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Efeitos da suplementação com L-Glutamina 2% e L-Glutationa 1% sobre 
as células da glia e neurônios do plexo mientérico do íleo de ratos 

diabéticos 
 
 

RESUMO  
 

O Diabetes Mellitus é um distúrbio metabólico crônico e complexo de etiologia 
múltipla. O diabetes está associado com distúrbios no trato gastrointestinal, que 
incluem sintomas como: náuseas, inchaço, dor abdominal, diarréia, constipação e 
atraso no esvaziamento gástrico. O objetivo desse trabalho foi comparar o efeito 
protetor da suplementação com L-glutamina 2% e com L-glutationa 1% sobre os 
neurônios e as células gliais entéricas no íleo de ratos diabéticos. Foram utilizados 
30 ratos machos Wistar, distribuídos em seis grupos: Normoglicêmico (N), 
Normoglicêmico suplementado com L-Glutamina 2% (NG), Normoglicêmico 
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 íleo foi processado para as técnicas de imunohistoquímicas 
HuC/D e S100. Análise quantitativa e morfométrica foram realizadas. Os ratos do 
grupo D apresentaram uma redução no número de neurônios 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 redução no número de neurônios nos animais normoglicêmicos 
suplementados quando comparado com os N. A densidade glial não alterou com o 
diabetes, mas houve uma proliferação glial nos ratos diabéticos suplementados com 
L-Glutationa quando comparado com o grupo D e uma proliferação nos ratos do 
grupo NG quando comparado com os normoglicêmicos. A área neuronal aumentou 
nos ratos diabéticos em relação aos normoglicêmicos. Os ratos do grupo DG e DGO 
apresentaram uma menor área neuronal quando comparado com os diabéticos. A L-
Glutamina ocasionou um aumento na área neuronal nos ratos normoglicêmicos 
suplementados em relação aos normoglicêmicos. A área do corpo celular glial 
reduziu nos diabéticos quando comparado com os normoglicêmicos. Os ratos do 
grupo DG e DGO não apresentaram diferença significativa na área do corpo celular 
glial quando comparado com os ratos do grupo D. Já os animais normoglicêmicos 
suplementados com L-Glutationa apresentaram uma redução na área do corpo 
celular glial quando comparado com o grupo normoglicêmico. Concluiu-se que a 
suplementação com L-Glutationa 1% apresentou um melhor efeito que a L-
Glutamina 2% na neuroproteção entérica. 

Palavras-chave: Diabetes Mellitus, neuropatia entérica, neurônio entérico e célula 
da glia.  
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 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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1. Introdução 
 

 
O trato gastrintestinal (TGI) fornece para o organismo um suprimento contínuo 

de água, nutrientes e eletrólitos. 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 constituído por neurônios e células gliais entéricas 

(CGEs) (FURNESS, 2006). Os neurônios se localizam na maioria das vezes em 

gânglios nos plexo mientérico e submucoso, enquanto as CGEs são encontradas em 

todas as camadas do intestino (RUHL, 2005). 

Estudos têm sido feitos com o intuito de analisar o comportamento dos 

neurônios entéricos e das CGEs em animais diabéticos induzidos por 

estreptozootocina (PEREIRA et al., 2011; LOPES et al., 2012).  

Estima-se que cerca de 143 milhões de pessoas em todo o mundo sofram de 

diabetes e acredita-se que esse número possa dobrar até 2030 (KING; AUBERT; 

HERMAN, 1998). O diabetes mellitus (DM) é um dos principais problemas de saúde 

pública e é a principal causa de neuropatia, retinopatia, nefropatia, ataques 

cardíacos e derrames. (VINIK, 1999). A neuropatia diabética é um grupo 

heterogêneo 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 à redução dos níveis de importantes antioxidantes como a 

Glutationa (GSH), o que torna a suplementação com substâncias como a L-

Glutamina, um precursor da GSH, uma esperança promissora no tratamento das 

complicações neurológicas induzidas pela doença. (KUYVENHOVEN; 

BAKHSHIPOUR; RASHIDI, 1999). 

Estudos mostram que os níveis 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 é particularmente efetivo na prevenção da 

neuropatia diabética 

Vários autores já demonstraram que a L-Glutamina aumenta ou mantém os 

níveis de GSH nas células. Roth et al. (2002), observaram este fato em ratos após a 

suplementação com o aminoácido. Foi verificado que a suplementação com L-

Glutamina reduz a depleção de GSH no músculo esquelético em humanos, após 

trauma cirúrgico (FLARING et al, 2003). Além disso, Harward et al. (1994), 
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observaram que a suplementação com o aminoácido em ratos, mantém os níveis de 

GSH durante isquemia / reperfusão intestinal. 

Alves et al. (2010) e Pereira et al. (2011) investigaram os efeitos da 

suplementação de L-Glutamina  nos compomentes do SNE, e ambos obtiveram 

resultados positivos com a suplementação. Ueno et al. (2002), demonstraram que a 

suplementação com GSH em animais com DM experimental, previne disfunções 

neuronais e renais.  

Assim sendo, o objetivo do tabalho foi comparar o efeito da suplementação 

com L-Glutamina 2% e L-Glutationa 1% sobre os neurônios entéricos e as CGEs no 

plexo mioentérico do íleo de ratos induzidos a DM experimental. 
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2. Revisão Bibliográfica 
 

O sistema nervoso surgiu como uma necessidade dos organismos 

unicelulares, de se ajustar ao meio ambiente para sobreviver. Com a evolução 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 indivíduo com o meio externo. Sendo assim, o sistema 

nervoso é responsável por receber informações do meio interno e externo 

(sensoriais)‏, associar e interpretar essas informações, ordenar ações ou respostas 

(motora)‏ e no ápice da evolução também é responsável pelas funções intelectuais, 

como memória, humor e outros (MACHADO, 2006. MIRANDA NETO, 2007). 

Em uma classificação anatômica 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 neurônios do SNC associam a informação que ingressa e determinam 

se uma resposta é necessária. Sinais desencadeando uma resposta apropriada são 

enviados de volta às células efetoras do corpo através dos neurônios eferentes. O 

conjunto dos neurônios aferentes e eferentes constitui o SNP (SILVERTHORN, 

2003). 

O SNP pode ser dividido em Sistema Nervoso Somático, que controla os 

músculos esqueléticos, e Sistema Nervoso Autônomo, responsável pelo controle de 

músculo liso e cardíaco, glândulas exócrinas, algumas glândulas endócrinas e 

alguns tipos de tecido adiposo (SILVERTHORN, 2003). Essas atividades têm a 

função de manter a constância do meio interno, para isso, este é um sistema 

involuntário que funciona em nível inconsciente (SPENCE, 1991; JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2008). O sistema nervoso autônomo é também denominado sistema 

nervoso visceral, porque ele controla a contração e a secreção em vários órgãos 

internos. Os componentes autônomos são posteriormente divididos em Sistema 

Nervoso Simpático, Sistema Nervoso Parassimpático e Sistema Nervoso Entérico 

(SNE) (SILVERTHORN, 2003). O SNE estende-se da faringe ao esfíncter anal 

(FURNESS; COSTA, 1980), ou seja, por todo o trato gastrointestinal (TGI). 

O TGI fornece para o organismo um suprimento contínuo de água, nutrientes 

e eletrólitos. Para que isso aconteça, vários eventos estão envolvidos, incluindo 

motilidade e digestão dos alimentos, secreção do suco digestivo, absorção dos 

produtos da digestão, circulação de sangue pelos órgãos gastrintestinais. O controle 
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de todas essas funções é realizado pelos sistemas endócrino e nervoso (FURNESS; 

COSTA, 1980). 

A parede do TGI é composta por quatro camadas distintas: túnica mucosa, 

tela submucosa, túnica muscular e serosa. A túnica muscular é constituída por 

musculatura lisa disposta em dois estratos: circular interna e longitudinal externa. 

Nos mamíferos, localiza-se entre estas o plexo mioentérico, componente do SNE 

que desempenha um importante papel na regulação da atividade peristáltica 

(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 número de vias que percorrem a longa distância de conexão entre 

o SNC e o trato digestório. Evolutivamente esta é uma forma do SNC poupar espaço 

mantendo, no entanto, ligação com o intestino para intercâmbio de informações 

essenciais (STERNINI, 1988).  

O SNE apresenta-se organizado em plexos que podem ser ganglionados ou 

não ganglionados. Os plexos mioentérico e submucoso são plexos do tipo 

ganglionados (STERNINI, 1988). O plexo mioentérico estende-se por todo TGI, do 

esôfago ao ânus, e apresenta diferenças morfológicas nos diferentes órgãos e 

espécies estudadas (FURNESS, 2006). O plexo submucoso localiza-se entre a 

muscular circular e a tela submucosa. 

