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Efeitos da suplementacdo com L-Glutamina 2% e L-Glutationa 1% sobre
as células da glia e neurdnios do plexo mientérico do ileo de ratos
diabéticos

RESUMO

O Diabetes Mellitus € um distarbio metabdlico cronico e complexo de etiologia
multipla. O diabetes estd associado com disturbios no trato gastrointestinal, que
incluem sintomas como: nauseas, inchaco, dor abdominal, diarréia, constipacao e
atraso no esvaziamento gastrico. O objetivo desse trabalho foi comparar o efeito
protetor da suplementagdo com L-glutamina 2% e com L-glutationa 1% sobre os
neurdnios e as células gliais entéricas no ileo de ratos diabéticos. Foram utilizados
30 ratos machos Wistar, distribuidos em seis grupos: Normoglicémico (N),
Normoglicémico suplementado com L-Glutamina 2% (NG), Normoglicémico
suplementado com L-Glutationa 1% (NGO), Diabético (D), Diabético suplementado
com L-Glutamina 2% (DG) e Diabético suplementado com L-Glutationa 1% (DGO).
Depois de 120 dias o ileo foi processado para as técnicas de imunohistoquimicas
HuC/D e S100. Andlise quantitativa e morfométrica foram realizadas. Os ratos do
grupo D apresentaram uma reducdo no numero de neurdnios quando comparados
com os animais do grupo N. A L-Glutationa preveniu a morte neuronal nos diabéticos
suplementado quando comparado com o grupo D. Além disso, a L-Glutationa
causou uma reducdo no numero de neurbnios nos animais normoglicémicos
suplementados quando comparado com os N. A densidade glial ndo alterou com o
diabetes, mas houve uma proliferacéo glial nos ratos diabéticos suplementados com
L-Glutationa quando comparado com o grupo D e uma proliferacdo nos ratos do
grupo NG quando comparado com 0s normoglicémicos. A area neuronal aumentou
nos ratos diabéticos em relagdo aos normoglicémicos. Os ratos do grupo DG e DGO
apresentaram uma menor area neuronal quando comparado com os diabéticos. A L-
Glutamina ocasionou um aumento na area neuronal nos ratos normoglicémicos
suplementados em relacdo aos normoglicémicos. A area do corpo celular glial
reduziu nos diabéticos quando comparado com os normoglicémicos. Os ratos do
grupo DG e DGO néao apresentaram diferenca significativa na area do corpo celular
glial quando comparado com os ratos do grupo D. J& os animais normoglicémicos
suplementados com L-Glutationa apresentaram uma reducdo na area do corpo
celular glial quando comparado com o grupo normoglicémico. Concluiu-se que a
suplementacdo com L-Glutationa 1% apresentou um melhor efeito que a L-
Glutamina 2% na neuroprotecéo entérica.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus, neuropatia entérica, neurdnio entérico e célula
da glia.



Effects of supplementation with 2% L-Glutamine and 1% L-Glutathione
on glial cells and neurons of the myenteric plexus of the ileum of diabetic
rats

ABSTRACT

Diabetes Mellitus is a chronic metabolic disorder of multiple etiology and complex.
Diabetes is associated with disorders of the gastrointestinal tract, which includes
symptoms such as: nausea, bloating, abdominal pain, diarrhea, constipation, and
delayed gastric emptying. The aim this study was to compare the protective effect of
2% L-Glutamine supplementation and 1 % L-Glutathione on the enteric neurons and
enteric glial cell. It was used 30 male Wistar rats, divided in six groups:
Normoglycemic (N), Normoglycemic supplemented with 2% L-Glutamine (NG),
Normoglycemic supplemented with 1% L-Glutathione (NGO), Diabetics (D), Diabetics
supplemented with 2% L-Glutamine (DG) and Diabetics supplemented with 1% L-
Glutathione (DGO). After 120 days, the ileum was processed for HUC/D and S100
immunohistochemistry techniques. Quantitative and morphometric analysis was
performed. Diabetic rats had a reduction in the number of neurons compared to
animals in group N. L-Glutathione prevented the neuronal death in diabetic
supplemented when compared to the group D. Furthermore, L-Glutathione caused a
reduction in the number of neurons in the normoglycemic animals supplemented
when compared to group N. The glial density did not change with diabetes, but there
was a glial proliferation in diabetic rats supplemented with L-Glutathione when
compared with the group D and a proliferation in the group NG when compared to
the normoglycemic. The neuronal area increased in diabetic rats compared to
normoglycemic. The rats from the group DG and DGO showed a smaller neuronal
area when compared to diabetics. L-Glutamine caused an increase in the neuronal
area in the rats from the group NG compared to normoglycemic. The area of the glia
cell body decreased in diabetic compared to the normoglycemic. The rats from the
DG and DGO groups showed no significant difference in the area of the glia cell body
when compared with the rats in group D. The normoglycemic animals supplemented
with L-Glutathione showed a reduction in the area of the glia cell body compared to
normoglycemic. It was concluded that supplementation with 1% L-Glutathione
showed a better effect than 2% L-Glutamine in enteric neuroprotection.

Keywords: Diabetes Mellitus, neuropathy, enteric neuron and enteric glial cell.
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CAPITULO 1

Revisédo Bibliografica



1.Introducéo

O trato gastrintestinal (TGI) fornece para o organismo um suprimento continuo
de agua, nutrientes e eletrdlitos. Na parede do TGI encontra-se o plexo mientérico e
submucoso que juntos formam o Sistema Nervoso Entérico (SNE) (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008). O SNE é constituido por neurénios e células gliais entéricas
(CGEs) (FURNESS, 2006). Os neurdnios se localizam na maioria das vezes em
ganglios nos plexo mientérico e submucoso, enquanto as CGEs sdo encontradas em
todas as camadas do intestino (RUHL, 2005).

Estudos tém sido feitos com o intuito de analisar o comportamento dos
neurdbnios entéricos e das CGEs em animais diabéticos induzidos por
estreptozootocina (PEREIRA et al., 2011; LOPES et al., 2012).

Estima-se que cerca de 143 milhGes de pessoas em todo o mundo sofram de
diabetes e acredita-se que esse numero possa dobrar até 2030 (KING; AUBERT;
HERMAN, 1998). O diabetes mellitus (DM) € um dos principais problemas de saude
publica e € a principal causa de neuropatia, retinopatia, nefropatia, ataques
cardiacos e derrames. (VINIK, 1999). A neuropatia diabética é um grupo
heterogéneo de desordens e apresenta uma gama extensiva de anormalidades
(VINIK, 2004) afetando entre 60 e 70 % dos pacientes diabéticos (MOGHTADERI et
al.,2006).

No DM, ocorre a reducdo dos niveis de importantes antioxidantes como a
Glutationa (GSH), o que torna a suplementacdo com substancias como a L-
Glutamina, um precursor da GSH, uma esperanga promissora no tratamento das
complicagbes  neurologicas induzidas pela doenca. (KUYVENHOVEN;
BAKHSHIPOUR; RASHIDI, 1999).

Estudos mostram que os niveis de GSH, apresentam-se reduzidos em ratos
com DM induzido pela estreptozootocina (LOVEN et al., 1986). Segundo Bravenboer
et al. (1992), seu uso em ratos diabéticos € particularmente efetivo na prevencéo da
neuropatia diabética

Vérios autores ja demonstraram que a L-Glutamina aumenta ou mantém os
niveis de GSH nas células. Roth et al. (2002), observaram este fato em ratos apds a
suplementacdo com o aminoacido. Foi verificado que a suplementacdo com L-
Glutamina reduz a deplecdo de GSH no musculo esquelético em humanos, apos
trauma cirargico (FLARING et al, 2003). Além disso, Harward et al. (1994),
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observaram que a suplementacdo com o aminoacido em ratos, mantém os niveis de
GSH durante isquemia / reperfuséo intestinal.

Alves et al. (2010) e Pereira et al. (2011) investigaram os efeitos da
suplementacdo de L-Glutamina nos compomentes do SNE, e ambos obtiveram
resultados positivos com a suplementagéo. Ueno et al. (2002), demonstraram que a
suplementacdo com GSH em animais com DM experimental, previne disfuncdes
neuronais e renais.

Assim sendo, o objetivo do tabalho foi comparar o efeito da suplementacéo
com L-Glutamina 2% e L-Glutationa 1% sobre os neurdnios entéricos e as CGEs no
plexo mioentérico do ileo de ratos induzidos a DM experimental.



2.Revisao Bibliografica

O sistema nervoso surgiu como uma necessidade dos organismos
unicelulares, de se ajustar ao meio ambiente para sobreviver. Com a evolugédo o
sistema nervoso tornou se fundamental para os organismos pluricelulares no
controle do meio interno e o funcionamento coordenado das células, tecidos e
sistemas, além de integrar o individuo com o meio externo. Sendo assim, o sistema
nervoso € responsavel por receber informacées do meio interno e externo
(sensoriais), associar e interpretar essas informacdes, ordenar acdes ou respostas
(motora) e no apice da evolucdo também é responsavel pelas funcdes intelectuais,
como memoaria, humor e outros (MACHADO, 2006. MIRANDA NETO, 2007).

Em uma classificagdo anatdmica o sistema nervoso é dividido em Sistema
Nervoso Central (SNC) e Sistema Nervoso Periférico (SNP) (MACHADO, 2006;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). O SNC é composto pelo encéfalo e medula
espinhal. Os neurdnios do SNC associam a informagao que ingressa e determinam
se uma resposta € necessaria. Sinais desencadeando uma resposta apropriada sao
enviados de volta as células efetoras do corpo através dos neurbnios eferentes. O
conjunto dos neurdnios aferentes e eferentes constitui o SNP (SILVERTHORN,
2003).

O SNP pode ser dividido em Sistema Nervoso Somético, que controla os
musculos esqueléticos, e Sistema Nervoso Autbnomo, responsavel pelo controle de
musculo liso e cardiaco, glandulas exdcrinas, algumas glandulas enddcrinas e
alguns tipos de tecido adiposo (SILVERTHORN, 2003). Essas atividades tém a
funcdo de manter a constancia do meio interno, para isso, este € um sistema
involuntario que funciona em nivel inconsciente (SPENCE, 1991; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008). O sistema nervoso autbnomo € também denominado sistema
nervoso visceral, porque ele controla a contracdo e a secrecdo em varios 0rgaos
internos. Os componentes autdnomos sdo posteriormente divididos em Sistema
Nervoso Simpatico, Sistema Nervoso Parassimpatico e Sistema Nervoso Entérico
(SNE) (SILVERTHORN, 2003). O SNE estende-se da faringe ao esfincter anal
(FURNESS; COSTA, 1980), ou seja, por todo o trato gastrointestinal (TGI).

O TGI fornece para o organismo um suprimento continuo de agua, nutrientes
e eletrélitos. Para que isso acontega, varios eventos estdo envolvidos, incluindo
motilidade e digestdo dos alimentos, secre¢cdo do suco digestivo, absor¢cdo dos

produtos da digestéo, circulacdo de sangue pelos 6rgdos gastrintestinais. O controle
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de todas essas funcdes é realizado pelos sistemas endocrino e nervoso (FURNESS;
COSTA, 1980).

