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RESUM O —Objetivo: Avdiar asalteragtes estruturais naparede do colonirradiado, emratos, verificando seasuplementacdo delL -
glutaminapode preveni-las. M éodos: Foram empregados 30 ratosWi star, machos, adultos, divididosemtrésgrupos: | —controle, 11-
irradiado e Il —irradiado, com suplementacdo de L-glutamina durante os 14 dias do estudo. O Grupo Controle foi mantido em
condicBes-padréo delaboratdrio, enquanto osgruposl| elll foram submetidos airradiacéo abdominal, com dose Uinicade 1000 cGy,
no 8°. dia da experimentacdo. Todos os animais foram operados no 15°. dia, para resseccdo de segmento colénico para andlise
estereol 6gica. Resultados: O grupo |1 apresentou volumetotal daparede col 6nicasignificativamente menor que o Grupo Controle,
sem alterar os volumes parciai s de cada camada histol égica. No grupo |11, houve manutencdo do volumetotal da parede do cdlon,
préximaao Grupo Controle, com aumento significativo dacamadamucosa, quando comparadaaosgrupos| ell. Nacamadamucosa
do grupo 11, houve a manutencdo do volume parcial do epitélio, comparado ao Grupo Controle, sem melhora significativa da
superficieepitelia . Conclusio: Sugere-se queasuplementacao de L-glutaminasgabenéficanaparededo cdlonirradiado, emratos.

DESCRITORES: L-glutamina. | rradiacéo abdominal . Parede col 6nica; Colon; Mucosa.

Introducéo

O uso daradiacdo ionizante exerce papel fundamental notra-
tamento do cancer, ao lado da cirurgia, quimioterapia e
imunoterapial. Suametaéadministrar dose tumoricida, pou-
pando, na medida do possivel, os tecidos normais, pelos
guaisocorreraaregeneracao dadreairradiada. No entanto, a
suautilizacdo podeinduzir o surgimento deinimeros efeitos
indesgjavels, de grau variado, no tecido sadio. Tecidos com
renovacao celular acelerada, como a mucosa do tubo
gastrointestinal, sdo mais vulng:réveis aos efeitos téxicos
agudos, como a enterite actinica..

A radioterapiadiminui aatividade proliferativanascriptas, in-
terrompendo o suprimento de células as vilosidades e
diminuindo asuaespessurae asuperficie absortivadamucosas.
O ileo e 0 jegjuno sdo os segmentos do tubo digestério mais
susceptiveis a essas ateracles, seguidos pelo cdlon transver-
so, sigmdide ereto . A enterite manifesta-se clinicamente por
dor abdominal em cdlica, diarréiae mal-absorcéo que, eventu-
amente, podem determinar ainterrupcao do tratamento.

A glutamina, um aminoéacido neutro e gliconeogénico, éclas-
sicamente classificado como ndo-essencial, porém, pode se
tornar indispensavel em situacdes catabdlicas, como trauma
e sepse. Por essarazéo, mais recentemente, diversos autores
vém considerando este aminoéacido como condicional mente

essencial’. Umade suas principais funcBes é ade se compor-
tar como combustivel oxidativo para células de replicacéo
répida, incluindo célulasdo trato gastrointestinal (enterdcitos
e colonécitos) e células imunolégicas (linfécitos e
2 6 A
macréfagos) . Atualmente, alguns estudos tém demonstrado
um efeito protetor da glutaminano intestino delgado irradia-
78 , . . , . > . .

do, " porém o efeito deste aminoacido no célon irradiado,
motivo deste estudo, ainda encontra-se por ser elucidado.

Méodos

Estetrabalhofoi realizado no Laboratério de Cirurgia Experi-
mental daFacul dade de Ciéncias M édicas, no Departamento
de Anatomia Humana do Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes e no Setor de Radioterapiado Centro Uni-
versitério de Controle do Cancer do Hospital Universitario
Pedro Ernesto — Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

Utilizou-se um model o experimental com ratos submetidosa
irradiacéo do abdome, com ou sem a suplementac&o oral com
L-glutamina. Realizou-se andlise estereol 6gicaem que foram
avaliados o volumetotal e osvolumes parciaisde cadacamada
daparede col 6nica, bem como osvolumes parciaisdo epitélio
edaléminapropriadamucosa.