São descritos três componentes do plexo mientérico: um plexo primário, um 

secundário e um terciário (LI, 1940). Os gânglios e as fibras internodais compõem o 

primeiro plexo, que é a camada principal do plexo mioentérico. Muitas das fibras 

nervosas não se conectam como o gânglio, mas passam por cima dele, geralmente 

entre o mesmo e o músculo longitudinal, e continuam na outra vertente internodal. 

Finos feixes de fibras nervosas constituem o plexo secundário. Esses feixes podem 

ser uma ramificação das fibras internodais do plexo primário ou originar-se a partir 

dos gânglios, mas geralmente não estão vinculados a gânglios adjacentes. Os feixes 

estão em paralelo com as fibras musculares da camada muscular circular e, muitas 

vezes, ultrapassam as fibras internodais (FURNESS, 2006). Esses feixes estão 

localizados entre o plexo primário e a muscular circular (SCHABADASCH, 1930; 

STÖHR, 1952). O terceiro plexo é composto de finíssimos feixes nervosos, que 

serpenteiam os espaços entre a malha formada pelo plexo primário (RICHARDSON, 
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1958; LLEWELLYN-SMITH et al., 1993; FURNESS et al., 2000). Feixes de nervos do 

plexo terciário podem ser traçados a partir de fibras internodais principais, gânglios e 

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

Além do plexo miontérico, o outro plexo ganglionado que constitui o SNE é o 

plexo submucoso. Este plexo é encontrado nos intestinos delgado e grosso e foi 

descrito pela primeira vez na metade do século XIX por Meissner e Billroth. Embora 

se encontrem gânglios dispersos na camada submucosa do esôfago e estômago, 

estes não formam um plexo ganglionar comparável aos dos intestinos (FURNESS, 

2006).  

Em geral, os feixes de interligação do plexo submucoso são mais finos 

e os gânglios são menores do que os do plexo mientérico (TIMMERMANS; HENS; 

ADRIAENSEN, 2001). O plexo é contínuo em torno da circunferência e ao longo do 

comprimento dos intestinos delgado e grosso. Os arranjos de gânglios no plexo 

submucoso e os tipos de neurônios funcionais nos gânglios diferem entre as 

espécies (HOYLE; BURNSTOCK, 1989; TIMMERMANS et al., 1990). Em aninais de 

grande porte, como o porco, formam-se gânglios submucosos distintos, mas 

interligados a plexos que se encontram em diferentes níveis (SCHABADASCH, 

1930). Gânglios em diferentes profundidades contêm populações de neurônios 

distintas em relação a forma e natureza química 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 lúmen intestinal, e o externo é o mais próximo da camada muscular circular. 

Os neurônios do plexo exterior fornecem inervação da muscular circular até à 

longitudinal (SANDERS; SMITH, 1986; FURNESS et al., 1990; TIMMERMANS et al., 

1997; PORTER et al., 1999). O plexo submucoso externo também fornece inervação 

para a mucosa (PORTER et al., 1999; TIMMERMANS et al., 2001). 

O plexo submucoso interior tem poucos neurônios que inervam o músculo, 

mas muitos inervam a mucosa (PORTER et al., 1999; TIMMERMANS et al., 2001). 

Em mamíferos de pequeno porte, como o porquinho da Índia, geralmente há uma 

única camada de gânglio da submucosa e este gânglio contém somente neurônios 

secretores (FURNESS et al., 2003). 
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Existem muitas classificações dos neurônios entéricos. Dentre estas destaca-

se a classificação morfológica de Dogiel em neurônios Dogiel tipo I, II e III. Os 

neurônios Dogiel tipo I possuem corpo celular achatado, entre 13 e 35µm de 

comprimento e 9 e 22µm de largura, axônio único, longo e irregular, e 4 a 20 

dendritos que se projetam para a musculatura (neurônios motores). Neurônios Dogiel 

tipo II são os neurônios mais proeminentes nos gânglios mioentérico e submucoso 

do intestino delgado e cólon, mas são muito raros no estômago. Eles têm corpos 

celulares grandes, redondos ou ovais, e são numerosos. Equivalem geralmente de 

10 a 25% da população de neurônios no gânglio mientérico nos intestinos delgado e 

grosso. Possuem de 3 a 10 dendritos e um axônio que se projeta para as células 

ganglionares (neurônios sensitivos). O diâmetro da célula varia entre 13 e 47µm. O 

neurônio Dogiel tipo III 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 comparação com os do tipo II. Possui um único axônio que 

se projeta normalmente para a mucosa (BREHMER; SCHRODL; NEUHUBER, 1999; 

FURNESS, 2006). 

Além da presença dos neurônios, o SNE também é composto pelas Células 

Gliais Entéricas (CGEs). A maior parte dessas células está disposta em gânglios 

interconectados, distribuídos entre os plexos mioentérico e submucoso (GABELLA, 

1981). No entanto, as CGEs também estão presentes nos plexos não ganglionares, 

onde representam um único 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 estão presentes no mesentério, acopanhando os nervos extrínsecos 

ao intestino (BJORKLUND; DAHL; SEIGER, 1984). Assim sendo, a glia entérica 

forma uma grande rede em todos os níveis do TGI (RUHL, 2005). 

As CGEs são pequenas, em forma de estrela e com inúmeros filamentos de 

vários comprimentos e forma (HANANI; REICHENBACH, 1994). Nos gânglios, as 

CGEs são tão compactadas em torno dos neurônios que o espaço restante 

extracelular é constituído por uma estreita abertura de 20nm (KOMURO; BALUK; 
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BURNSTOCK, 1982), de forma que vasos sanguíneos e tecido conjuntivo estão 

ausentes do interior do gânglio (RUMESSEN; VANDERWINDEN, 2003). 

Morfológica e funcionalmente, as CGEs representam os astrócitos do SNC 

(CIRILLO et al., 2011). Assim, elas provavelmente compartilham algumas funções 

comuns, como apoio metabólico, estrutural, trófico e de proteção neuronal 

(GERSHON; ROTHMAN, 1991; CABARROCAS; SAVIDGE; LIBLAU, 2003; RUHL; 

NASSER; SHARKEY, 2004). A primeira descrição da glia entérica feita por Dogiel 

em 1899 foi baseada em preparações coradas de azul de metileno. Hoje, uma série 

de marcadores imunohistoquímicos estão disponíveis, sendo os mais utilizados a 

Proteína Ácida Fibrilar Glial (GFAP), um marcador de subpopulação glial, e a 

proteína S100, um marcador panglial (PHILLIPS; KIEFFER; POWLEY, 2004; RÜHL, 

2005).  

As CGEs adultas são ricas em proteínas GFAP e vimentina. Como um 

membro da família de proteínas do citoesqueleto, acredita-se que a GFAP é 

importante na modulação da motilidade e na forma da célula, fornecendo 

estabilidade estrutural. No intestino, a GFAP é considerada como um marcador 

específico de célula glial, enquanto que a vimentina também é expressa em 

miofibroblastos (ENG; GHIRNIKAR; LEE, 2000; RÜHL; TROTTER; STREMMEL, 

2001). No cérebro, a expressão dos níveis de GFAP é modulada por astrócitos 

diferenciados, inflamação e injúria (WALZ, 2000). Durante o estado de inflamação 

intestinal Ho et al. (2003) observaram um aumento na expressão de GFAP. Estas 

observações indicam que a expressão de GFAP é dinamicamente regulada e reflete 

o estado funcional das CGEs. As funções precisas da GFAP ainda são obscuras 

(ENG; GHIRNIKAR; LEE, 2000). 

A proteína S100 é pequena, ácida e pertence à família das proteínas ligantes 

de cálcio (HEIZMANN, 2002). Está localizada no citoplasma e/ou no núcleo de uma 

grande variedade de tecido nervoso e não-nervoso (ZIMMER et al., 1995). Na glia, a 

proteína S100 está localizada no citoplasma, onde regula a estrutura e a função do 

citoesqueleto, bem como a homeostasia de íons de Ca2+ (HEIZMANN, 2002). No 

SNC, a proteína S100 tem atividade neurotrófica (HINKLE et al., 1998; HUTTUNEN 

et al., 2000), modula o crescimento e a diferenciação celular (HEIZMANN, 2002), e 

responde a processos neuroinflamatórios e neurodegenerativos (ROTHERMUNDT 

et al., 2003). Estudos sugerem que a proteína S100 também está envolvida no 

processo inflamatório intestinal e é uma chave importante na regulação da 
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homeostasia intestinal (ESPOSITO et al., 2007; CIRILLO et al., 2009). No TGI, a 

proteína S100 é considerada exclusiva da glia (FERRI et al., 1982). 