A parede do TGI é composta por quatro camadas distintas: tanica mucosa,
tela submucosa, tinica muscular e serosa. A tdnica muscular € constituida por
musculatura lisa disposta em dois estratos: circular interna e longitudinal externa.
Nos mamiferos, localiza-se entre estas o plexo mioentérico, componente do SNE
que desempenha um importante papel na regulacdo da atividade peristaltica
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

O SNE funciona como um “cérebro” localizado no TGI, sendo uma forma
eficiente de deslocamento do controle visceral do SNC, eliminando, entre outras
coisas, um grande numero de vias que percorrem a longa distancia de conexao entre
0 SNC e o trato digestorio. Evolutivamente esta é uma forma do SNC poupar espaco
mantendo, no entanto, ligacdo com o intestino para intercambio de informacgdes
essenciais (STERNINI, 1988).

O SNE apresenta-se organizado em plexos que podem ser ganglionados ou
nao ganglionados. Os plexos mioentérico e submucoso sdo plexos do tipo
ganglionados (STERNINI, 1988). O plexo mioentérico estende-se por todo TGl, do
es6fago ao anus, e apresenta diferencas morfologicas nos diferentes 6rgdos e
espécies estudadas (FURNESS, 2006). O plexo submucoso localiza-se entre a

muscular circular e a tela submucosa.

Sao descritos trés componentes do plexo mientérico: um plexo primario, um
secundario e um terciario (LI, 1940). Os ganglios e as fibras internodais comp&em o
primeiro plexo, que € a camada principal do plexo mioentérico. Muitas das fibras
nervosas nao se conectam como o ganglio, mas passam por cima dele, geralmente
entre 0 mesmo e o0 musculo longitudinal, e continuam na outra vertente internodal.
Finos feixes de fibras nervosas constituem o plexo secundario. Esses feixes podem
ser uma ramificacdo das fibras internodais do plexo primario ou originar-se a partir
dos ganglios, mas geralmente nédo estédo vinculados a ganglios adjacentes. Os feixes
estdo em paralelo com as fibras musculares da camada muscular circular e, muitas
vezes, ultrapassam as fibras internodais (FURNESS, 2006). Esses feixes estao
localizados entre o plexo primario e a muscular circular (SCHABADASCH, 1930;
STOHR, 1952). O terceiro plexo ¢ composto de finissimos feixes nervosos, que

serpenteiam os espacos entre a malha formada pelo plexo priméario (RICHARDSON,
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1958; LLEWELLYN-SMITH et al., 1993; FURNESS et al., 2000). Feixes de nervos do
plexo terciario podem ser tracados a partir de fibras internodais principais, ganglios e

feixes de fibras nervosas do plexo secundario (FURNESS, 2006).

Além do plexo miontérico, o outro plexo ganglionado que constitui 0 SNE é o
plexo submucoso. Este plexo € encontrado nos intestinos delgado e grosso e foi
descrito pela primeira vez na metade do século XIX por Meissner e Billroth. Embora
se encontrem ganglios dispersos na camada submucosa do esbéfago e estbmago,
estes ndo formam um plexo ganglionar comparavel aos dos intestinos (FURNESS,
2006).

Em geral, os feixes de interligacdo do plexo submucoso sdo mais finos
e 0s ganglios sdo menores do que os do plexo mientérico (TIMMERMANS; HENS;
ADRIAENSEN, 2001). O plexo € continuo em torno da circunferéncia e ao longo do
comprimento dos intestinos delgado e grosso. Os arranjos de ganglios no plexo
submucoso e os tipos de neurbnios funcionais nos ganglios diferem entre as
espécies (HOYLE; BURNSTOCK, 1989; TIMMERMANS et al., 1990). Em aninais de
grande porte, como o porco, formam-se ganglios submucosos distintos, mas
interligados a plexos que se encontram em diferentes niveis (SCHABADASCH,
1930). Ganglios em diferentes profundidades contém populacdes de neurdnios
distintas em relagdo a forma e natureza quimica dos constituintes dos mesmos
(FURNESS, 2006).

Existem duas camadas de plexo submucoso: submucoso interno e
submucoso externo (TIMMERMANS et al., 2001). O interno é o que se localiza mais
perto do lumen intestinal, e o externo é o mais proximo da camada muscular circular.
Os neurbnios do plexo exterior fornecem inervacdo da muscular circular até a
longitudinal (SANDERS; SMITH, 1986; FURNESS et al., 1990; TIMMERMANS et al.,
1997; PORTER et al., 1999). O plexo submucoso externo também fornece inervagao
para a mucosa (PORTER et al., 1999; TIMMERMANS et al., 2001).

O plexo submucoso interior tem poucos neurdnios que inervam o musculo,
mas muitos inervam a mucosa (PORTER et al., 1999; TIMMERMANS et al., 2001).
Em mamiferos de pequeno porte, como o porquinho da india, geralmente ha uma
Unica camada de ganglio da submucosa e este ganglio contém somente neurénios
secretores (FURNESS et al., 2003).
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Existem muitas classificagdes dos neur6nios entéricos. Dentre estas destaca-
se a classificacdo morfoldégica de Dogiel em neurdnios Dogiel tipo I, Il e lll. Os
neurénios Dogiel tipo | possuem corpo celular achatado, entre 13 e 35um de
comprimento e 9 e 22um de largura, axbnio Unico, longo e irregular, e 4 a 20
dendritos que se projetam para a musculatura (neurénios motores). Neurdnios Dogiel
tipo Il sdo os neurdnios mais proeminentes nos ganglios mioentérico e submucoso
do intestino delgado e cdlon, mas sdo muito raros no estdbmago. Eles tém corpos
celulares grandes, redondos ou ovais, e sdo numerosos. Equivalem geralmente de
10 a 25% da populagdo de neurdnios no ganglio mientérico nos intestinos delgado e
grosso. Possuem de 3 a 10 dendritos e um axbnio que se projeta para as células
ganglionares (neurdnios sensitivos). O diametro da célula varia entre 13 e 47um. O
neurénio Dogiel tipo Il apresenta o corpo celular retangular, possui de 2 a 10
dendritos que tornam-se mais finos e ramificados a partir do corpo celular, e é
relativamente curto em comparacao com os do tipo Il. Possui um Unico axénio que
se projeta normalmente para a mucosa (BREHMER; SCHRODL; NEUHUBER, 1999;
FURNESS, 2006).

Além da presenca dos neurdnios, o SNE também é composto pelas Células
Gliais Entéricas (CGEs). A maior parte dessas células estd disposta em ganglios
interconectados, distribuidos entre os plexos mioentérico e submucoso (GABELLA,
1981). No entanto, as CGEs também estdo presentes nos plexos ndo ganglionares,
onde representam um uUnico elemento celular (GERSHON; ROTHMAN, 1991). Em
estudos anteriores, foi contestado que as CGEs também ocorreriam na mucosa
(BJORKLUND; DAHL; SEIGER, 1984). Posteriormente, corpos das CGEs e
filamentos foram claramente demonstrados neste local (ENDO; KOBAYASHI, 1987;
MESTRES; DIENER; RUMMEL, 1992; WEDEL et al., 1999). Além disso, filamentos
da glia fazem contato com a camada de células epiteliais (CORNET et al., 2001). As
CGEs também estédo presentes no mesentério, acopanhando os nervos extrinsecos
ao intestino (BJORKLUND; DAHL; SEIGER, 1984). Assim sendo, a glia entérica
forma uma grande rede em todos os niveis do TGI (RUHL, 2005).

As CGEs sao pequenas, em forma de estrela e com inumeros filamentos de
varios comprimentos e forma (HANANI; REICHENBACH, 1994). Nos ganglios, as
CGEs sdo tdo compactadas em torno dos neurbnios que O espaco restante

extracelular é constituido por uma estreita abertura de 20nm (KOMURO; BALUK;
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BURNSTOCK, 1982), de forma que vasos sanguineos e tecido conjuntivo estdo
ausentes do interior do ganglio (RUMESSEN; VANDERWINDEN, 2003).

Morfologica e funcionalmente, as CGEs representam os astrocitos do SNC
(CIRILLO et al., 2011). Assim, elas provavelmente compartilham algumas funcdes
comuns, como apoio metabdlico, estrutural, tréfico e de protecdo neuronal
(GERSHON; ROTHMAN, 1991; CABARROCAS; SAVIDGE; LIBLAU, 2003; RUHL,;
NASSER; SHARKEY, 2004). A primeira descricdo da glia entérica feita por Dogiel
em 1899 foi baseada em preparacfes coradas de azul de metileno. Hoje, uma série
de marcadores imunohistoquimicos estdo disponiveis, sendo os mais utilizados a
Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP), um marcador de subpopulacdo glial, e a
proteina S100, um marcador panglial (PHILLIPS; KIEFFER; POWLEY, 2004; RUHL,
2005).

As CGEs adultas sao ricas em proteinas GFAP e vimentina. Como um
membro da familia de proteinas do citoesqueleto, acredita-se que a GFAP é
importante na modulacdo da motilidade e na forma da célula, fornecendo
estabilidade estrutural. No intestino, a GFAP € considerada como um marcador
especifico de célula glial, enquanto que a vimentina também é expressa em
miofibroblastos (ENG; GHIRNIKAR; LEE, 2000; RUHL; TROTTER; STREMMEL,
2001). No cérebro, a expressdo dos niveis de GFAP é modulada por astrocitos
diferenciados, inflamacao e injaria (WALZ, 2000). Durante o estado de inflamacao
intestinal Ho et al. (2003) observaram um aumento na expressdo de GFAP. Estas
observacfes indicam que a expressdo de GFAP é dinamicamente regulada e reflete
o estado funcional das CGEs. As funcgbes precisas da GFAP ainda sdo obscuras
(ENG; GHIRNIKAR; LEE, 2000).

A proteina S100 é pequena, acida e pertence a familia das proteinas ligantes
de calcio (HEIZMANN, 2002). Esta localizada no citoplasma e/ou no nucleo de uma
grande variedade de tecido nervoso e nao-nervoso (ZIMMER et al., 1995). Na glia, a
proteina S100 esta localizada no citoplasma, onde regula a estrutura e a funcdo do
citoesqueleto, bem como a homeostasia de fons de Ca** (HEIZMANN, 2002). No
SNC, a proteina S100 tem atividade neurotréfica (HINKLE et al., 1998; HUTTUNEN
et al., 2000), modula o crescimento e a diferenciacéao celular (HEIZMANN, 2002), e
responde a processos neuroinflamatérios e neurodegenerativos (ROTHERMUNDT
et al., 2003). Estudos sugerem que a proteina S100 também esta envolvida no

processo inflamatério intestinal e € uma chave importante na regulacdo da
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homeostasia intestinal (ESPOSITO et al., 2007; CIRILLO et al.,, 2009). No TGlI, a
proteina S100 é considerada exclusiva da glia (FERRI et al., 1982).

