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1 – RESUMO 

 

A radioterapia é amplamente empregada no tratamento de tumores 

abdominais. Entretanto, o seu emprego provoca danos indesejáveis ao 

tecido sadio, especialmente o intestinal, refletidos por meio de 

manifestações clínicas e histológicas. Buscando minimizar esses efeitos 

colaterais, inúmeras alternativas vêm sendo estudadas, dentre elas a 

suplementação dietética com aminoácidos. O objetivo deste estudo foi 

determinar o efeito da suplementação dietética com os aminoácidos L-

glutamina, L-arginina e glicina nas camadas submucosa e muscular do íleo 

de ratos submetidos a irradiação abdominal. Cinqüenta ratos Wistar machos 

adultos foram distribuídos aleatoriamente em cinco grupos: I – Controle 

não irradiado e sem suplementação de aminoácidos; II – Controle irradiado 

e sem suplementação de aminoácidos; III – irradiado e suplementado com 

L-glutamina; IV – irradiado e suplementado com glicina; V – irradiado e 

suplementado com L-arginina. O período de suplementação dietética foi de 

14 dias, com a irradiação ocorrendo no 8.º dia do experimento. A irradiação 

provocou diminuição da espessura da camada submucosa dos animais do 

grupo II, como também do conteúdo de colágeno, em comparação ao grupo 

controle não irradiado. A suplementação com L-arginina e glicina provocou 

aumento expressivo da espessura da camada submucosa, enquanto a 

suplementação com L-glutamina manteve a espessura dessa camada similar 

à observada nos animais não irradiados. Os animais com dieta 

suplementada com L-arginina e glicina também apresentaram aumento da 

espessura da camada muscular circular interna, em comparação aos ratos 

dos grupos I, não se observando diferenças no que se refere à camada 

muscular longitudinal externa. A suplementação com aminoácidos levou a 

aumento na intensidade de imunomarcação de colágeno tipo I nos animais 

do grupo IV, menos marcante no grupo III, e o grupo V foi o que mais se 



 

assemelhou ao observado nos animais não-irradiados. No tocante ao 

colágeno tipo III, a imunomarcação foi mais intensa no grupo IV, menos 

marcante no grupo V, e no grupo de ratos suplementado com L-glutamina, 

foi similar à encontrada nos animais não-irradiados. Os resultados sugerem 

que a suplementação dietética com glicina e L-arginina leva a aumento da 

quantidade de colágeno na parede ileal de ratos submetidos a radioterapia 

abdominal, eventualmente predispondo ao surgimento de fibrose intestinal, 

enquanto que a suplementação com L-glutamina propicia a manutenção da 

espessura da camada submucosa e pode contribuir para a atenuação dos 

efeitos colaterais decorrentes da irradiação.  

 

Palavras chaves: L-Glutamina; Glicina; L-Arginina; Radioterapia 



 

2 – ABSTRACT 

 

Radiotherapy is widely employed in the treatment of abdominal 

tumors. Nevertheless, its use damages healthy tissue, especially intestinal 

tissue, with consequent clinical and histological manifestations. In order to 

minimize these side effects, several alternatives are being studied, 

including dietary supplementation with amino acids. The aim of this study 

was to determine the effect of dietary supplementation with L-glutamine, 

L-arginine, and glycine on the submucosal and muscular layers of the ileum 

of rats submitted to abdominal radiation. Fifty male Wistar rats weighing 

255 to 325 g were randomly divided into five groups: I – Control – not 

irradiated and not supplemented with amino acids; II – Control – irradiated 

but not supplemented with amino acids; III – irradiated and supplemented 

with L-glutamine; IV – irradiated and supplemented with glycine; V – 

irradiated and supplemented with L-arginine. The period of dietary 

supplementation lasted 14 days, with radiation taking place on the 8
th
 day 

of the experiment. Radiation determined a decrease in the thickness and in 

the collagen content of the submucosal layer in group II animals compared 

to the non-irradiated group. Supplementation with L-arginine and glycine 

induced a marked increase in the thickness of the submucosal layer, while 

supplementation with L-glutamine caused no changes compared to non-

irradiated animals. The animals receiving a diet supplemented with L-

arginine and glycine also showed increased thickness of the internal 

circular muscle layer compared to group I rats, with no difference in the 

external longitudinal muscle layer. Supplementation with amino acids led 

to increased immunostaining of type 1 collagen in group IV animals, with 

less intense staining in group III and no difference in group V compared to 

non-irradiated animals. Regarding type III collagen, immunostaining was 

more intense in group IV and less intense in group V, while in rats 



 

supplemented with L-glutamine there was no difference compared to non-

irradiated animals. These results suggest that dietary supplementation with 

glycine and L-arginine induces an increase in the collagen content of the 

ileal wall of rats submitted to abdominal radiotherapy, eventually 

predisposing it to intestinal fibrosis, while supplementation with L-

glutamine favors the maintenance of the submucosal layer thickness and 

can contribute to attenuating the side effects of radiation. 
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3 – INTRODUÇÃO 

 

 A radioterapia abdomino-pélvica é um importante aspecto da 

terapêutica multimodal de diversos tipos de câncer, como os de reto, cólon, 

bexiga, próstata, colo uterino, ovário e endométrio.
[1,2]

 Entretanto, a doença 

intestinal aguda induzida pela irradiação se constitui em um problema 

constante e de grande relevância, haja vista que, muitas vezes, determina a 

interrupção do tratamento.
[3]

 

O intuito da radioterapia é utilizar dose capaz de afetar o tumor e 

resguardar, na medida do possível, os tecidos normais adjacentes, pelos 

quais ocorrerá a regeneração da área irradiada.
[4-6]

 Ela pode provocar 

alterações celulares por meio de dois mecanismos: por ação direta, na qual 

a radiação interage diretamente com o ácido desoxirribonucléico – DNA –, 

produzindo alterações de ionização e quebra de fitas simples e duplas que 

levam à completa disfunção molecular; ou por ação indireta, quando a 

radiação interage com a água e o oxigênio intracelulares, produzindo 

radicais livres que se ionizam, quebram ligações químicas vitais do DNA e 

iniciam a cascata de eventos que determina a ocorrência de morte ou danos 

celulares.
[5]

   

Embora a radiação ionizante afete órgãos intra-abdominais, como 

fígado, rim e medula óssea, o órgão mais radiossensível é o intestino 

delgado,
[7-9]

 uma vez que os efeitos da irradiação são mais intensos em 

tecidos que sofrem rápida replicação celular.
[10]

 Pia de La Maza & 

Gotteland (2001) referem que o íleo terminal, o sigmóide e o reto são os 

locais que mais freqüentemente apresentam danos, enquanto o jejuno e íleo 

proximal raramente são envolvidos.
[11]

  

Histologicamente, a enteropatia aguda induzida pela irradiação da 

pelve ou do abdome é resultado da quebra da barreira intestinal e da 

inflamação da camada mucosa,
[12]

 manifestando-se clinicamente por 
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apresentação aguda de náuseas, vômitos, diarréia e dor abdominal.
[13]

 Estes 

sintomas, geralmente, perduram por poucas semanas após o tratamento, e 

então desaparecem.
[2]

  

Contrariamente, a enteropatia crônica, que pode manifestar-se 

clinicamente somente muitos anos após a radioterapia, é caracterizada por 

esclerose vascular e fibrose progressiva da parede intestinal. Acredita-se 

que a lesão microvascular possa ser o fator chave na patogênese da fibrose 

por irradiação em muitos órgãos, incluindo o intestino.
[12]

 Nele, as células 

musculares lisas são as produtoras predominantes de colágeno em muitos 

estados patológicos, incluindo a enteropatia por irradiação, que provoca um 

aumento marcante na taxa de proliferação das células musculares lisas, 

habitualmente baixa, e induz intensamente suas expressões de colágenos 

tipos I e III.
[14]

  

Uma dose de 1.100 cGy de raio-X no abdome é capaz de aumentar 

significativamente os escores de inflamação e vascularidade intestinal, 

ocasionando também um decréscimo no número e na altura de células 

mucosas.
[10]

 Stevens et al. (1978) mostraram que pacientes submetidos a 

irradiação pré-operatória evoluíram com menor recorrência de tumores 

pélvicos e na anastomose, mas apresentaram elevada incidência de 

complicações, como ruptura de anastomose e subseqüentes aderências e 

obstrução intestinal.
[15]

 

A enteropatia pela irradiação se constitui em um importante 

obstáculo na terapia da cura do câncer. Por esta razão, o desenvolvimento 

de métodos seguros e eficazes para proteger o intestino da toxicidade à 

irradiação tem sido foco de estudos, tanto clínicos quanto experimentais, há 

longo tempo. Algumas das estratégias que têm mostrado efeitos 

enteroprotetores incluem a utilização de hormônios peptídeos tróficos, 

fatores de crescimento ou aminoácidos, citocinas ou antagonistas de 

citocinas, sucralfato, prostaglandinas, dietas elementares, compostos 
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sulfidrílicos, antioxidantes e imunomoduladores.
[14]

 Alguns aminoácidos, 

como a L-glutamina, a glicina e a L-arginina, têm sido utilizados com a 

finalidade de minimizar as alterações agudas ou crônicas ocasionadas pela 

radioterapia e também melhorar o prognóstico dos pacientes submetidos a 

procedimentos cirúrgicos sobre o intestino após o uso da radioterapia como 

terapia neo-adjuvante. 