1. Trabalho realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental — Faculdade de Ciéncias Médicas, no Departamento de Anatomia Humana —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes e no Setor de Radioterapia do Centro Universitario de Controle do Cancer do Hospital

Universitario Pedro Ernesto — UERJ.
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Amostra

Foram utilizados 30 ratos machos Wistar adultos, com peso
inicial entre 270 e 315 gramas. Essesanimaisforam divididos
em trés grupos de estudo, com dez animais cada um: | —con-
trole; I —irradiado; eIl —irradiado, com suplementacdo de
L-glutamina(Novartis NutritionO). O Grupo Controlefoi man-
tido em condicdes-padrdo de laboratério durante os 14 dias
do experimento, enquanto os grupos |1 e 111 foram submeti-
dosairradiacdo abdominal no 8°. diadaexperimentacéo. Os
animais do grupo Ill receberam suplementacdo oral de
glutamina durante os 14 dias do experimento. Todos 0s ani-
maisforam operadosno 15°. dia, pararesseccéo de segmento
col6nico para andlise estereol 6gica.

Todos os animaistiveram livre acesso a agua e racao comer-
cia (Nuvilab-CR10- (Nuvilab NutrientesO), durante todo o
periodo daexperimentacdo, e foram mantidosem gaiolasindi-
viduais, em biotério climatizado, com foto-periodosde 12 horas
diarias.

Irradiacéo abdominal

Osanimaisdosgrupos|! elll foram imobilizados em caixas
plasticas e submetidos a dose Unica de irradiacdo, de 1000
cGy, no 8°. diadaexperimentacdo. A irradiacdo foi liberadaa
partir deum acelerador linear de06 MeV (modelo Clinac 21000
— VarianO), a uma velocidade de liberacgo de 240 cGy por
minuto, com distanciafonte-pele de 100 cm, aplicados sobre
0 abdome, em um campo de 6 x 4 cm. A dose de 1000 cGy foi

calculadaa3 cm dapele (normalizacéo dadose) eliberadano
sentido dorsal. Osratosforam irradiados com o térax, cabeca
e extremidades situando-se forada areadeirradiacéo.

Suplementacdo de glutamina

Os animais do grupo |11 receberam suplementacdo de L-
glutaminapor viaoral, durante os 14 dias da experimentacéo,
nadose de 1g/kg/dia. A dose diariafoi preparada em solucdo
aquosa, em concentracdo média de 6%, perfazendo volume
final de5 ml eadministradapor viaoral, em bolus, atravésde
um cateter nasogétrico, uma vez ao dia, sempre no mesmo
horério.

Resseccdo dos segmentos intestinais

Osanimaisforam operados sob anestesiageral com tiopental
sodico (Tiopental O-Abbott O), na dose de 50 mg/kg peso,
por via intraperitoneal. O acesso a cavidade abdominal foi
feito por laparotomia mediana, com cercade 3 cm de exten-
s&o.

Em seguida, pelo OI’IfICIO anal, foi introduzido um cateter 20G
(Becton-Dickinson ) com graduacdo em centimetros, com o
intuito de demarcar, exatamente, o local para resseccao do

segmento col énico, estipulado como se situando entre 6 e 8
cmdamargemanal.

Realizou-se, entéo, resseccdo circunferencial de segmento
de cdélon com cerca de 2 cm de extensdo, na posi¢ao previa-
mente demarcada pelo cateter introduzido por via anal.
Seguiu-se a morte dos animais, por sobredose anestésica de
tiopental sodico. Procedeu-se alaparorrafia, em dois planos
(peritdnio-aponeurdtico e pele), com suturas cont| nuas, utili-
zando-se polipropileno 2-0 (Prol ene’ —Ethicon” ).

