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RESUMO 

 

BARCELLOS, Leilane Maria.  Efeito radioprotetor da L-Glutamina na parede da bexiga de 

ratos submetidos à irradiação pélvica. 2013. 69 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia e 
Ciências Cirúrgicas) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de 
Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. 
 
 

A radioterapia é frequentemente utilizada no tratamento de tumores da próstata, porém 
durante esse procedimento a bexiga sadia usualmente sofre efeitos colaterais.  Através do uso 
de um modelo animal para irradiação pélvica, avaliamos se a suplementação nutricional com 
L-glutamina poderia prevenir possíveis danos na parede da bexiga, especialmente em suas 
camadas mais superficiais. Ratos Wistar adultos machos com idade entre 3 e 4 meses foram 
separados em grupos de 8 animais: grupo controle que não recebeu a irradiação; grupos 
somente irradiados que foram mortos 7 (R7) e 15 dias (R15) após a irradiação (dose única de 
10 Gy na região pélvico-abdominal); grupos irradiados e suplementados com L-glutamina 
(0,65g/kg de peso por dia), que foram mortos 7 (RG7) ou 15 após a irradiação. Células e 
vasos sanguíneos da lâmina própria, bem como o urotélio, foram avaliados com métodos 
histológicos. No urotélio foram feitas análises da altura e densidade nuclear e na lâmina 
própria densidade celular, densidade vascular e o número de mastócitos. Os resultados 
mostraram que  em R7, a altura e densidade nuclear do urotélio e a densidade celular da 
lâmina própria não foram alterados significativamente. Entretanto a densidade dos vasos 
sanguíneos foi reduzida em 48%  (p<0,05) e essa alteração foi evitada pela glutamina  (p 
<0,02). No grupo R15, a densidade celular do epitélio aumentou em 35% (p<0,02). A 
densidade celular da lâmina própria não apresentou diferença estatística entre os grupos. Os 
mastócitos na lâmina própria foram reduzidos em R7 e R15. Apesar de ainda reduzidos em 
RG7  em RG15 houve  aumento no número desse tipo celular o que sugere uma ação positiva 
da glutamina. Células α-actina positivas na lâmina própria formam uma camada suburotelial e 
foram identificadas como miofibroblastos. A espessura dessa camada aumentou em R7, mas 
foi semelhante ao controle em RG7, enquanto alterações em R15 e RG15 foram menos 
evidentes. Esses resultados mostraram que a utilização da L-glutamina antes e após a 
radioterapia deve ser considerada para uso humano na proteção da bexiga contra os efeitos da 
radiação. 

 

Palavras-chave: Bexiga urinária. Glutamina. Miofibroblastos. Radioterapia. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ABSTRACT 

 

Radiotherapy is often used to treat prostate tumors, but the normal bladder is usually 
adversely affected. Using an animal model of pelvic radiation, we investigated whether 
glutamine nutritional supplementation can prevent radiation-induced damage to the bladder, 
especially in its more superficial layers. Male rats aged 3 to 4 months were divided into 
groups of 8 animals each: controls, which consisted intact animals; radiated-only rats, which 
were sacrificed 7 (R7) or 15 (R15) days after a radiation session (10 Gy aimed at the pelvico-
abdominal region); and radiated rats receiving L-glutamine supplementation (0.65 g/kg body 
weight/day), which were sacrificed 7 (RG7) or 15 (RG15) days after the radiation session. 
Morphological and morphometric analysis of the urothelium were made. Nuclear density, 
lamina propria cell density and mast cells numbers per area were counted. The results showed 
that, in R7, epithelial thickness, epithelial cell density, and cell density in the lamina propria 
were not significantly affected. However, density of blood vessels in R7 was reduced by 48% 
(p < 0.05) and this alteration was mostly prevented by glutamine (p < 0.02). In R15, density 
of blood vessels in the lamina propria was not significantly modified. However, epithelial 
thickness was reduced by 25% (p < 0.05) in R15, and this effect was prevented by glutamine 
(p < 0.01). In R15, epithelial cell density was increased by 35% (p < 0.02), but glutamine did 
not protect against this radiation-induced increase. Cell density in the lamina propria was 
likewise unaffected in R15. Density of mast cells in the lamina propria was markedly reduced 
in R7 and R15. The density was still reduced in RG7, but a higher density in RG15 suggested 
a glutamine-mediated recovery. Alpha-actin positive cells in the lamina propria formed a 
suburothelial layer and were identified as myofibroblasts. Thickness of this layer was 
increased in R7, but was similar to controls in RG7, while changes in R15 and RG15 were 
less evident. In conclusion, pelvic radiation leads to significant acute and post-acute 
alterations in the composition and structural features of the vesical lamina propria and 
epithelium. Most of these changes, however, can be prevented by glutamine nutritional 
supplementation. These results emphasize, therefore, the potential use of this aminoacid as a 
radioprotective drug. 
 

Keywords: Urinary bladder. Glutamine.  Myofibroblasts.  Radiotherapy. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Bexiga: Anatomia macroscópica: 

 

 

 A bexiga urinária dos mamíferos é um órgão muscular distensível e arredondado que 

serve como reservatório para armazenamento e liberação periódica da urina. A capacidade de 

armazenamento da bexiga humana é de 400-500 ml e nos ratos a capacidade é de 

aproximadamente 1,0 ml. A bexiga do rato, quando cheia assume forma ovóide e atinge um 

diâmetro máximo de 4mm (REIS, et al, 2011). 

No rato, a bexiga urinária localiza-se na cavidade abdominal posterior em posição 

medial, ventral ao colon. Suas regiões anatômicas são: corpo, colo e ápice ou domo e pode ser 

dividida em regiões ventral, dorsal (FRITH et al, 1995).  Há três orifícios internos, dois óstios 

dos ureteres (direito e esquerdo) e o óstio interno da uretra. Esses orifícios limitam a área 

denominada trígono da bexiga (Figura 1). 

 

 

 

 
Figura 1- Anatomia da bexiga de mamíferos. Fonte: Retirado e modificado de (MCKINLEY, 
2006). 
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A parede da bexiga deve ser capaz de distender e reorganizar-se de modo a permitir 

um aumento do volume do órgão, sem aumento significativo na pressão interna, para isso 

deve ser extremamente complacente. As mudanças do estado vazio para o cheio são 

acompanhadas pelo urotélio, músculo liso e tecido conjuntivo, importantes para acomodar o 

aumento do volume pela entrada da urina (CHANCELLOR e YASHIMURA, 2002). 

 

                

 

 

 

Anatomia microscópica da bexiga: 

 

A camada da bexiga urinária em contato com a luz do órgão é revestida por uma 

membrana mucosa. Abaixo da mucosa observamos a camada muscular lisa e externamente, a 

camada adventícia (Figura 1) excetuando-se a área superior da bexiga, que é revestida por 

uma camada serosa proveniente do peritônio (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). 

 A camada mucosa compreende o epitélio, também denominado urotélio, e o tecido 

conjuntivo subjacente denominado lâmina própria (STEWART, 1986). O urotélio repousa 

sobre a membrana basal e uma pequena quantidade de tecido conjuntivo. Segundo Frith, 

1995, nos ratos não há camada muscular da mucosa separando a mucosa da submucosa por 

esse motivo, alguns autores denominam a área de tecido conjuntivo imediatamente abaixo do 

epitélio de camada suburotelial. Abaixo desse tecido conjuntivo há a camada de músculo liso 

recoberta externamente pela camada adventícia (FRITH et al, 1995). 