A L-glutamina é um aminoácido não essencial, amplamente 

distribuído no organismo, que pode comportar-se como aminoácido 

essencial em determinadas situações clínicas que aumentam a sua 

demanda,
[16]

 por provocar um incremento no catabolismo,
[17]

 como no 

trauma, grandes procedimentos cirúrgicos, sepse, transplante de medula 

óssea e químio e radioterapia.
[18]

 Nestas situações, a concentração de 

glutamina intracelular diminui e, assim, o suprimento corporal desse 

aminoácido torna-se rapidamente depletado, podendo contribuir para a 

ocorrência de atrofia da mucosa intestinal.
[19]

 Diversos estudos mostram 

que a suplementação de L-glutamina pode ser efetiva na prevenção tanto da 

atrofia da mucosa quanto de outros danos que podem advir da irradiação no 

intestino delgado.
[20-22]

  

Constitui-se no aminoácido mais abundante no plasma e no músculo 

esquelético, onde se encontram cerca de 80% da glutamina corporal.
[23]

 

Células de replicação rápida, como linfócitos, enterócitos 
[17,24]

 e células 

particularmente envolvidas com o processo de cicatrização, como os 

fibroblastos,
[25]

 consomem L-glutamina como combustível preferencial 

durante estados de estresse e também durante a síntese de ácido 

nucléico.
[26]

 Além disso, constitui-se no substrato preponderante para a 

amoniogênese, uma vez que libera íon amônia que se combina com íon 

hidrogênio e é excretado na urina, exercendo, assim, importante papel na 

regulação da homeostase ácido-básica.
[27]

 Adicionalmente, este aminoácido 
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atua como condutor de nitrogênio e carbono entre os órgãos, sendo também 

um precursor de nucleotídeos e de glicose.
[28]

  

Conquanto a apoptose de células epiteliais induzida por estresse 

oxidativo e por citocinas se constitua em um importante regulador do 

turnover fisiológico do intestino, a apoptose aumentada pode inibir a 

recuperação da mucosa durante estados patológicos.
[29]

 A glutamina, além 

de ser um importante combustível metabólico para células epiteliais 

intestinais, é também um precursor para o antioxidante glutationa (GSH), 

que exerce um efeito anti-apoptótico, tanto durante eventos espontâneos 

quanto em eventos induzidos,
[29]

 e em lesões de isquemia/reperfusão.
[30]

 

Este antioxidante é sintetizado principalmente no intestino,
[31,32]

 mas a 

diminuição da concentração de glutamina, em presença de estresse 

oxidativo, torna-se um fator limitante para a sua síntese.
[32]

 

Outro nutriente que vem recebendo grande atenção da comunidade 

científica é a L-arginina (ácido 2-amino-5-guanidinovalérico), 

primeiramente isolado em 1886,
[33]

 e após estudos extensos recebeu a 

classificação inicial de dispensável (não-essencial) para humanos 
[34]

 e para 

ratos adultos
[33]

 saudáveis. Entretanto, atualmente, ele é classificado como 

aminoácido semi-essencial ou condicionalmente essencial, haja vista que a 

despeito do organismo apresentar habilidade para sintetizar quantidade 

suficiente para as suas necessidades habituais,
[35,36]

 em situações de 

estresse, como no trauma e na sepse, a sua disponibilidade encontra-se 

reduzida, devendo ser considerado como essencial.
[37-40]

  

A síntese endógena de arginina varia conforme a espécie, estado 

nutricional e estágio de desenvolvimento.
[33]

 Ela pode ser sintetizada a 

partir de vários substratos, como citrulina, ornitina, prolina, glutamina, 

glutamato, argininosuccinato e aspartato.
[33]

 Assim, também seria de se 

esperar que várias enzimas estivessem envolvidas na sua síntese e presentes 

em diversos tipos celulares.
[41,42]

 Todas as enzimas que sintetizam arginina 
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estão presentes nos enterócitos da maioria dos mamíferos, provavelmente 

com exceção de gatos e furões.
[33]

 Muitas das funções da arginina são 

geradas pela ação de moléculas derivadas de seu metabolismo e não da sua 

ação isolada. Em células animais, ela atua como precursora fisiológica para 

a síntese de importantes moléculas, como o óxido nítrico (NO), creatina e 

poliaminas,
[43]

 uréia, prolina, agmatina e glutamato,
[33]

 que, por diferentes 

vias metabólicas, desempenham inúmeras funções em mecanismos de 

inflamação, cicatrização ou reparo tissular, fibrose e síntese protéica, além 

de agir na motilidade intestinal e detoxificação da amônia.
[44]

  

Além dos papéis já citados, a arginina também participa na regulação 

do metabolismo protéico, lipídico e glicídico,
[45]

 uma vez que induz a 

liberação de diversos hormônios, como somatotropina, prolactina e 

insulina.
[35,46]

 Estimula, ainda, a produção do fator de crescimento 

semelhante à insulina (IGF – Insulin Growth Factor) e a liberação, 

também, de forma antagônica, de hormônios anti-insulinêmicos, como 

glucagon, somatostatina, polipeptídeos pancreáticos e catecolaminas.
[35]

 

A glicina deixou de ser um aminoácido coadjuvante em estudos 

experimentais e vem ganhando crescente interesse dos pesquisadores. 

Trata-se do menor aminoácido, consistindo de uma molécula de carbono 

atada a um grupo amino e um grupo carboxila.
[47]

 É um aminoácido neutro 

e não-essencial, sendo que as suas funções estão relacionadas ao seu 

tamanho e à ausência de radicais acoplados à sua molécula. Estes atributos 

permitem que ela desempenhe um papel chave na estrutura de certas 

proteínas e em agir em várias posições, como um modificador biológico.
[48]

 

Resíduos de glicina podem ser acomodados no interior hidrofóbico de 

proteínas, o que permite flexibilidade nas dobras de proteínas com 

propensão a formar hélices, como o colágeno,
[48]

 cuja seqüência de 

aminoácidos é caracteristicamente reconhecida por possuir este aminoácido 

repetido a cada terceira posição da seqüência, e esta repetição ocorre em 
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todos os colágenos, ou seja, um terço da molécula de colágeno é composto 

por glicina.
[49]

  

Ela é conhecida por possuir inúmeras funções fisiológicas, como 

neurotransmissão no sistema nervoso central, uma vez que as células 

nervosas possuem receptores específicos para este aminoácido.
[50]

 

Receptores de glicina também existem em uma ampla variedade de locais 

[51-54]
 em células parenquimatosas hepáticas, em que atenua a lesão 

isquêmica em fígados transplantados;
[55]

 em células do túbulo proximal dos 

rins, atuando contra várias substâncias citotóxicas;
[56]

 no intestino delgado 

[57]
 ela propicia a viabilidade e a motilidade da mucosa após lesão de 

isquemia e reperfusão mesentéricas.
[58,59]

 Nesta situação, os benefícios da 

glicina correlacionam-se com a redução da apoptose na mucosa 

intestinal.
[57]

 Células envolvidas em respostas inflamatórias e imunes, tais 

como macrófagos, monócitos, neutrófilos e linfócitos T, também, possuem 

receptores de glicina 
[60-64]

 que vão mediar a inibição, por meio deste 

aminoácido, da formação de citocinas que desempenham um importante 

papel na progressão do processo inflamatório.
[65]

 A glicina inibe a ativação 

da fosfolipase A2, causada por hipóxia, e a prevenção da degradação do 

fosfolipídio pela inibição desta enzima pode contribuir para a manutenção 

da integridade da membrana celular.
[66]

 Além de atuar como 

neurotransmissor e doador de um carbono é precursora para a formação de 

numerosos compostos, tais como: purinas, porfirinas, creatina e 

glutationa.
[67]

 Entretanto, os mecanismos, pelos quais a glicina protege o 

organismo permanecem incompletamente compreendidos, sendo propostos 

a supressão da sinalização do cálcio, a inibição da ativação da célula 

inflamatória, o decréscimo na formação de radicais livres e outros 

mediadores tóxicos, e o bloqueio da permeabilidade da membrana 

plasmática.
[47]
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O papel dos aminoácidos L-glutamina, L-arginina e glicina na 

proteção ao desenvolvimento da enterite actínica aguda no intestino 

delgado irradiado, mais especificamente de sua camada mucosa, vem sendo 

demonstrado por inúmeros autores.
[4,7,20,68-70]

 Contudo, os dados acerca de 

sua atuação em outras camadas da parede intestinal ainda são muito 

limitados. 
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4 – OBJETIVOS 

 

4.1 – Objetivo Geral 

 

Determinar o efeito da suplementação dietética com os aminoácidos 

L-glutamina, L-arginina e glicina nas camadas submucosa e muscular do 

íleo de ratos submetidos à irradiação abdominal.  

 

4.2 – Objetivos Específicos 

 

Avaliar se a suplementação com L-glutamina, L-arginina e glicina 

interfere no ritmo de ganho ponderal e na ingestão de água e de ração de 

ratos submetidos à irradiação abdominal.  

Comparar a eficácia da suplementação dos aminoácidos L-glutamina, 

L-arginina e glicina na preservação da integridade das camadas submucosa 

e muscular da parede ileal de ratos submetidos à irradiação abdominal.
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5 – MÉTODO 

 

Utilizou-se um modelo experimental com ratos Wistar machos 

adultos submetidos à irradiação abdominal e a suplementação nutricional 

com os aminoácidos L-glutamina, L-arginina e glicina. Por meio de análise 

morfométrica de segmento do intestino delgado (íleo), foram avaliadas as 

espessuras das camadas submucosa, muscular circular interna e muscular 

longitudinal externa. A coloração Vermelho de Picro Sirius foi utilizada 

para a observação das fibras colágenas, e a imunohistoquímica, para a 

identificação das camadas musculares e para a diferenciação das fibras de 

colágeno tipos I e III.   