Muitos estudos tém sido realizados analisando a expressao das proteinas na
glia entérica em diferentes modelos experimentais tais como: envelhecimento
(PHILLIPS; KIEFFER; POWLEY, 2004), megacolon chagasico (DA SILVEIRA et al.,
2009), inflamacéo intestinal (CIRILLO et al., 2011) e diabetes mellitus (PEREIRA et
al., 2011; LOPES et al., 2012).

Durante muito tempo, as CGEs foram vistas como um mero suporte
mecanico para neurdnios, hoje sabe-se que elas mantém a estrutura e a integridade
funcional dos neurdnios entéricos (VON BOYEN; STEINKAMP, 2006), e que
também estdo envolvidas ativamente na neurotransmissao entérica (BASOTTI et al.,
2007).

Em animais geneticamente modificados, a perda de glia entérica resultou na
degeneracdo neuronal (BUSH et al., 1998) e/ou na mudanca no codico quimico dos
neurénios entéricos (AUBE et al., 2003). Isto sugere que a glia entérica tem um
papel importantissimo na manuntencdo neuronal. Teoricamente, a glia entérica
mantém a integridade neuronal por (1) prestacdo de apoio estrutural, (2) liberacédo
de fatores neurotréficos, ou (3) assegurando uma protecdo microambiente (RUHL,
2005).

(1) A maior parte do SNE esté localizada nas camadas musculares da parede
do intestino que sdo submetidas a severas forcas mecanicas. Sendo assim, um
suporte estrututal é de extrema importancia. Dados morfoldgicos sugerem que as
CGEs estabilizam o SNE, porque elas estédo firmementes ancoradas na superficie do
ganglio entérico e nas fibras nervosas através dos filamentos da GFAP (GABELLA,
1981; GABELLA, 1990; HANANI; REICHENBACH, 1994). Além disso, a glia entérica
responde ativamente a estimulacdo mecanica com uma maior expressao do gene c-
fos (SHARKEY; PARR; KEENAN, 1999), acompanhada por um aumento no Ca?*
intracelular e intercelular, propargando as ondas de Ca®* (ZHANG et al., 2003). Isto
sugere que a glia entérica pode se ajustar continuamente para as deficiéncias
metabdlicas e estruturais resultantes de estresse mecénico na parede do intestino
(RUHL, 2005).

(2) Nao foi demostrado até entdo que a expressao de fatores troficos gliais
contribui para a manutencdo dos neurdnios entéricos. CGEs adultas produzem
Fatores Neurotroficos Devivados de Linhagem da Célula da Glia (GDNF) e
Neurotrofina-3 (NT-3) (HOEHNER et al., 1996; BAR et al., 1997). Essa € a razao
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para o alto nivel de GDNF no intestino adulto, indicando o papel do mesmo na
sustentacdo do SNE (BAR et al., 1997).

(3) As CGEs, assim como os astrécitos, podem dar suporte aos neurdnios
criando uma protecdo microambiente no SNE pela remocdo dos cations em
excesso. Durante a atividade neuronal, grande quantidade de K* é liberada no
espaco extracelular, o que pode afetar os canais de ions e a transmissao sinaptica.
Entretanto, o K* é rapidamente removido. No SNC, a recaptagio neuronal de K* ndo
€ suficiente para evitar o acumulo extracelular, portanto os astrocitos tém sido
postulados como um sistema adicional de absor¢do de K* (HERTZ, 1965). Embora
0S mecanismos ainda ndo estejam identificados, os canais de K* parecem estar
envolvidos (JANIGRO et al., 1997; WALZ, 2000). A glia entérica gera uma tensao
para dentro e para fora dos canais de K" (HANANI et al., 2000), indicando que ela
pode ter um papel para evitar o acimulo extracelular de K* no SNE. No entanto,
dados sobre a absorcdo de K* pela glia entérica ainda s&o escassos (RUHL, 2005).

Em relacdo a neurotransmissao entérica, as CGEs podem ter duas funcgdes:
podem participar da sintese de neurotransmissores e/ou inativar a mesma, e, podem
responder a sinais moleculares e participar diretamente da transmissao sinptica
(RUHL, 2005).

Evidéncias de que a glia pode participar da sintese e/ou da inativacdo da
neurotransmissdo vém de estudos imunohistoquimicos: no SNE de muitos
mamiferos, incluindo o ser humano, a Glutamina Sintetase (GS) é expressa
exclusivamente pelas CGEs (JESSEN; MIRSKY, 1983; KATO et al., 1990). Pelo fato
da GS catalisar a conversdo de glutamato e amdnia no aminoacido glutamina, as
CGEs podem ter um papel pivd na sinalizacdo glutamatérgica, pela desintoxicacao
dos residuos de aménia e glutamato liberados neuronalmente. Além disso, as CGEs
podem servir de fonte de glutamina para o glutamato neuronal, bem como para a re-
sintese do Acido Gama-Aminobutirico (GABA) (GALLIGAN et al., 2000). Recentes
dados imunohistoquimicos fornecem evidéncias adicionais do papel das CGEs na
neurotransmissdo GABAérgica: imunoreatividade para o transportador GAT2 ocorre
predominantemente nas CGEs (FLETCHER; CLARK; FURNESS, 2002), o que
indica que a glia entérica pode estar envolvida na desintoxicagcdo de GABA a partir
do espaco extracelular (RUHL, 2005).

Dados recentes indicam que a glia entérica pode estar envolvida na
inativacdo e remocao de transmissores de neuropeptideos a partir do espaco

extracelular. Na parede do intestino, o transportador de oligopeptideo PEPT2 é
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predominantemente expresso em CGEs que, portanto, sdo capazes de captar os
produtos da degradacao neuropeptidica (RUHL et al., 2005).

As CGEs ainda podem estar envolvidas na neurotrasmissdo nitrérgica:
imunorreatividade entérica para L-Arginina € exclusivamente encontrada na glia
entérica (NAGAHAMA et al., 2001). Como a L-arginina € um precursor essencial
para o Oxido Nitrico (NO), a sintese de NO neuronal pode depender da entrega da
L-arginina glial (GREEN et al., 2004). Em um modelo animal com as CGEs
parcialmente submetidas a ablacéo, alteracbes gliais foram acompanhadas por uma
diminuicdo na expressdo neuronal de Peptideo Intestinal Vasoativo (VIP) e de NO
(AUBE et al., 2003), confirmando ainda mais o papel da glia entérica na
neurotransmiss&o peptidérgica e nitrérgica (RUHL, 2005).

Finalmente, além da participacdo nas neurotransmissdes glutamatérgica,
GABAérgica, peptidérgica e nitrérgica, as CGEs tém ainda um papel importante na
sinalizacdo de nucleotideos. No SNE, o Nucleosideo Trifosfato Difosfohidrolase-2
(NTPDase?2) foi exclusivamente localizado para a superficie das CGESs, 0 que sugere
gue a glia entérica controla a disponibilidade dos agonistas purinérgicos Adenosina
Trifosfato (ATP) e Adenosina Difosfato (ADP). J4 a neurotransmissdo mediada por
nucleotideos esta bem estabelecida para as distintas subpopula¢cdes neuronais
(GALLIGAN et al., 2000; HU et al., 2003). Vanderwinden; Timmermans; Schiffmann
(2003) descobriram que as CGEs também expressam purinoceptores do Poz, bem
como 0 subtipo Pay, (KIMBALL; MULHOLLAND, 1996), e respondem ao agonista
purinérgico ATP e Uridina Trifosfato (UTP) com um aumento de Ca?' citosélico
(KIMBALL; MULHOLLAND, 1996; SAROSI et al., 1998).

Em geral, muitos estudos indicam que a glia entérica participa ativamente no
processamento da informacdo no SNE. Sendo assim, estudos sistematicos, que
abordam diretamente o eixo glia-neurdnio, estdo sendo realizados (LARANJEIRA et
al., 2011; DE GIORGIO et al., 2012; GULBRANSEN; SHARKEY, 2012).

Algumas patologias como, por exemplo, o diabetes mellitus (DM), provocam
alteracdes nos componentes do SNE. Varios autores relatam que em ratos com DM
experimental, ocorre reducdo do numero de neurdnios entéricos, além de alteracdes
no perfil neuronal em diferentes regides do TGI, incluindo esttmago (TAKAHASHI et
al., 1997; FREGONESI et al., 2001), duodeno (SURENDRAN; KONDAPAKA, 2005;
PEREIRA; BAGATIN; ZANONI, 2006; ZANONI et al., 2011; LOPES et al., 2012),
jejuno (DEFANI et al., 2003; DE FREITAS et al., 2008; ALVES et al., 2010; HONERE
et al., 2011), ileo (ZANONI et al., 2003; SHOTTON; LINCOLN, 2006; PEREIRA et
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al., 2011), ceco (ZANONI et al., 1997; ZANONI et al., 2011), e colo proximal (EL-
SALHY, 2001; TASHIMA et al., 2007; ROLDI et al., 2009). Todos estes trabalhos
direcionam para a importancia de continuar estudando os componentes do SNE em
ratos com diabetes experimental.

O DM é um dos principais problemas de saude publica e € a principal causa
de neuropatia, retinopatia, nefropatia, ataques cardiacos e derrames. Esta doenca é
um disturbio metabdlico croénico e complexo de etiologia multipla, decorrente da falta
de insulina e/ou da resisténcia na acdo deste horménio sobre os tecidos alvos. E
classificada com base nas necessidades de insulina em dois tipos, DM tipo 1 e DM
tipo 2 (ZAGURY; ZAGURY; GUIDACCI, 2000).

No DM tipo 1 ocorre a destruicdo das células beta do pancreas e por este
motivo caracteriza-se pela auséncia total do hormdnio insulina. A destruicdo celular
usualmente ocorre por processo auto-imune (forma auto-imune; tipo 1A) ou menos
comumente por causa desconhecida (forma idiopética; tipo 1B) (IMAGAWA et al.,
2000). Na forma auto-imune ha um processo de insulite e estdo presentes auto-
anticorpos circulantes (anticorpos anti-descarboxilase do acido glutamico, anti-
ilhotas e anti-insulina). De uma forma geral, a instalacdo do quadro de DM tipo 1
auto-imune é relativamente abrupta e muitas vezes o individuo pode identificar a
data de inicio dos sintomas. O pico de incidéncia do DM deste tipo ocorre dos 10
aos 14 anos de idade, havendo a seguir uma diminui¢cdo progressiva da incidéncia
até os 35 anos, de tal maneira que casos apos esta idade sédo pouco frequentes. No
entanto, individuos de qualquer idade podem desenvolver DM tipo 1 (GROSS; TER
VEER, 2000).

O DM tipo 2 é mais comum do que o tipo 1, perfazendo cerca de 90% dos
casos da doenca. E uma entidade heterogénea, caracterizada por disttrbios na acéo
e secregcdo da insulina, com predominio de um ou outro componente (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2011). A etiologia especifica deste tipo de DM ainda nao
esta claramente estabelecida como no tipo 1. A destruicdo auto-imune do pancreas
nao estd envolvida. Ao contrario do tipo 1, a maioria dos pacientes apresenta
obesidade. Além disso, a idade de inicio do tipo 2 é variavel, embora seja mais
frequente apos os 40 anos de idade, com pico de incidéncia em torno dos 60 anos
(GROSS; TER VEER, 2000).