Muitos estudos têm sido realizados analisando a expressão das proteínas na 

glia entérica em diferentes modelos experimentais tais como: envelhecimento 

(PHILLIPS; KIEFFER; POWLEY, 2004), megacolon chagásico (DA SILVEIRA et al., 

2009), inflamação 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 

mecânico para neurônios, hoje sabe-se que elas mantêm a estrutura e a integridade 

funcional dos neurônios entéricos (VON BOYEN; STEINKAMP, 2006), e que 

também estão envolvidas ativamente na neurotransmissão entérica (BASOTTI et al., 

2007).  

Em animais geneticamente modificados, a perda de glia entérica resultou na 

degeneração neuronal (BUSH et al., 1998) e/ou na mudança no códico químico dos 

neurônios entéricos (AUBE et al., 2003). Isto sugere que a glia entérica tem um 

papel importantíssimo na manuntenção neuronal. Teoricamente, a glia entérica 

mantém a integridade neuronal por (1) prestação de apoio estrutural, (2) liberação 

de fatores neurotróficos, ou (3) assegurando uma proteção microambiente (RUHL, 

2005). 

(1) A maior parte do SNE está localizada nas camadas musculares da parede 

do intestino que são submetidas a severas forças mecânicas. Sendo assim, um 

suporte estrututal é de extrema importância. Dados morfológicos sugerem que as 

CGEs estabilizam o SNE, porque elas estão firmementes ancoradas na superfície do 

gânglio 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 estimulação mecânica com uma maior expressão do gene c-

fos (SHARKEY; PARR; KEENAN, 1999), acompanhada por um aumento no Ca2+ 

intracelular e intercelular, propargando as ondas de Ca2+ (ZHANG et al., 2003). Isto 

sugere que a glia entérica pode se ajustar continuamente para as deficiências 

metabólicas e estruturais resultantes de estresse mecânico na parede do intestino 

(RUHL, 2005).  

(2) Não foi demostrado até então que a expressão de fatores tróficos gliais 

contribui para a manutenção dos neurônios entéricos. CGEs adultas produzem 

Fatores Neurotróficos Devivados de Linhagem da Célula da Glia (GDNF) e 

Neurotrofina-3 (NT-3) (HOEHNER et al., 1996; BAR et al., 1997). Essa é a razão 
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para o alto nível de GDNF no intestino adulto, indicando o papel do mesmo na 

sustentação do SNE (BAR et al., 1997).  

(3) As CGEs, assim como os astrócitos, podem dar suporte aos neurônios 

criando uma proteção microambiente no SNE pela remoção dos cátions em 

excesso. Durante a atividade neuronal, grande quantidade de K+ é liberada no 

espaço extracelular, o que pode afetar os canais de íons e a transmissão sináptica. 

Entretanto, o K+ é rapidamente removido. No SNC, a recaptação neuronal de K+ não 

é suficiente para evitar o acúmulo extracelular, portanto os astrócitos têm sido 

postulados como um sistema adicional de absorção de K+ (HERTZ, 1965). Embora 

os mecanismos ainda não estejam identificados, os canais de K+ parecem estar 

envolvidos (JANIGRO et al., 1997; WALZ, 2000). A glia entérica gera uma tensão 

para dentro e para fora dos canais de K+ (HANANI et al., 2000), indicando que ela 

pode ter um papel para evitar o acúmulo extracelular de K+ no SNE. No entanto, 

dados sobre a absorção de K+ pela glia entérica ainda são escassos (RUHL, 2005).   

Em relação à neurotransmissão entérica, as CGEs podem ter duas funções: 

podem participar da síntese de neurotransmissores e/ou inativar a mesma, e, podem 

responder a sinais moleculares e participar diretamente da transmissão sináptica 

(RUHL, 2005).   

Evidências de que a glia pode participar da síntese e/ou da inativação da 

neurotransmissão vêm de estudos imunohistoquímicos: no SNE de muitos 

mamíferos, 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 conversão de glutamato e amônia no aminoácido glutamina, as 

CGEs podem ter um papel pivô na sinalização glutamatérgica, pela desintoxicação 

dos resíduos de amônia e glutamato liberados neuronalmente. Além disso, as CGEs 

podem servir de fonte de glutamina para o glutamato neuronal, bem como para a re-

síntese do Ácido Gama-Aminobutírico (GABA) (GALLIGAN et al., 2000). Recentes 

dados imunohistoquímicos fornecem evidências adicionais do papel das CGEs na 

neurotransmissão 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 desintoxicação de GABA a partir 

do espaço extracelular (RUHL, 2005).  

Dados recentes indicam que a glia entérica pode estar envolvida na 

inativação e remoção de transmissores de neuropeptídeos a partir do espaço 

extracelular. Na parede do intestino, o transportador de oligopeptídeo PEPT2 é 
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predominantemente expresso em CGEs que, portanto, são capazes de captar os 

produtos da degradação neuropeptídica (RUHL et al., 2005).  

As CGEs ainda podem estar envolvidas na neurotrasmissão nitrérgica: 

imunorreatividade entérica para L-Arginina é exclusivamente encontrada na glia 

entérica (NAGAHAMA et al., 2001). Como a L-arginina é um precursor essencial 

para o Óxido Nítrico (NO), a síntese de NO neuronal pode depender da entrega da 

L-arginina glial (GREEN et al., 2004). Em um modelo animal com as CGEs 

parcialmente submetidas à ablação, alterações gliais foram acompanhadas por uma 

diminuição na expressão neuronal de Peptídeo Intestinal Vasoativo (VIP) e de NO 

(AUBE et al., 2003), confirmando ainda mais o papel da glia entérica na 

neurotransmissão peptidérgica e nitrérgica (RÜHL, 2005). 

Finalmente, além da participação nas neurotransmissões glutamatérgica, 

GABAérgica, peptidérgica e nitrérgica, as CGEs têm ainda um papel importante na 

sinalização de nucleotídeos. No SNE, o Nucleosídeo Trifosfato Difosfohidrolase-2 

(NTPDase2) foi exclusivamente localizado para a superfície das CGEs, o que sugere 

que a glia entérica controla a disponibilidade dos agonistas purinérgicos Adenosina 

Trifosfato (ATP) e Adenosina Difosfato (ADP). Já a neurotransmissão mediada por 

nucleotídeos está bem estabelecida para as distintas subpopulações neuronais 

(GALLIGAN et al., 2000; HU et al., 2003). Vanderwinden; Timmermans; Schiffmann 

(2003) descobriram que as CGEs também expressam purinoceptores do P2x7, bem 

como o subtipo P2y2 (KIMBALL; MULHOLLAND, 1996), e respondem ao agonista 

purinérgico ATP e Uridina Trifosfato (UTP) com um aumento de Ca2+ citosólico 

(KIMBALL; MULHOLLAND, 1996; SAROSI et al., 1998). 

Em geral, muitos estudos indicam que a glia entérica participa ativamente no 

processamento da informação no SNE. Sendo assim, estudos sistemáticos, que 

abordam diretamente o eixo glia-neurônio, estão sendo realizados (LARANJEIRA et 

al., 2011; DE GIORGIO et al., 2012; GULBRANSEN; SHARKEY, 2012). 

Algumas patologias como, por exemplo, o diabetes mellitus (DM), provocam 

alterações nos componentes do SNE. Vários autores relatam que em ratos com DM 

experimental, ocorre redução do número de neurônios entéricos, além de alterações 

no perfil neuronal em diferentes regiões do TGI, incluindo estômago (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), íleo (ZANONI et al., 2003; SHOTTON; LINCOLN, 2006; PEREIRA et 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulbransen%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22890111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sharkey%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22890111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takahashi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9352855
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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 importância de continuar estudando os componentes do SNE em 

ratos com diabetes experimental.  

O DM é um dos principais problemas de saúde pública e é a principal causa 

de neuropatia, retinopatia, nefropatia, ataques cardíacos e derrames. Esta doença é 

um distúrbio metabólico crônico e complexo de etiologia múltipla, decorrente da falta 

de insulina e/ou da resistência na ação deste hormônio sobre os tecidos alvos. É 

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 destruição das células beta do pâncreas e por este 

motivo caracteriza-se pela ausência total do hormônio insulina. A destruição celular 

usualmente ocorre por processo auto-imune (forma auto-imune; tipo 1A) ou menos 

comumente por causa desconhecida (forma idiopática; tipo 1B) (IMAGAWA et al., 

2000). Na forma auto-imune há um processo de insulite e estão presentes auto-

anticorpos circulantes (anticorpos anti-descarboxilase do ácido glutâmico, anti-

ilhotas e anti-insulina). De uma forma geral, a instalação do quadro de DM tipo 1 

auto-imune é relativamente abrupta e muitas vezes o indivíduo pode identificar a 

data de início dos sintomas. O pico de incidência do DM deste tipo ocorre dos 10 

aos 14 anos de idade, havendo a seguir uma diminuição progressiva da incidência 

até os 35 anos, de tal maneira que casos após esta idade são pouco frequentes. No 

entanto, indivíduos 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 doença. É uma entidade heterogênea, caracterizada por distúrbios na ação 

e secreção da insulina, com predomínio de um ou outro componente (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2011). A etiologia específica deste tipo de DM ainda não 

está claramente estabelecida como no tipo 1. A destruição auto-imune do pâncreas 

não está envolvida. Ao contrário do tipo 1, a maioria dos pacientes apresenta 

obesidade. Além disso, a idade de início do tipo 2 é variável, embora seja mais 

frequente após os 40 anos de idade, com pico de incidência em torno dos 60 anos 

(GROSS; TER VEER, 2000). 