 

 Urotélio: 

 

 O urotélio apoia-se na membrana basal e é usualmente classificado como epitélio de 

transição. Possui pelo menos três camadas celulares distintas (Figura 2): basal, apoiada à 

membrana basal, intermediária e a camada de células superficiais volumosas denominadas 

células globosas (SOLER et al, 2008). As células da camada basal proliferam em direção à 

luz do órgão e em seu processo de maturação, modificam-se aumentando de volume. São as 

células precursoras das demais camadas do urotélio e normalmente exibem uma baixa taxa de 

renovação (3-6 meses), entretanto a taxa de proliferação celular pode aumentar em condições 

patológicas (BIRDER, 2007). As células da camada superficial do urotélio vistas ao 
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microscópio eletrônico de transmissão possuem membrana plasmática apical assimétrica. O 

citoplasma dessas células contém inúmeras vesículas discóides, que funcionam como reserva 

de membrana para adaptação do urotélio à expansão causada pelo aumento do volume de 

urina (BORN et al, 2003; FRITH et al, 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A integridade estrutural do urotélio é de fundamental importância para que a função 

de armazenamento da urina seja possível. Para que isso ocorra, o urotélio é capaz de em 

condições normais, exercer mecanismos de proteção. Um desses mecanismos é a camada de 

polissacarídeos sulfatados no polo apical das células uroteliais em contato direto com a urina. 

Esses polissacarídeos atuam como fator não específico de antiaderência e defesa contra 

infecções, pois evitam a adesão de bactérias, íons e proteínas e permitem alterações mínimas 

na composição da urina durante seu armazenamento (LAGRANGE, 1997; LEWIS, 2000, 

BIRDER, 2007).  

 Outros mecanismos de proteção são as junções intercelulares e as especializações de 

membrana apical das células globosas superficiais. As junções intercelulares reduzem o 

movimento de íons e solutos através do espaço intercelular e as uroplaquinas, proteínas 

Figura 2: Esquema do epitélio da bexiga urinária distendido. Trata-se de epitélio de 
transição com 3 camadas distintas. Fonte: Modificado de (LEWIS, 2000). 
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semelhantes a placas hexagonais, reduzem a permeabilidade a pequenas moléculas tais como 

a água e uréia além de servir com reserva de membrana para o aumento de volume das células 

globosas  necessário, para o estiramento da parede vesical (STEWART 1986; BORN et al, 

2003; BIRDER, 2004). 

Além da função de barreira, o urotélio também atua como uma estrutura capaz de 

responder e detectar estímulos fisiológicos e químicos relacionados ao inicio do processo de 

micção. Nesse reflexo, quando a bexiga está suficientemente cheia ocorre a ativação de 

nervos aferentes e subsequente ativação de nervos eferentes para contração do músculo 

detrusor e o esvaziamento vesical  (FRY et al, 2004).  Com o enchimento, toda a parede da 

bexiga expande, o urotélio sofre estiramento e inicia a liberação de várias moléculas 

sinalizadoras tais como ATP (Trifosfato de adenosina), óxido nítrico e acetil colina. A 

liberação desses mediadores químicos sugere propriedades sensoriais e de sinalização do 

urotélio. Essa comunicação é feita entre células epiteliais adjacentes, entre células epiteliais e 

nervos e entre células do sistema imune da parede vesical  e miofibroblastos (BIRDER, 2005 

e 2007). Evidências sugerem que a liberação de ATP (Figura 3) está relacionada a 

mecanismos reguladores, que iniciam a sensação de plenitude vesical necessária para o inicio 

do processo de micção. Há também participação dos miofibroblastos, interpostos entre o 

urotélio e terminações nervosas. Experimentos com miofibroblastos suburoteliais isolados, 

demonstraram que essas células respondem ao ATP exógeno através de receptores de 

superfície celular e também a alterações do pH do meio, fortalecendo a hipótese de sua 

participação no processo sensorial. (FRY et al, 2004; FRY et al, 2007). 
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Figura 3- Representação esquemática da interação entre o urotélio e a camada suburotelial. 

Quando estirado, o urotélio libera ATP e acetilcolina (Ach). O estiramento e outras condições 

podem alterar o pH nessa região. Direta ou indiretamente, o ATP ativa receptores de 

miofibroblastos suburoteliais (P2Y6) e de terminações nervosas (P2X3). No processo há 

participação de junções comunicantes via conexinas (Cx43). Fonte: Modificado de ( FRY et 

al, 2007). 

 

 

  

 

A lâmina própria: 

 

 A lâmina própria da bexiga consiste de tecido conjuntivo fibroelástico e contém 

axônios, capilares sanguíneos, algumas células musculares lisas e células típicas do tecido 

conjuntivo tais como fibroblastos, mastócitos e miofibroblastos (SUI et al, 2002; WISEMAN 

et al, 2003). 
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 Os fibroblastos são as células mais abundantes da lâmina própria e tem como função 

principal a produção e manutenção dos componentes da matriz extracelular (MCANULTY, 

2007).  

Os miofibroblastos foram caracterizados morfologicamente pela primeira vez em 1975 

por Gabbiani nos tecido de granulação. Posteriormente foram descritos também em tecidos 

sadios. Essas células possuem características comuns entre fibroblastos e células musculares 

lisas (WISEMAN, et al 2003). 

 Quando visualizados ao microscópio óptico, os miofibroblastos são descritos com 

forma fusiforme ou estrelada, citoplasma fracamente acidófilo e núcleo com pequeno 

nucléolo (DRAKE et al, 2006). Ao microscópio eletrônico de transmissão, o núcleo celular é 

visto com inúmeras reentrâncias, retículo endoplasmático e complexo de golgi proeminente, 

característica que os assemelha aos fibroblastos. Filamentos contráteis  

típicos de células musculares lisas são observados logo abaixo da membrana plasmática Há 

ainda, em íntimo contato com a superfície celular uma lâmina basal descontínua (EYDEN, 

2008).   

Os miofibroblastos interconectam-se através de junções comunicantes (SCHMITT-

GRAFF et al, 1994) e  apresentam uma junção célula-matriz extracelular  denominada 

fibronexus. Nessa junção, microfilamentos intracelulares estão conectados a feixes de 

fibronectina presentes na matriz extracelular (SCHITT-GRAFF et al, 1994; DRAKE et al, 

2006). 

  O compartilhamento de características com fibroblastos e com células musculares 

lisas dificulta a caracterização dessas células (Figura 4) e nesse aspecto, proteínas do 

citoesqueleto são de particular interesse, pois representam bons marcadores de diferenciação 

celular.   
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Figura 4- Representação esquemática dos miofibroblastos em comparação com fibroblastos e 
células musculares lisas . AP- placa de adesão; C- vesícula de secreção de colágeno; FD-
densidade focal; FF- fibrilas de fibronectina; FNX- fibronexus; G- Complexo de Golgi; L- lâmina 
basal; M- miofilamento; N- núcleo;RER- retículo endoplasmático rugoso; SC-cavéolas;SPL- 
adesão focal. Fonte: Retirado e modificado de (EYDEN,2008). 
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O citoesqueleto de células eucarióticas é composto por sistemas de filamentos: 

microfilamentos de actina, miosina, filamentos intermediários e as lâminas presentes no 

envoltório nuclear. São descritas 6 isoformas de actina produzidas por diferentes genes em 

tecidos de mamíferos: isoformas β e γ presentes em todos os tipos celulares e as formas α-

cardíaca, α-esquelética encontradas nas células musculares cardíacas e esquelética 

respectivamente. Há também as formas α e γ encontradas em células musculares lisas. 