Dentre as complicacdes crénicas do DM, as manifestagfes neuroldgicas séo,
provavelmente, as mais comuns, podendo afetar sistema nervoso central, autbnomo

e periférico, prejudicando a qualidade de vida dos pacientes (VINIK, 1999). A
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neuropatia diabética € um grupo heterogéneo de desordens e apresenta uma gama
extensiva de anormalidades (VINIK, 2004), afetando entre 60 e 70% dos pacientes
diabéticos (MOGHTADERI; BAKHSHIPOUR; RASHIDI, 2006). Esta complicacédo &
caracterizada por uma notavel atrofia e diminuicdo das fibras mielinizadas e nao
mielinizadas, acompanhadas por degeneracdo Walleriana, segmental e
desmielinizacdo para-nodal, além do enfraquecimento da regeneracdo da fibra
nervosa (AFZAAL; SINGH; SALLEM, 2002).

Varios mecanismos sdo exacerbados e/ou ativados pela hiperglicemia
caracteristica do DM. Entre eles, a via do poliol, glicosilacdo oxidativa, via glicolitica
e ativacao da proteina quinase C (PKC), os quais sdo responsaveis pela geracéo de
altos niveis de radicais livres na doenca. Associado a este fato, ha um decréscimo
no sistema antioxidante endoégeno durante o DM (ABUJA; ALBERTINI, 2001). Este
desequilibrio entre a producdo de oxidantes e o respectivo sistema de defesa
promove o aumento do estresse oxidativo (ABUJA; ALBERTINI, 2001; VINCENT et
al., 2004), considerado o principal responsavel pelas complicacdes cronicas do DM,
incluindo a neuropatia (VINCENT et al., 2004).

O estresse oxidativo, exacerbado durante o DM, esta relacionado com o
aumento de radicais livres, espécies altamente reativas, no interior das células
(PARTHIBAN et al., 1995; OBROSOVA et al., 2002), que reagem com proteinas,
lipidios e acidos nucleicos, danificando-os e provocando morte celular por necrose
ou apoptose (VINCENT et al., 2004). Os radicais superoxido, hidroxila e o peroxido
de hidrogénio, podem induzir lesbes oxidativas nas membranas celulares, causando
também sérios danos as células (HUNT; DEAN; WOLFF, 1988; GATE et al., 1999).
Tais comprometimentos podem atingir 0s componentes neurais simpaticos,
parassimpaticos e entéricos, induzindo a uma perda funcional incapacitante em
varios sistemas, dentre eles o TGl (KARAKIDA; HOMMA, 1989; HERNANDES et al.,
2000). Em consequéncia, pacientes diabéticos apresentam desordens do TGI que
incluem: nauseas, vomitos, distensdo abdominal, diarréia e constipacdo (ZAUPA,
ZANONI, 2000). Segundo Hosking; Bennett; Hampton (1978), as neuropatias
autonémicas que atingem o TGI séo as complica¢des crénicas mais comuns do DM.

Na tentativa de explicar a relagéo existente entre a extenséo e a severidade
da hiperglicemia e o desenvolvimento da neuropatia autonémica diabética, com
efeito diferencial no tipo de neurotransmissor acometido, varios mecanismos vém
sendo propostos. Um deles € o aumento da via dos polidis e da atividade da enzima

aldose redutase, responsaveis por provocar elevacdo dos niveis intracelulares de
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sorbitol com a consequente reducdo de Nicotinamida Adenina Dinocleotideo Fosfato
Reduzida (NADPH), utilizada por enzimas como a glutationa redutase para
regenerar a glutationa oxidada em glutationa reduzida. Por sua vez, a diminui¢do
dos niveis de glutationa reduzida, aumenta a susceptibilidade das células endoteliais
aos danos provocados pelo estresse oxidativo (GIUGLIANO; CERIELLO;
PAOLISSO, 1996; VINIK, 1999; AFZAAL; SINGH; SALEEM, 2002).

Visando prevenir a ocorréncia das alteracdes que atingem 0s componentes
do SNE diante do DM, estudos vém testando a suplementacdo com antioxidantes,
incluindo acido ascérbico (ZANONI et al., 2002; ZANONI et al., 2003; ZANONI;
FREITAS, 2005; PEREIRA; BAGATIN; ZANONI, 2006), vitamina E (PEREIRA et al.,
2008; ROLDI et al., 2009), quercetina (LOPES et al., 2012), extrato de Ginkgo biloba
(DA SILVA; ZANONI; BUTTOW, 2011) e L- glutamina (TASHIMA et al.,, 2007;
ALVES et al., 2010; PEREIRA et al., 2011; ZANONI et al., 2011).

A L-Glutamina é o aminoécido livre mais abundante no organismo. Sua fonte
primaria € o musculo esquelético, de onde é liberada para a corrente sanguinea e
transportada para varios tecidos. E armazenada principalmente no musculo
esquelético (75%), além do figado (25%), e pode ser virtualmente sintetizada por
todos os tecidos do organismo (CURI et al., 2005).

A L-Glutamina exerce papéis essenciais na manutencao da funcéo de varios
orgaos e células, tais como: rins, intestinos, figado, coracdo, neurénios, linfécitos,
macrofagos, células beta-pancreaticas e adipécitos (CURI et al., 2005). Dentre suas
muitas funcgdes, inclui-se o transporte primario de nitrogénio entre os tecidos. Além
disso, é a principal fonte de energia utilizada na rapida proliferacdo de células como
as do epitélio intestinal, linfécitos ativados e fibroblastos (VAHDAT et al., 2001). Nao
€ considerado um aminoéacido essencial, pois pode ser sintetizada pelo organismo.
Contudo, em algumas condi¢des, incluindo trauma, septicemia, cancer e,
eventualmente, esforgo fisico extremo, sua concentracao intracelular e plasmatica
pode sofrer reducdo de até 50%. Assim, quando a demanda € superior a produgéo,
estabelece-se um quadro de deficiéncia de L-glutamina. Por esta razdo, a mesma
vem sendo chamada de “condicionalmente essencial” (CURI, 2000).

Varios autores ja demonstraram que a L-Glutamina aumenta ou mantém os
niveis de glutationa (GSH) nas células. Roth et al. (2002), observaram este fato em
ratos apos a suplementacdo com o aminodcido. Foi verificado que a suplementagéo
com L-Glutamina reduz a deplecdo de glutationa no muasculo esquelético em

humanos, apés trauma cirargico (FLARING et al., 2003). Além disso, Harward et al.



23

(1994) observaram que a suplementacdo com o0 aminocido em ratos, mantém o0s
niveis de glutationa durante isquemia/reperfuséo intestinal. A glutamina € o substrato
da enzima glutaminase para formacdo de glutamato (PETRY et al., 2011), o qual é
utilizado na sintese de glutationa. A glutationa é sintetizada em duas etapas
consecutivas. A y-glutamilcisteina sintetase usa o glutamato e a cisteina como
substrato formando o dipeptideo y-glutamilcisteina (y-GIluCys), que se combina com
a glicina numa reacédo catalisada pela glutationa sintetase para a geracdo de
gutationa. A adenosina trifosfato (ATP) é o co-substrato para ambas as enzimas. O
nivel de glutationa é regulado por feedback, sendo a atividade da y-glutamilcisteina
sintetase inibida pelo seu produto final (MISRA; GRIFFITH, 1998).

Estudos mostram que os niveis de glutationa apresentam-se reduzidos em
ratos com DM induzido experimentalmente pela estreptozootocina (LOVEN et al.,
1986). A glutationa, o tripeptideo y-glutamil-cisteina-glicina, € considerado um dos
mais importantes antioxidantes. Este aminoacido atua de maneira importante na
protecdo celular contra mudangcas no quadro oxidativo e na defesa contra
xenobidticos. Entre as funcbes da glutationa, a protecdo contra a peroxidacdo
lipidica pode ocorrer em trés reacdes. Primeiro, a glutationa é usada como substrato
pela glutationa peroxidase, na eliminagcédo de peréxidos. Segundo, a glutationa reduz
a forma oxidada da vitamina C, que assim pode atuar na manutencao da vitamina E
na sua forma reduzida e funcional. Finalmente, a glutationa pode através da
glutationa-S-transferase, detoxificar aldeidos reativos (como o malondialdeido), que
sdo gerados durante a peroxidacéo lipidica. Se, de fato, grande parte da acédo da
glutationa é obtida pela inducdo de suas enzimas, € necessaria a manutencao do
nivel de glutationa para suportar a acao funcional destas enzimas (JONES, 1995).

Variacdes nos niveis de glutationa afetam diretamente a sintese de proteinas
e de DNA. Oxidacdo ou deplecdo de glutationa pode diminuir a sintese proteica. A
glutationa pode ser perdida de modo irreversivel em situacdes de estresse oxidativo
muito intenso, permanecendo na forma oxidada e ndo sendo novamente reduzida
(UHLIG; WENDEL, 1992).

Vérios estudos utilizando a glutationa também j& foram realizados. Segundo
Bravenboer et al. (1992), seu uso em ratos diabéticos € particularmente efetivo na
prevencdo da neuropatia diabética, entretanto, seu valor € limitado quando a

complicacdo ja esta presente. Ueno et al. (2002), demonstraram que o tratamento
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dietético com glutationa em animais com DM experimental previne disfungdes

neuronais e renais.
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RESUMO

A neuropatia decorrente do Diabetes Mellitus atinge o sistema nervoso entérico
ocasionado disfun¢des no sistema digestorio, como: nausea, diarréia, constipacao,
vomito, entre outros. O objetivo do trabalho foi comparar os efeitos da
suplementacdo com L-Glutamina 2% e L-Glutationa 1% sobre os neurbnios e as
células gliais entéricas do ileo de ratos diabéticos. Foram utilizados 30 ratos machos
Wistar distribuidos nos grupos: Normoglicémico (N), Normoglicémico suplementado
com L-Glutamina (NG), Normoglicémico suplementado com L-Glutationa (NGO),
Diabético (D), Diabético suplementado com L-Glutamina (DG) e Diabético
suplementado com L-Glutationa (DGO). Ap6s 120 dias, o ileo foi processado para as
técnicas imunohistoquimicas HUC/D e S100. Andlises quantitativas e morfométricas
foram realizadas. Os ratos diabéticos apresentaram uma reduc¢do no numero de
neurénios quando comparados com 0S animais normoglicémicos. A L-Glutationa
preveniu a morte neuronal nos animais diabéticos quando comparados com 0 grupo
D. A densidade glial ndo alterou com o diabetes, mas houve uma proliferacdo glial
nos ratos diabéticos suplementados com L-Glutationa quando comparados com 0
grupo D. A area neuronal aumentou nos ratos diabéticos em relacdo aos
normoglicémicos. Os ratos diabéticos suplementados com L-Glutamina e L-
Glutationa apresentaram uma menor area neuronal quando comparados com o
grupo D. A area das células gliais reduziu nos diabéticos quando comparada com 0s
normoglicémicos. Os ratos diabéticos suplementados com L-Glutamina e L-
Glutationa ndo apresentaram diferenca significativa na area do corpo celular glial
quando comparado com os ratos diabéticos. Conclui-se que a suplementacdo com
L-Glutationa 1% € mais eficaz que a L-Glutamina 2% na neuroprotecdo entérica em

animais diabéticos.