Dentre as complicações crônicas do DM, as manifestações neurológicas são, 

provavelmente, as mais comuns, podendo afetar sistema nervoso central, autônomo 

e periférico, prejudicando a qualidade de vida dos pacientes (VINIK, 1999). A 
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neuropatia diabética é um grupo heterogêneo de desordens e apresenta uma gama 

extensiva de anormalidades (VINIK, 2004), afetando entre 60 e 70% dos pacientes 

diabéticos (MOGHTADERI; BAKHSHIPOUR; RASHIDI, 2006). Esta complicação é 

caracterizada por uma notável atrofia e diminuição das fibras mielinizadas e não 

mielinizadas, acompanhadas por degeneração Walleriana, segmental e 

desmielinização para-nodal, além do enfraquecimento da regeneração da fibra 

nervosa (AFZAAL; SINGH; SALLEM, 2002).  

Vários mecanismos são exacerbados e/ou ativados pela hiperglicemia 

característica do DM. Entre eles, a via do poliol, glicosilação oxidativa, via glicolítica 

e ativação da proteína quinase C (PKC), os quais são responsáveis pela geração de 

altos níveis de radicais livres na doença. Associado a este fato, há um decréscimo 

no sistema antioxidante endógeno durante o DM (ABUJA; ALBERTINI, 2001). Este 

desequilíbrio entre a produção de oxidantes e o respectivo sistema de defesa 

promove o aumento do estresse oxidativo (ABUJA; ALBERTINI, 2001; VINCENT et 

al., 2004), considerado o principal responsável pelas complicações crônicas do DM, 

incluindo a neuropatia (VINCENT et al., 2004). 

O estresse oxidativo, exacerbado durante o DM, está 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 proteínas, 

lipídios e ácidos nucleicos, danificando-os e provocando morte celular por necrose 

ou apoptose (VINCENT et al., 2004). Os radicais superóxido, hidroxila e o peróxido 

de hidrogênio, podem induzir lesões oxidativas nas membranas celulares, causando 

também sérios danos às células (HUNT; DEAN; WOLFF, 1988; GATE et al., 1999). 

Tais comprometimentos podem atingir os componentes neurais simpáticos, 

parassimpáticos e entéricos, induzindo a uma perda funcional incapacitante em 

vários sistemas, dentre eles o TGI (KARAKIDA; HOMMA, 1989; HERNANDES et al., 

2000). Em consequência, pacientes diabéticos apresentam desordens do TGI que 

incluem: náuseas, vômitos, distensão abdominal, diarréia e constipação (ZAUPA; 

ZANONI, 2000). Segundo Hosking; Bennett; Hampton (1978), as neuropatias 

autonômicas que atingem o TGI são as complicações crônicas mais comuns do DM. 

Na tentativa de explicar a relação existente entre a extensão e a severidade 

da hiperglicemia e o desenvolvimento da neuropatia autonômica diabética, com 

efeito diferencial no tipo de neurotransmissor acometido, vários mecanismos vêm 

sendo propostos. Um deles é o aumento da via dos polióis e da atividade da enzima 

aldose redutase, responsáveis por provocar elevação dos níveis intracelulares de 
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sorbitol com a consequente redução de Nicotinamida Adenina Dinocleotídeo Fosfato 

Reduzida (NADPH), utilizada por enzimas como a glutationa redutase para 

regenerar a glutationa oxidada em glutationa reduzida. Por sua vez, a diminuição 

dos níveis 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 ocorrência das alterações que atingem os componentes 

do SNE diante do DM, estudos vêm testando a suplementação com antioxidantes, 

incluindo ácido ascórbico (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 aminoácido livre mais abundante no organismo. Sua fonte 

primária é o músculo esquelético, de onde é liberada para a corrente sanguínea e 

transportada para vários tecidos. É armazenada principalmente no músculo 

esquelético (75%), além do fígado (25%), e pode ser virtualmente sintetizada por 

todos os tecidos do organismo (CURI et al., 2005). 

A L-Glutamina exerce papéis essenciais na manutenção da função de vários 

órgãos e células, tais como: rins, intestinos, fígado, coração, neurônios, linfócitos, 

macrófagos, células beta-pancreáticas e adipócitos (CURI et al., 2005). Dentre suas 

muitas funções, inclui-se o transporte primário de nitrogênio entre os tecidos. Além 

disso, é a principal fonte de energia utilizada na rápida proliferação de células como 

as do epitélio intestinal, linfócitos ativados e fibroblastos (VAHDAT et al., 2001). Não 

é considerado um aminoácido essencial, pois pode ser sintetizada pelo organismo. 

Contudo, em algumas condições, incluindo trauma, septicemia, câncer e, 

eventualmente, esforço físico extremo, sua concentração intracelular e plasmática 

pode sofrer redução de até 50%. Assim, quando a demanda é superior à produção, 

estabelece-se um quadro de deficiência de L-glutamina. Por esta razão, a mesma 

vem sendo chamada de ―condicionalmente essencial‖ (CURI, 2000). 

Vários autores já demonstraram que a L-Glutamina aumenta ou mantém os 

níveis de glutationa (GSH) nas células. Roth et al. (2002), observaram este fato em 

ratos após a suplementação com o aminoácido. Foi verificado que a suplementação 

com L-Glutamina reduz a depleção de glutationa no músculo esquelético em 

humanos, após trauma cirúrgico (FLARING et al., 2003). Além disso, Harward et al. 
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(1994) observaram que a suplementação com o aminoácido em ratos, mantém os 

níveis de glutationa durante isquemia/reperfusão intestinal. A glutamina é o substrato 

da enzima glutaminase para formação de glutamato (PETRY et al., 2011), o qual é 

utilizado na síntese de glutationa. A glutationa é sintetizada em duas etapas 

consecutivas. A γ-glutamilcisteína sintetase usa o glutamato e a cisteína como 

substrato formando o dipeptídeo γ-glutamilcisteína (γ-GluCys), que se combina com 

a glicina numa reação catalisada pela glutationa sintetase para a geração de 

gutationa. A adenosina trifosfato (ATP) é o co-substrato para ambas as enzimas. O 

nível de glutationa é regulado por feedback, sendo a atividade da γ-glutamilcisteína 

sintetase inibida pelo seu produto final (MISRA; GRIFFITH, 1998). 

Estudos mostram que os níveis de glutationa apresentam-se reduzidos em 

ratos com DM induzido experimentalmente pela estreptozootocina (LOVEN et al., 

1986). A glutationa, o tripeptídeo -glutamil-cisteína-glicina, é considerado um dos 

mais importantes antioxidantes. Este aminoácido atua de maneira importante na 

proteção celular contra mudanças no quadro oxidativo e na defesa contra 

xenobióticos. Entre as funções da glutationa, a proteção contra a peroxidação 

lipídica pode ocorrer em três reações. Primeiro, a glutationa é usada como substrato 

pela glutationa peroxidase, na eliminação de peróxidos. Segundo, a glutationa reduz 

a forma oxidada da vitamina C, que assim pode atuar na manutenção da vitamina E 

na sua forma reduzida e funcional. Finalmente, a glutationa pode através da 

glutationa-S-transferase, detoxificar aldeídos reativos (como o malondialdeído), que 

são gerados durante a peroxidação lipídica. Se, de fato, grande parte da ação da 

glutationa é obtida pela indução de suas enzimas, é necessária a manutenção do 

nível de glutationa para suportar a ação funcional destas enzimas (JONES, 1995).  

Variações nos níveis de glutationa afetam diretamente a síntese de proteínas 

e de DNA. Oxidação ou depleção de glutationa pode diminuir a síntese proteica. A 

glutationa pode ser perdida de modo irreversível em situações de estresse oxidativo 

muito intenso, permanecendo na forma oxidada e não sendo novamente reduzida 

(UHLIG; WENDEL, 1992). 

