdo e continuo até
o final do experimento. Os animais foram mortos no 15° dia apos a
irradiagao.
o - Grupo suplementado com L-glutamina e irradiado 15 dias
(RAD15+G). Os animais foram irradiados no 7° dia apds inicio do
experimento e suplementados com L-glutamina durante 21 dias
sendo este procedimento, iniciado 7 dias antes da irradiagdo e
continuo até o final do experimento. Os animais foram mortos no15°
dia apds a irradiacao.
3.3 - Método de Irradiacio

Os animais dos grupos, RAD7, RAD15, RAD7+A, RADI15+A,
RAD7+G e RAD15+G, foram imobilizados em recipientes plasticos
cilindricos e submetidos a dose Unica de irradiacdo de 10 Gy utilizando um
feixe de 10 MeV de fotons 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 para 4,16 minutos, €
visava a regido pélvico-abdominal, enquanto que outros campos estavam
protegidos. (Figura 4 ¢ 5) Todos os procedimentos referentes a irradiagao
foram realizados no Centro Universitario de Controle do Cancer (CUCC)

parte integrante do Hospital Universitario Pedro Ernesto (UERJ)



Figura 4 - posicionamento dos animais

Figura 5 — Sele¢@o dos campos a serem irradiados
3.4 - Suplementacio dos animais

3.4.1 - L-arginina

Nos animais dos grupos, RAD7+A e RADI15+A, foi administrada
solucdo aquosa a 4% de L-arginina (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA).
Esta suplementacao 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

metalica [32, 33].

3.4.2 - L-glutamina
Os animais dos grupos RAD7+G e RAD15+G foram suplementados
com solucao aquosa 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 nao foram suplementados com
nenhum dos aminoacidos receberam o mesmo volume de dgua no mesmo

periodo.

Figura 6 — Suplementagao utilizando sonda metalica orogéstrica

3.5 - Morte dos Animais

Os animais foram mortos no 8° e 16° dias ap0s a radia¢do conforme
descrito anteriormente. Os ratos foram mortos por sobredose de tiopental
sodico (Cristalia, Sao Paulo, Brasil).
3.6 - Analise Estrutural.
3.6.1 - Procedimentos Histologicos

Para a analise histoldgica foi utilizado o ter¢o médio do corpo do
pénis (Figura 7). As amostras foram lavadas em soluc¢do salina (0,9%
NaCl) e fixadas por imersao em formalina 10% em tampao fosfato salino

(PBS) por periodo minimo de 24 horas.




Figura 7 — Pénis de Rato, com o ter¢o 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 histologicos com 5 pm 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 oxidagdo. O Tricromico de Masson foi
utilizado para evidenciar o tecido conjuntivo, musculo liso e células

epiteliais.

3.6.2 - Imunohistoquimica
Foi realizada a técnica de Avidina Biotina para a identificagdo das
células musculares lisas, utilizando anticorpo monoclonal anti-mouse anti-a

actina de musculo liso (Zymed Laboratérios, nimero do catdlogo 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 os antigenos pesquisados. A revelacgao foi feita com
solucdo de 3,3, diamino-benzidina tetrahidrocloridro (DAB) (Zymed
Laboratérios, numero do catalogo 002014 Carlsbad, CA, E.U.A.) a 0,1%
em H202, lavados em 4gua destilada, desidratado em uma serie crescente

de etanol diafanizados em xilol e montados com Ethelan.



3.6.3 - Imunofluorescéncia

Foi realizada a técnica imunofluorescéncia indireta para identificagao
das fibras do sistema elastico e do colageno tipos de I e III. Foram
utilizados os seguintes anticorpos primarios Rabbit polyclonal to elastin
(Abcam, numero do catdlogo AB21610 Cambridge, MA, U.S.A) em
concentracao 1:50, mouse monoclonal to collagen I (Abcam, nimero do
catalogo AB6308, Cambridge, MA, U.S.A) em concentragdo 1:50 e mouse
monoclonal to collagen I1I com concentracdo 1:100 (Abcam, nimero do
catalogo AB6310, Cambridge, MA, U.S.A). Foram utilizados bloqueios
para grupamentos aldeidicos com solugdes de Cloreto de amonio 50 mM e
glicina a 2% por 30 min cada. Apds sucessivas lavagens com PBS pH 8.0,
foram realizados bloqueios para sitios inespecificos com a utilizagao 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 bloqueio com PBS BSA 3 % 15 minutos e 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 concentragao 1:100 por 1 hora em temperatura
ambiente, logo apds 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 catalogo
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 solugdo de azul de Evans por 10 min e montado utilizando o
Slowfade antifade kit (Invitrogen, nimero de catdlogo S2828, Camarillo,

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



3.7 - Analise das imagens e avaliacdo morfologica.