Os procedimentos cirúrgicos e o acompanhamento dos animais 

foram realizados no Laboratório de Cirurgia Experimental da Faculdade de 

Ciências Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ); a 

irradiação dos animais foi realizada no Setor de Radioterapia do Centro 

Universitário de Controle do Câncer do Hospital Universitário Pedro 

Ernesto – UERJ; e a preparação e a coloração das lâminas para estudo 

imunohistoquímico bem como a análise morfométrica, foram realizadas no 

Departamento de Anatomia Humana do Instituto de Biologia Roberto 

Alcântara Gomes – UERJ.  

 

5.1 – Animais e Grupos 

 

Foram utilizados 50 ratos Wistar machos adultos (Rattus 

norvegicus), com peso inicial entre 255 e 325 gramas. Esses animais foram 

distribuídos, aleatoriamente, em cinco grupos de estudo, cada um com dez 

animais: 

I – grupo controle – animais não submetidos a irradiação abdominal 

e sem suplementação nutricional de aminoácidos;  
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II – grupo controle irradiado – animais submetidos a irradiação 

abdominal e sem suplementação nutricional de aminoácidos; 

III – animais submetidos a irradiação abdominal e a suplementação 

de L-glutamina durante todo o período da experimentação; 

IV – animais submetidos a irradiação abdominal e a suplementação 

de glicina durante todo o período da experimentação; 

V – animais submetidos a irradiação abdominal e a suplementação de 

L-arginina durante todo o período da experimentação. 

 

Os animais do grupo I, utilizados para a caracterização da parede 

intestinal normal, foram mantidos em condição-padrão de laboratório, 

durante os 14 dias do experimento, enquanto os animais dos grupos II, III, 

IV e V foram submetidos à irradiação abdominal no 8° dia da 

experimentação. Os animais dos grupos III, IV e V receberam 

suplementação nutricional de L-glutamina, glicina e L-arginina, 

respectivamente, durante os 14 dias do experimento. No 15.º dia do 

experimento, os animais de todos os grupos foram submetidos à 

laparotomia para ressecção de segmento ileal.  

Os ratos foram identificados e alojados em gaiolas com cinco 

animais cada, em biotério climatizado, com foto-períodos diários de 12 

horas, e receberam ração apropriada e água ad libitum.  

 

5.2 – Composição da Ração Oferecida 

 

Os animais de todos os grupos receberam a ração comercial Focus
®
 

(Focus 1722
®
 Roedores Ltda.), de acordo com as recomendações do 

American Institute of Nutrition Rodents Diets (1993).
[71] 

Esta ração é 

composta de cloreto de sódio (sal comum), milho integral moído (8% de 

proteína bruta), farelo de soja (47% de proteína bruta), farelo de trigo (14% 
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de proteína bruta), fosfato bicálcico (19% de fosfato e 23% de cálcio), 

carbonato de cálcio (39% de cálcio), DL-metionina, L-lisina, HCl (Tab. 1), 

aditivo antioxidante e premix mineral vitamínico (vitaminas A, E, K, B1, 

B2, B6 e B12, niacina, ácido pantotênico, ácido fólico, biotina, colina, 

ferro, zinco, cobre, iodo, manganês, selênio e cobalto). A quantidade exata 

utilizada dos ingredientes não é fornecida pelo fabricante, somente os seus 

percentuais máximo ou mínimo. 

 

Tab. 1. Composição da ração oferecida aos animais. 

Característica / ingredientes Percentuais (%) 

Umidade (máx.) 13,0 

Proteína bruta (mín.) 22,0 

Extrato etéreo (mín.) 4,0 

Matéria mineral (máx.) 9,0 

Matéria fibrosa (máx.) 8,0 

Cálcio (máx.) 1,4 

Fósforo (mín.) 0,8 

  máx.. – máximo; mín. – mínimo 

 

5.3 – Irradiação Abdominal 

 

Os animais dos grupos II, III, IV e V foram imobilizados em 

recipientes plásticos e submetidos a dose única de irradiação, de 1.164 cGy, 

no 8° dia da experimentação.  

A irradiação foi liberada a partir de um acelerador linear de 6 MeV 

(modelo Clinac 2100
® 

– Varian
®
), a uma velocidade de liberação de 240 

cGy por minuto, aplicados sobre o abdome, em um campo de 6 x 4 cm, 

com distância fonte-pele de 100 cm.  
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A dose de irradiação foi ajustada para 1.164 cGy, a 3 cm da pele 

(normalização da dose), e liberada no sentido dorsal. Os ratos foram 

irradiados com o tórax, cabeça e extremidades situando-se fora da área de 

irradiação. 

 

5.4 – Suplementação de Aminoácidos 

 

Os animais dos grupos III, IV e V receberam suplementação de L-

glutamina (Resource Glutamin
®
 – Nestlé Nutrition

®
), glicina (Glicina

®
 – 

Vetec Química Fina Ltda.) e L-arginina (Sigma-Aldrich
®
), respectivamente, 

uma vez ao dia, durante os 14 dias da experimentação, na dose de 0,65 

g/kg/dia.  

A dose diária dos aminoácidos foi preparada em solução aquosa, em 

concentração de 4%, perfazendo volume final de 5 ml, e administrada por 

via intragástrica, em bolus, com a utilização de um catéter orogástrico, 

sempre no mesmo horário. 

Os animais dos grupos I (controle não irradiado) e II (controle 

irradiado, sem suplementação de aminoácidos), receberam 5 ml de água 

filtrada, por via intragástrica, durante os 14 dias da experimentação, 

administrada da mesma forma descrita anteriormente, sempre no mesmo 

horário. 

 

5.5 – Controle de Peso e de Ingestão de Ração e Água 

 

Diariamente, sempre no mesmo horário, os animais foram pesados e 

as ingestões de água e de ração foram verificadas.    

O peso dos animais foi aferido em balança de precisão (modelo 

Adventure
TM

 – Ohaus
®
). O consumo de ração foi aferido pelo controle do 

resto-ingestão da ração fornecida. A água foi ofertada em recipientes 
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graduados em mililitros, sendo o consumo também aferido pelo controle do 

resto-ingestão.  

 

5.6 – Ressecção dos Segmentos Intestinais 

 

No 15.º dia do experimento, os animais foram submetidos a 

procedimento cirúrgico, sob anestesia geral com tiopental sódico 

(Tiopental
® 

– Abbott
®
), na dose de 50 mg/kg peso, por via intraperitoneal.  

O acesso à cavidade abdominal foi realizado por laparotomia 

mediana, com cerca de 3 cm de extensão. Após a localização da válvula 

ileocecal, e a 2 cm anteriores a ela, procedeu-se à ressecção de um 

segmento de 2 cm de íleo.  

Seguiu-se a morte dos animais, por sobredose anestésica (tiopental 

sódico). Procedeu-se à laparorrafia, em dois planos (peritônio-aponeurótico 

e pele), com suturas contínuas, utilizando-se fio cirúrgico de polipropileno 

2-0 (Prolene
®
 – Ethicon

®
). 

 

5.7 – Processamento Histológico 

 

O segmento ileal foi aberto em sentido longitudinal, lavado em soro 

fisiológico, para retirada de detritos fecais, e distendido sobre cortiça. A 

fixação foi realizada em solução de formol tamponado a 10%, por um 

período de 24 horas, sendo o material, em seguida, desidratado em uma 

série crescente de alcoóis e incluído em parafina (Parafina para Histologia
®
 

– Merck), de acordo com as normas para análise histológica. 

Posteriormente, esse material foi cortado, com o auxílio de um micrótomo 

Olympus CUT 4060 Retracting.   

Um corte de cada animal foi submetido a coloração de hematoxilina 

e eosina para a verificação da integridade do material. 
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Para a quantificação das camadas que formam a parede do íleo, foi 

utilizada a coloração tricrômico de Masson. Para cada animal, foram 

corados cinco cortes, com intervalo de 100 µm entre eles. Cada corte 

apresentava 5 µm de espessura. 

 Para a observação das fibras de colágeno, utilizou-se a coloração 

Vermelho de Picro Sirius (Picro Sirius Red). Para a caracterização do 

colágeno, foi utilizada uma lente de polarização acoplada a microscópio 

óptico biológico Olympus BX 51. As fibras colágenas mais espessas e 

fortemente birrefringentes apresentam-se, neste método, coradas em 

vermelho-alaranjado (colágeno tipo I) e as fibras mais finas e dispersas, 

fracamente birrefringentes, apresentam coloração esverdeada (colágeno 

tipo III)
[72]

. 

Para a realização da imunohistoquímica, foram utilizadas lâminas 

silanizadas para uma melhor fixação do tecido. Foram utilizados os 

seguintes anticorpos: anti-α-actina (Invitrogen
®
 – mouse anti-actin 

0,016mg/l 08-0106) para a observação de miofibroblastos e caracterização 

da presença do tecido muscular, e anti-colágeno tipos I e III (ABCAM 

ab6308-100
®
 e ABCAM ab6310-100

®
) para a observação das respectivas 

fibras. 