 Vários estudos utilizando a glutationa também já foram realizados. Segundo 

Bravenboer et al. (1992), seu uso em ratos diabéticos é particularmente efetivo na 

prevenção da neuropatia diabética, entretanto, seu valor é limitado quando a 

complicação já está presente. Ueno et al. (2002), demonstraram que o tratamento 
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dietético com glutationa em animais com DM experimental previne disfunções 

neuronais e renais.  
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RESUMO 

A neuropatia decorrente do Diabetes Mellitus atinge o sistema nervoso entérico 

ocasionado disfunções no sistema digestório, como: náusea, diarréia, constipação, 

vômito, entre outros. O objetivo do trabalho foi comparar os efeitos da 

suplementação com L-Glutamina 2% e L-Glutationa 1% sobre os neurônios e as 

células gliais entéricas do íleo de ratos diabéticos. Foram utilizados 30 ratos machos 

Wistar distribuídos nos grupos: Normoglicêmico (N), Normoglicêmico suplementado 

com L-Glutamina (NG), Normoglicêmico suplementado com L-Glutationa (NGO), 

Diabético (D), Diabético suplementado com L-Glutamina (DG) e Diabético 

suplementado com L-Glutationa (DGO). Após 120 dias, o íleo foi processado para as 

técnicas imunohistoquímicas HuC/D e S100. Análises quantitativas e morfométricas 

foram realizadas. Os ratos diabéticos apresentaram uma redução no número de 

neurônios quando comparados com os animais normoglicêmicos. A L-Glutationa 

preveniu a morte neuronal nos animais diabéticos quando comparados com o grupo 

D. A densidade glial não alterou com o diabetes, mas houve uma proliferação glial 

nos ratos diabéticos suplementados com L-Glutationa quando comparados com o 

grupo D. A área neuronal aumentou nos ratos diabéticos em relação aos 

normoglicêmicos. Os ratos diabéticos suplementados com L-Glutamina e L-

Glutationa apresentaram uma menor área neuronal quando comparados com o 

grupo D. A área das células gliais reduziu nos diabéticos quando comparada com os 

normoglicêmicos. Os ratos diabéticos suplementados com L-Glutamina e L-

Glutationa não apresentaram diferença significativa na área do corpo celular glial 

quando comparado com os ratos diabéticos. Conclui-se que a suplementação com 

L-Glutationa 1% é mais eficaz que a L-Glutamina 2% na neuroproteção entérica em 

animais diabéticos. 

 

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

Efeito Antioxidante. 
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INTRODUÇÃO 

O Diabetes Mellitus está associado com distúrbios no trato gastrointestinal 

(TGI), que incluem sintomas como: náuseas, inchaço, dor abdominal, diarréia, 

constipação e atraso no esvaziamento gástrico (Bytzer et al., 2001). A patogênese 

das alterações ocasionadas pelo diabetes no TGI ainda está sob investigação e o 

papel do sistema nervoso entérico (SNE) ganhou importância nos últimos anos 

(Chandrasekharan and Srinivasan, 2007). O SNE está presente em todo TGI, 

controlando e coordenando a motilidade, o fluxo sanguíneo e a secreção. É 

constituído por neurônios e células gliais entéricas (CGEs) (Furness, 2006). Os 

neurônios se localizam na maioria das vezes em gânglios nos plexo mientérico e 

submucoso, enquanto as CGEs são encontradas em todas as camadas do intestino 

(Ruhl, 2005).  

Muitas pesquisas têm sido realizadas em modelos de ratos com diabetes 

induzido experimentalmente com o propósito de avaliar os danos provocados pela 

doença sobre os constituintes do SNE, em especial, alterações estruturais e 

funcionais que atingem os neurônios entéricos em diferentes segmentos do TGI 

como, estômago (Fregonesi et al., 2001), duodeno (Takahara et al., 2001), íleo 

(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 número de estudos em relação às CGEs sob 

mesma condição experimental é reduzido, entretanto é de se esperar que tanto 

neurônios quanto CGEs sejam afetadas pela intensificação do estresse oxidativo 

provocado pelo diabetes.  

Estudos empregando suplementação com diversas substâncias antioxidantes 

têm revelado efeitos positivos sobre os neurônios 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 suplementação 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 ação do aminoácido sobre a neuropatia e a nefropatia de ratos diabéticos 

e também obtiveram resultados satisfatórios nesta concentração. 

L- Glutamina e L-Glutationa são aminoácidos (Kuyvenhoven et al., 1999) e 

ambos têm um importante papel na regulação das principais vias metabólicas (Wu, 

2009). A L-Glutamina é um aminoácido essencial condicional em recém-nascidos e 

em condições de estresse, também conhecido como aminoácido funcional (Wu, 
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2009). Além disso, a L-Glutamina é um substrato para formação da L-glutationa (Wu 

et al., 2004), o principal antioxidante endógeno por controlar a homeostase dos 

radicais livres (Forman et al., 2009; Wu et al., 2004) que também apresenta um 

papel detoxificante de xenobióticos 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 suplementação 

com L-Glutamina 2% e L-Glutationa 1% sobre os neurônios entéricos e as CGEs no 

plexo mioentérico do íleo de ratos induzidos a diabetes experimental, uma vez que 

ambas as substâncias não 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 suplementação com a L-glutationa permite a 

análise direta da ação antioxidante deste aminoácido. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Procedimentos com animais 

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com os 

princípios éticos da Sociedade Brasileira de Ciências em Animais de Laboratórios 

(SBCAL/COBEA) e aprovados pelo Comitê de Ética de em Experimentação Animal 

da Universidade Estadual de Maringá (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 distribuídos aleatoriamente em seis grupos, sendo eles: 

normoglicêmico (N), normoglicêmico suplementado com L-Glutamina 2% (NG), 

normoglicêmico 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 água e ração ad libitum e foram mantidos em condições ambientais 

controladas de temperatura (24 ± 2ºC) e iluminação (ciclo 12 horas claro/12 horas 

escuro). Os animais não suplementados (grupos N e D) receberam ração 

balanceada padrão Nuvital (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil). Para a suplementação 

experimental dos animais dos grupos NG e DG, a L-Glutamina (DEG, São Paulo, 

SP, Brasil) foi incorporada à ração padrão na concentração de 2% (20g/kg de 
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ração) (Alves et al.,2010; Pereira et al., 2012). Os animais dos grupos NGO e DGO 

receberam ração suplementada com L-Glutationa (DEG) na concentração de 1% 

(10g/kg de ração) (Ueda et al., 2002). O consumo de ração foi avaliado 

quinzenalmente (g/dia). 

Os animais dos grupos D, DG e DGO foram submetidos a jejum prévio de 

quatorze horas, antes da indução do Diabetes Mellitus, realizada através da injeção 

intravenosa de estreptozootocina (35mg/kg de peso corporal; Sigma, St. Louis, MO, 

Estados Unidos), dissolvida em tampão citrato pH 4,5 (10mM). Para verificar o 

estabelecimento do modelo experimental, quatro dias após a indução, uma gota de 

sangue foi obtida da cauda dos animais para mensuração da glicemia através da 

determinação fotométrica de glicose por meio de glicoso-colorante-oxidorredutase 

(glicosímetro 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 punção cardíaca para mensuração da glicose sanguínea 

(método da glicose oxidase). Após a celiotomia, a porção final do íleo foi coletada, 

lavada com tampão fosfato salino (PBS, 0,1 M, pH 7,4) e cuidadosamente inflada 

com solução fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967), preenchendo o espaço 

anteriormente ocupado pelas fezes de tal modo que o segmento não fosse 

distendido.  

Para a realização das técnicas imunohistoquímicas, o segmento foi fixado por 

18 horas na mesma solução fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967). Ao final 

deste período, as extremidades do segmento foram abertas para que o conteúdo 

(fixador) fosse drenado. Então, o segmento foi aberto ao longo da borda mesentérica 

e sucessivamente lavado em álcool 80% até a remoção completa do fixador. A 

seguir, foi realizada a desidratação em série ascendente de alcoóis (95% e 100%), a 

diafanização em xilol e a reidratação em série descendente de alcoóis (100%, 90%, 

80%, 50%). O segmento foi na sequência armazenado a 4ºC em PBS com adição de 

azida sódica 0,04%. O íleo foi cortado em pequenas fatias de aproximadamente 

1cm2 e posteriormente microdissecado para obtenção de preparados totais da túnica 

muscular (remoção da túnica mucosa e da tela submucosa). 
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Estudo da população total de neurônios mioentéricos imunoreativos à proteína 

Hu (HuC/D-IR) e células gliais entéricas imunoreativas à proteína S100 (S100-

IR) 

Os preparados totais de todos os íleos foram lavados duas vezes por 10 

minutos em solução de PBS contendo 0,5% Triton X-100 (Sigma). Em seguida, 

foram incubados por 1 hora na solução de bloqueio (PBS + 0,5% Triton X-100 + 2% 

de albumina de soro bovino (BSA; Sigma) + 10% de soro de cabra). Após esse 

período, os íleos foram incubados por 48 horas em temperatura ambiente em uma 

solução contendo os anticorpos primários específicos contra HuC/D (produzido em 

camundongo; 1:500; Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA) e S100 (produzido em 

coelhos; 1:200; Sigma). Os íleos foram lavados três vezes em solução de PBS + 

0,5% Triton X-100 por cinco minutos e incubados por 2 horas em temperatura 

ambiente com os anticorpos secundários: 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 proteína S100. Após esse tempo, os preparados totais foram 

novamente lavados três vezes por 5 minutos em solução de PBS, e montados em 

lâminas com meio de montagem Prolong® Gold Antifade com DAPI (Molecular 

Probes). Para controle negativo, o anticorpo primário foi omitido. 