Todos os cortes de tecido utilizados para microscopia de luz foram
fotografados sob as mesmas condig¢des € com uma resolucao de 2040 X
1536 pixels, com uma camera digital (Olympus DP70, Téquio, Japao)

diretamente acoplado ao microscopio (Olympus BX51, Toquio, Japao).

3.8 — Morfometria
3.8.1 — Planimetria por contagem de pontos
3.8.1.1 - Corpo Cavernoso

As analises 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 .

A versdo software Imagel 1,41 (NIH, Bethesda, E.U.A.), carregada
com o seu proprio plugin grid.class (http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/), foi
usada para gerar uma grade contendo 100 pontos. A grade foi sobreposta as
fotomicrografias digitais dos tecidos eréteis do corpo cavernoso. A
densidade de area (Av) do musculo 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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partir do software Image J e utilizando a ferramenta “cell counter.”

3.8.1.2 - Corpo esponjoso

No corpo esponjoso foram avaliadas as fibras do sistema elastico na
tunica albuginea. As fotomicrografias foram feitas utilizando objetiva 40x e
as analises foram realizadas através de método de morfométrico utilizando
a grade de 100 pontos de maneira similar a quantificacdo dos corpos
cavernosos.
3.8.2 - 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 parametros o pélo basal das
células da primeira camada e o p6lo apical das células da camada superior.

Foram realizadas 20 medidas lineares em cada corte (Figura 9 e 10).
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Figura 10 — Término da aferi¢do apds 20 medidas em torno da

fotomicrografia da uretra — Tricromico de Masson — 200x

3.8.3 - Densidade Celular do epitélio da uretra



A densidade celular foi feita através da propor¢ao do nimero de
nucleos de células epiteliais dividido pela area selecionada e expressa em
nucleos por mm”. Foi utilizado um aumento final de 400 X (Figura 11 e

12).
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Figura 12 — Exclusdo da area que ndo foi inclusa na sele¢do e quantificagao
dos nucleos uroteliais e utilizando a ferramenta “cell counter

3.10 — Analise Estatistica
Para cada varidvel 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
médias dos grupos.

A andlise estatistica foi feita através do software Grafpad prism,
sendo realizado para compara¢ao das médias, foi utilizado o teste
estatistico one-way (ANOVA). Quando foram observadas diferengas
significativas, foram feitas comparagdes pareadas e planejadas utilizando
pos-teste de Bonferroni para multiplas comparagdes. Sendo considerando o

intervalo de confianga de 95% e a significancia o P<0,005.

4. RESULTADOS

Corpo cavernoso.

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

Da mesma forma em relagdo as fibras do sistema elastico o aumento
ocorreu também apds 15 dias. Somente a arginina atenuou este aumento.

Em relacio ao musculo liso o aumento ocorreu apos 7 dias.
Espontaneamente retornou aos valores normais 15 dias ap6s a irradiacao.
Os efeitos troficos desses aminodcidos fizeram ultrapassar os valores
normais.

Tunica albuginea do corpo esponjoso.

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 aminodcidos apresentaram efeitos protetores parciais
com 15 dias.

Densidade celular do epitélio.



Como resultado da irradiagdo apenas apos 15 dias ocorre aumento na
densidade do epitélio. Arginina e glutamina parcialmente previnem esta
diminuicao.

Altura do Epitélio.
A radiacdo induz diminui¢do do epitélio somente apds 15 dias.

(Tabelas 1 e 2 e Figuras 13 a 18)



Tabela 1 — Resultados numéricos das estruturas do pénis analisadas apods 7 dias da

irradiagao

C

RAD7

RAD7 +A

RAD7 + G

Tecido conjuntivo - CC 61,39+ 6.01%

Fibras do sistema elastico - CC 18,31 £2,11%

Musculo liso - CC 10,56 + 3,43%

64,32 + 3,62%
19,31 +£3,57%

13,37 £ 3,03%

65,61 +2,85%

18,61 +2,09%

15,47 +0,791%

65,28 + 9,85%

19,65 +3,93%

15,27 + 3,86%

Fibras do sistema elastico - TACS 29,281 £226% 44,43 +4,12% 42,91+1,14% 41,16 +5,25%
Densidade celular (Nimero de células 12714,63 11351,83 12182,99 11241,60
/mm?) +2455,74 + 565,30 +2361,38 +1031,11
Altura do epitélio da uretra (um) 37,61 +£3,42 33,79+ 5,04 37,99 + 12,64 39,44 + 5,84
Tabela 2 — Resultados numéricos das estruturas do pénis ap6s 15 dias da irradiagao

C RAD1S RADIS+ A RAD15+ G
Tecido conjuntivo - CC 61,39+6,01% 72,41 +338% 63,817+£2,06 67,40+2,40%