Processamento histoldgico

O segmento colbnico foi aberto em sentido longitudinal, lava-
do em soro fisiolégico, para retirada de detritos fecais, e
distendido sobre papel filtro. A fixac@o foi realizadaem solucéo
deformol tamponado a 10%, por um periodo de 24 horas, sen-
do o material, em seguida, desidratado em umasérie cr&ecente
dealcomsemclwdosem parafina (Pardfi naparaH|sIoIog|a -
Merck” ), de acordo com as hormas para andlise estereol 6gica
de cortesverticais . Em seguida, esse materid foi cortado com
o auxilio de um micrétomo rotativo (Leica RM 2025 Leica
Ingtruments’ — Chi na), obtendo-se oito cortes, com 4 mm cada,
gue foram submetidos a col oracao tricromicade Gomori, para
evidenciacdo das diferentes camadas da parede col6nica.

Andlise estereoldgica

Os cortes histol6gicos foram analisados em sistema de mi-
croscopio computadorizado, composto por microscépio
optico (BH-20 — OlympusO) dotado de objetivas planas
acromarucas A ocular foi acoplada a uma camera de video
(Galai ) que transmitia as imagens a um microcomputador,
com exibicdo das imagens em um monitor de 17 polegadas,
com dot pitch 0,23 e aumento final entre 200 e 500 vezes. A
analise estereol 6 oglca *foi realizadaem campos aeatdrios, em
um total de oito campos por animal.

Sob aumento de 200 vezes, foram analisados o volume total
daparede do célon (V) e osvolumes parciais damucosa (Vv
m), damuscular damucosa (Vv mm), dasubmucosa (Vv s) e
damuscular prépria (Vv mp). Esta andlise foi praticada por
superposicao de um sistema-teste tradicional (Figura 1) as
imagens dos cortes da parede coldnica. Esse sistema-teste
era composto por 100 pontos. O volume total (V) da parede
do cdlon correspondeu ao nimero de pontos ocupados pela
estruturadentro do sistema-teste, eo volume parcia (Vv) das
diversas camadasfoi cal culado pelarazéo entre o nimero de
pontos da grade que incidia sobre determinada camada e o
nimero total de pontos dagrade que incidiam sobre aparede.
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FIGURA 1-Sistema-testetradicional, utilizado naandlise estereol dgica, sob aumento de 200X

Sob aumento de 500 vezes, foram analisados os volumes par-
ciais ocupados namucosapelo epitélio (Vv epi) epelalémina
propria (Vv Ip), asssm como foi determinada a superficie
epitelial (Suepi). Estaandlisefoi praticadapor superposicéo
de um sistema-teste tipo cicl6ide, composto por 35 arcos
cicléides e 70 pontos. Os volumes parciais do epitélio e da

I&mina prépriaforam cal culados pelarazéo entre o nimero de
pontos da grade que incidiam sobre cada um deles e 0 nlme-
rototal de pontos dagrade (Figura2). O nimero de pontosde
intercessdo entre os arcos cicloide deste sistema-teste e as
criptas de Lieberkihn foi utilizado para calcular a ére]? de
superficie epitelial, segundo aférmulade Weibel (1979) :

Sv=_41epi
Pepi.d

Onde: | epi = nimero total de intercessdes; P epi = nlmero
total de pontos da grade que incidem sobre o epitélio; ed =
comprimento do arco cicl6ide dagrade utilizada.

FIGURA 2 —Sistema-testetipo cicl6ide, utilizado naandlise estereol 6gica, sob aumento de 500X.

Analise estatistica

A comparacdo dos grupos, considerando as diversas varia
veis, foi realizada por andlise de variancia — teste
nao-paramétrico de Kruskal-Wallis — e pelo pos-teste de
Dunn. Os dados foram expressos em média + erro padréo, e,
em todas as analises, um valor de p = 0,05 foi estabelecido
pararejeicao da hipoétese nula.

Aspectos éticos nos cuidados com os animais

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Animal do Instituto de Biologia Roberto
Alcéntara Gomes, da Universidade do Estado do Rio de Ja-
neiro.