 

Análise quantitativa dos neurônios HuC/D-IR e células da glia S100-IR por 

gânglio mioentérico 

A quantificação por gânglio foi realizada na região intermediária do íleo (60º-

120º, 240º-300º; da circunferência intestinal em cada animal, considerando 0º como 

a inserção mesentérica) (Miranda-Neto et al., 2001). Foram utilizadas imagens 

capturadas por câmara de alta resolução AxioCam (Zeiss, Jena, Alemanha) 

acoplada a microscópio de luz Axioskop (Zeiss), usando objetiva de 20X. As 

imagens foram digitalizadas em computador usando software AxioVision versão 4.1, 

e gravadas em pen drive. A quantificação foi realizada através de software de 

análise de imagens Image-Pro Plus versão 4.5.0.29 (Media Cybemetics, Silver 

Spring, MD, EUA). O número de neurônios HuC/D-IR e de células gliais S100-IR 

presentes por gânglio foram determinados. Cinquenta gânglios foram quantificados 

por animal, para obtenção da densidade ganglionar. 

 

Análise morfométrica dos neurônios HuC/D-IR e células da glia S100-IR 
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Foram realizadas análises morfométricas da população total de neurônios 

HuC/D-IR e da população de células da glia S100-IR do plexo mioentérico do íleo. 

As áreas em µm2 de 100 corpos celulares de neurônios e de 100 CGEs foram 

mensuradas por animal, totalizando 500 células/grupo/técnica. Para a mensuração 

foi utilizado o software de análise de imagens Image-Pro Plus versão 4.5.0.29 

(Media Cybemetics). As imagens utilizadas foram as mesmas da análise quantitativa. 

Análise estatística 

Os resultados obtidos foram submetidos às análises estatísticas através dos 

programas Statistica 7.0 e GraphPad Prism 3.0, sendo expressos como média ± erro 

padrão 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 análise de variância One-way (ANOVA), seguido de 

Teste de Tukey. Valores de P < 0,05 foram considerados significantes 

estatisticamente.  

RESULTADOS 

Dados fisiológicos 

Os animais diabéticos (grupo D) consumiram cerca de 35% mais ração que os 

animais normoglicêmicos (grupo N, P < 0,05). Apesar da hiperfagia apresentada por 

estes animais, não houve ganho de massa corporal no grupo D após 120 dias de 

experimento. Dessa forma, o ganho de massa foi menor nos animais diabéticos 

(grupo D), quando comparados com os animais do grupo N (P < 0,05). O grupo D 

apresentou ainda a hiperglicemia crônica característica 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 suplementação com L-Glutamina 2% ou L-Glutationa 1% nos animais 

diabéticos (grupos DG e DGO, respectivamente) não promoveu ganho de massa ao 

longo do experimento, assim como não influenciou a glicemia nestes animais, em 

relação aos animais diabéticos não suplementados (grupo D). O consumo de ração 

foi 26% superior no grupo DGO em relação aos grupos D (P < 0,05) e DG (P < 0,05) 

(Tabela 1). 

 

Densidade neuronal por gânglio mioentérico 

Os animais do grupo D apresentaram uma redução 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 os animais 

normoglicêmicos não 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 normoglicêmico (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 gânglio mioentérico 

O diabetes mellitus não alterou a densidade glial por gânglio mioentérico, 

quando 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 relação aos animais diabéticos não suplementados (grupo D, P < 0,05) e de 

45,9% em relação ao grupo N (P < 0,05). Os animais suplementados com L-

Glutamina (grupo DG) possuíam densidade glial 6,44% maior que o grupo D (P > 

0,05) e 2% maior que o grupo N (P > 0,05). A suplementação com L-Glutamina nos 

animais normoglicêmicos (grupo NG) promoveu um aumento de 19% na densidade 

glial em relação ao grupo N (P < 0,05). O mesmo não foi observado quando os 

animais normoglicêmicos foram suplementados com L-Glutationa (grupo NGO) 

(Tabela 2). 

 

Morfometria dos neurônios mioentéricos HuC/D-IR 

O diabetes promoveu o aumento em 16% na área 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 

neurônios, em relação ao grupo N (P < 0,05). Nos animais diabéticos suplementados 

(grupos DG e DGO) houve uma redução de 11% e 17%, respectivamente, na área 

do corpo celular, quando comparados ao grupo D (P < 0,05) (Tabela 2).  

A área do corpo celular dos neurônios mioentéricos HuC/D-IR variou entre 

82μm2 e 869μm2 no grupo N, 108μm2 e 1083μm2 no grupo NG, 53μm2 e 789μm2 no 

grupo NGO, 49 μm2 e 944μm2 no grupo D, 107μm2 e 956μm2 no grupo DG, e 

101μm2 e 900μm2 no grupo DGO. Estes resultados são expressos como 

distribuições de frequências relativas na Figura 1A. 

 

Morfometria das células da glia S100-IR 
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A área das células da glia entérica diminuiu em 15% nos animais diabéticos 

(grupo D), quando comparada ao grupo N (P < 0,05). O grupo normoglicêmico 

suplementado com L-Glutationa (NGO) apresentou uma redução 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 área das células da glia S100-IR variou entre 13μm2 e 125μm2 no grupo N, 

11μm2 e 151μm2 no grupo NG, 7μm2 e 132μm2 no grupo NGO, 9μm2 e 93μm2 no 

grupo D, 9μm2 e 85μm2 no grupo DG, e 11μm2 e 96μm2 no grupo DGO. Estes 

resultados são expressos como distribuições de frequências relativas na Figura 1B. 

 
DISCUSSÃO 
 

A suplementação com L-Glutamina 2% e L-Glutationa 1% não alterou a taxa 

glicêmica dos animais diabéticos (grupos DG e DGO), em relação aos animais que 

não receberam a suplementação (grupo D). Resultados semelhantes foram 

encontrados por nosso grupo de pesquisa sob a mesma condição experimental 

durante suplementação com L-Glutamina 2% (Alves et al., 2010; Pereira et al., 

2011). Ueda et al. (2002) obtiveram resultados similares sob suplementação com L-

Glutationa na mesma concentração.  

 Como a suplementação com L-Glutamina 2% e L-Glutationa 1% não interferiu 

nos valores de glicose no sangue no final do experimento, torna-se claro que, 

durante todo este período os animais diabéticos estavam com os níveis glicêmicos 

elevados e que o uso de glicose pelos tecidos dependentes de insulina foi baixo. 

Com base nisso, é possível inferir que nos diabéticos a suplementação com ambos 

os aminoácidos não interferiu nas vias metabólicas relacionadas com o ganho de 

massa, uma vez que os ratos suplementados não ganharam massa, enquanto os 

ratos normoglicêmicos com ou sem suplementação tiveram um significante ganho de 

massa. A similaridade nos valores da glicemia dos ratos diabéticos suplementados 

ou não demonstra que a suplementação com estas substâncias não interfere nas 

vias metabólicas relacionadas com a manutenção da glicose plasmática, não 

exercendo, portanto, efeito hipoglicemiante, o que não representa impedimento para 

sua atuação como antioxidante.  

Para verificar o desenvolvimento da neuropatia diabética periférica no íleo e o 

efeito da suplementação com L-Glutamina 2% e L-Glutationa 1% nessa condição, foi 

analisada a população neuronal total nos gânglios do plexo mioentérico. A proteína 
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neuronal HuC/D foi escolhida para a marcação imunohistoquímica por ser um 

marcador pan-neuronal (Ganns et al., 2006). (Figura 2). 

Estudando a população neuronal total presente por gânglio mioentérico, foi 

observada uma redução de aproximadamente 18% na densidade neuronal do íleo 

dos animais diabéticos (grupo D), em relação aos normoglicêmicos (grupo N). 

Pereira et al. (2011) encontraram resultado semelhante para o mesmo segmento 

intestinal. 