Anticorpos monoclonais anti α-actina de músculo liso (α-SM) tem sido particularmente úteis 

na caracterização dos miofibroblastos. 

O fenótipo híbrido entre fibroblastos, células musculares lisas e miofibroblastos 

dificulta e torna indispensável o uso de marcadores celulares para a diferenciação desses tipos 

celulares.  A α-actina de músculo liso (α-SM) é um dos marcadores celulares de 

miofibroblastos mais utilizados em sua identificação (SCHMITT-GRAFF et al, 1994; 

DRAKE et al, 2006; EYDEN, 2008), porém desmina, vimentina e conexina-43 também são 

frequentemente  utilizados (EYDEN, 2008; ALEXA et al, 2009; ROOSEN et al, 2009).  

Na bexiga humana, os miofibroblastos localizam-se na camada imediatamente abaixo 

na camada suburotelial (Figura 5) nas proximidades da lâmina basal e da rede capilar 

(NEUHAUS et al, 2007; HEINRICH et al, 2011). Miofibroblastos ativados facilitam a 

progressão de tumores e estas células tem papel importante no processo inicial do reflexo de 

micção devido a sua localização entre o urotélio e terminações nervosas (ZEISBERG et al, 

2007). Tem sido descritos também no estroma de neoplasmas de vários órgãos. Nos 

carcinomas invasivos de bexiga, distribuem-se em feixes e nos não invasivos, distribuem-se 

em rede (SHIMASAKI et al, 2006).  

Evidências apontam que os miofibroblatos são importantes no modo de funcionamento 

da musculatura lisa, neurotransmissão e regulação da função normal do trato gastrointestinal. 

O papel potencial dos miofibroblastos suburoteliais na capacidade de sensação de plenitude 

vesical tem sido alvo de interesse (FRY et al, 2004; SUI et al, 2008; LIU et al, 2009).  
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Figura 5- Localização dos miofibroblastos na lâmina própria da bexiga. Fonte: 

Modificado de (FRY e ROOSEN, 2007).  

 

 

 

Os mastócitos são células multifuncionais que se desenvolvem a partir de precursor 

específico da medula óssea. Após a diferenciação, as células precursoras imaturas circulam no 

sangue, cruzam a parede endotelial de vênulas e capilares e penetram nos tecidos onde vão se 

diferenciar e proliferar. São consideradas células residentes do tecido conjuntivo, 

particularmente associadas a vasos sanguíneos e a nervos (METCALFE et al, 1997). 

O mastócito maduro é uma célula globosa grande com citoplasma repleto de grânulos 

que se coram intensamente. O núcleo é pequeno, esférico e central, embora seja de difícil 

observação por estar frequentemente recoberto por grânulos citoplasmáticos. 

Os grânulos secretores elétron-densos são heterogêneos (Figura 6) e contém 

mediadores químicos  como histamina e glicosaminoglicanos. Os grânulos dos mastócitos são 

metacromáticos devido a alta concentração de radicais ácidos presentes nos 

glicosaminoglicanos (heparina ou condroitin sulfato). Há outros constituintes nos grânulos 

dos mastócitos tais como a histamina, que promove a permeabilidade vascular e é importante 

nos processos inflamatórios, proteases neutras e o fator quimiotático para  eosinófilos (ECF-

A). Os mastócitos secretam também alguns leucotrienos (C4, D4, E4) ou a substância de 

reação lenta da anafilaxia (SRS-A). Estas substâncias não existem pré-formadas na célula, são 
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sintetizadas a partir de fosfolipídios de membrana plasmática e imediatamente liberadas para 

o meio extracelular (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Os mastócitos estão envolvidos na resposta imune inata, na autoimunidade e em 

desordens neuro inflamatórias tais como asma, artrite reumatoide e cistite intersticial (SANT 

et al, 2007). A ativação dos mastócitos e seu aumento em número tem sido o ponto de 

correlação dessas células com a evolução da cistite intersticial (RICKARD et al, 2005; 

RANIERI et al, 2009). Essa correlação pode estar ligada às substâncias que são liberadas dos 

grânulos dos mastócitos que causam vasodilatação, contração muscular e estimulação neural 

(LARSEN et al, 2007). Além disso, os mastócitos possuem uma relação espacial de 

Figura 6- Mastócito com inúmeros grânulos de secreção elétron densos. Microscopia 
eletrônica de transmissão. Fonte: 
http://medcell.med.yale.edu/histology/connective_tissue_lab/mast_cell_em.php) 
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proximidade com nervos tanto na bexiga normal quanto em bexigas de pacientes com cistite 

intersticial. Há evidências que os mastócitos podem ser ativados por inúmeros mecanismos na 

parede da bexiga. O aumento da permeabilidade do urotélio, por exemplo, promove um 

influxo de íons potássio, o que pode levar a sensibilização de nervos aferentes com 

consequente ativação de mastócitos, que por sua vez podem ativar nervos aferentes, num ciclo 

vicioso (SANT et al, 2007). 

 

 

 

 

Radiação e radioterapia: 

 

O câncer é um dos principais problemas de saúde pública nos Estados Unidos e em 

outras partes do mundo. Entre os homens, o câncer de próstata, pulmões, brônquios, colon e 

reto totalizam 50% dos diagnósticos previstos para 2013. Estima-se que a morbidade do 

câncer de próstata esteja em torno de 32% (JEMAL et al, 2010; 2013).  

No Brasil, devido a dimensões territoriais extensas, há uma marcada diferença 

regional. Estima-se para os anos de 2012 e 2013 a ocorrência de 512.510 novos casos de 

câncer no sexo masculino com maior incidência para os cânceres de pele não melanoma, 

próstata, pulmão, colon, reto e estômago. Para o câncer de próstata a estimativa é de  62 novos 

casos para cada 100 mil habitantes (INCA, 2011).  

A radioterapia é o tratamento de câncer através do uso da radiação ionizante. Ao  

penetrar nas células, a radiação pode causar danos ao DNA. Normalmente, as células 

tumorais, são mais radiosensíveis que as células sadias devido a sua elevada taxa de divisão 

celular. O dano provocado pela radiação pode não matar rapidamente células cancerosas ou 

células sadias  (CELADA ALVARES, 2009). O processo patológico da lesão pela radiação 

inicia-se imediatamente após a exposição, mas alterações clínicas e histológicas podem não 

ser aparentes por semanas, meses ou anos após o tratamento. Nos pulmões, por exemplo, 

alterações foram detectadas 6 semanas após a irradiação (STONE, et al, 2003). 

  A radiação ionizante é a energia suficientemente forte para remover um elétron do 

orbital de energia de um átomo. Essa radiação pode ter  formas eletromagnéticas tais como: 

fótons de alta energia, formas particuladas tais como elétrons, prótons, nêutrons ou partículas 

alfa. Os fótons de alta energia são as formas mais utilizadas na radioterapia. Fótons criados 
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eletronicamente, como nos aceleradores lineares, são conhecidos como raios-X (GAZDA, 

2004). 

O aparelho utilizado  para produzir raios-X de alta energia para uso clínico é o 

acelerador linear. Este aparelho utiliza ondas eletromagnéticas de alta frequência para acelerar 

partículas carregadas tais como elétrons, até que obtenham alta energia. Essas partículas são 

aceleradas através de um tubo linear (KHAN,1994). 