Palavras-chave: Sistema Nervoso Entérico, Neurbnio, Células da Glia, Diabetes e

Efeito Antioxidante.



INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus estd associado com disturbios no trato gastrointestinal
(TGI), que incluem sintomas como: nauseas, inchaco, dor abdominal, diarréia,
constipacdo e atraso no esvaziamento gastrico (Bytzer et al., 2001). A patogénese
das alteracdes ocasionadas pelo diabetes no TGl ainda esta sob investigacdo e o
papel do sistema nervoso entérico (SNE) ganhou importancia nos ultimos anos
(Chandrasekharan and Srinivasan, 2007). O SNE esta presente em todo TGI,
controlando e coordenando a motilidade, o fluxo sanguineo e a secrecdo. E
constituido por neurbnios e células gliais entéricas (CGEs) (Furness, 2006). Os
neurdnios se localizam na maioria das vezes em ganglios nos plexo mientérico e
submucoso, enquanto as CGEs sdo encontradas em todas as camadas do intestino
(Ruhl, 2005).

Muitas pesquisas tém sido realizadas em modelos de ratos com diabetes
induzido experimentalmente com o propodsito de avaliar os danos provocados pela
doenca sobre os constituintes do SNE, em especial, alteracbes estruturais e
funcionais que atingem o0s neurdnios entéricos em diferentes segmentos do TGI
como, estdbmago (Fregonesi et al., 2001), duodeno (Takahara et al., 2001), ileo
(Pereira et al., 2008; Shotton and Lincoln, 2006; Zanoni et al., 2003), jejuno (Defani
et al., 2003; De Freitas et al., 2008), ceco (Zanoni et al., 1997) e colo proximal
(Tashima et al., 2007). Porém, o numero de estudos em relacdo as CGEs sob
mesma condicdo experimental € reduzido, entretanto é de se esperar que tanto
neurénios quanto CGEs sejam afetadas pela intensificagcdo do estresse oxidativo
provocado pelo diabetes.

Estudos empregando suplementacdo com diversas substancias antioxidantes
tém revelado efeitos positivos sobre os neurbnios entéricos, como por exemplo,
vitamina C (Pereira et al., 2006), vitamina E (Roldi et al., 2009) e Ginkgo biloba (da
Silva et al., 2011). Alves et al. (2010) e Pereira et al. (2011) investigaram os efeitos
da suplementacdo com L-glutamina 2% no SNE de ratos diabéticos, e ambos
obtiveram resultados positivos. Ueno et al. (2002) utilizaram L-glutationa 1% para
verificar a acdo do aminoacido sobre a neuropatia e a nefropatia de ratos diabéticos
e também obtiveram resultados satisfatorios nesta concentragao.

L- Glutamina e L-Glutationa sdo aminoacidos (Kuyvenhoven et al., 1999) e
ambos tém um importante papel na regulacdo das principais vias metabdlicas (Wu,
2009). A L-Glutamina é um aminoacido essencial condicional em recém-nascidos e

em condicOes de estresse, também conhecido como aminoacido funcional (Wu,
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2009). Além disso, a L-Glutamina é um substrato para formac¢éo da L-glutationa (Wu
et al., 2004), o principal antioxidante enddgeno por controlar a homeostase dos
radicais livres (Forman et al., 2009; Wu et al.,, 2004) que também apresenta um
papel detoxificante de xenobiodticos no organismo (Joseph et al., 1997).

Visando aprofundar estudos realizados por nosso grupo de pesquisa e com
base na literatura especializada, decidiu-se comparar o efeito da suplementacao
com L-Glutamina 2% e L-Glutationa 1% sobre os neurdnios entéricos e as CGEs no
plexo mioentérico do ileo de ratos induzidos a diabetes experimental, uma vez que
ambas as substédncias ndo haviam sido testadas de maneira comparativa
anteriormente. Além disso, optou-se pela L-glutationa além da L-glutamina, pelo fato
da L-glutamina ser metabolizada no organismo para originar a L-glutationa, logo seu
efeito seria indireto, enquanto que a suplementacdo com a L-glutationa pel

andlise direta da acdo antioxidante deste aminoécido.

MATERIAIS E METODOS
Procedimentos com animais

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com os
principios éticos da Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratdrios
(SBCAL/COBEA) e aprovados pelo Comité de Etica de em Experimenta¢do Animal
da Universidade Estadual de Maringad (UEM), sob parecer n° 2009/2005.

Foram utilizados neste estudo 30 ratos machos, da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus), variedade albinus, provenientes do Biotério Central da UEM. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos, sendo eles:
normoglicémico (N), normoglicémico suplementado com L-Glutamina 2% (NG),
normoglicémico suplementado com L-Glutationa 1% (NGO), diabético (D), diabético
suplementado com L-Glutamina 2% (DG), e diabético suplementado com L-
Glutationa 1% (DGO).

Com 90 dias de idade, os animais foram alojados em caixas de polipropileno,
receberam agua e racdo ad libitum e foram mantidos em condicdes ambientais
controladas de temperatura (24 + 2°C) e iluminacgé&o (ciclo 12 horas claro/12 horas
escuro). Os animais ndo suplementados (grupos N e D) receberam racao
balanceada padrdo Nuvital (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil). Para a suplementacao
experimental dos animais dos grupos NG e DG, a L-Glutamina (DEG, S&o Paulo,

SP, Brasil) foi incorporada a racdo padrdo na concentracdo de 2% (20g/kg de



40

racao) (Alves et al.,2010; Pereira et al., 2012). Os animais dos grupos NGO e DGO
receberam racao suplementada com L-Glutationa (DEG) na concentracdo de 1%
(10g/kg de racdo) (Ueda et al., 2002). O consumo de racdo foi avaliado
quinzenalmente (g/dia).

Os animais dos grupos D, DG e DGO foram submetidos a jejum prévio de
quatorze horas, antes da inducdo do Diabetes Mellitus, realizada através da injecéo
intravenosa de estreptozootocina (35mg/kg de peso corporal; Sigma, St. Louis, MO,
Estados Unidos), dissolvida em tampéao citrato pH 4,5 (10mM). Para verificar o
estabelecimento do modelo experimental, quatro dias ap6s a inducdo, uma gota de
sangue foi obtida da cauda dos animais para mensuracao da glicemia através da
determinacao fotométrica de glicose por meio de glicoso-colorante-oxidorredutase
(glicosimetro Accu-Chek Active, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, BW,

Alemanha). Somente os animais com glicemia superior a 200mg/dl foram utilizados.

Coleta e processamento do material

Aos 210 dias de idade, os animais foram pesados e mortos sob anestesia de
tiopental (40mg/kg peso corporal, i.p; Abbott Laboratories, Chicago, IL, USA). O
sangue foi coletado por puncdo cardiaca para mensuracdo da glicose sanguinea
(método da glicose oxidase). ApOs a celiotomia, a porc¢ao final do ileo foi coletada,
lavada com tampao fosfato salino (PBS, 0,1 M, pH 7,4) e cuidadosamente inflada
com solucao fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967), preenchendo o espaco
anteriormente ocupado pelas fezes de tal modo que o segmento nao fosse
distendido.

Para a realizacdo das técnicas imunohistoquimicas, o segmento foi fixado por
18 horas na mesma solucdo fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967). Ao final
deste periodo, as extremidades do segmento foram abertas para que o conteudo
(fixador) fosse drenado. Entéo, o segmento foi aberto ao longo da borda mesentérica
e sucessivamente lavado em &lcool 80% até a remocdo completa do fixador. A
seguir, foi realizada a desidratacdo em série ascendente de alcodis (95% e 100%), a
diafanizacdo em xilol e a reidratacdo em série descendente de alcodis (100%, 90%,
80%, 50%). O segmento foi na sequéncia armazenado a 4°C em PBS com adicao de
azida sodica 0,04%. O ileo foi cortado em pequenas fatias de aproximadamente
1cm? e posteriormente microdissecado para obtencédo de preparados totais da tunica

muscular (remoc¢ao da tinica mucosa e da tela submucosa).
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Estudo da populacgéo total de neurénios mioentéricos imunoreativos a proteina
Hu (HuC/D-IR) e células gliais entéricas imunoreativas a proteina S100 (S100-
IR)

Os preparados totais de todos os ileos foram lavados duas vezes por 10
minutos em solugcdo de PBS contendo 0,5% Triton X-100 (Sigma). Em seguida,
foram incubados por 1 hora na solucao de bloqueio (PBS + 0,5% Triton X-100 + 2%
de albumina de soro bovino (BSA; Sigma) + 10% de soro de cabra). ApOs esse
periodo, os ileos foram incubados por 48 horas em temperatura ambiente em uma
solucdo contendo os anticorpos primarios especificos contra HUC/D (produzido em
camundongo; 1:500; Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA) e S100 (produzido em
coelhos; 1:200; Sigma). Os ileos foram lavados trés vezes em solucdo de PBS +
0,5% Triton X-100 por cinco minutos e incubados por 2 horas em temperatura
ambiente com o0s anticorpos secundarios: Alexa Fluor 488 (IgG anti-camundongo
produzido em burro; 1:250; Molecular Probes), como um marcador de HuC/D, e
Alexa Fluor 568 (IgG anti-coelho produzido em burro, 1:500; Molecular Probes,),
como um marcador da proteina S100. Apds esse tempo, os preparados totais foram
novamente lavados trés vezes por 5 minutos em solucédo de PBS, e montados em
laminas com meio de montagem Prolong® Gold Antifade com DAPI (Molecular
Probes). Para controle negativo, o anticorpo primario foi omitido.

Andlise quantitativa dos neurénios HuC/D-IR e células da glia S100-IR por
ganglio mioentérico

A quantificacdo por géanglio foi realizada na regido intermediaria do ileo (60°-
120°, 240°-300°; da circunferéncia intestinal em cada animal, considerando 0° como
a insercdo mesentérica) (Miranda-Neto et al., 2001). Foram utilizadas imagens
capturadas por camara de alta resolucdo AxioCam (Zeiss, Jena, Alemanha)
acoplada a microscopio de luz Axioskop (Zeiss), usando objetiva de 20X. As
imagens foram digitalizadas em computador usando software AxioVision versao 4.1,
e gravadas em pen drive. A quantificacdo foi realizada através de software de
analise de imagens Image-Pro Plus versdo 4.5.0.29 (Media Cybemetics, Silver
Spring, MD, EUA). O numero de neurbnios HUC/D-IR e de células gliais S100-IR
presentes por ganglio foram determinados. Cinquenta ganglios foram quantificados

por animal, para obtencdo da densidade ganglionar.