Os cortes foram desparafinados em banhos de xilol, desidratados em 

seqüência decrescente de álcool, lavadas em solução tampão de fosfato 

(PBS
®
 – Phosphate Buffered Solution). Em seguida, passaram pela etapa de 

reativação antigênica em dois banhos de tampão citrato de sódio, um em 

aquecimento e outro em temperatura ambiente. Subseqüentemente, os 

cortes foram submetidos ao bloqueio da peroxidase endógena e incubadas 

em câmara úmida com o reagente A (Invitrogen
®
) para o bloqueio dos sítios 

antigênicos. Após o bloqueio, foi colocado o anticorpo primário, 

permanecendo os cortes em câmara úmida. O tempo de incubação no 

anticorpo primário variou de acordo com o anticorpo: a anti-α-actina 
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permaneceu duas horas à temperatura ambiente e os dois tipos de colágeno 

permaneceram overnight à temperatura de 4º C. Em seguida, os cortes 

foram incubados nos reagentes B (anticorpo secundário) e C (streptavidina) 

que representam o anticorpo secundário e o soro de cabra, respectivamente. 

Entre as incubações com esses reagentes, também foram realizadas 

lavagens dos cortes em PBS. Após a última lavagem, os cortes foram 

reveladas ao abrigo da luz, com o uso de diaminobenzidina (DAB). Após a 

revelação, os cortes foram lavados em água destilada e mergulhados em 

hematoxilina de Harris para a coloração das outras regiões do tecido. Em 

seguida, os cortes foram desidratados em banhos crescentes de álcool e 

preparação para a montagem de lâminas em resina (Entellan
®
) para 

observação em microscópio de luz.  

 

5.8 – Análise Morfométrica  

 

Os cortes histológicos foram analisados em sistema de microscópio 

computadorizado, composto por microscópio óptico biológico Olympus 

BX51, dotado de objetivas planas acromáticas. A ocular foi acoplada a uma 

câmera de vídeo Olympus DP70, que transmitia as imagens a um 

microcomputador, com exibição das imagens em um monitor de 22 

polegadas, com dot pitch 0,23. Para a mensuração das espessuras de cada 

lâmina foram selecionados aleatoriamente quatro campos com aumento 

final de 400X e suas imagens automaticamente transferidas para o 

programa Image Pro
®
 instalado em um microcomputador com resolução de 

2040 x 1536 pixels e quantificadas com o auxílio do programa Image J
®
. 

Nesta etapa, para cada espessura das camadas, foram realizadas oito 

medidas para cada campo fotografado, para posterior obtenção das médias 

destas medidas. 
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Fig. 1 – Fotomicrografia de íleo de rato saudável com a coloração tricrômico de 

Masson (400X). 

 

Sob aumento de 400X e resolução de 2040 x 1536 pixels, foram 

obtidas imagens para a qualificação da α-actina do músculo liso pela 

imunohistoquímica e do colágeno pelo método de Vermelho de Picro 

Sirius. Para a obtenção das imagens dos colágenos tipos I e III pela 

imunohistoquímica, também foram utilizados os aumentos de 400X e 

resolução de 2040 x 1536 pixels. 

 

5.9 – Análise Estatística 

 

As análises estatísticas realizadas visaram a comparação do grau de 

manutenção das características estruturais das camadas submucosa, 

muscular circular interna e muscular longitudinal externa do íleo dos ratos. 

A comparação dos grupos de animais, considerando as variáveis 

acima citadas, bem como a variação do peso e ingestão de água e ração 

foram realizadas por meio da Análise de Variância (ANOVA) e do pós-teste 

de Tukey. 

As análises foram realizadas com a utilização do programa estatístico 

GraphPad Prism 4
®
 – 2003. Em todas as análises, um valor de p≤0,05 foi 

Submucosa 

Muscular circular interna 

Muscular longitudinal externa 
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estabelecido para a rejeição da hipótese nula de similaridade entre os 

grupos de animais. 

 

5.10 – Aspectos Éticos no Cuidado com os Animais 

 

O projeto desta pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa Animal do Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, da 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Todos os procedimentos 

seguiram, rigorosamente, a regulamentação existente sobre experimentação 

com animais.
[73,74]
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6 – RESULTADOS 

 

6.1 – Evolução dos Animais  

 

Após a irradiação abdominal, quatro animais evoluíram para óbito, 

dois do grupo IV (submetidos a irradiação e a suplementação dietética com 

glicina) e dois do grupo V (irradiado e suplementado com L-arginina). 

 

6.1.1 – Peso dos Animais 

 

No primeiro dia do experimento (D0), os animais de todos os grupos 

não apresentaram diferença significativa quanto aos seus pesos (p=0,0530) 

(Tab. 2 e Fig. 2A). Nos sete dias que antecederam a irradiação abdominal, 

todos os grupos de animais apresentaram percentual de ganho ponderal 

semelhante (p=0,1733). (Fig. 2B)  

Entretanto, no período após a irradiação, os animais dos grupos II 

(submetidos a irradiação sem suplementação de aminoácidos), IV e V 

apresentaram perda ponderal significativa quando comparados aos dos 

grupos I (controle não irradiado e sem suplementação) e III (submetidos a 

irradiação e a suplementação com L-glutamina) (p<0,001 para os grupos II, 

IV e V, em relação ao grupo controle; p<0,01 para os grupos II e IV e 

p<0,001 para o grupo V em relação ao grupo III). Não foi observada 

diferença no percentual de alteração do peso nos animais do grupo III em 

relação ao controle (p>0,05). (Fig. 2C). 

 

6.1.2 – Ingestão de Ração 

 

Nos sete dias que antecederam a irradiação abdominal, os animais do 

grupo IV ingeriram quantidade significativamente menor de ração, em 
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comparação aos ratos dos demais grupos (p<0,05 em relação aos animais 

dos grupos I e III; p<0, 001 em relação aos do grupo II; e p<0,01 em 

relação aos do grupo V). (Tab. 3 e Fig. 3A) 

 

Tab. 2. Análise descritiva do peso corporal inicial e final nos diversos grupos de 

animais. 

Grupos 
N Peso N Peso Diferença 

inicial inicial (g) * final final (g) * (g) * 

I 10 299,2 ± 17,7 10 309,7 ± 19,8 10,6 ± 4,31 

II 10 299,2 ± 12,9 10 276,7 ± 17,7 -22,5 ± 12,9 

III 10 288,9 ± 17,7 10 290,0 ± 13,6 2,4 ± 6,7 

IV 10 288,2 ± 6,9 8 271,4 ± 12,2 -16,7 ± 10,4 

V 10 304,9 ± 19,3 8 286,3 ± 20,1 -16,5 ± 14,3 

n - número de animais 

*valores expressos em média ± desvio padrão 

 

Entretanto, após a irradiação, todos os animais dos grupos 

submetidos a irradiação e a suplementação dietética com algum aminoácido 

ou submetidos a irradiação sem suplementação, ingeriram menor 

quantidade de ração em comparação ao grupo controle (p<0,001 pra todos). 

Os ratos irradiados e suplementados com glicina, da mesma maneira que no 

período pré-irradiação, ingeriram significativamente menos ração em 

comparação aos animais dos demais grupos, inclusive em relação ao grupo 

II, que não recebeu nenhuma suplementação de aminoácido (p<0, 001 em 

relação aos animais dos grupos II, III e IV, e p< 0,01 em relação aos do 

grupo V). (Tab. 3 e Fig. 3B) 
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Fig. 2. Peso dos animais no início do experimento e percentual de ganho ou 

alteração de peso nos diversos grupos do estudo. 

 

Tab. 3. Análise descritiva da ingestão de ração, antes e após a irradiação. 

Grupos 
N 

inicial 

Ingestão diária 

pré-irradiação 

(g) * 

Final 

Ingestão diária 

pós-irradiação 

(g) * 

I 10 22,8 ± 6,2 10 22,0 ± 1,5 

II 10 24,8 ± 8,6 10 10,0 ± 5,7 

III 10 23,2 ± 6,6 10 18,5 ± 2,5 

IV 10 21,0 ± 3,3 8 6,4 ± 7,0 

V 10 24,4 ± 3,6 8 11,5 ± 5,4 

n - número de animais 

*valores expressos em média ± desvio padrão 
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Fig. 3. Ingestão de ração dos animais dos diversos grupos de estudo, antes e após a 

irradiação abdominal. 

 

Em contraposição, os ratos do grupo III, apesar de terem ingerido 

menor quantidade de ração quando comparados aos do grupo controle 

(p<0,001), ingeriram significativamente mais ração dos que os animais dos 

grupos II, IV e V. (Tab. 3 e Fig. 3B) 

Os animais irradiados e suplementados com L-arginina 

comportaram-se de maneira semelhante ao do grupo irradiado que não 

recebeu suplementação de aminoácidos (p>0,05). (Tab. 3 e Fig. 3B) 

 

6.1.3 – Ingestão de Água 

 

Nos sete dias que antecederam a irradiação abdominal, não houve 

diferença entre os grupos de animais no que se refere à ingestão de água, 

exceto pelo grupo suplementado com L-arginina (grupo V) que, quando 

comparado aos demais, apresentou ingestão significativamente superior 

(p<0,001). (Tab. 4 e Fig. 4A) 
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Tab. 4. Análise descritiva da ingestão de água, antes e após a irradiação. 

Grupos 
n 

inicial 

Ingestão diária 

pré-irradiação 

(ml) * 

n 

final 

Ingestão diária 

pós-irradiação 

(ml) * 

I 10 34,8 ± 6,1 10 36,5 ± 3,7 

II 10 36,3 ± 5,5 10 22,6 ± 10,8 

III 10 35,9 ± 6,9 10 30,1 ± 4,9 

IV 10 41,4 ± 11,1 8 28,9 ± 20,8 

V 10 52,7 ± 13,9 8 45,3 ± 21,2 

n - número de animais 

*valores expressos em média ± desvio padrão 

 

 

Fig. 4. Ingestão de água nos animais dos diversos grupos de estudo, antes e após a 

irradiação abdominal. 