Todos os procedimentos seguiram, rigorosamente, a r%;ul a

mentacao exi stente sobre experimentacdo com animais .
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Resultados

A irradiacéo abdominal no grupo Il diminuiu significativamente
ovolumetotal daparededo cdlon (V) (p<0,01), quando compa
rado ao grupo controle (Figura3), sematerar osvolumesparciais
de cadacamadahistol 6gica: mucosa(Vv m) (Figurad4A), muscu-
lar damucosa(Vv mm) (Fig. 4B), submucosa(Vv s) (Figura4C) e
muscular prépria (Vv mp) (Figura4D). A suplementacéo deL-
glutaminaaosanimaisdogrupo 11 foi capaz demanter aespessura
da parede do cdlon semelhante a do Grupo Controle (V) (p >
0,05). Entretanto, quando seanalisou o volumeparcia dasvari-
as camadas histol 6gicas, observou-se um aumento do volume
parcia dacamadamucosa (Vv m) (Figura4A), quando compara
doao Grupo Controle(p<0,01) eaogrupo Il (p<0,001), euma
diminuicdo dos volumes parciais da muscular da mucosa (Vv
mm) (Figura4B), submucosa(Vv s) (Figura4C) emuscular pré-
pria(Vv mp) (Figura4D), em comparacdo com 0SMeSMOSgrupos.
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FIGURA 3 —Variagdes do volume total da parede do cdlon entre os grupos controle (1),
irradiado (1) eirradiado com suplementacéo de L-glutamina(ll1)
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FIGURA 4 —Variagdes dos volumes parciai s das camadas mucosa (A), muscular damucosa (B), submucosa (C) e muscular prépria (D),
entre os grupos controle (1), irradiado (I1) eirradiado com suplementacéo de L-glutamina (I11)

Focalizando apenas a camada mucosa, observou-se que o
volume parcial do epitélio (Vv epi) tornou-se significativa-
mente diminuido no grupo Il (p < 0,001), cujos animais
sofreram irradiagdo, quando comparado ao Grupo Contro-
le (Figura5A). Inversamente, o volume parcial dalamina
prépria (Vv Ip) aumentou no grupo Il (p < 0,001), quando
comparado ao Grupo Controle (Figura 5B). O grupo |11,
cujosanimaisforam irradiados e receberam suplementagdo
oral de L-glutamina, apresentou volumes parciais de epitélio

(Vv epi) elaminapropria (Vv Ip), semelhantes ao Grupo
Controle (p > 0,05) (Figura5A eB).

No que serefere asuperficie epitelial (Su epi), no grupo 11
ela se apresentou significativamente diminuida, quando
comparado ao Grupo Controle (p < 0,001). Conquanto o
grupo 111 tenha apresentado uma superficie epitelial (Su
epi) maior do que o grupo |1, aindaassim, elafoi significa-
tivamente menor que ado Grupo Controle (p < 0,05) (Figura
5C).

Acta Cirdrgica Brasileira - Vol 20 - Supl n° 1 2005 - 97



A B
Volume parcial do epitélio na mucosa Volume parcial da laimina propria na mucosa
[—p<0001 p<0001_| p<0.00T p<0.001"
80+
704
604 %
50
S 404 £ 20
304
204 I Girupo | 10 I Grupo 1
fod I Grupo II I Grupo II
- I Grupo [T W Grupo 11T
C
Superficie epitelial da mucosa
’7;14)‘05
60- '— p<0.001
. W ]
A0
E 30-
20 I Grupo |
104 I Grupo I
o [ Grupo 1T

FIGURA 5 —Variagdes dos volumes parciais do epitélio da mucosa (A), dalamina prépria damucosa (B) e da superficie epitelial da
mucosado célon (C), entre os grupos controle (1), irradiado (1) e irradiado com suplementacéo de L-glutamina(l11)

Natabela 1, pode ser observado um resumo dos dados numé-
ricos encontrados paracadavariavel em cadagrupo de estudo.
Os resultados estao expressos em média+ erro padréo.