Analise morfométrica dos neurénios HuUC/D-IR e células da glia S100-IR
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Foram realizadas analises morfométricas da populacdo total de neurbnios
HuC/D-IR e da populagédo de células da glia S100-IR do plexo mioentérico do ileo.
As areas em um? de 100 corpos celulares de neurdnios e de 100 CGEs foram
mensuradas por animal, totalizando 500 células/grupo/técnica. Para a mensuragao
foi utilizado o software de analise de imagens Image-Pro Plus versdo 4.5.0.29

(Media Cybemetics). As imagens utilizadas foram as mesmas da analise quantitativa.
Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos as analises estatisticas através dos
programas Statistica 7.0 e GraphPad Prism 3.0, sendo expressos como média + erro
padrdo da média. Foi realizado previamente o delineamento em blocos dos dados
morfométricos e da densidade ganglionar, seguido de Teste de Tukey. Para os
demais resultados, foi realizada analise de variancia One-way (ANOVA), seguido de
Teste de Tukey. Valores de P < 0,05 foram considerados significantes

estatisticamente.

RESULTADOS
Dados fisiolégicos

Os animais diabéticos (grupo D) consumiram cerca de 35% mais racao que 0s
animais normoglicémicos (grupo N, P < 0,05). Apesar da hiperfagia apresentada por
estes animais, ndo houve ganho de massa corporal no grupo D ap6s 120 dias de
experimento. Dessa forma, o ganho de massa foi menor nos animais diabéticos
(grupo D), quando comparados com o0s animais do grupo N (P < 0,05). O grupo D
apresentou ainda a hiperglicemia cronica caracteristica do diabetes mellitus, quando
comparado com o grupo N (P < 0,05). Estes dados confirmam o estabelecimento do
modelo experimental proposto através da estreptozootocina (Tabela 1).

A suplementacdo com L-Glutamina 2% ou L-Glutationa 1% nos animais
diabéticos (grupos DG e DGO, respectivamente) ndo promoveu ganho de massa ao
longo do experimento, assim como nao influenciou a glicemia nestes animais, em
relacdo aos animais diabéticos ndo suplementados (grupo D). O consumo de ragéo
foi 26% superior no grupo DGO em relag&o aos grupos D (P < 0,05) e DG (P < 0,05)
(Tabela 1).

Densidade neuronal por ganglio mioentérico
Os animais do grupo D apresentaram uma reducdo neuronal de

aproximadamente 18% quando comparados com o grupo N (P < 0,05). No grupo
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NGO a densidade neuronal foi 19% menor, quando comparada com 0s animais
normoglicémicos nao suplementados (grupo N, P < 0,05) (Tabela 2).

Quando comparados ao grupo D, verificou-se que a densidade neuronal dos
animais diabéticos suplementados com L-Glutationa (grupo DGO) era 26% maior,
mantendo um valor similar ao encontrado no grupo normoglicémico (N). Por outro
lado, o grupo suplementado com L-Glutamina (grupo DG) apresentou densidade

neuronal 11,8% menor que o grupo D e 27,6% menor que o grupo N. (Tabela 2).

Densidade glial por ganglio mioentérico

O diabetes mellitus ndo alterou a densidade glial por ganglio mioentérico,
guando comparado o grupo D com o grupo N. Os animais diabéticos suplementados
com L-Glutationa (grupo DGO) apresentaram um aumento de 52% na densidade
glial em relagdo aos animais diabéticos ndo suplementados (grupo D, P < 0,05) e de
45,9% em relagcdo ao grupo N (P < 0,05). Os animais suplementados com L-
Glutamina (grupo DG) possuiam densidade glial 6,44% maior que o grupo D (P >
0,05) e 2% maior que o grupo N (P > 0,05). A suplementacdo com L-Glutamina nos
animais normoglicémicos (grupo NG) promoveu um aumento de 19% na densidade
glial em relagdo ao grupo N (P < 0,05). O mesmo nao foi observado quando os
animais normoglicémicos foram suplementados com L-Glutationa (grupo NGO)
(Tabela 2).

Morfometria dos neurénios mioentéricos HuC/D-IR

O diabetes promoveu o aumento em 16% na area do corpo celular neuronal
nos animais do grupo D, quando comparados com o grupo N (P < 0,05). Nos
animais do grupo NG houve um aumento de aproximadamente 14% no tamanho dos
neurénios, em relacéo ao grupo N (P < 0,05). Nos animais diabéticos suplementados
(grupos DG e DGO) houve uma reducao de 11% e 17%, respectivamente, na area
do corpo celular, quando comparados ao grupo D (P < 0,05) (Tabela 2).

A area do corpo celular dos neurbnios mioentéricos HuC/D-IR variou entre
82um? e 869um? no grupo N, 108um? e 1083um? no grupo NG, 53um? e 789um? no
grupo NGO, 49 pm? e 944pm? no grupo D, 107um? e 956um? no grupo DG, e
101uym? e 900um? no grupo DGO. Estes resultados S80 expressos como

distribuicbes de frequéncias relativas na Figura 1A.

Morfometria das células da glia S100-IR
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A area das células da glia entérica diminuiu em 15% nos animais diabéticos
(grupo D), quando comparada ao grupo N (P < 0,05). O grupo normoglicémico
suplementado com L-Glutationa (NGO) apresentou uma reducéao significante de 10%
no tamanho glial, quando comparado com o grupo N (P < 0,05), e de 7% quando
comparado com o grupo NG (P < 0,05) (Tabela 2).

A éarea das células da glia S100-IR variou entre 13um? e 125um? no grupo N,
11um? e 151um? no grupo NG, 7um? e 132um? no grupo NGO, 9um? e 93um? no
grupo D, 9um? e 85um? no grupo DG, e 11um? e 96um? no grupo DGO. Estes
resultados séo expressos como distribuicées de frequéncias relativas na Figura 1B.

DISCUSSAO

A suplementacdo com L-Glutamina 2% e L-Glutationa 1% nao alterou a taxa
glicémica dos animais diabéticos (grupos DG e DGO), em relagdo aos animais que
nao receberam a suplementacdo (grupo D). Resultados semelhantes foram
encontrados por nosso grupo de pesquisa sob a mesma condicdo experimental
durante suplementacdo com L-Glutamina 2% (Alves et al., 2010; Pereira et al.,
2011). Ueda et al. (2002) obtiveram resultados similares sob suplementa¢cdo com L-
Glutationa na mesma concentracao.

Como a suplementacdo com L-Glutamina 2% e L-Glutationa 1% né&o interferiu
nos valores de glicose no sangue no final do experimento, torna-se claro que,
durante todo este periodo os animais diabéticos estavam com o0s niveis glicémicos
elevados e que o uso de glicose pelos tecidos dependentes de insulina foi baixo.
Com base nisso, € possivel inferir que nos diabéticos a suplementacdo com ambos
0os aminoacidos ndo interferiu nas vias metabdlicas relacionadas com o ganho de
massa, uma vez que os ratos suplementados ndo ganharam massa, enquanto 0s
ratos normoglicémicos com ou sem suplementacéo tiveram um significante ganho de
massa. A similaridade nos valores da glicemia dos ratos diabéticos suplementados
ou ndo demonstra que a suplementacdo com estas substancias nédo interfere nas
vias metabdlicas relacionadas com a manutencdo da glicose plasmética, néo
exercendo, portanto, efeito hipoglicemiante, o que néo representa impedimento para
sua atuagcdo como antioxidante.

Para verificar o desenvolvimento da neuropatia diabética periférica no ileo e o
efeito da suplementacdo com L-Glutamina 2% e L-Glutationa 1% nessa condic¢éo, foi

analisada a populacdo neuronal total nos ganglios do plexo mioentérico. A proteina
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neuronal HUC/D foi escolhida para a marcacdo imunohistoquimica por ser um
marcador pan-neuronal (Ganns et al., 2006). (Figura 2).

Estudando a populacdo neuronal total presente por ganglio mioentérico, foi
observada uma reducédo de aproximadamente 18% na densidade neuronal do ileo
dos animais diabéticos (grupo D), em relagcdo aos normoglicémicos (grupo N).
Pereira et al. (2011) encontraram resultado semelhante para 0 mesmo segmento
intestinal.

A diminuicdo na densidade neuronal pode ser provocada por efeito direto dos
radicais livres, que causam morte celular (Ferreira and Matsubara, 1997). O estresse
oxidativo gerado durante o diabetes esta relacionado com o aumento destas
espécies altamente reativas no interior das células (Obrosova et al., 2002; Parthiban
et al., 1995), que reagem com proteinas, lipidios e acidos nucleicos, danificando-os
e provocando morte por necrose ou apoptose (Vicent et al., 2004). Os radicais
superoxido, hidroxila e o peréxido de hidrogénio, podem induzir lesdes oxidativas
nas membranas celulares, causando sérios danos as células (Gaté et al., 1999; Hunt
et al., 1988). Tais comprometimentos podem atingir oS componentes neurais
simpéticos, parassimpaticos e entéricos, induzindo a uma perda funcional
incapacitante em varios sistemas, dentre eles o TGl (Hernandes et al., 2000;
Karakida and Homma, 1989).

Além do aumento intracelular de radicais livres, a morte neuronal induzida pelo
diabetes esta relacionada com a diminuicdo significante de antioxidantes
enddgenos, incluindo glutationa, glutationa peroxidase e as vitaminas A, C e E
(Rahimi et al., 2005). Sendo assim, a suplementacdo com antioxidantes € uma
tentativa de minimizar ou prevenir as complicacdes neurolégicas nos pacientes
diabéticos (Pereira et al., 2011). Estudos vém sendo realizados em nosso grupo de
pesquisa com o intuito de verificar tal hipotese (Alves et al., 2010; da Silva, 2011,
Lopes et al.,, 2012; Pereira et al., 2006; Pereira et al., 2008; Pereira et al., 2011;
Roldi et al., 2009; Tashima et al., 2007; Tronchini et al., 2010; Zanoni et al., 2003;
Zanoni and Fernandes Pereira, 2008; Zanoni et al., 2002; Zanoni et al., 2011).

A densidade neuronal ganglionar nos animais diabéticos suplementados com
L-Glutationa 1% (grupo DGO) apresentou-se significantemente maior que no grupo
D (26%), com valores similares ao encontrado no grupo N. Por outro lado, o grupo
suplementado com L-Glutamina 2% (grupo DG) né&o apresentou diferenca

significante em relagdo ao grupo D.
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A preservacdo dos neurdnios por ganglio nos animais diabéticos que
receberam a suplementacdo com L-Glutationa 1% demonstra que o efeito
neuroprotetor quando se suplementa com este antioxidante € melhor do que quando
se suplementa com L-Glutamina. Seria de se esperar que a suplementacdo com L-
Glutamina estimulasse a formacdo de L-Glutationa e, portanto, por via indireta
gerasse o mesmo efeito. E, entretanto, necessario pensar nas condi¢bes gerais dos
diabéticos, cuja deplecdo proteica constitui num grave problema. Portanto, nos
diabéticos ha uma caréncia de aminoacidos para a sintese de proteinas estruturais e
funcionais, o que pode “desviar’ a L-Glutamina para outra via metabdlica, para
atender necessidades mais prementes do organismo do que a sintese de glutationa
como, por exemplo, atuar como nutriente energético para as células imunoldgicas ou
para preservacao da massa muscular.