 

Após a irradiação, os animais dos grupos II e III ingeriram 

quantidade significativamente menor de água que os animais do grupo I 

(p<0,001 e p<0,05 respectivamente), diferentemente do que se observou 

em relação aos ratos do grupo IV (p>0,05). Entretanto, os animais do grupo 

V apresentaram ingestão de água significativamente maior que os do grupo 

controle (p<0,05). (Tab. 4 e Fig. 4B) 

No período pós-irradiação, os animais submetidos a irradiação 

abdominal e que não receberam suplementação de aminoácidos (grupo II) 

apresentaram ingestão de água significativamente menor quando 

comparados aos ratos dos grupos irradiados e que receberam 
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suplementação de aminoácidos (grupos III, IV e V) (p<0,01 em relação aos 

animais dos grupos III e IV, e p<0, 001 em relação aos do grupo V). Porém, 

dentre os ratos suplementados com aminoácidos, aqueles que receberam L-

arginina (grupo V), apresentaram ingestão significativamente maior de 

água do que os que receberam L-glutamina (grupo III) ou glicina (grupo 

IV) (p<0, 001 para todos). (Tab. 4 e Fig. 4B) 

 

6.2 – Análise Morfométrica  

 

6.2.1 – Camada Submucosa do Íleo 

 

Os animais do grupo II (submetidos a irradiação abdominal e sem 

suplementação de aminoácidos) apresentaram espessura da camada 

submucosa do íleo significativamente menor que os ratos de todos os 

demais grupos (p<0,01 em relação aos do grupo I e p<0,001 em relação aos 

dos grupos III, IV e V).  

Os animais irradiados que receberam suplementação de glicina 

(grupo IV) e L-arginina (grupo V) apresentaram espessura da camada 

submucosa significativamente maior em relação aos do grupo I (p<0,001 e 

p<0,05; respectivamente), o que não se observou nos animais do grupo III 

(submetidos a irradiação abdominal e suplementação de L-glutamina) que 

mantiveram espessura da submucosa semelhante à observada no grupo 

controle não-irradiado (p>0,05).  

Adicionalmente, os animais suplementados com glicina 

apresentaram espessura da camada submucosa significativamente maior 

que os suplementados com L-glutamina (p<0,01) que mantiveram a 

espessura dessa camada em nível similar ao observado no grupo controle 

não-irradiado (p>0,05). (Tab. 5 e Fig. 5) 
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Tab. 5. Análise descritiva da espessura da submucosa nos grupos de animais. 

Grupos N 
Submucosa 

(mm) * 

I 10 22,68 ± 2,34 

II 10 17,35 ± 2,04 

III 10 23,92 ± 3,00 

IV 8 29,90 ± 4,15 

V 8 26,58 ± 12,80 

N - número de animais 

*valores expressos em média ± desvio padrão 
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Fig. 5. Espessura da submucosa do íleo dos animais nos diversos grupos de estudo. 

 

6.2.2 – Camada Muscular do Íleo 

 

As espessuras da camada muscular circular interna do íleo dos 

animais dos grupos controle (I), irradiado sem suplementação de 

aminoácidos (II) e irradiado com suplementação de L-glutamina (III) não 

apresentaram diferenças entre si (p>0,05). Porém, os animais submetidos a 

irradiação abdominal e a suplementação com glicina (grupo IV) e L-
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arginina (grupo V) apresentaram espessura desta camada significativamente 

maior do que a dos animais do grupo controle não-irradiado (p<0,05 para 

ambos). (Tab. 6 e Fig. 6A) 

Não foi observada diferença na espessura da camada muscular 

longitudinal externa do íleo dos ratos entre todos os grupos de animais 

(p>0,05). (Tab. 6 e Fig. 6B). 

 

Tab. 6. Análise descritiva da espessura da camada muscular nos grupos de animais. 

Grupos n 
Circular interna Longitudinal externa 

(mm) * (mm) * 

I 10 51,04 ± 9,61 29,28 ± 6,24 

II 10 56,64 ± 13,70 29,91 ± 3,71 

III 10 56,90 ± 10,98 36,56 ± 10,07 

IV 8 75,58 ± 22,44 38,03 ± 6,16 

V 8 85,65 ± 67,89 33,56 ± 14,45 

n – número de animais 

*valores expressos em média ± desvio padrão 

 

 

Fig. 6. Espessura das camadas musculares circular interna e longitudinal externa 

do íleo dos animais nos diversos grupos de estudo. 

 

6.3 – Análise Histológica 

 

6.3.1 – Vermelho de Picro Sirius  
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Verificou-se, qualitativamente, que em todos os grupos de animais 

houve predomínio da coloração vermelha, indicando que não existe uma 

diversidade de tipos de colágeno na camada submucosa do íleo e que, nesse 

aspecto, a irradiação e a suplementação não influenciaram as fibras 

colágenas. (Figs. 7 a 11) 

 

          

(A)                                                             (B) 

Fig. 7. Fotomicrografias do íleo de rato não irradiado e sem suplementação de 

aminoácidos (grupo I), sem polarização (A) e sob luz polarizada (B) (400X). 

 

         

(A)                                                              (B) 

Fig. 8. Fotomicrografias do íleo de rato irradiado e sem suplementação de 

aminoácidos (grupo II), sem polarização (A) e sob luz polarizada (B) (400X). 
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(A)                                                            (B) 

Fig. 9. Fotomicrografias do íleo de rato irradiado e com suplementação de L-

glutamina (grupo III), sem polarização (A) e sob luz polarizada (B) (400X). 

 

            

(A)                                                                 (B) 

Fig. 10. Fotomicrografias do íleo de rato irradiado e com suplementação de glicina 

(grupo IV), sem polarização (A) e sob luz polarizada (B) (400X). 

 

           

(A)                                                                (B) 

Fig. 11. Fotomicrografias do íleo de rato irradiado e com suplementação de L-

arginina (grupo V), sem polarização (A) e sob luz polarizada (B) (400X). 
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6.3.2 – Imunohistoquímica  

 

6.3.2.1 – Colágenos Tipo I e Tipo III 

 

Qualitativamente, a imunohistoquímica para marcação de colágeno 

tipo I evidenciou que a intensidade de marcação da camada submucosa foi 

mais pronunciada nos grupos IV (irradiado e suplementado com glicina) 

(Fig. 15) e II (irradiado e sem suplementação de aminoácidos) (Fig. 13), 

porém este último mostrou menor quantidade de colágeno. O grupo V 

(irradiado e suplementado com L-arginina) (Fig. 16) mostrou uma 

intensidade de marcação próxima ao grupo I (controle não irradiado) (Fig. 

12), enquanto o grupo III (irradiado e suplementado com L-glutamina) 

(Fig. 14) foi o que mostrou menor intensidade de marcação desse tipo de 

colágeno. 

O grupo V apresentou marcação mais intensa de colágeno tipo I na 

camada muscular longitudinal externa (Fig. 16), seguido pelos grupos III 

(Fig. 14), II (Fig. 13), IV (Fig. 15) e I (Fig. 12), sendo este último com 

intensidade de marcação muito próxima à observada no grupo IV (Fig. 15).  

Quando os grupos de animais foram comparados entre si quanto à 

intensidade da marcação em relação ao colágeno tipo III, o grupo IV (Fig. 

20) também mostrou a marcação mais intensa deste tipo de colágeno na 

camada submucosa, seguido pelos grupos V (Fig. 21), III (Fig. 19) e I (Fig. 

17), estes dois últimos muito semelhantes, enquanto o grupo II (Fig. 18) foi 

o grupo que mostrou marcação menos intensa. 

Foi observada também no grupo I (Fig. 17) a marcação mais intensa 

de colágeno tipo III na camada muscular longitudinal externa, seguido pelo 

grupo III (Fig. 19) e praticamente nenhuma marcação foi observada nos 

grupos II (Fig. 18), IV (Fig. 20) e V (Fig. 21). O grupo II (Fig. 18) foi 
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aquele que mostrou a marcação menos intensa deste tipo de colágeno nas 

diferentes camadas.  

 

 

Fig. 12.  Fotomicrografia do íleo de rato controle não-irradiado (grupo I), com 

imunomarcação para colágeno tipo I (400X) ( * ). 

 

 

Fig. 13.  Fotomicrografia do íleo de rato controle irradiado (grupo II), com 

imunomarcação para colágeno tipo I (400X) ( * ). 
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Fig. 14. Fotomicrografia do íleo de rato irradiado e submetido a suplementação 

dietética com L-glutamina (grupo III), com imunomarcação para colágeno tipo I  

(400X) ( * ). 

 

 

Fig. 15. Fotomicrografia do íleo de rato irradiado e submetido a suplementação 

dietética com glicina (grupo IV), com imunomarcação para colágeno tipo I (400X) 

( * ). 
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Fig. 16. Fotomicrografia do íleo de rato irradiado e submetido a suplementação 

dietética com L-arginina (grupo V), com imunomarcação para colágeno tipo I  

(400X) ( * ). 

 

 

17. Fotomicrografia do íleo de rato controle não-irradiado (grupo I), com 

imunomarcação para colágeno tipo III (400X) ( * ). 
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Fig. 18. Fotomicrografia do íleo de rato controle irradiado (grupo II), com 

imunomarcação para colágeno tipo III (400X) ( * ). 