  A dose de radiação absorvida está diretamente relacionada a energia da fonte. Uma 

medida acurada da dose absorvida é crítica no tratamento com radiação. A deposição de 

energia nos tecidos resulta em danos no DNA e diminuindo ou erradicando a habilidade da 

célula se replicar definitivamente.  Quando uma pessoa é exposta a radiação, a energia é 

depositada nos tecidos do corpo. A quantidade de energia depositada por unidade de massa de 

tecido humano é denominada dose absorvida. A unidade básica da dose absorvida na radiação 

é denominada Gray (Gy) que substituiu a unidade rad utilizada no passado (100 rads = 1Gy; 1 

rad = 1cGy) (GAZDA, 2004; KHAN,1994). 

A radiação ionizante permanece como um das ferramentas mais eficazes no tratamento 

do câncer. Tem papel importante no controle de doenças malignas abdominais e pélvicas, 

incluindo próstata, reto, colo do útero, endométrio e bexiga. Apesar dos recentes progressos 

nos procedimentos radioterápicos, esse tipo de tratamento não resulta apenas em efeitos 

benéficos. Há dificuldade em restringir a ação da radiação a locais específicos e os efeitos 

colaterais podem ocorrer em órgãos situados nas proximidades do órgão alvo (REGIMBEAU 

et al, 2001; JAAL e DORR, 2010). A inclusão de estruturas pélvicas normais no campo da 

irradiação é algumas vezes inevitável, especialmente quando o tumor abrange uma área 

extensa (JAAL e DORR, 2010). 

A radiação pode provocar alterações celulares por ação direta, na qual a radiação 

interage diretamente com o DNA (ácido desoxirribonucléico) promovendo quebra das fitas o 

que leva a disfunção celular, ou por ação indireta, através da formação de radicais livres e 

agentes oxidantes que induzem a resposta celular, causando morte celular (CELADA 

ALVARES, 2009). A apoptose é uma forma alternativa de morte celular após a irradiação 

(ROSS, 1999). Estudos com irradiação do sistema nervoso central de roedores mostrou 

apoptose de 15% das células do endotélio vascular após 24h da dose única de radiação (PENÃ 

et al, 2000). 

Segundo Jaal & Door, 2006, os efeitos da radiação em humanos e camundongos 

compreendem três fases distintas: a) fase aguda reversível que inicia durante o tratamento e 

desaparece em poucas semanas após o término da radioterapia; b) fase dose dependente, 
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assintomática com um período de latência de meses a vários anos; c) fase de resposta tardia, 

progressiva e irreversível (JAAL & DOOR, 2006a). 

 A bexiga é um dos órgãos mais afetados pelos efeitos colaterais da radioterapia no 

tratamento de tumores da próstata, útero e reto (POINTREAU et al, 2010).   Um dos efeitos 

precoces descritos é a descamação do urotélio, que deixa a mucosa da bexiga vulnerável a 

traumatismos e infecções.  Podem ocorrer também, lesões caracterizadas por edema e 

inflamação não específica da mucosa, deposição de fibrina, danos vasculares e hemorragia  

(POINTREAU et al, 2010; SOLER et al, 2011) .  

Os sintomas clínicos precoces e tardios provocados pela radiação são causados 

principalmente pela redução da capacidade de armazenamento do órgão tais como a urgência 

e aumento da frequência da micção além da cistite provocada pela radiação. (REGIMBEAU 

et al, 2001; JAAL & DOOR, 2010). 

 No tratamento do câncer de próstata, doses maiores que 70 Gy predizem 

significativamente complicações no sistema urogenital (HORWITZ, et al 2000). Homens que 

receberam radiação como tratamento do câncer de próstata tiveram um aumento significativo 

do risco de desenvolvimento do câncer de bexiga quando comparados aos que realizaram 

prostatectomia radical (NIEDER et al, 2008). 

Os modelos experimentais que utilizam ratos mostraram que a dose de 1100 cGy na 

região abdominal foi capaz de produzir alterações consideráveis na parede colônica e enterite, 

que em sua forma aguda tem grande relevância, pois é um dos fatores que determinam a 

interrupção do tratamento em humanos (DIESTEL et al 2005; 2007). Essa mesma dose foi 

suficiente também para causar um decréscimo significativo na matriz extracelular e no 

músculo liso da parede vesical (ROCHA, et al, 2011). 

 

  

 

L-glutamina: 

 

A L- glutamina é o aminoácido mais abundante do corpo e tem como fonte primária o 

músculo esquelético, de onde é liberado para a corrente sanguínea e transportado para vários 

tecidos (NEWSHOLME et al 2003;  PITHON-CURI, et al, 2003; CURI, et al 2005). A 

concentração intracelular da glutamina varia dependendo do tipo celular entre 2 e 20 mM, 

enquanto sua concentração na matriz extracelular é em média 0,7 mM (NEWSHOLME et al, 

2003). Embora seja considerado um aminoácido não essencial torna-se condicionalmente 
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essencial pelo aumento de sua demanda em situações catabólicas (WANG et al, 2009). Um 

aminoácido condicionalmente essencial é aquele que não é essencial em condições de saúde, 

porém durante certas patologias é necessário em quantidades maiores que a taxa de síntese 

endógena (LACEY e WILMORE, 1990). A glutamina serve como fonte de energia para o 

metabolismo celular mantendo normais as funções de células e tecidos. Células de replicação 

rápida tais como enterócitos e fibroblastos apresentam altas taxas de consumo de glutamina 

(CURI et al, 2005). É precursor essencial na biossíntese de nucleotídeos, glicose, amino 

açúcares, glutationa e participa da homeostase e da síntese de proteínas além de ser o mais 

importante carreador de nitrogênio do organismo (BODE, 2001).  A glutamina sintase e a 

glutaminase são enzimas responsáveis diretas pela síntese e degradação da glutamina 

respectivamente. O produto imediato do metabolismo da glutamina é o glutamato (Figura 7), 

que é produzido pela ação da glutaminase (NEWSHOLME et al, 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7- Metabolismo da glutamina. Sob ação da enzima glutaminase (GA) a glutamina 
forma glutamato. O glutamato pode ser convertido no aminoácido γ-amino butirico (GABA), 
2-oxaglutarato, glicose, ornitina, ureia, síntese de outros aminoácidos (AAs) ou glutationa. Na 
associação de amônia (NH3) e trifosfato de adenosina (ATP), sob a ação da enzima glutamina 
sintetase (GS), ocorre a formação de glutamina.  NH4 + = íon amônio, Na+ = sódio, K+ = 
potássio. Modificado de NEWSHOLME et al (2003). Fonte:Retirado de (CRUZAT, 2009). 
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Estudos recentes sugerem que glutamina é um substrato chave para o crescimento 

anabólico de células de mamíferos. Em lesões teciduais, sepse e estados inflamatórios, há um 

aumento do consumo tecidual da glutamina, que pode estar além da quantidade 

disponibilizada pelo músculo estriado esquelético (WISE & THOMPSON, 2010; LACEY & 

WILMORE, 1990). 

 A suplementação com glutamina pode ser administrada por via oral ou intravenosa 

(SAVARESE et al, 2003). Glutamina em pó é a suplementação de escolha pelo seu baixo 

custo além de ser segura, bem absorvida e bem tolerada. Não possui odor e pode ser 

misturada a qualquer bebida ou dissolvida em água (SAVARESE et al, 2003; KUHN et al, 

2010).  