E preciso destacar que a L-Glutamina é um dos aminoécidos codificados pelo
codigo genético sendo, portanto, um dos componentes das proteinas dos seres
vivos (Reeds et al., 2000). Além disto, € um importante substrato celular ndo s6 por
ser um aminoacido, mas por também ser fonte de energia, de nitrogénio e de
carbono para a sintese de outras moléculas (Bullus et al., 1989). A homeostase da
L-Glutamina depende do balanco entre sua producdo e sua utilizacdo pelos
diferentes tecidos e 6rgéos do corpo (Mittendorfer et al., 2001). A maioria dos 6rgaos
tem tanto a enzima de degradacédo quanto a de sintese de L-Glutamina, contudo, a
atividade enzimatica determinara se o tecido ou 6Orgdo € predominantemente
consumidor - intestino, baco, pancreas, rins e células do sistema imune, ou produtor
de L-glutamina - masculo, cérebro, coracao, pulmdes e tecido adiposo (Bullus et al.,
1989; van Acker et al., 1999).

Consequentemente, mesmo com a suplementacao de L-Glutamina 2%, células
mais sensiveis ao estresse oxidativo, como é o caso dos neurfnios entéricos, seriam
bastante afetadas havendo inclusive morte de parte desta populagcdo, enquanto
populacdes celulares menos sensiveis ao estresse oxidativo como as CGEs seriam
menos afetadas, e por isso ndo sofrem reducéo no seu nimero, como sera discutido
neste trabalho.

O efeito neuroprotetor da L-Glutationa 1% pode ser atribuido ao fato da mesma
possuir um papel central na defesa celular contra o estresse oxidativo, sendo o
principal antioxidante no citoplasma das células (Joseph et al., 1997). A L-Glutationa
age na linha de defesa contra as espécies reativas de oxigénio que o organismo

concretiza a favor da sua homeostasia. Consiste na neutralizacédo de radicais livres e
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reducdo do peroxido de hidrogénio. Como se ndo bastasse a forma direta de
atuacdo da L-Glutationa, a mesma também atua em uma segunda linha de defesa
contra a oxidacdo. Ela estd a cargo de enzimas glutationa-dependentes, que
atingem principalmente subprodutos nocivos gerados por espécies reativas de
oxigénio, evitando em simultdneo a propagacao de radicais livres (Thompson and
Franklin, 2010).

A suplementacdo com L-Glutationa se torna ainda mais importante ao se
considerar que os niveis da mesma encontram-se reduzidos no diabetes, o que
potencializa os efeitos causados pela presenca das espécies reativas de oxigénio.
Isso pode ocorrer de duas formas: pelo efeito direto da glicose e insulina na sintese
de glutationa, ou pelo consumo de um co-fator essencial na regeneracdo da mesma
através da glutationa oxidada (GSSG), por meio da via do poliol (Lu, 2009). Esta via
pode levar a uma reducdo de L-Glutationa, uma vez que é dependente de NADPH
para conseguir estabelecer a converséo de glicose em sorbitol, catalisada pela
aldose redutase. Em condi¢cdes normais de glicose essa via é pouco usada, no
entanto, em caso de hiperglicemia, esta via é ativada provocando uma diminui¢ao
nos niveis de NADPH. Desta forma, a conversdo de GSSG a glutationa fica
comprometida, uma vez que o NADPH esta sendo usado para a conversdo de
glicose em sorbitol (Vicent et al., 2004). Em condi¢gOes severas de estresse oxidativo
isto leva, portanto, a uma diminuicdo acentuada de L-Glutationa (Kharb, 2000).

Acredita-se que nas situacdes de intenso estresse oxidativo, como
anteriormente mencionado, a suplementacdo com L-Glutationa como a realizada
para os animais diabéticos deste experimento pode ser fortemente positiva, pois de
acordo com Jorddo Jr et al. (1998), a L-Glutationa quando ingerida € absorvida
intacta pelo intestino e lancada na corrente sanguinea, indo somar-se a L-Glutationa
plasmatica. Por outro lado, a suplementacdo com L-Glutationa associou-se a uma
reducdo de 19% na densidade neuronal ganglionar no grupo NGO em relacdo ao
grupo N. A L-Glutationa é produzida pelo figado a partir de trés aminoacidos,
glutamato, cisteina e glicina, (Lomaestro and Malone, 1995). Os animais
normoglicémicos sao potencialmente produtores de toda a L-Glutationa que
necessitam. A suplementacdo a 1% possivelmente resultou em excesso desta
substéancia, que ao ser degrada libera seus constituintes dentre eles, o glutamato e a
cisteina, qgue em niveis elevados possuem potencial citotoxico (Mates et al., 2002;
Townsend et al., 2003).
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Neste estudo, além de avaliar a populagéo neuronal total no plexo mioentérico
do ileo, também foram analisadas as células da glia imunorreativas a proteina S100,
através da dupla marcacdo imunohistoquimica utilizando anticorpos anti-HUC/D e
anti-S100 (Figura 2). A proteina S100 é considerada um marcador pan-glial e no
SNE esté localizada exclusivamente nas CGEs. Ela regula a estrutura e a funcéo do
citoesqueleto e, além disso, promove a homeostase do célcio no citoplasma destas
células (Ferri et al.,, 1982; Heizmann, 2002). Outros pesquisadores também
utilizaram a marcacéo anti-S100 com o objetivo de identificar as células da glia em
vérias regides do TGl e todos obtiveram resultados satisfatorios (Krammer et al.,
1994; Lopes et al., 2012; Perreira et al., 2011; Phillips et al., 2004,).

A densidade glial ganglionar no plexo mioentérico dos animais diabéticos
(grupo D) foi similar quando comparada com os animais normoglicémicos (grupo N).
Resultado semelhante foi encontrado por Pereira et al. (2011) no mesmo segmento
de estudo. Segundo estes autores, a preservacao glial nessas condi¢cdes pode ser
atribuida a resisténcia desta populacdo e também a um mecanismo de defesa da
mesma, na tentativa de promover a manutencdo dos neurbnios com o0
estabelecimento da neuropatia diabética.

De acordo com Steinkamp et al. (2012), as CGEs sdo células altamente
resistentes a apoptose. Estes mesmos autores realizaram um estudo onde o objetivo
era investigar o papel do Fator Neurotopico derivado da Linhagem de Células Gliais
(GDNF) na regulacao da apoptose glial. Eles expuseram as CGEs a um ambiente de
doenca inflamatdria utilizando fator de necrose tumoral-a (TNFa) e interferon-y (INF-
Y). Nenhum destes fatores por si s6 foram capazes de induzir a apoptose em
culturas de CGEs de rato, mas a combinagcdo aumentou significativamente a taxa de
apoptose nas culturas destas células. Essas descobertas ndo apenas reforcam a
relevancia do GDNF na regulacédo das CGEs, como também enfatizam a funcéao de
protecado celular anti-apoptotica até entdo desconhecida.

A densidade glial apresentou um aumento significante no grupo DGO, quando
comparado com os grupos N, NG, NGO, D e DG. Esse aumento pode ser recorrente
da suplementacdo com L-Glutationa 1%, que estimulou a proliferacdo das CGEs nos
animais diabéticos, com o proposito de proteger os neurdnios. Essa hipotese pode
ser reforgcada observando a proporgdo de 44% de células da glia para neurénio no
grupo DGO em relagdo ao do grupo D (28%). A proliferacao glial pode ter sido
estimulada pela L-Glutationa devido a sua acédo antioxidante. Esse fendbmeno é

bastante discutido no sistema nervoso central (Kawano, 2012; Sofroniew, 2009;
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Sofroniew and Vinters, 2010;). Porém, estudos sobre a hiperplasia glial no SNE sao
escassos.

Os ratos normoglicémicos suplementados com L-Glutamina 2% (grupo NG)
apresentaram um aumento de 19% na densidade glial, quando comparado com o
grupo N. Esse resultado pode significar uma preservacao desta populacdo ou
mesmo estimulo na proliferacdo da mesma, como consequéncia da suplementagéo
com L-Glutamina na concentracdo de 2%. Como os animais deste estudo foram
mortos com 210 dias de idade, as células dos mesmos nessa idade ja se
encontravam em processo de envelhecimento. Segundo Phillips and Powley (2007),
que estudaram o comportamento do TGl no envelhecimento, a proporgao de glia
entérica € maior que de neurbnios no ileo de ratos em processo de envelhecimento.
Isso pode também ser observado nesse estudo, onde apontou uma diferenca de
44%. Segundo os mesmo autores, a perda e a desregulacdo neuronal associada
com a idade pode estimular a proliferacéo de células gliais reativas que compensam
e mascaram qualquer processo de perda glial.

Como a L-Glutamina desempenha uma func¢ao antioxidante no organismo, ela
pode ter ajudado na preservacgao glial ou estimulado a proliferacdo desta populacao.
Trabalhos realizados em nosso laboratério com o intuito de investigar o efeito da
suplementacdo com antioxidantes como acido ascorbico e extrato de Ginkgo biloba
no processo de envelhecimento sobre o SNE, apresentaram resultados positivos em
relacdo a protecdo dos componentes deste sistema no jejuno e no ileo (De Freitas,
2012; Schneider et al., 2007; Veit and Zanoni, 2012; Zanoni and Freitas; 2005).

Na analise morfométrica, observou-se um aumento de 16% na area neuronal
do grupo D, quando comparado ao grupo N. Resultados semelhantes foram
encontrados por Zanoni et al. (2011) com marcacdo de Giemsa no duodeno e ceco,
e por Lopes et al. (2012) com imunomarcacdo HuC/D no duodeno, ambos os
trabalhos em ratos diabéticos induzidos experimentalmente. Esse aumento sugere
uma alteragdo neuronal causada pelo diabetes mellitus tal alteracdo pode ser
decorrente ao aumento na producdo de neurotransmissores para compensar a
perda neuronal no diabetes (Lopes et al., 2012), ou devido ao aumento na producao
de sorbitol, com elevacédo da osmolaridade do neurbnio e consequentemente edema
neuronal (Clements and Bell, 1982; Chung et al., 2003; Vicent et al., 2004).

Nos animais dos grupos DG e DGO as areas neuronais foram menores em
relacdo ao grupo D em 11% e 17%, respectivamente. Estes resultados podem ser

atribuidos ao poder antioxidante dos dois aminoacidos utilizados na suplementacéo,
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onde ambos podem ter reduzido parcialmente a acao dos radicais livres, retardando
o dano celular e o consequente acumulo de substancias no interior das células, ou
por ter reduzido a intensidade de um possivel edema neuronal.

Os animais normoglicémicos suplementados com L-Glutamina (grupo NG)
sofreram aumento na area neuronal em 14%, quando comparados ao grupo N. Isto
também pode ser efeito da suplementacdo com o aminoacido. O excesso de
glutamina plasmatica pode ter influenciado no metabolismo celular, provocando uma
hipertrofia neural.

No resultado morfométrico obtido para as CGEs, observa-se que houve uma
diminuicdo de 15% na area das mesmas no grupo D, em relacdo ao grupo N.
Pereira et al. (2011) encontraram resultados semelhantes. Segundo estes autores,
essa diminuicdo pode estar relacionada a uma reducdo na expressdo de fatores
neurotréficos ou neurotrofinas, responsaveis pela manutencdo e sobrevivéncia dos
neurdnios. Isto pode ser suportado por um estudo realizado com o objetivo de
determinar a ocorréncia de alteracdes na expressdo de neurotrofinas no colo de
ratos diabéticos, o qual verificou uma diminuicdo na expressdo de GDNF, fator de
crescimento neuronal e neurotrofina-3 nesta condigdo (Liu et al., 2010).