 

 

Fig. 19. Fotomicrografia do íleo de rato irradiado e submetido a suplementação 

dietética com L-glutamina (grupo III), com imunomarcação para colágeno tipo III 

(400X) ( * ). 
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Fig. 20. Fotomicrografia do íleo de rato irradiado e submetido a suplementação 

dietética com glicina (grupo IV), com imunomarcação para colágeno tipo III 

(400X) ( * ). 

 

 

Fig. 21. Fotomicrografia do íleo de rato irradiado e submetido a suplementação 

dietética com L-arginina (grupo V), com imunomarcação para colágeno tipo III 

(400X) ( * ). 

 

6.3.2.2 – Músculo Liso (α-actina) 

 

O material de todos os grupos de animais foi submetido a estudo 

imunohistoquímico com anti-α-actina para caracterizar a presença de 

músculo liso no tecido intestinal e auxiliar na identificação das diferentes 
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camadas musculares durante a mensuração das suas espessuras. As 

imunohistoquímicas para α-actina de cada grupo de animais são mostradas 

nas figuras 22 a 26. 

 

 

Fig. 22. Fotomicrografia do íleo de rato controle não irradiado (grupo I), com 

imunomarcação para α-actina (400X), com identificação das camadas musculares  

( * ). 

 

 

Fig. 23. Fotomicrografia do íleo de rato controle irradiado (grupo II), com 

imunomarcação para α-actina (400X), com identificação das camadas musculares  

( * ). 
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Fig. 24. Fotomicrografia do íleo de rato irradiado e submetido a suplementação 

dietética com L-glutamina (grupo III), com imunomarcação para α-actina (400X), 

com identificação das camadas musculares ( * ). 

 

 

Fig. 25. Fotomicrografia do íleo de rato irradiado e submetido a suplementação 

dietética com glicina (grupo IV), com imunomarcação para α-actina (400X), com 

identificação das camadas musculares ( * ). 
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Fig. 26. Fotomicrografia do íleo de rato irradiado e submetido a suplementação 

dietética com L-arginina (grupo V), com imunomarcação para α-actina (400X), 

com identificação das camadas musculares ( * ). 
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7 – DISCUSSÃO 

 

A radioterapia provoca danos no intestino que podem se manifestar 

tanto precoce quanto tardiamente. A adequada cicatrização do tecido 

irradiado ainda se constitui em um desafio a ser superado e requer certa 

urgência, uma vez que o intestino desempenha diversas funções 

metabólicas, dentre elas a síntese protéica. O trato gastrointestinal 

apresenta a maior taxa de turnover protéico corporal, contribuindo com 

10% a 15% da síntese total de proteínas.
[75]

 Além disso, desempenha 

funções já bem conhecidas no tocante à absorção de nutrientes e funções 

imune e endócrina.
[76]

  

O tecido intestinal que sofre dano decorrente de irradiação passa por 

mudanças estruturais que são refletidas na capacidade do epitélio em 

absorver os nutrientes. Além disso, os efeitos colaterais ocasionados pela 

enterite actínica, como náuseas, enjôo, dor abdominal e diarréia, são 

capazes não somente de limitar a utilização da radioterapia no tratamento 

anti-neoplásico, como também de influenciar na ingestão hídrica e 

alimentar e no peso corporal, constituindo-se em indicadores prognósticos. 

Assim, esses efeitos afetam, sobremaneira, a qualidade de vida dos 

pacientes e 5% a 10% deles desenvolvem severa toxicidade intestinal, 

caracterizada, mais tardiamente, por fibrose transmural, que pode levar a 

obstrução intestinal.
[77]

 

Tem-se verificado que quanto maior a severidade dos sintomas 

agudos decorrentes da irradiação, maior a incidência de efeitos crônicos 

adversos, sugerindo que a resposta precoce à radiação ionizante de alguma 

forma altera a fisiologia do intestino e assim o torna mais susceptível à 

inflamação.
[78]

 Por esta razão, torna-se de grande importância proteger o 

intestino da lesão causada pela irradiação na fase aguda.
[68]
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Inúmeros estudos vêm sugerindo que alguns nutrientes podem 

minimizar os efeitos negativos da irradiação sobre o intestino
 [4,20,68,79,80]

 e, 

assim, permitir a melhor tolerância a essa terapia. Sugere-se que esses 

nutrientes são capazes de interferir positivamente na estrutura intestinal, 

recuperando a capacidade absortiva do epitélio e a cicatrização da parede, 

como um todo.
[81,82]

  

Optou-se por avaliar a ação dos aminoácidos L-arginina e L-

glutamina, que são condicionalmente essenciais, tendo sua necessidade 

aumentada em situações de estresse,
[17,18,38,39]

 como ocorre durante o 

emprego da radioterapia. Além de suas funções específicas, estes 

aminoácidos participam da síntese protéica, em especial de colágeno, que, 

durante ou após a irradiação, pode ter sua síntese diminuída. 

Adicionalmente, desempenham um papel na minimização dos processos 

inflamatórios,
[4,44,83]

 de grande relevância no reparo tissular, e, ainda, 

participam na formação de moléculas antioxidantes, como a glutationa, o 

que pode diminuir a ação dos radicais livres liberados durante a 

irradiação.
[29,65,84]

  

A glicina, que tem sido utilizada por muitos autores como 

aminoácido-controle, com o objetivo principal de manter o mesmo aporte 

de aminoácidos, neste estudo não foi utilizada como tal, mas como um dos 

objetos de estudo.
[20,22,85]

 Utilizá-la como controle é passível de crítica, haja 

vista que esse aminoácido possui propriedade antioxidante reconhecida, 

como a de suprimir a ação de radicais livres
 [67]

 e de inibir a formação de 

citocinas pró-inflamatórias,
[60-64]

 além de participar na constituição da 

molécula de colágeno.
[48]

  

Muitas são as dosagens para a suplementação de aminoácidos que 

vêm sendo utilizadas, tanto em animais
 [6,68,86,87]

 quanto em humanos,
[88,89]

 

dificultando a padronização dos resultados, pois muitas das ações desses 

aminoácidos podem depender da dose e do tempo de sua utilização. 
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Em humanos, a recomendação para o uso de glutamina em pacientes 

em períodos pré e pós-operatório varia de 0,35-0,65 g/kg de peso 

corporal/dia
 [90]

 a valores médios de 20-30 g/dia.
[16]

 Também em animais, é 

grande a diversidade, variando entre 1,0 g/kg/dia
 [20]

 e 4,5 g/kg/dia,
[91]

 mas 

também sendo preconizados a utilização de valor correspondente a 2% da 

água ingerida ao dia
 [68, 79]

 ou de solução a 3%.
[85]

  

No que se refere à arginina, as recomendações de dosagens para 

humanos situam-se entre 300 a 500 mg/kg de peso/dia, acima de 4% a 6% 

do valor energético total ou acima de 10 a 12 g/dia, havendo tolerância até 

altas doses (30-60 g/dia).
[92]

 Hwang et al. (2003), que também avaliaram o 

íleo irradiado em ratos, utilizaram suplementação da arginina na dose de 

2% da água ingerida, enquanto Gonce et al. (1990) utilizaram diversas 

doses, também em relação à ingestão hídrica, variando entre 2% e 6%.
[93]

  

Até o momento, a glicina é utilizada como suplemento dietético 

somente em desenhos experimentais, com doses de 0,5-1,0 g/kg de peso 

corporal,
[57,58]

 5% da dieta ou em solução de reperfusão a 20%,
[59]

 não 

havendo ainda padronização de dosagem para humanos. 

Optou-se por utilizar uma dose padrão de 0,65 g/kg/dia dos três 

aminoácidos – L-arginina, glicina e L-glutamina –, fundamentado em 

pesquisas anteriormente realizadas por nosso grupo com L-glutamina e 

pelo fato de que este é, até o momento, o aminoácido mais estudado. Desta 

forma, a suplementação de aminoácidos nas dietas dos animais manteve-se 

quantitativamente uniforme para todos os grupos, eliminando-se a 

possibilidade de que eventuais diferenças nos resultados pudessem ser 

atribuídas, eventualmente, a diferenças em sua oferta. 

No período pré-irradiação, os animais suplementados com glicina 

(grupo IV) ingeriram menor quantidade de ração quando comparados aos 

dos demais grupos. Porém, esta menor ingestão não alterou o ganho de 
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peso, que foi, neste mesmo período, semelhante entre todos os grupos de 

animais. 