A diminuição 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 está relacionado com o aumento destas 

espécies altamente reativas no interior das células (Obrosova et al., 2002; Parthiban 

et al., 1995), que reagem com proteínas, lipídios e ácidos nucleicos, danificando-os 

e provocando morte por necrose ou apoptose (Vicent et al., 2004). Os radicais 

superóxido, hidroxila e o peróxido de hidrogênio, podem induzir lesões oxidativas 

nas membranas celulares, causando sérios danos às células (Gaté et al., 1999; Hunt 

et al., 1988). Tais comprometimentos podem atingir os componentes neurais 

simpáticos, parassimpáticos e entéricos, induzindo a uma perda funcional 

incapacitante em vários sistemas, dentre eles o TGI (Hernandes et al., 2000; 

Karakida and Homma, 1989).  

Além do aumento intracelular de radicais livres, a morte neuronal induzida pelo 

diabetes está relacionada com a diminuição significante de antioxidantes 

endógenos, incluindo glutationa, glutationa peroxidase e as vitaminas A, C e E 

(Rahimi et al., 2005). Sendo assim, a suplementação com antioxidantes é uma 

tentativa de minimizar ou prevenir as complicações neurológicas nos pacientes 

diabéticos (Pereira et al., 2011). Estudos vêm sendo realizados em nosso grupo de 

pesquisa com o intuito de verificar tal hipótese (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) não apresentou diferença 

significante em relação ao grupo D. 
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 A preservação dos neurônios por gânglio nos animais diabéticos que 

receberam a suplementação com L-Glutationa 1% demonstra que o efeito 

neuroprotetor quando se suplementa com este antioxidante é melhor do que quando 

se suplementa com L-Glutamina. Seria de se esperar que a suplementação com L-

Glutamina estimulasse a formação de L-Glutationa e, portanto, por via indireta 

gerasse o mesmo efeito. É, entretanto, necessário pensar nas condições gerais dos 

diabéticos, cuja depleção proteica constitui num grave problema. Portanto, nos 

diabéticos há uma carência de aminoácidos para a síntese de proteínas estruturais e 

funcionais, o que pode ―desviar‖ a L-Glutamina para outra via metabólica, para 

atender necessidades mais prementes do organismo do que a síntese de glutationa 

como, por exemplo, atuar como nutriente energético para as células imunológicas ou 

para preservação da massa muscular.  

É preciso destacar que a L-Glutamina é um dos aminoácidos codificados pelo 

código genético sendo, portanto, um dos componentes das proteínas dos seres 

vivos (Reeds et al., 2000). Além disto, é um importante substrato celular não só por 

ser um aminoácido, mas por também ser fonte de energia, de nitrogênio e de 

carbono para a síntese de outras moléculas (Bullus et al., 1989). A homeostase da 

L-Glutamina depende do balanço entre sua produção e sua utilização pelos 

diferentes tecidos e órgãos do corpo (Mittendorfer et al., 2001). A maioria dos órgãos 

tem tanto a enzima de degradação quanto a de síntese de L-Glutamina, contudo, a 

atividade enzimática determinará se o tecido ou órgão é predominantemente 

consumidor - intestino, baço, pâncreas, rins e células do sistema imune, ou produtor 

de L-glutamina - músculo, cérebro, coração, pulmões e tecido adiposo (Bullus et al., 

1989; van Acker et al., 1999).  

Consequentemente, mesmo com a suplementação de L-Glutamina 2%, células 

mais sensíveis ao estresse oxidativo, como é o caso dos neurônios entéricos, seriam 

bastante afetadas havendo inclusive morte de parte desta população, enquanto 

populações celulares menos sensíveis ao estresse oxidativo como as CGEs seriam 

menos afetadas, e por isso não sofrem redução no seu número, como será discutido 

neste trabalho. 

O efeito neuroprotetor da L-Glutationa 1% pode ser atribuído 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 oxigênio que o organismo 

concretiza a favor da sua homeostasia. Consiste na neutralização de radicais livres e 
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redução do peróxido de hidrogênio. Como se não bastasse à forma direta de 

atuação da L-Glutationa, a mesma também atua em uma segunda linha de defesa 

contra a oxidação. Ela está a cargo de enzimas glutationa-dependentes, que 

atingem principalmente subprodutos nocivos gerados por espécies reativas de 

oxigênio, evitando em simultâneo a propagação de radicais livres (Thompson and 

Franklin, 2010). 

A suplementação com L-Glutationa se torna ainda mais importante ao se 

considerar que os níveis da mesma encontram-se reduzidos no diabetes, o que 

potencializa os efeitos causados pela presença das espécies reativas de oxigênio. 

Isso pode ocorrer de duas formas: pelo efeito direto da glicose e insulina na síntese 

de glutationa, ou pelo consumo de um co-fator essencial na regeneração da mesma 

através da glutationa oxidada (GSSG), por meio da via do poliol (Lu, 2009). Esta via 

pode levar a uma redução de L-Glutationa, uma vez que é dependente de NADPH 

para conseguir estabelecer a conversão de glicose em sorbitol, catalisada pela 

aldose redutase. Em condições normais de glicose essa via é pouco usada, no 

entanto, em caso de hiperglicemia, esta via é ativada provocando uma diminuição 

nos níveis de NADPH. Desta forma, a conversão de GSSG a glutationa fica 

comprometida, uma vez que o NADPH está sendo usado para a conversão de 

glicose em sorbitol (Vicent et al., 2004). Em condições severas de estresse oxidativo 

isto leva, portanto, a uma diminuição acentuada de L-Glutationa (Kharb, 2000).  

Acredita-se que nas situações de intenso estresse oxidativo, como 

anteriormente mencionado, a suplementação com L-Glutationa como a realizada 

para os animais diabéticos deste experimento pode ser fortemente positiva, pois de 

acordo com Jordão Jr et al. (1998), a L-Glutationa quando ingerida é absorvida 

intacta pelo intestino e lançada na corrente sanguínea, indo somar-se à L-Glutationa 

plasmática. Por outro lado, a suplementação com L-Glutationa associou-se a uma 

redução de 19% na densidade neuronal ganglionar no grupo NGO em relação ao 

grupo N. A L-Glutationa é produzida pelo fígado a partir de três aminoácidos, 

glutamato, cisteína e glicina, (Lomaestro and Malone, 1995). Os animais 

normoglicêmicos são potencialmente produtores de toda a L-Glutationa que 

necessitam. A suplementação a 1% possivelmente resultou em excesso desta 

substância, que ao ser degrada libera seus constituintes dentre eles, o glutamato e a 

cisteína, que em níveis elevados possuem potencial citotóxico (Mates et al., 2002; 

Townsend et al., 2003). 
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 Neste estudo, além de avaliar a população neuronal total no plexo mioentérico 

do íleo, também foram analisadas as células da glia imunorreativas à proteína S100, 

através da dupla marcação imunohistoquímica utilizando anticorpos anti-HuC/D e 

anti-S100 (Figura 2). A proteína S100 é considerada um marcador pan-glial e no 

SNE está localizada exclusivamente nas CGEs. Ela regula a estrutura e a função do 

citoesqueleto e, além disso, promove a homeostase do cálcio no citoplasma destas 

células (Ferri et al., 1982; Heizmann, 2002). Outros pesquisadores também 

utilizaram a marcação anti-S100 com o objetivo de identificar as células da glia em 

várias regiões do TGI e todos obtiveram resultados satisfatórios (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 normoglicêmicos (grupo N). 

Resultado semelhante foi encontrado por Pereira et al. (2011) no mesmo segmento 

de estudo. Segundo estes autores, a preservação glial nessas condições pode ser 

atribuída à resistência desta população e também a um mecanismo de defesa da 

mesma, na tentativa de promover a manutenção dos neurônios com o 

estabelecimento da neuropatia diabética.   

De acordo com Steinkamp et al. (2012), as CGEs são células altamente 

resistentes a apoptose. Estes mesmos autores realizaram um estudo onde o objetivo 

era investigar o papel do Fator Neurotópico derivado da Linhagem de Células Gliais 

(GDNF) na regulação da apoptose glial. Eles expuseram as CGEs a um ambiente de 

doença inflamatória utilizando fator de necrose tumoral-α (TNFα) e interferon-γ (INF-

γ). Nenhum destes fatores por si só foram capazes de induzir a apoptose em 

culturas de CGEs de rato, mas a combinação aumentou significativamente a taxa de 

apoptose nas culturas destas células. Essas descobertas não apenas reforçam a 

relevância do GDNF na regulação das CGEs, como também enfatizam a função de 

proteção celular anti-apoptótica até então 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 suplementação com L-Glutationa 1%, que estimulou a proliferação das CGEs nos 

animais diabéticos, com o propósito de proteger os neurônios. Essa hipótese pode 

ser reforçada observando a proporção de 44% de células da glia para neurônio no 

grupo DGO em relação ao do grupo D (28%). A proliferação glial pode ter sido 

estimulada pela L-Glutationa devido a sua ação antioxidante. Esse fenômeno 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 são 

escassos. 