A glutamina protege a mucosa intestinal contra efeitos tóxicos da radioterapia 

combatendo a enterite e diarréia em pacientes que recebem radiação ionizante ou tratamento 

quimioterápico (SAVARESE, 2003). A suplementação com L-glutamina reduz a morbidade e 

a mortalidade nas doenças graves (WISCHMEYER, 2008) e seu uso mostrou-se eficaz no 

reparo da parede colônica de ratos irradiados (DIESTEL et al, 2007) e na prevenção de 

esofagite em pacientes com câncer de pulmão tratados por radioquimioterapia (ALGARA et 

al, 2007; KAUFMANN et al, 2008). A administração de dieta rica em glutamina antes da 

radiação abdominal exerceu efeito radioprotetor na mucosa intestinal de ratos, acelerando a 

cicatrização além de prevenir a translocação bacteriana e a perda de peso dos animais com 

efeito benéfico também na proteção do pâncreas (ERSIN et al, 2000; ERBIL et al, 2005).    

O crescimento de tumores produz um estado de estresse fisiológico caracterizado por 

deficiência relativa de glutamina (ALGARA et al, 2007). Algumas linhagens de células 

cancerosas necessitam de glutamina como substrato primário para a manutenção do potencial 

de membrana e suporte na produção de NADPH (WISE e THOMPSON, 2010).  

Em humanos, doses de até 0,65g/kg de peso mostraram-se seguras e bem toleradas por 

pacientes com câncer em tratamento quimioterápico, além de não alterar os níveis de amônia 

plasmática (WARD et al, 2003). 

A utilização da suplementação com aminoácidos já se mostrou eficaz na proteção de 

órgãos contra os efeitos da radioterapia e pode ser uma opção de baixo custo (SAVARESE et 

al, 2003).  
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1 JUSTIFICATIA E OBJETIVO 

 

A justificativa do presente trabalho parte do pressuposto que a radiação, 

frequentemente utilizada para o tratamento do câncer de próstata, pode afetar de alguma 

forma a bexiga. A utilização de um agente radioprotetor poderia minimizar esse efeito 

indesejado. Portanto, nosso objetivo é verificar o possível efeito protetor da L-glutamina no 

urotélio, células da lâmina própria e vasos sanguíneos da mucosa da bexiga de ratos 

submetidos à irradiação.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1- Animais:  

 

Foram utilizados 40 ratos Wistar machos com idade entre 3 e 4 meses, provenientes do 

Biotério do Laboratório de Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciências Médicas (UERJ). 

O experimento foi realizado no Laboratório de Pesquisa Urogenital (UERJ). Os animais 

foram mantidos em condições ambientais controladas de temperatura (23±2°C) e ciclo claro 

escuro constantes (12 horas cada) e alimentados com ração comercial apropriada para a 

espécie e água ad libitum durante todo o experimento. O modelo experimental foi aprovado 

pelo comitê de ética da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (Anexo A).  

 

 

2.2- Modelo experimental: 

 

Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos.  

• Grupo controle (C): Animais não irradiados e gavados com 5ml de água filtrada durante 

todo o experimento e mortos no 210 dia após o início do experimento (n= 8).  

• Grupo irradiado 7 dias (R7): Animais gavados com 5ml de água filtrada durante todo o 

experimento (15 dias).  No 7º dia após o início do experimento foram irradiados. Os 

animais foram mortos 7 dias após a irradiação (n=8). 

• Grupo irradiado 15 dias (R15): Animais gavados com 5ml de água filtrada durante todo o 

experimento (21 dias).  No 7º dia após o início do experimento foram irradiados. Os 

animais foram mortos 15 dias após a irradiação (n=8). 

• Grupo irradiado e suplementado 7 dias (RG7): Animais gavados com L-glutamina diluída 

em água (0,65/kg de peso) perfazendo volume final de 5ml durante todo o experimento 

(15 dias).   No 7º dia após o início do experimento foram irradiados. Os animais forma 

mortos 15 dias após a irradiação (n=8). 

•  Grupo irradiado e suplementado 15 dias (RG15): Animais gavados com L-glutamina 

diluída em água (0,65/kg de peso) perfazendo volume final de 5ml durante todo o 

experimento (21 dias). No 7º dia após o início do experimento foram irradiados. Os 

animais foram mortos 15 dias após a irradiação (n=8). 
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2.3- Método de irradiação: 

 

Os animais dos grupos irradiados foram imobilizados em recipentes plásticos 

cilíndricos e submetidos à dose única de irradiação de 10 Gy utilizando um feixe de 10 MeV 

de fótons gerados por um acelerador linear (Clinac 2100, Varian, Palo Alto. EUA). A dose foi 

liberada a uma distância fonte pele de 100cm, a uma taxa de 2,4 Gy/ minuto para 4,16 

minutos e visava à região pélvico-abdominal (anexo B), enquanto  outros campos estavam 

protegidos (Figuras 8 e 9). Todos os procedimentos referentes à irradiação foram realizados 

no Centro Universitário de Controle do Câncer (CUCC) parte integrante do Hospital 

Universitário Pedro Ernesto (UERJ). 

 

      

 

 

 

 

 

 

Figura 8-  Animais imobilizados em recipientes plásticos cilíndricos e posicionados  
no acelerador para o recebimento da dose única de 10Gy de irradiação. 
Fonte: Medeiros-Jr, 2010. 
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2.4- Suplementação dos animais: 

 

Os animais dos grupos RG7 e RG15 foram suplementados com solução aquosa a 4% 

de L-glutamina (Resource Glutamina, Novartis , Rio de Janeiro, Brasil). As doses foram 

administradas uma vez ao dia, sempre no mesmo horário, na dose de 0,65g/kg de peso, 

diluída em água, perfazendo um volume final de 5ml. A via de administração foi orogástrica 

com uso de sonda metálica (Figura 10) (ERSIN et al, 2000; DIESTEL et al, 2007).   

Os grupos RC, R7 e R15 não receberam suplementação e foram gavados com 5ml de 

água filtrada no mesmo período. 

 

 

Figura 9 – Posicionamento dos animais no acelerador com seleção do campo 
irradiado.Fonte: Medeiros-Jr, 2010. 
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2.5- Morte dos animais: 

 

Os animais foram mortos no 7º e 15 º dias após a irradiação conforme descrito 

anteriormente. Foi utilizada sobredose (30-50 mg/ Kg) de tiopental sódico (Tiopentax-

Cristália, São Paulo, Brasil) via  intraperitoneal. 

 

 

2.6- Análise estrutural: 

 

2.6.1- Procedimentos Histológicos 

 

As bexigas foram retiradas (Figura 11), lavadas em solução salina (0,9% NaCl) e parte 

dela foi fixada por imersão em formalina a 4% em tampão fosfato salino (PBS) pH8,0 para 

processamento e análise à microscopia de luz.  

O material foi processado para inclusão em parafina seguindo as técnicas histológicas 

de rotina: desidratado em álcool e clarificado em xilol para posterior inclusão em parafina. 

Figura 10- Suplementação com L-glutamina por via orogástrica com 
utilização de sonda metálica. Fonte: Medeiros-Jr, 2010. 
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Foram feitos cortes histológicos com 5 µm de espessura e corados pela Hematoxilina-Eosina 

para verificar a integridade tecidual, azul de toluidina para a quantificação dos mastócitos e 

tricrômico de Masson utilizado para análise da altura e densidade nuclear do urotélio, e 

análises de componentes da lâmina própria.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11- Dissecção do sistema urogenital do rato. A seta aponta para  a bexiga 
urinária.  
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2.6.2- Imunofluorescência 

 

 

Foi realizada a técnica de imunofluorescência indireta para a identificação e análise 

das células endoteliais da microvascularização da lâmina própria e dos miofibroblastos com 

uso dos seguintes anticorpos primários: anticorpo monoclonal anti-mouse anti-α actina de 

músculo liso pré diluído (Zymed Laboratórios Carslbad, CA, EUA) e anticorpo policlonal 

anti-rabbit CD 31 (Abcm ab28364- Cambridge, MA, EUA) em concentração 1:30 .  