No período pós-irradiação, os animais de todos os grupos irradiados 

apresentaram ingestão de ração significativamente menor do que o grupo 

controle não irradiado (grupo I), ratificando os resultados encontrados por 

Klimberg et al. (1990) e Diestel et al. (2007). Isto demonstra que a 

irradiação interfere negativamente neste parâmetro, possivelmente por 

gerar alterações no sistema digestório, como diarréia, dor abdominal e 

náuseas. Entretanto, dentre os animais irradiados, os que receberam 

suplementação de L-glutamina (grupo III) apresentaram maior ingestão de 

ração em comparação aos demais grupos irradiados (II, IV e V), mantendo 

o seu peso corporal similar ao dos ratos não irradiados. Outros autores 

mostram discrepância nessa observação. Enquanto alguns obtiveram 

resultados similares,
[82,87]

 atribuindo-os ao fato da L-glutamina possuir um 

efeito de preservação de proteína no pool de aminoácidos livres intracelular 

e na síntese protéica muscular,
[94,95]

 outros mostraram que animais 

irradiados com dieta suplementada com aminoácidos apresentaram perda 

de peso semelhante à daqueles não-suplementados no período pós-

irradiação.
[20,68]

  

Todavia, os animais suplementados com glicina (grupo IV) 

continuaram a apresentar menor ingestão alimentar no período pós-

irradiação, com conseqüente perda de peso, quando comparados com os 

ratos de todos demais grupos, inclusive com aqueles submetidos a 

irradiação e que não receberam qualquer suplementação de aminoácido 

(grupo II). Isso se contrapõe aos achados de Tsune et al. (2003) que 

suplementaram a dieta de ratos submetidos à indução de colite com glicina 

a 5% e observaram a preservação do peso corporal desses animais.
[50]

 

Possivelmente, isto se deve ao fato da glicina se tornar indisponível para 

reutilização após a sua incorporação em alguns compostos, o que ocorre 
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sob certas circunstâncias, como em estados de estresse intenso, em que a 

demanda maior por este aminoácido pode exceder a sua taxa de síntese.
[96]

  

No que se refere à L-arginina, há controvérsias quanto a sua 

influência no peso corporal. Neste estudo, a sua suplementação não se 

mostrou eficaz na manutenção do ganho ponderal em animais irradiados, 

em concordância com os dados de Barbul et al. (1984) que mostraram que 

ratos com fratura óssea induzida, mesmo recebendo arginina (por via 

endovenosa, em infusão contínua por 24 horas, em três diferentes doses: 

1,55, 4,05 e 7,9 g/dia) perderam peso até o 5.º dia após o trauma.
[40]

 

Entretanto, Mane et al. (2001), em experimento com ratos com colite 

induzida, observaram que o uso desse aminoácido, em diferentes dosagens 

(30-500 mg/dia), acelera o ganho de peso, tanto antes quanto após a 

indução dessa condição inflamatória.
[44]

  

No que tange aos efeitos da suplementação com L-arginina na 

ingestão de água, observou-se que os animais suplementados com este 

aminoácido ingeriram significativamente mais água em comparação aos 

demais grupos, tanto antes quanto após a irradiação. Em ratos, a maioria 

das modificações morfológicas e funcionais do intestino surge a partir do 

4.º dia após a irradiação abdominal.
[10]

 Neste mesmo período, um 

decréscimo na absorção de água e cloreto de sódio é descrito, mostrando 

que a função intestinal é afetada pela irradiação e pode contribuir para a 

diarréia induzida pela radiação ionizante.
[20,97]

 

Também se sugere que a arginina, pela produção endógena de óxido 

nítrico, atue como um modulador fisiológico pró-absortivo do transporte 

ileal de água e eletrólitos em mamíferos,
[98]

 além de se constituir em 

vasodilatador e apresentar ação inibitória sobre a enzima conversora de 

angiotensina.
[99]

 Em situações de estresse, a demanda pela L-arginina está 

aumentada, com o intuito de promover a síntese endógena de seus 

metabólitos, inclusive do óxido nítrico,
[100]

 o que pode ser amplificado com 



42 

 

o aumento do aporte dietético desse aminoácido, potencializando seus 

efeitos e, possivelmente, contribuindo para estimular o aumento da ingestão 

hídrica. 

A maior parte das publicações que refere o uso da L-glutamina na 

prevenção ou controle de seqüelas da irradiação no intestino delgado tem se 

restringido à sua importante ação na mucosa,
[22,69,79,82]

 sendo ainda muito 

limitados os dados acerca de seu eventual papel nas outras camadas da 

parede intestinal, foco do presente estudo. O mesmo se observa com a L-

arginina e seus metabólitos, principalmente o óxido nítrico, cujos estudos 

disponíveis não caracterizam morfometricamente toda a parede intestinal 

irradiada,
[68]

 e com a glicina, em que o foco, em sua maioria, está na 

caracterização de eventos relacionados à isquemia/reperfusão em diversos 

órgãos.
[54,55,57]

 

O colágeno se constitui na proteína predominante do tecido 

conjuntivo do intestino e os seus tipos I e III são encontrados na lâmina 

própria, na submucosa e na camada muscular,
[101]

 sendo as células 

musculares lisas preponderantes em sua produção em muitos estados 

patológicos, incluindo a enteropatia por irradiação.
[14]

 Neste estudo, o 

colágeno foi avaliado qualitativamente por meio da imunohistoquímica e 

da coloração Vermelho de Picro Sirius, sendo as alterações estruturais do 

tecido conjuntivo das camadas submucosa e muscular longitudinal e 

circular observadas por análise morfométrica. Pela imunohistoquímica, 

foram evidenciados os dois tipos de colágeno, I e III, com diferentes 

intensidades.  

A espessura da parede intestinal, desde a camada serosa até a 

muscular da mucosa, correlaciona-se com a extensão da deposição de 

tecido conjuntivo após a irradiação.
[12]

 As camadas musculares da parede 

intestinal foram evidenciadas por meio da imunohistoquímica da α-actina 

de músculo liso, sendo as camadas submucosa e muscular longitudinal e 
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circular utilizadas para estudo morfométrico. As camadas muscular da 

mucosa e serosa não foram mensuradas, haja vista as suas espessuras serem 

muito delgadas. A despeito de importantes alterações que ocorrem na 

camada mucosa após a irradiação, como destruição das células 

proliferativas das criptas, diminuição da altura das vilosidades e 

ulceração,
[68,87,102]

 ela não foi avaliada, devido a irregularidade de sua 

estrutura, o que dificulta a análise morfométrica.
[103]

 

Nos animais submetidos a irradiação abdominal e que não receberam 

suplementação de aminoácidos (grupo II) houve uma diminuição 

significativa da camada submucosa em relação a todos os demais grupos. 

Isto se justifica pelo fato da irradiação abdominal ser capaz de aumentar a 

expressão de citocinas inflamatórias na camada muscular ileal de 

ratos,
[104,105]

 bem como elevar, simultaneamente, a síntese e a atividade de 

metaloproteinases no intestino irradiado.
[105-107]

 Esta família de enzimas 

degrada todos os componentes do tecido conjuntivo, leva a um aumento da 

expressão de citocinas pró-inflamatórias e fibrogênicas 
[104]

 e tem sido 

implicada como um dos fatores responsáveis por complicações da 

cicatrização, como, p. ex. deiscência de anastomoses intestinais.
[108]

 Em 

contrapartida, quando os animais foram irradiados e submetidos a 

suplementação dietética com aminoácidos (grupos III, IV e V) observou-se 

aumento da espessura da camada submucosa, em comparação aos animais 

do grupo II, o que pode se dever ao maior aporte de proteínas na dieta e/ou 

à ação especifica de cada um dos aminoácidos. 

Ainda na submucosa, os ratos do grupo III (submetidos a irradiação e 

suplementados com L-glutamina) não mostraram diferença em comparação 

aos do grupo I (controle), demonstrando que o aminoácido L-glutamina, 

possivelmente, foi aquele que apresentou melhores propriedades protetoras 

e/ou preventivas, mantendo um padrão histológico mais próximo do 

normal.  
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Em outras situações clínicas graves, como choque, sepse e trauma, 

também já foi descrita a influência da L-glutamina na manutenção da 

integridade e na prevenção da atrofia e da disfunção intestinal em 

ratos.
[109,110]

 

O papel da L-glutamina na manutenção da integridade intestinal 

pode ser atribuído a sua conversão a prolina 
[111]

 e ao estímulo da síntese 

protéica nos enterócitos,
[75]

 em especial a do colágeno, que constitui uma 

das etapas do processo de cicatrização. Além disso, por meio da ação da 

glutationa, um metabólito da L-glutamina e potente antioxidante,
[29]

 pode 

promover diminuição da ação dos radicais livres liberados durante a 

irradiação, minimizando o dano na parede intestinal. Outro efeito 

recentemente atribuído a este aminoácido seria a inibição do aumento da 

expressão das metaloproteinases no intestino, após isquemia, e do aumento 

da expressão da óxido nítrico sintase indutiva (iNOS).
[112]

  

Diferentemente dos animais do grupo III, os dos grupos IV 

(submetidos a irradiação e suplementados com glicina) e V (submetidos a 

irradiação e suplementados com L-arginina) mostraram aumento 

expressivo da camada submucosa, maior, inclusive, que dos ratos do grupo 

controle, o que pode se justificar pelo papel específico desempenhados por 

estes aminoácidos na síntese de colágeno. 

A prolina, que tem ornitina, glutamato e glutamina como seus 

precursores, encontra-se em grande quantidade na ferida e é fundamental 

para a síntese de colágeno.
[113]

 A ornitina é sintetizada a partir da L-

arginina, pela ação da enzima arginase, nas células musculares lisas,
[111]

 que 

são as principais produtoras de colágeno no intestino.
[111]

  

          A arginase inibe a produção de óxido nítrico
 [114]

 que, dependendo da 

enzima que o gerou, age tanto na prevenção quanto na indução da lesão 

intestinal. Esta molécula é derivada da ação de duas enzimas: óxido nítrico 

sintase constitutiva (cNOS), que produz óxido nítrico em níveis 
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fisiológicos e vai desempenhar um papel na manutenção da integridade 

vascular e da barreira mucosa, e óxido nítrico sintase indutiva (iNOS), que 

é estimulada por citocinas inflamatórias ou endotoxinas.
[100]

 Esta última, 

quando ativada, é responsável pela produção de grandes quantidades de 

óxido nítrico por longo período de tempo, gerando desarranjos estruturais
 

[100]
, por inibir a proliferação das células musculares lisas,

[115]
 como também 

por promover a sua apoptose,
[116]

 tornando prejudicada a síntese de 

colágeno. A habilidade da arginase em competir com a iNOS pelo substrato 

L-arginina pode prejudicar a síntese de NO
 [114] 

e, desta forma, pode ter 

contribuído para o aumento da espessura da camada submucosa nos 

animais do grupo V. 