TABELA 1—Médias + erro padréo de todas as variaveis analisadas por grupo de estudo

Grupos \% Vvm Vvmm Vvs Vvmp Vvepi Vvip Su epi

em) (B (%) (%) (%) (%) (%) (mm))

Controle (I) 63,937 5223? 6,58? 13,63? 27,56? 77,517 22497 51,477
1,91 1,41 0,25 0,86 0,89 0,85 0,85 0,72

Irradiado (II)  38,84? 52,20? 722°? 13,64? 2693? 63,63? 3637? 35787
3,13 1,66 0,25 0,63 1,58 2,44 2,44 1,32

Irradiado + 63,567 66,117 4,18? 921? 20,50? 78,54? 21,467 40,97?
suplementac¢do de 4,66 1,67 0,32 0,63 1,38 1,26 1,26 0,66

L-glutamina (I1I)

V —Volumetotal da parede coldnica, Vv m—volume parcial damucosa, Vv mm —volume parcial da muscular damucosa, Vv s—volume

parcial dasubmucosa, Vv mp —volume parcial damuscular propria, Vv epi
parcia dalaminapropriadamucosae Su epi

Discussao

A glutamina é o aminoacido mals abundante no sangue e no
pool deaminoacidos corporaus Seu metabolismo intracel ular
éregulado, principalmente, por duas enzimas: a glutaminase,
quecataisaahidrolisedaglutaminaaglutamato, e aglutamino-
sintetase, que caIahsa a sintese de glutamina, a partir de
glutamato e amoni a . Ascdulas epitelials da mucosaintesti-
nal apresentam alta concentracéo de glutaminase, com ativel
com asaltastaxas de captacéo e consumo de glutami na . Todo
0 trato gastrointestinal extrai ao redor de 20% da glutamina
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—volume parcial do epitélio damucosa, Vv Ip - volume
—superficie epitelial damucosa

circulante no periodo pés-absortivo, e mais de 90% de sua
extracdo pelointestino delgado ocorre nas célul asdamucosa .

O emprego da radioterapiatem como objetivo a erradicacéo
ou o controle do crescimento de tumores, devendo, ao mes-
mo tempo, poupar ostecidos normais contiguos de sequielas ,
porém, a radiacdo ionizante sobre o intestino interfere nos
processos de divisdo celular, determinando diminuicéo do
nimero de mitoses e da populacado celular nacripta.

Os colonécitos, foco de nosso estudo, utilizam preferencial -
mente &cidos graxos de cadeia curta como fonte energética,



particularmente acidos acético, propidnico e butirico. Estes
acidos graxos sao formados pela degradacdo bacteriana das
fibras alimentares do contetido fecal no célon. Ainda que a
glutamina se constltua em um substrato secundério para a
mucosacold onlca, ° 0 nosso objetivo em testa-la paraa possi-
vel recuperacdo do cdlon, e ndo asfibras, se deveu a hipétese
de que a ela poderia ser utilizada eficientemente no célon,
dada a demanda aumentada de substratos para recuperacéo
celular. Ademais, devido aos efeitos colaterais comuns da
enterite actinica, como nduseas, colicas e diarréia, atoleran-
ciagastrointestinal aglutaminaseriamelhor, jaqueamesma
ndo produz efeitos colaterais no seu processo de digestéo e
absorcao.

S&0 muito escassos 0s estudos existentes na literatura acer-
ca da acdo da glutamina no célon irradiado. Campos e cols.
(1994) avaliaramo efelto dairradiacéo no célon, mas por estu-
do histopatol 6gi co'. Nosso estudo, alternativamente, buscou,
por andlise estereol 6gica, quantificar numericamente as es-
truturasanalisadas, ndo existindo, pois, a0 menos no momento,
parémetros para a sua comparacao direta.