A recuperação de sítios antigênicos foi feita com Tris EDTA pH 9,0 (em estufa a 60ο 

por 24 horas). Os cortes foram permeabilizados com tween 20 (Roche) e o bloqueio para 

grupamentos aldeídicos foi feito com soluções de Cloreto de amônio 50mM e glicina a 2% 

com duração de 30 min cada. Após lavagens com PBS pH 8.0, foram realizados bloqueios 

para sítios inespecíficos com utilização de PBS albumina sérica bovina (BSA) 3% e leite 

desnatado a 10%. O anticorpo primário foi incubado overnight a 4°C e após esse período os 

cortes foram lavados em banhos sucessivos de PBS pH 8.0. Posteriormente foi realizado o 

bloqueio com PBS BSA 3% por 15 minutos e incubação com o anticorpo secundário 

fluorescente Alexa Fluor 488  goat anti –rabbit IgG (Invitrogen, A-11001 Camarillo, CA, 

EUA)  na concentração de 1:50 por 1 hora em temperatura ambiente. Logo após foram 

realizados 3 banhos de 5 minutos em PBS pH 8.0 e os núcleo celulares foram evidenciados 

com DAPI (4’6- diamino-2-phenylindole, dihydroclhloride), Invitrogen, número do catálogo 

D1306 por 15 minutos e lavagem com 3 banhos de 5 minutos de água destilada, azul de Evans 

por 10 minutos e montagem com utilização Slowfade antifade kit (Invitrogen, S2828, 

Camarillo, CA, EUA) e observados no microscópio confocal a laser Zeiss S510. 

 

 

 

2.7-  Análise das imagens e avaliação morfológica 

 

 Todos os cortes de tecidos utilizados para microscopia de luz foram fotografados sob 

as mesmas condições e as imagens capturadas com a resolução 2040 X 1536 pixels, com 

câmera digital (Olympus DP70, Tóquio, Japão) acoplada ao microscópio de luz (Olympus 

BX51, Tóquio, Japão) e transferidas para o computador. 
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 Para cada variável morfométrica foram utilizados 5 cortes histológicos com captura de 

imagens de 5 campos aleatórios, perfazendo um total de 25 campos por animal. 

 

 

2.8- Morfometria: 

 

 A avaliação morfométrica da altura e densidade nuclear do epitélio da bexiga foram  

realizadas com um aumento final de 1000X. 

 

 

 

 

2.8.1- Altura do epitélio 

 

Para a avaliação morfométrica da altura do epitélio, foi utilizada a ferramenta “straight 

line selection” do programa Image J 1.41 (National Institute of Health, Bethesda,MD, USA). 

Para realizar as medições da altura do epitélio (Figura 12) o parâmetro utilizado foi  traçar  

linhas retas aleatórias do polo basal do epitélio (em contato com a membrana basal), até o 

polo apical (voltado para a luz do órgão). Foram realizadas 10 medidas lineares para cada 

corte.  
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2.8.2: Densidade nuclear do epitélio 

 

A densidade nuclear foi realizada através da delimitação de área no urotélio (Figura 

13) e contagem de todos os núcleos celulares da mesma (Figura 14), com a ferramenta cell 

counter do programa Image J 1.41 (NHI, Bethesda,MD, USA).  Os resultados foram obtidos a 

partir do número de núcleos das células epiteliais dividido pela área selecionada e expressa 

em núcleos por mm2.  

 

Figura 12- Utilização do software image J para morfometria do urotélio. 
Tricrômico de Masson. 1000X. 
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Figura 13- Seleção da área do epitélio e o valor da área a ser quantificada. 
Tricrômico de Masson. 1000X. 

Figura 14- Separação da área previamente marcada e utilização da ferramenta 
“cell counter”. Tricrômico de Masson. 1000X. 
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2.8.3- Densidade celular da lâmina própria 

 

A densidade celular da lâmina própria foi feita através de fotomicrografias capturadas 

utilizando o aumento de 1000X. O parâmetro utilizado para a captura de imagens foi o tecido 

conjuntivo imediatamente abaixo da base do urotélio. As análises foram feitas através do 

método morfométrico, com a ferramenta cell counter do programa Image J 1.41 (NHI, 

Bethesda,MD, USA). Todos os núcleos celulares do campo foram contados (Figura 15).Os 

resultados foram expressos em número de células da lâmina própria por mm2. 

 

 

2.8.4- Densidade dos vasos sanguíneos da lâmina própria 

 

A densidade celular dos vasos sanguíneos foi feita através de fotomicrografias 

capturadas utilizando o aumento de 1000X. A base do urotélio foi utilizada como parâmetro 

para a captura das imagens. As análises foram feitas através do método morfométrico, com a 

ferramenta cell counter do programa Image J 1.41 (NHI, Bethesda,MD, USA) com contagem 

de todos os vasos sanguíneos do campo (Figura 15). Os resultados foram expressos em 

número vasos sanguíneos por mm2. 
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2.9- Análise estatística 

 

 A análise estatística foi feita através do software Grafpad prism 4 (GrafPad software, 

Inc. CA, EUA) sendo realizado para a comparação das médias entre todos os grupos o teste 

estatístico one-way (ANOVA) e pós teste de Bonferroni para múltiplas comparações. A 

significância considerada foi p<0,05 (SOKAL, 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15- Densidade celular  dos vasos sanguíneos e da lâmina própria. Tricrômico de 
Masson. 1000X. 
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3 RESULTADOS 

 

 

Nos grupos irradiados e mortos após 7 dias, a radiação não afetou a  altura, a 

densidade celular do epitélio nem a densidade celular da lâmina própria (Tabela 1) e (Figuras 

16, 17 , 18 e 19). Entretanto, a densidade dos vasos sanguíneos da lâmina própria foi alterada 

pela radiação (p<0,025). Nos animais irradiados sem suplementação a densidade vascular 

diminuiu 48% (p<0,05) comparada ao grupo controle. No grupo irradiado e suplementado 

(RG7) a densidade vascular permaneceu semelhante ao grupo controle (Tabela 1) e (Figura 

20). Por outro lado, nos animais mortos 15 dias após a irradiação, a densidade dos vasos 

sanguíneos da lâmina própria não foi alterada (Tabela 2). A altura  e a densidade celular do 

epitélio foram alteradas significativamente (p<0,01 e p<0,025 respectivamente) (Tabela 2) e 

(Figuras 16e17). No grupo irradiado sem suplementação (R15), a densidade celular do 

epitélio aumentou 35% (p<0,02). Entretanto, o valor dessa variável no grupo suplementado 

(RG15) não foi significativamente diferente do grupo irradiado sem suplementação (R15), o 

que mostra que não houve ação protetora da glutamina na densidade celular do epitélio 

(Tabela 2) e (Figura 17). 

A densidade celular da lâmina própria não apresentou diferença estatística entre os 

grupos mortos 15 dias após a irradiação (Figura 19).  A análise da densidade  dos mastócitos 

teve como base as médias e o número total por grupo (Tabela 3). Os resultados sugerem um 

efeito protetor no grupo RG15. 