Em similaridade aos animais suplementados com L-arginina, aqueles 

suplementados com glicina apresentaram aumento importante da camada 

submucosa. Como existe grande quantidade de glicina na molécula do 

colágeno, esse aumento sugere que o dano tissular causado pela irradiação 

pode ter gerado maior incorporação deste aminoácido ao colágeno, uma 

vez que sua disponibilidade tornou-se aumentada pela suplementação 

dietética. Além disso, a glicina, como a L-arginina, ocorre em altas 

concentrações, particularmente na pele e no tecido conjuntivo, e pode, por 

esta razão, ser requerida em quantidades relativamente grandes para o 

reparo tissular.
[117,118]

 Adicionalmente, outras funções importantes que têm 

sido atribuídas à glicina podem, eventualmente, ter contribuído para este 

resultado, como sua ação antiinflamatória e citoprotetora,
[47]

 e propriedades 

que interferem positivamente na perfusão tecidual comprometida pela 

irradiação.
[57]

 

A morfometria das camadas musculares não mostrou diferença na 

camada muscular longitudinal externa entre os diferentes grupos de 

animais. Entretanto, a camada muscular circular interna nos animais dos 

grupos IV e V apresentou aumento significativo quando comparada à do 
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grupo I, sugerindo que a proliferação das células musculares lisas pode ter 

contribuído para o aumento da síntese de colágeno na camada submucosa 

desses animais.  

Os aminoácidos em estudo mostraram-se capazes de estimular a 

síntese de colágeno no intestino delgado irradiado, notadamente glicina e 

L-arginina. Este achado pode sugerir que estes aminoácidos não deveriam 

ser indicados para suplementação dietética na concomitância de irradiação 

abdominal, haja vista que levaram a aumento acentuado da camada 

submucosa, com conseqüente aumento da concentração de colágeno, o que 

pode se configurar em risco aumentado de desenvolvimento de fibrose 

intestinal. 

Assim, a L-glutamina foi o aminoácido que mostrou melhores 

resultados na proteção do intestino delgado contra a exposição à radiação 

ionizante, propiciando a manutenção estrutural da camada submucosa e das 

camadas musculares longitudinal externa e circular interna, em nível 

similar ao observado nos animais saudáveis. Poder-se-ia especular que esse 

efeito também poderia diminuir o risco de desenvolvimento de fibrose 

intestinal pós-irradiação, como observado por Chang et al. (2001), em 

estudo em ratos com indução de obstrução intestinal mecânica.
[119]

  

Os resultados desta pesquisa provêm novos subsídios para a eventual 

aplicabilidade clínica destes aminoácidos na prevenção e no reparo da lesão 

da parede ileal irradiada. Estudos adicionais são necessários, com 

quantificação dos colágenos tipos I e III, bem como da expressão das 

metaloproteinases, no sentido de se determinar a eficácia da utilização de 

diferentes dosagens de aminoácidos, de maneira isolada ou combinada, por 

períodos de tempo distintos, assim como o emprego de doses maiores e 

fracionadas de irradiação.  
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8 – CONCLUSÃO 

 

A suplementação dietética com L-glutamina, glicina e L-arginina 

levou a aumentou diferenciado da espessura da camada submucosa ileal.  

Com a L-arginina e glicina, a camada submucosa se tornou mais espessada 

do que observado nos ratos não irradiados, enquanto com a L-glutamina a 

espessura dessa camada não apresentou diferença em relação a esses 

mesmos animais.  

A suplementação dietética com L-arginina e glicina aumentou a 

espessura da camada muscular circular interna, sem alterar a camada 

muscular longitudinal externa, em comparação aos animais não irradiados, 

irradiados ou com suplementação com L-glutamina. 

A ingestão de ração pós-irradiação diminui em todos os grupos de 

animais submetidos à irradiação abdominal. No tocante à ingestão de água 

pós-irradiação, ela somente aumentou no grupo suplementado com L-

arginina. 

Após a radioterapia, apenas o grupo de animais suplementados com 

L-glutamina apresentou ganho ponderal similar ao observado nos ratos não 

irradiados.
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ANEXO 

 

Tab. A1. Peso inicial e final de cada animal por grupo. 

Grupos

Pesos (g) inicial final inicial final inicial final inicial final inicial final

Rato 0 298,39 323,74 301,44 284,61 278,98 287,99 282,14 232,30 280,87 292,59

Rato 1 299,08 326,12 309,60 252,20 273,90 296,20 281,84 235,24 310,35 259,24

Rato 2 285,23 302,92 309,31 234,65 282,78 297,80 286,82 271,63 289,29 234,45

Rato 3 286,67 305,90 289,96 281,52 266,20 283,66 276,18 254,02 325,10 287,80

Rato 4 312,03 345,70 317,36 305,63 278,52 278,76 284,87 295,98 302,58 Óbito

Rato 5 275,66 292,30 277,42 220,60 256,41 268,84 288,64 235,05 309,32 261,09

Rato 6 278,25 291,83 304,99 262,34 302,18 288,15 284,04 Óbito 287,98 Óbito

Rato 7 308,10 315,21 300,17 271,91 321,08 307,68 271,21 254,35 282,10 250,83

Rato 8 323,93 338,14 288,97 236,40 285,36 294,95 285,05 254,90 292,36 254,45

Rato 9 274,63 291,46 274,29 262,77 304,65 303,98 286,69 Óbito 310,98 308,35

I - Controle II - Irradiado III - L- glutamina IV - Glicina V -L-arginina

 

 

Tab. A2. Ingestão total de ração e água por grupo de animais entre os dias 01 e 15 

do experimento. 

Ratos 0 a 4 Ratos 5 a 9 Ratos 0 a 4 Ratos 5 a 9

I - Controle 1.732,5 1.614,3 2.730,0 2.640,0

II - Irradiado 1.228,0 1.406,2 2.100,0 2.370,0

III - L- glutamina 1.578,6 1.565,9 2.320,0 2.680,0

IV - Glicina 952,3 1.109,8 2.000,0 3.270,0

V -L-arginina 1.622,0 1.403,1 2.800,0 4.080,0

Grupos
Ração (g) Água (ml)

Ratos 0 a 4 Ratos 5 a 9 Ratos 0 a 4 Ratos 5 a 9

I - Controle 1.732,5 1.614,3 2.730,0 2.640,0

II - Irradiado 1.228,0 1.406,2 2.100,0 2.370,0

III - L- glutamina 1.578,6 1.565,9 2.320,0 2.680,0

IV - Glicina 952,3 1.109,8 2.000,0 3.270,0

V -L-arginina 1.622,0 1.403,1 2.800,0 4.080,0

Grupos
Ração (g) Água (ml)

 

 

Tab. A3. Espessura (mm) das camadas submucosa e muscular de cada animal dos 

grupos controle (I) e irradiado (II). 

Grupos

circular longitudinal circular longitudinal

interna externa interna externa

0 27,22 59,79 33,86 15,32 36,49 26,61

1 24,01 57,50 33,06 14,36 50,57 26,95

2 22,26 46,36 25,89 18,05 41,48 24,48

3 24,51 52,90 29,12 16,53 67,97 34,09

4 20,90 35,80 16,85 21,15 72,21 31,02

5 24,50 48,24 31,49 19,35 45,81 30,02

6 20,32 38,52 24,82 18,72 67,69 29,39

7 19,81 53,97 36,93 15,84 72,22 32,69

8 20,93 67,78 36,07 16,48 65,10 36,43

9 22,35 49,56 24,78 17,78 46,96 27,53

Animais

Controle IRRADIADO

submucosa submucosa
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Tab. A4. Espessura (mm) das camadas submucosa e muscular de cada animal dos 

grupos L-glutamina (III) e glicina (IV). 

Grupos

circular longitudinal circular longitudinal

interna externa interna externa

0 28,89 75,31 45,22 34,55 79,16 46,85

1 22,61 49,27 30,07 36,58 88,04 38,63

2 20,18 49,59 26,68 31,00 12,40 44,42

3 20,63 41,82 22,93 23,77 61,89 41,54

4 21,66 54,23 32,48 27,42 62,86 31,48

5 25,77 46,44 29,88 28,19 63,04 37,93

6 23,96 69,00 55,45 Óbito Óbito Óbito

7 28,53 61,48 43,10 27,82 72,53 34,18

8 23,23 54,25 36,16 28,20 53,20 29,26

9 23,83 67,68 43,74 Óbito Óbito Óbito

Animais

GLUTAMINA GLICINA

submucosa submucosa

 

 

Tab. A5. Espessura (mm) das camadas submucosa e muscular de cada animal do 

grupo arginina (V). 

Grupos

circular longitudinal

interna externa

0 49,26 24,39 46,70

1 31,07 66,25 33,00

2 23,69 73,83 40,07

3 25,24 61,38 29,53

4 Óbito Óbito Óbito

5 29,33 78,06 38,77

6 Óbito Óbito Óbito

7 23,34 47,36 26,32

8 24,60 73,14 47,16

9 32,75 12,70 40,56

submucosaAnimais

ARGININA
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