Os ratos normoglicêmicos 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 preservação desta população ou 

mesmo estímulo na proliferação da mesma, como consequência da suplementação 

com L-Glutamina na concentração de 2%. Como os animais deste estudo foram 

mortos com 210 dias de idade, as células dos mesmos nessa idade já se 

encontravam em processo de envelhecimento. Segundo Phillips and Powley (2007), 

que estudaram o comportamento do TGI no envelhecimento, a proporção de glia 

entérica é maior que de neurônios no íleo de ratos em processo de envelhecimento. 

Isso pode também ser observado nesse estudo, onde apontou uma diferença de 

44%. Segundo os mesmo autores, a perda e a desregulação neuronal associada 

com a idade pode estimular a proliferação de células gliais reativas que compensam 

e mascaram qualquer processo de perda glial.  

Como a L-Glutamina desempenha uma função antioxidante no organismo, ela 

pode ter ajudado na preservação glial ou estimulado a proliferação desta população. 

Trabalhos realizados em nosso laboratório com o intuito de investigar o efeito da 

suplementação com antioxidantes como ácido ascórbico e extrato de Ginkgo biloba 

no processo de envelhecimento sobre o SNE, apresentaram resultados positivos em 

relação à proteção dos componentes deste sistema no jejuno e no íleo (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 área neuronal 

do grupo D, quando comparado ao grupo N. Resultados semelhantes foram 

encontrados por Zanoni et al. (2011) com marcação de Giemsa no duodeno e ceco, 

e por Lopes et al. (2012) com imunomarcação HuC/D no duodeno, ambos os 

trabalhos em ratos diabéticos induzidos experimentalmente. Esse aumento sugere 

uma alteração neuronal causada pelo diabetes mellitus tal alteração pode ser 

decorrente ao aumento na produção de neurotransmissores para compensar a 

perda neuronal no diabetes (Lopes et al., 2012), ou devido ao aumento na produção 

de sorbitol, com elevação da osmolaridade do neurônio e consequentemente edema 

neuronal (Clements and Bell, 1982; Chung et al., 2003; Vicent et al., 2004). 

Nos animais dos grupos DG e DGO as áreas neuronais foram menores em 

relação ao grupo D em 11% e 17%, respectivamente. Estes resultados podem ser 

atribuídos ao poder antioxidante dos dois aminoácidos utilizados na suplementação, 
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onde ambos podem ter reduzido parcialmente a ação dos radicais livres, retardando 

o dano celular e o consequente acúmulo de substâncias no interior das células, ou 

por ter reduzido a intensidade de um possível edema neuronal. 

Os animais normoglicêmicos suplementados com L-Glutamina (grupo NG) 

sofreram aumento na área neuronal em 14%, quando comparados ao grupo N. Isto 

também pode ser efeito da suplementação com o aminoácido. O excesso de 

glutamina plasmática pode ter influenciado no metabolismo celular, provocando uma 

hipertrofia neural. 

No resultado morfométrico obtido para as CGEs, observa-se que houve uma 

diminuição de 15% na área das mesmas no grupo D, em relação ao grupo N. 

Pereira et al. (2011) encontraram resultados semelhantes. Segundo estes autores, 

essa diminuição pode estar relacionada a uma redução na expressão de fatores 

neurotróficos ou neurotrofinas, responsáveis pela manutenção e sobrevivência dos 

neurônios. Isto pode ser suportado por um estudo realizado com o objetivo de 

determinar a ocorrência de alterações na expressão de neurotrofinas no colo de 

ratos diabéticos, o qual verificou uma diminuição na expressão de GDNF, fator de 

crescimento neuronal e neurotrofina-3 nesta condição (Liu et al., 2010). 

 A suplementação com L-Glutationa nos animais normoglicêmicos (grupo NGO) 

desencadeou uma diminuição de 10% na área celular quando comparado com o 

grupo N. Isto pode ter ocorrido em vista da formação excessiva de glutamato e 

cisteína, que devido a sua ação citotóxica (Mates et al., 2002; Townsend et al., 

2003) podem ter acelerado o processo de apoptose.  

Conclui-se que a suplementação com L-Glutationa 1% na condição de diabetes 

experimental apresentou um melhor efeito que a L-Glutamina 2% sob a densidade 

celular, pois a L-Glutationa 1% exerceu uma ação neuroprotetora sobre a população 

total de neurônios do plexo mioentérico e estimulou a proliferação glial no mesmo 

plexo. Na analise do perfil neuronal, a suplementação com ambos os aminoácidos 

mostrou-se eficaz. Porém, a L-Glutationa 1% apresentou um efeito protetor mais 

relevante, uma vez que a área dos neurônios dos animais diabéticos suplementados 

com este aminoácido reduziu para valores próximos do normal. Em condições 

normais, a L-Glutationa 1% apresentou um efeito negativo na densidade neuronal e 

na morfometria glial. Já a L-glutamina 2% atuou negativamente sob a área neuronal. 
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Tabela 1. Parâmetros fisiológicos (PF) dos animais dos grupos: normoglicêmico (N), 
normoglicêmico suplementado com L-Glutamina (NG), diabético (D), diabético 
suplementado com L-Glutamina (DG), normoglicêmico suplementado com L-Glutationa 
(NGO) e diabético suplementado com L-Glutationa (DGO). 

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

 

Tabela 2. Área em µm2 dos corpos celulares de neurônios HuC/D-IR e células da glia S100-IR, e 
densidade dos neurônios HuC/D-IR e células da glia S100-IR dos animais dos grupos: 
normoglicêmico (N), normoglicêmico suplementado com L-Glutamina (NG), diabético (D), diabético 
suplementado com L-Glutamina (DG), normoglicêmico suplementado com L-Glutationa (NGO) e 
diabético suplementado com L-Glutationa (DGO). 

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

  

PF 

% de ganho de 
massa corporal 
dos 90 aos 210 

dias 

Consumo de 
Ração(g) 

Glicemia Final 
(mg/dL) 

N 44,14% ± 4,25a 29,8 ± 0,6a 144,8 ± 3,0a 

NG 37,63% ± 4,82a 29,2 ± 1,8a 165,4 ± 6,8a 

NGO 34,18% ± 2,39a 34,4 ± 3,0a,b 134,8 ± 11,5a 

D -9,04% ± 5,67b 40,2 ± 1,1b 532,6 ± 53,4b 

DG - 5,11% ± 7,73b 40,3 ± 1,5b 612,8 ± 8,7b 

DGO - 11,80% ± 5,60b 51 ± 3,7c 581,4 ± 23,9b 

Grupo 

 
Área dos corpos 

celulares de 
neurônios  
HuC/D-IR 

 

Área dos corpos 
celular das 

células da glia  
S100-IR 

 

 
Densidade 

de neurônios 
HuC/D-IR 

 
 

Densidade das 
células da glia 

S100-IR 
 

N 302,5±6,6a 43,75±0,6a 14,0 ± 0,6a 27,3 ± 1,2a 

NG 344,3±7,6b 42,39±1,0a 12,5 ± 0,7a,b,c,d 32,6 ± 1,5b 

NGO 302,4±6,3a 39,24±0,7b 11,2 ± 0,4b,c,d 30,1 ± 1,1a,b 

D 395,3±9,1c 37,21±0,6b,c 11,52 ±0,4b 26,2 ± 1,0a 

DG 350,9±6,9b 35,11±0,7c 10,15 ± 0,5b,c,d 27,93 ± 1,1a,b 

DGO 328,1±8,3a,b 37,68±0,7b,c 14,52 ± 0,7a 39,8 ± 1,8c 
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A 

 

 

B 

 

Figura 1: Distribuição de frequências relativas das áreas do corpo celular (A) 
neurônio miontéricos HuC/D-imunoreativos e (B) células da glia S-100 
imunoreativas. Grupo normoglicêmico (N), diabético (D), normoglicêmico 
suplementado com L-Glutamina (NG), diabético suplementado com L-Glutamina 
(DG), normoglicêmico suplementado com L-Glutationa (NGO) e diabético 
suplementado com L-Glutationa (DGO). n= 5 ratos por grupo. 
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Figura 2. Micrografia do plexo mientérico do íleo imunomarcado pela técnica HuC/D (A, B, C, D, 
E e F) e S-100 (G, H, I, J, K e L) nos grupos: normoglicêmico (A, G e M), diabético (D, J e P), 
normoglicêmico suplementado com L-Glutamina 2% (B, H e N), diabético suplementado com L-
Glutamina 2% (E, K e Q), normoglicêmico suplementado com L-Glutationa 1% (C, I e O) e 
diabético suplementado com L-Glutationa 1% (F, L e R). n = 5 ratos por grupo. Barra de 
calibração: 25μm. 
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