A análise da lâmina própria dos cortes marcados por imunofluorescência para a α-

actina de músculo liso mostrou positividade limitada a células alongadas que formavam uma 

camada de espessura variável localizadas imediatamente abaixo do epitélio e foram 

identificadas como miofibroblastos suburoteliais (Figura 21 e 22).  Houve um aumento do 

número de miofibroblastos no grupo R7 quando comparado ao grupo controle. O grupo RG7 

foi semelhante ao grupo controle. No grupo R15 os miofibroblastos apresentaram uma 

diminuição da marcação e no grupo RG15 foi observada uma semelhança em relação ao 

controle (Figura 21).  

A marcação de vasos sanguíneos pelo CD 31 mostrou que no grupo R 7 ocorreu uma 

diminuição da fluorescência quando comparada ao grupo controle. Nos grupos RG7 e RG15 a 

marcação foi semelhante ao grupo controle. No grupo R15 houve recuperação da marcação 

voltando a ser semelhante ao controle (Figura 23). 
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Tabela 1- Resultados numéricos dos parâmetros analisados após 7 dias. 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Tabela 2- Resultados numéricos dos parâmetros analisados após 15 dias. 
 
 
 C R15 RG15 ANOVA 
Altura do epitélio  
(µm) 
 

42,82 ± 10,13 32,03 ± 7,85 
p< 0,05 

51,31 ± 9,74 
p< 0,01 

p< 0,01 

Densidade celular 
do Epitélio  
(núcleos/mm2) 
 

5,91 ± 1,51 7,99 ± 1,11 
p< 0,02 

6,84 ± 1,45 p< 0,025 

Densidade celular da 
lâmina própria  
(núcleos/mm2) 
 

52,13 ± 11,32 50,60 ± 8,61 50,62 ± 14,26 p> 0,05 

Densidade dos vasos 
sanguíneos 
(vasos/mm2) 

55,20 ± 20,09 59,20 ± 13,61 64,60 ± 6,91 p> 0,05 

 
 
 
 
 
Tabela 3- Número de mastócitos da lâmina própria por mm2 
 
 C R7 RG7 R15 RG15 
Média ± SD 
 

5,2±3,3 1,4±1,1 1,4±1,9 1,0±1,0 3,8±2,9 

Total 
 

26,0 7,0 7,0 5,0 19,0 

 

 

 

 C R7 RG7 ANOVA 
Altura do epitélio 
(µm) 
 

42,82 ± 10,13 38,66 ± 4,14 38,74 ± 3,10 p> 0,05 

Densidade celular 
do epitélio 
(núcleos/mm2)  
 

5,91 ± 1,51 6,15 ± 0,77 6,32 ± 0,44 p> 0,05 

Densidade celular da 
lâmina própria  
(núcleos/mm2) 
 

52,13 ± 11,32 55,48 ± 9,29 53,04 ± 15,39 p> 0,05 

Densidade dos 
vasos sanguíneos 
(vasos/mm2) 
 

55,20 ± 20,09 29,00 ± 8,28 
p< 0,05 

50,00 ± 9,43 
p< 0,02 

p< 0,025 

R15 

RG15 R 15 



38 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C R 7 RG 7 R 15 RG 15
0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

D e n s id a d e  c e lu la r d o  e p ité lio

a a
a

b
a

G r u p o s
 

 

 

 

 

 

 

 

 

A ltu ra  d o  e p ité l io

C R7 RG7 R15 RG15
0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

6 0

a
a a

b

a

G r u p o s
 

Figura 16- Análise morfométrica da altura do epitélio. p<0,05. C- Grupo 
Controle; R7- Grupo 7 dias após a irradiação; RG 7- Grupo suplementado e 
irradiado 7 dias; R15- Grupo 15 dias após a irradiação; RG15- Grupo 
suplementado e irradiado 15 dias. Os gráficos representam as médias e SD. Os 
dados foram analisados pelo método one-way ANOVA seguida de pós teste 
de Bonferroni. Letras diferentes indicam diferença estatística. 

Figura 17- Análise morfométrica da densidade das células do epitélio. 
P<0,05. C- Grupo Controle; R7- Grupo 7 dias após a irradiação; RG 7- Grupo 
suplementado e irradiado 7 dias; R15- Grupo 15 dias após a irradiação; 
RG15- Grupo suplementado e irradiado 15 dias. Os gráficos representam as 
médias e SD. Os dados foram analisados pelo método one-way ANOVA 
seguida de pós teste de Bonferroni. Letras diferentes indicam diferença 
estatística. 
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Figura 18- Fotomicrografias da mucosa da bexiga representando a altura do epitélio nos diferentes grupos 
C- Grupo Controle; R7- Grupo 7 dias após a irradiação; RG 7- Grupo suplementado e irradiado 7 dias; 
R15- Grupo 15 dias após a irradiação; RG15- Grupo suplementado e irradiado 15 dias. Tricrômico de 
Masson. Aumento1000X. 
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Figura 19- Análise morfométrica das células da lâmina própria. P<0,05. C- Grupo 
Controle; R7- Grupo 7 dias após a irradiação; RG 7- Grupo suplementado e irradiado 7 
dias; R15- Grupo 15 dias após a irradiação; RG15- Grupo suplementado e irradiado 15 
dias. Os gráficos representam as médias e SD. Os dados foram analisados pelo método 
one-way ANOVA seguida de pós teste de Bonferroni. Letras diferentes indicam 
diferença estatística. 
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Figura 20- Análise morfométrica da densidade dos vasos sanguíneos da lâmina 
própria. p<0,05. C- Grupo Controle; R7- Grupo 7 dias após a irradiação; RG 7- Grupo 
suplementado e irradiado 7 dias; R15- Grupo 15 dias após a irradiação; RG15- Grupo 
suplementado e irradiado 15 dias. Os gráficos representam as médias e SD. Os dados 
foram analisados pelo método one-way ANOVA seguida de pós-teste de Bonferroni. 
Letras diferentes indicam diferença estatística. 
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C 

R7 RG7 

R15 RG15 

Figura 21- Imunofluorescência anti α-actina SM. Miofibroblastos da lâmina própria marcados 
(verde). Grupo R7 com marcação bem mais acentuada que os demais grupos. C- Grupo Controle; 
R7- Grupo 7 dias após a irradiação; RG 7- Grupo suplementado e irradiado 7 dias; R15- Grupo 15 
dias após a irradiação; RG15- Grupo suplementado e irradiado 15 dias. Microscópio confocal. 
Aumento 400X. 
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Figura 22- Fotomicrografia da mucosa da bexiga: Grupo R7 .Observamos o epitélio e a lâmina 
própria com os miofibroblastos suburoteliais marcados (cabeças de setas). Tricrômico de Masson. 
Aumento1000X. 
 