A suplementacédo com L-Glutationa nos animais normoglicémicos (grupo NGO)
desencadeou uma diminuicdo de 10% na area celular quando comparado com o
grupo N. Isto pode ter ocorrido em vista da formacdo excessiva de glutamato e
cisteina, que devido a sua acdo citotoxica (Mates et al., 2002; Townsend et al.,
2003) podem ter acelerado o processo de apoptose.

Conclui-se que a suplementagédo com L-Glutationa 1% na condi¢do de diabetes
experimental apresentou um melhor efeito que a L-Glutamina 2% sob a densidade
celular, pois a L-Glutationa 1% exerceu uma acao neuroprotetora sobre a populacéo
total de neurdnios do plexo mioentérico e estimulou a proliferacdo glial no mesmo
plexo. Na analise do perfil neuronal, a suplementagdo com ambos 0os aminoacidos
mostrou-se eficaz. Porém, a L-Glutationa 1% apresentou um efeito protetor mais
relevante, uma vez que a area dos neurbnios dos animais diabéticos suplementados
com este aminoacido reduziu para valores proximos do normal. Em condi¢cdes
normais, a L-Glutationa 1% apresentou um efeito negativo na densidade neuronal e

na morfometria glial. Ja a L-glutamina 2% atuou negativamente sob a area neuronal.
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Tabela 1. Parametros fisiolégicos (PF) dos animais dos grupos: normoglicémico (N),
normoglicémico suplementado com L-Glutamina (NG), diabético (D), diabético
suplementado com L-Glutamina (DG), normoglicémico suplementado com L-Glutationa
(NGO) e diabético suplementado com L-Glutationa (DGO).

% de ganho de

PE massa corporal Consumo de Glicemia Final
dos 90 aos 210 Racao(g) (mg/dL)
dias

N 44,14% + 4,25% 29,8 + 0,62 1448 + 3,02

NG 37,63% + 4,822 292+ 1,82 165,4 + 6,82
NGO 34,18% + 2,392 34,4 + 3,0*P 134,8 + 11,5%
D -9,04% + 5,67° 402 +1,1° 532,6 + 53,4°

DG -5,11% + 7,73° 40,3+ 1,5° 612,8 + 8,7°
DGO -11,80% + 5,60° 51 + 3,7° 581,4 + 23,9°

Médias seguidas por diferentes letras sobrescritas na mesma coluna sao
significativamente diferentes (P < 0,05) n = 5 ratos por grupo.

Tabela 2. Area em pm? dos corpos celulares de neurénios HUC/D-IR e células da glia S100-IR, e
densidade dos neurbnios HuC/D-IR e células da glia S100-IR dos animais dos grupos:
normoglicémico (N), normoglicémico suplementado com L-Glutamina (NG), diabético (D), diabético
suplementado com L-Glutamina (DG), normoglicémico suplementado com L-Glutationa (NGO) e
diabético suplementado com L-Glutationa (DGO).

Area dos corpos

Area dos corpos Densidade Densidade das
lul d celular das q N <lulas da ali
Grupo celu aAre§ e células da g”a € neuronios celulas aa glia
neuronios S100-IR HuC/D-IR S100-IR
HuC/D-IR
N 302,5+6,62 43,75+0,62 14,0 + 0,6 27,3+ 1,22
NG 344,3+7,6° 42,39+1,02 12,5 + 0,72Pcd 326+1,5°
NGO 302,4+6,32 39,24+0,7° 11,2 + 0,4"¢d 30,1+ 1,12
D 395,3+9,1°¢ 37,21+0,6°¢ 11,52 +0,4° 26,2 + 1,02
DG 350,9+6,9° 35,11+0,7°¢ 10,15 + 0,57¢d 27,93 +1,1%P
DGO 328,1+8,32P 37,68+0,7°¢ 14,52 + 0,72 39,8 +1,8°

Médias seguidas por diferentes letras sobrescritas na mesma coluna séo significativamente diferentes
(P < 0,05) n =5 ratos por grupo.
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Figura 1: Distribuicdo de frequéncias relativas das areas do corpo celular (A)
neurbnio miontéricos HuC/D-imunoreativos e (B) células da glia S-100
imunoreativas. Grupo normoglicémico (N), diabético (D), normoglicémico
suplementado com L-Glutamina (NG), diabético suplementado com L-Glutamina
(DG), normoglicémico suplementado com L-Glutationa (NGO) e diabético
suplementado com L-Glutationa (DGO). n=5 ratos por grupo.



L -
Figura 2. Micrografia do plexo mientérico do ileo imunomarcado pela técnica HUC/D (A, B, C, D,
E e F) e S-100 (G, H, I, J, K e L) nos grupos: normoglicEmico (A, G e M), diabético (D, J e P),
normoglicémico suplementado com L-Glutamina 2% (B, H e N), diabético suplementado com L-
Glutamina 2% (E, K e Q), normoglicémico suplementado com L-Glutationa 1% (C, | e O) e
diabético suplementado com L-Glutationa 1% (F, L e R). n = 5 ratos por grupo. Barra de
calibragédo: 25um.
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Normas da revista “Glia”
General Instructions

Authors should submit their manuscripts online at
http://mc.manuscriptcentral.com/qglia .

The manuscript should have a uniform style and be submitted exactly as the author
wishes it to appear in print. It should consist of subdivisions in the following
sequence.

1) Title page

2) Abstract

3) Text

4) Acknowledgments

5) References

6) Footnotes

7) Tables

8) Figure legends

Start each subdivision on a new page.

Title Page. The first page of the manuscript should include:

o Title of paper

e Full name of author(s)

« Institutional affiliations and complete mailing address

e Arunning title not to exceed 45 letters and spaces

e The exact number of words(by section, including legends and
bibliography), figures and tables in the article, plus the total word count.

e Individual, address, and telephone number to whom correspondence concerning
manuscript should be sent.

Key Words. Key words should be included and should not exceed 85 characters and
spaces. Do not repeat words used in the title. Try to use key words such as found in
the headings of Index Medicus.

Abstract. Submit an abstract of 250 words or less that will serve in lieu of a
concluding summary. The abstract must be written in complete sentences and
succinctly state the objectives, experimental design of the paper, principal
observations, and conclusions; it should be intelligible without reference to the rest of
the paper.
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Text. The text should be presented in the following order. INTRODUCTION;
MATERIALS AND METHODS; RESULTS; DISCUSSION.

References.

Wiley's Journal Styles Are Now in EndNote
EndNote is a software product that we recommend to our journal authors to help
simplify and streamline the research process. Using EndNote's bibliographic
management tools, you can search bibliographic databases, build and organize your
reference collection, and then instantly output your bibliography in any Wiley journal
style.

Download Reference Style for this Journal: If you already use EndNote, you can
download the reference style for this journal.

How to Order: To learn more about EndNote, or to purchase your own copy, click
here

Technical Support: If you need assistance wusing EndNote, contact
endnote@isiresearchsoft.com , or visit www.endnote.com/support .

In the text, references to the literature should be made by author's name followed by
year of publication arranged by alphabetical order first, then by year of publication:

...Studies by Briggs (1975) reveal...

...Studies by Briggs and Porter (1975) reveal...

...an earlier report (Briggs, 1975)...

...earlier reports (Anderson and Stevens, 1977; Mahler, 1976;1977),...

When references are made to more than one paper by the same author, published in
the same year, they are to be designated in the text as (Gardner-Medwin, 1983a,b)
and in the reference list as shown below. References are to be arranged
alphabetically in the following style: Author's name (or names), year of publication,
complete title, volume, and inclusive pages as follows:

Journal Article

Antanitus DS, Choi BH, Lapham LW. 1976. The demonstration of glial fibrillary acidic
protein in the cerebrum of the human fetus by indirect immunofluorescence. Brain

Res 103:613-616.

Gardner-Medwin AR. 1983a. A study of the mechanisms by which potassium moves
through brain tissue in rat. J Physiol (Lond) 335:353-374.

Gardner-Medwin AR. 1983b. Analysis of potassium dynamics in mammalian brain
tissue. J Physiol (Lond) 335:393-426.

Book


http://wileyonlinelibrary.com/jendnotes
http://www.wiley.com/trackthrough?urlcode=53026752
http://www.wiley.com/trackthrough?urlcode=53026752
mailto:endnote@isiresearchsoft.com
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lIs Kuffler SW, Nicholls JG, Martin A. 1984. From neuron to brain. Sunderland, MA:
Sinauer Associates. 486 p.

Chapter in Book

Nicholson C. 1983. Regulation of the ion microenvironment and neuronal excitability.
In: Jasper HH, van Gelder NM, editors. Basic mechanisms of neuronal
hyperexcitability. New York: Alan R. Liss. p 185-216.

"Unpublished observations" and "personal communications” should not appear in the
references. These should be inserted in parentheses in the text, and letters of
permission from all individuals cited in this way should accompany the manuscript.

Footnotes. Number footnotes to the text with consecutive arabic numerals. The
corresponding reference numbers must be clearly indicated in the text. Additional
references to the identical footnote must be numbered with the next consecutive
number, for example.

! Material used for this experiment was...
2 Provided by..
3 See footnote 2, page...

Type footnotes to a table directly beneath the table and number them 1, 2, 3, etc.
They must not be numbered in sequence with text footnotes.

Tables. All tables must be cited in the text and have titles. Number them
consecutively with arabic numerals. Table titles should be complete but brief.
Information other than that defining the data should be presented as footnotes. Since
tabular material is expensive to reproduce, it should be simple and uncomplicated,
with as few vertical and horizontal rules as possible.

llustrations

lllustrations should be numbered in one consecutive series using arabic numerals,
and keyed into the text. Authors must submit figures at the size they are to appear in
GLIA. lllustrations need to be 1-column width (8.8 cm) or the smallest size that will
convey the essential scientific information. For multiple panel figures, 1.5 columns
(13 cm) or 2 columns (18 cm) will be allowed if necessary. Vertical dimensions can
vary, but must not exceed 20 cm. Figures should be appropriately lettered and
labeled with characters that will be 2-6 mm (8-12 points) high in the final
reproduction, using a Serif font, preferably "Times Roman". In cases of line drawings
that could be reduced, except that some lettering would be illegibly small, the figures
may be returned to the authors for re-labeling, thus delaying publication of the
manuscript.

Color Figures. Authors are encouraged to submit color illustrations when the color
conveys essential scientific information. All color figures will be reproduced in full
color in the online edition of the journal at no cost to authors. Authors are requested
to pay the cost of reproducing color figures in print (upon acceptance of the
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manuscript, the publisher will provide price quotes). The publisher will subsidize color
reproduction, reducing author costs to $550 for the first page, and $450 for each of
the next three pages.

Cover lllustrations. Authors may submit color figures for consideration as cover
illustrations. These Figures must be used in the submitted manuscript.