Os nossos resultados mostraram que airradiacéo abdominal
produziu uma destruicdo consideravel na parede col6bnica,
porém, a suplementac&o de glutamina nos animais foi capaz
de manter esse volume similar ao normal, primordialmentea
partir de hipertrofia da camadamucosa. Estes achados pode-
riam ser atribuidos a utilizacdo da glutamina pela mucosa
coldnica, considerando que, em estudos in vitro, os
colondcitostambém metabolizam glutaminaem detrimento da
. .o . 15 , .
glicose, pela atividade local de glutaminase . Além disso, a
glutamina foi capaz de aumentar o volume do epitélio da
mucosa dos animais irradiados, condizente com o achado de
outros autores mas no que se refere ao epitélio do intestino
delgado .

Observamos que a suplementacdo de glutamina ndo foi ca-
paz de melhorar significativamente a superficie epitelial da
mucosa, e isto pode se dever ao fato de que a velocidade de
renovacao celular no célon é mais lenta, quando comparada
ao intestino delgado e, sete dias apbs airradiacéo, o epitélio
ainda se encontra bastante desordenado, de modo que as
criptasintestinais, a microscopia eletrénica, se encontravam
mais espa(;adas € Com menor espessura, como jadescrito por
outros autores . Além disso, ja se determinou que dietas es-
peciais ndo evitam a enterite actinica, mas facilitam a
recuperacao da mucosa, que se torna mais evidente, com o
passar dos dias”.

Os dados que obtivemos da andlise da parede do colon irra-
diado estdo em concordancia com o resultado de outras
pesquli ;msi milares quefocalizaram o intestino delgado irra-
diado " ". Porém, maisestudos sd0 necessarios no que serefere
adosagens utilizadas de glutamina, periodo em que eladeve
ser mantida (anterior e/ou posterior airradiacdo), bem como
suplementacdo de outros aminoacidos, dentre outras varia-
veis. Ademais, conquanto a estereol ogia permita quantificar
numericamente as estruturas analisadas, a avaliacéo
hi stopatol 6gica complementa-a, qualitativamente.

Conclusao

Nossos resultados sugerem que a suplementacéo de
glutaminano periodo anterior e posterior airradiacao, auxilia
areparacéo da parede col6nica de ratos, favorecendo a sua
recuperacao no periodo pos-irradiacéo.
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Diestdl CF, Lopes-Paulo F, Marques RG, Horst NL, Caetano CER. Effect of oral supplement of I-glutaminein colonic wall of rats
subjected to abdomina irradiation. ActaCir Bras[serid onling] Availablefrom: URL: htt://www.scielo.br/ach.

ABSTRACT — Purpose: To evauate the structural alterations of the irradiated colonic wal in rats, verifying if L-glutamine
supplementation is able to prevent them. M ethods: We used 30 male adult Wistar rats, divided into three groups: | — control, 1l —
irradiated, and 111 —irradiated with L -glutamine supplementation during the 14 days of the study. Control group was maintainedin
|aboratory standard conditionswhilegroups| | and threewere submitted to abdominal radiation with an only doseof 1000 cGy inthe
g" day of experimentation. All the animals were submitted to laparotomy in the 15" day for resection of the colonic segment for
stereological analysis. Results: Group |1 presented total volume of colonic wall significantly smaller than control group without
altering the partia volumes of each layer. Compared to groups!| and I11, group 111 exhibited maintenance of total volume of colonic
wall, nearing control group. Compared to control group, animals of group 111 exhibited maintenance of epithelial partial volume
without altering significantly epithelial surface. Conclusion: It is suggested that L-glutamine supplementation can be of benefitin
theirradiated colonicwall inrats.

KEYWORDS: L-glutamine. Abdominal radiation. Colonicwall. Colon. Mucosa.

Correspondéncia:

CristinaFgjardo Diestel

Rua L uisBarbosan.® 28 apto 104 —Vilalsabel
20560-010—Riode Janeiro—RJ

cdiestel @terra.com.br

Conflito de interesse — nenhum

Fonte de financiamento — nenhuma

100 - Acta Cirlrgica Brasileira - Vol 20 - Supl n° 1 2005