43 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23- Imunofluorescência anti CD 31. Endotélio dos vasos sanguíneos da lâmina própria 
marcados (verde). Grupo R7 com marcação bem menos acentuada que os demais grupos. C- Grupo 
Controle; R7- Grupo 7 dias após a irradiação; RG 7- Grupo suplementado e irradiado 7 dias; R15- 
Grupo 15 dias após a irradiação; RG15- Grupo suplementado e irradiado 15 dias. Microscópio 
confocal. Aumento 400X. 
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R7 RG7 

RI15 
RG15 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

A radiação ionizante é uma das ferramentas mais utilizadas na terapia contra o câncer. No 

entanto a radiosensibilidade celular é variável e os mecanismos envolvidos ainda são alvos de 

estudos (ROSS, 1999). Antonakopoulos, 1982  mostrou que o urotélio de bexigas de ratas 

submetidas a 20 Gy de radiação mostraram após um mês, aparência normal exceto pelo 

aumento do número de lisossomos e de algumas células binucleadas da camada basal 

(ANTONAKOPOULOS et al, 1982). Segundo Jaal e Door, 2010,  camundongos submetidos 

a 20 Gy de radiação tiveram um decréscimo no número total de células uroteliais no 13º dia 

com ligeira recuperação no 22º dia e diminuição do número de células em todas as camadas 

do urotélio principalmente nas células globosas superficiais (JAAL e DORR, 2006 b; 2010). 

Esses resultados indicaram que o urotélio da bexiga apresentou resultados diferentes de 

acordo com o tempo pós-radiação no experimento. Nossos resultados mostraram também que 

as alterações estão na dependência do tempo uma vez que o urotélio sofreu uma diminuição 

significativa de sua altura no grupo R15  e não sofreu alteração no grupo R7 o que caracteriza 

uma resposta um pouco mais tardia do epitélio à radiação. A dose de 10 Gy, utilizada em 

nosso trabalho (CHUN et al, 1997), pode ser considerada uma dose intermediária entre baixas 

doses que variam de 0,015 a 2 Gy (KIM et al, 2007)  e doses altas de 30 a 45 Gy 

(LEROUXEL et al, 2009).   

 A L- glutamina foi relacionada com diferentes efeitos biológicos atuando  na expressão 

gênica e induzindo alterações no volume celular (HAUSSINGER et al, 2001; CURI et al, 

2005). Em algumas células a glutamina promove um aumento de volume, pois é co-

transportada com o Na+ para o interior das células com saída concomitantemente de K+ 

criando um gradiente osmótico intracelular (HAUSSINGER, 1996). Como o grupo RG15 

manteve a altura do urotélio semelhante ao grupo controle  uma das possibilidades é que isto 

tenha ocorrido graças a ação da L- glutamina exercendo a hidratação das células uroteliais 

com consequente manutenção do volume celular manutenção do mesmo padrão do grupo 

controle. 

A lâmina própria da bexiga possui uma área rica em pequenos vasos sanguíneos tais como 

arteríolas, vênulas e capilares. Alterações dos vasos sanguíneos são uns dos efeitos colaterais 

da radiação e podem estar relacionados à evolução de sintomas desenvolvidos ao longo do 

tempo (LAGRANGE, 1997). A apoptose do endotélio vascular de órgãos do sistema nervoso 

central de camundongos apresentou um decréscimo significativo após dose única de 50Gy de 
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radiação (PEÑA ET AL, 2000). A cistite causada pela radiação é uma das patologias 

relacionadas com danos vasculares na bexiga e a forma crônica dessa patologia pode aparecer 

em humanos de 6 meses a 20 anos após a radioterapia (SOLER et al, 2011).  O CD31 é 

utilizado em estudos de angiogênese (TACHEZY et al, 2010) e quantificação da 

microvascularização (SZYMANSKI et al, 2002; CAGRI SAGAS et al, 2010). A observação 

dos cortes por imunofluorescência mostrou uma diminuição acentuada da marcação das 

células endoteliais no grupo R7. Em RG7 a marcação é semelhante a do grupo controle 

sinalizando a ação da L-glutamina na manutenção dos vasos sanguíneos na fase aguda do 

processo. No grupo R15 observou-se marcação semelhante ao grupo controle ocorrendo uma 

recuperação espontânea da vascularização.   

A densidade celular da lâmina própria não sofreu alterações nos grupo R7 e RG7. Os 

grupos R15 e RG15 tiveram um aumento significativo da densidade celular quando 

comparado ao grupo controle. Os resultados mostraram que o efeito da radiação se da, nesse 

caso, a longo prazo e não foi observado ação da L-glutamina. Trabalho anterior de nosso 

grupo mostrou que a suplementação com L-glutamina mantém a densidade volumétrica e a 

expressão gênica do colágeno da parede de bexigas irradiadas quando comparado ao grupo 

não suplementado (ROCHA et al, 2010) mostrando que a L-glutamina atua de forma positiva 

nos mecanismos de regulação da síntese do colágeno, mas não nos mecanismos de 

multiplicação e/ou migração celular.  

A radiação ionizante promove a liberação dos grânulos com liberação de triptase, 

histamina e fatores pró angiogênicos (MÜLLER e MEINEKE, 2011)  além de fatores que 

promovem a proliferação de fibroblastos e células endoteliais (FAJARDO e PEJLER, 2003; 

SANT, et al 2007; RIBATTI et al, 2010). A avaliação dos mastócitos mostrou que o número 

deles nos grupos suplementados não variou em relação ao grupo controle. Nos grupos 

radiados houve decréscimos significativo o que pode ser  explicado alta sensibilidade dessas 

células à radiação (NORRBY et al, 1984; FORGREN et al, 2001). A manutenção do número 

de mastócitos nos grupos suplementados pode estar relacionada a proteção dessas células por 

ação da L-glutamina, efeito já descrito na mucosa gástrica de ratos (MITRA e  PAL, 1977). 

O aumento dos miofibroblastos está associado ao aumento da atividade de contração 

espontânea da bexiga e na síndrome da bexiga hiperativa em humanos (IKEDA et al, 2007; 

SUI et al, 2008; ROOSEN et al, 2009; HAAB et al, 2010). Nos grupos somente irradiados foi 

observado um aumento do número de miofibroblastos.  A manutenção do numero de 

miofibroblastos mostrou uma ação importante da L-glutamina que pode ser uma opção 

interessante a ser avaliada para atenuar esse efeito sobre os miofibroblastos.  
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Em resumo os resultados obtidos mostraram que a L-glutamina teve ação positiva no 

urotélio, nos miofibroblastos e mastócitos da lamina própria assim como na vascularização da 

mucosa vesical. Esses resultados são relevantes, pois os parâmetros analisados são pontos 

críticos na evolução dos efeitos adversos da radioterapia (LAGRANGE, 1997; ELLIOT, 

2011). Portanto a utilização da L-glutamina antes e após a radioterapia deve ser avaliada e 

considerada para uso humano na proteção das estruturas vesicais. 
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5 CONCLUSÃO 

 Nossos resultados mostraram que a L-glutamina desempenhou uma ação 

radioprotetora no urotélio, nos miofibroblastos da lâmina própria e na preservação da 

vascularização da bexiga de ratos submetidos a irradiação. 
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Anexo A: Comissão de ética para o cuidado e uso de animais experimentais 
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Anexo B: Informações Relevantes à Técnica de Radioterapia: 

 

• Distância “Fonte-Pele” = 100 cm. 

• Campo de exposição = 531 cm2 

• Energia (capacidade de penetração tecidual) = 6 MeV  = TLE (Transferência Linear 

de Energia) : Taxa de energia depositada por partículas carregadas, por unidade de 

distância percorrida. Define o grau de ionização de uma radiação. 

• Tipo de partícula (feixe) = Isótopo radioativo – 60Co-γ – gerando raios gama.  

• Dose = 240 R (Röentgen)/ minuto, o equivalente a aproximadamente 1164 cGy.  

• Tempo de exposição = 6 minutos. 

• Método de Aplicação: teleterapia profunda. 

• Ângulo de incidência da radiação = direto à 0º (potencial de movimentação do braço = 

180º). 

• Posição dos animais = Dorsal. 
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