Fibras do sistema elastico - CC 18,31 +2,11%

Musculo liso - CC 10,56 + 3,43%

Fibras do sistema elastico - TACS 29,281 +2,26%

Densidade celular (Numero de células 12714,63
/mm?) + 2455,74
Altura do epitélio da uretra (Jum) 37,61 £3,42

29,40 + 2,36%
10,74 + 3,56%

56,08 +4,74%

8916,08
+£256,24

29,17+ 3,78

21,64 +2,34%
16,57 + 1,96%

41,93 £10,22%

11113,08
+ 737,13

48,14+ 4,18

29,31 +2,94%
15,14 + 1,40%

47,34 £1,39%

10553,58
+801,04

43,15 + 3,80
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Figura 13 — Andlise morfométrica do
tecido conjuntivo no corpo cavernoso
do pénis, P<0,05 - barra tracejada —
controle, barras brancas — resultado 7
dias apos a irradiacdo, barras negras —
resultado 15 dias apos a irradiacdo, Os
graficos apresentam as médias e SD,
Os dados foram analisados pelo método
one-way ANOVA  seguido pela
comparagdo pareada através do poés-
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 apés a
irradiacdo, barras negras —  resultado

15 dias apos a irradiagao.



) . o Figura 15 — Analise morfométrica das
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Figura 16 - Analise morfométrica das

Fibras do sistema elastico - TACE , . N
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Figura 17 - Analise 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 apdés a irradiagdo, Os graficos
apresentam as médias e SD, Os dados
foram analisados pelo método one-way
ANOVA seguido pela comparagio
pareada através do pods-teste de
Bonferroni, * indicando diferenga
estatistica ao grupo C, ** indicando
diferenca  estatistica aos animais

somente irradiados.

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

somente irradiados,



As trabéculas dos corpos cavernosos sao constituidas de células
endoteliais, células musculares lisas, € 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 ere¢do. Alteragdes em sua organizagao estrutural sao
consideradas um dos principais eventos fisiopatologicos subjacentes da
disfuncao erétil [36]. Relaxamento do musculo liso trabecular, por
exemplo, € um dos eventos basicos para ocorrer a ere¢do fisioldgica,
juntamente com o aumento do fluxo sanguineo e da pressao vascular nos
espacos cavernosos [37].

A fungao de limitar a expansdo dos sinusdides deve-se diretamente a
acao das fibras colagenas nao distensiveis, que constituem as trabéculas dos
corpos cavernosos. Dessa forma, alteragdes, como as causadas pela
irradiagdo pélvica, nas fibras de colageno dos corpos cavernosos podem
prejudicar a fungdo de limitador da expansao das trabéculas, que por sua
vez, comprometem o funcionamento normal da ere¢do durante a copula.

Um modelo de radiagdo semelhante ao utilizado no presente estudo
induziu alteracdes vasculares no pénis do rato. O tratamento destas
alteragdes utilizando antioxidantes impediram as fortes lesdes mediadas por
radicais livres [38]. Isto foi demonstrado em diferentes estudos tanto in
vivo [39] quanto em in vitro [40] que os radicais livres podem diretamente
degradar fibras colagenas. Nossos resultados para os grupos RAD7
sugerem que ocorre um turnover importante das fibras de colageno nas
trabéculas apos irradiagdo pélvica. Esta alteragdo no corpo cavernoso pode
ser mediada, pelo menos em parte, pelos radicais livres. Nos grupos
RADI15 encontramos modificacdes no tecido conjuntivo fibroso, sugerindo,
em longo prazo, a formagdo de um tecido fibrotico.

O colageno tipo I ¢ a mais comum proteina no tecido conjuntivo,

sendo em encontrada em alguns 6rgaos em forma de feixes. As principais



funcdes do colageno tipo I sdo: resisténcia a tensao, forga e estiramento
[41, 42]. No pénis do rato ¢ 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 erecdo, Analisando qualitativamente nossas imagens, podemos
supor que, o aumento do colageno ocorrido nos grupo RADI15, deve-se ao
suposto aumento do colageno tipo I observado ao microscopico confocal.
Ao que parecem os aminoacidos utilizados para suplementa¢do (RAD15+A
¢ RAD15+QG), durante 22 dias de experimento foram eficazes contra os
efeitos deletérios da irradiacao.

As fibras reticulares sdo formadas predominantemente por colageno
do tipo III. Sdo fibras extremamente finas, com fun¢ao de sustentacao em
diferentes 6rgdos. Em um trabalho anterior desenvolvido na unidade
pesquisa urogenital (UERJ), através impregnacao por prata, foi observado
que no pénis de rato, as fibras de colageno do tipo III, s3o encontradas
predominantemente na regido subendotelial dos corpos cavernosos. Nossos
resultados corroboram os achados de Pinheiro et.al (2000)[22]. Ao analisar
forma qualitativa o coldgeno do tipo III, pela técnica de
imunofluorescéncia,verificou-se que nao houve diferenca entre os grupos, o
que permite supor que o aumento do colageno encontrado no RAD15 foi
possivelmente causado pelo aumento do colageno do tipo I.

Morfologicamente distintas, redes de fibras elasticas estdo presentes
na matriz extracelular. Virtualmente estdo em todos os 6rgaos sendo
particularmente numerosas em tecidos que sdo submetidos periodicamente
ao stress [43]. O sistema de fibras elasticas tem papel importante na
estrutura e fungdo de 6rgdos que requerem elasticidade [44, 45]. O pénis €
um desses 0rgaos, que apresenta modificagdes perioddicas, segundo o estado
de erecao ou detumescéncia. Estas fibras sdo importantes para este

mecanismo. Estudos em ratos monstram que essas fibras estio em



pequenas quantidades nos corpos cavernosos, mas sao abundantes na tinica
albuginea que envolve o corpo esponjoso. Diversos trabalhos monstram
que modificagdes conspicuas, na quantidade ou no arranjo, das fibras do
sistema elastico podem contribuir para a disfun¢ao erétil [46, 47]. Ao
analisar as estas fibras através de método morfométrico, observamos
aumento das fibras elasticas no grupo RADIS5, e que a suplementagcdo com
o aminoacido 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 prote¢ao das
fibras do sistema elastico. A grande quantidade de elastina que compdem
as fibras elasticas, sdo as responsaveis pela grande capacidade eléstica
dessas fibras e sao encontradas em maior quantidade em tecidos
submetidos a constante distensao [48, 49]. Através da técnica de
imunofluorescéncia, podemos identificar que nas trabéculas dos corpos
cavernosos essas fibras encontram-se em pequena quantidade, pois essas
trabéculas tem funcado de conferir resisténcia. O que ¢ funcao das fibras
oxitalanicas, que conferem maior resisténcia que a elastina, como

demonstrado por Cotta-Pereira e Fullmer [48, 49].

Diversos estudos demonstram evidéncias experimentais, indicando
que o tratamento com certos aminoacidos, pode ter efeito protetor contra
lesdes causadas por irradiacao induzida [13, 15, 20, 33].

Estudos utilizando o mesmo protocolo de irradiagdo como o descrito
anteriormente, mostrou que a suplementagao nutricional com L-glutamina e
L-arginina protegem diversos tecidos contra lesdes intestinais em ratos [15,
20, 33].

As células de replicacdo rapida, como por exemplo células epitéliais
sdo frequentemente afetadas pela irradiagao causando alteracdes na
funcionalidade do 6rgao ou até mesmo limitando o tratamento

radioterapico anti-neopléasico devido aos seus efeitos colaterais. No tecido



intestinal, por exemplo acarretam enterite actinica, nauseas, enjoo, dor
abdominal e diarréia [50].

Em nosso trabalho podemos observar que os efeitos da irradiagdo nas
células epiteliais da uretra, sdo vistos tanto na diminui¢ao da altura das
células como na densidade celular. Relatos de alteracdes causadas pela
radiagdo em mucosas urinarias, como a bexiga, sdo descritas com
freqiiéncias. Eles sdo considerados importantes fatores de qualidade de vida
de pacientes submetidos a irradiagdo 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 protecdo sobre o
epitélio intestinal podem ser atribuidos ao efeito topico da L-glutamina e L-
arginina, que estimula a proliferagdo 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 o aumento altura do epitélio.

Apesar de seus efeitos benéficos sobre a parede intestinal, L-
glutamina e L-arginina ndo impediram os efeitos negativos da irradiacao
sobre o musculo liso do corpo cavernoso. A musculatura lisa nos grupos
com RAD7 sofreram altera¢cdes morfométricas, tendo sua densidade de
area aumentada. O efeito foi revertido espontaneamente no grupo RADIS5,
os aminoacidos obtiveram uma resposta diferenciada nos diferentes
periodos analisados. Nos grupos com 15 dias de irradiagdao ocorreu um
possivel efeito trofico nas células musculares, esse efeito diferencial da L-
glutamina e L-arginina podem ser atribuidos a 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].



6 - CONCLUSAO

Os efeitos adversos nas estruturas penianas tendem a ser mais
pronunciadas 15 dias apos a irradiagao quando comparados com os efeitos
observados apos 7 dias da irradiacao.

A L-arginina e a L-glutamina previnem as mudancas advindas da
irradiagdo nas estruturas penianas. No entanto, a L-arginina parece ser mais

efetiva.
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