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RESUMO

O Sistema Nervoso Entérico é formado por uma vadedle neurbnios que se organizam em
dois plexos ganglionados principais, mioentériculemucoso, responsaveis pelo controle de
diversas funcbes gastrintestinais: motilidade,esgw, fluxo sanguineo, crescimento mucosal
e aspectos do sistema imune local. Condi¢cles pgdtak) como a neuropatia diabética, estdo
envolvidas com alteracdes dos neurdnios entéridoseuropatia autonémica é uma das
complicacbes crbnicas do diabetes mellitus (DM)st& aliretamente relacionada com as
manifestacfes gastrintestinais da doenca. Altesagdenimero e na area do corpo celular de
diferentes sub-populacdes de neurbnios entériamiservadas em animais diabéticos. O
desequilibrio entre antioxidantes celulares e easlitvres, com o consequiente aumento do
estresse oxidativo, € considerado um dos princigggonsaveis pelas alteracbes neuronais
provocadas pelo DM. Drogas que reduzem o estresdativo podem ter um papel relevante
no tratamento das complicacfes neuroldgicas deaettiabcomo é o caso da vitamina E, uma
substancia antioxidante que atua principalmentendo o processo de peroxidacao lipidica.
Em células neuronais, a elevada concentracdo denimia E nas membranas sugere um
provavel efeito neuroprotetor. O trabalho teve coofgetivo investigar o efeito da
suplementacdo com vitamina E sobre a populacad dem@eurbnios mioentéricos (miosina-
V imunoreativos) e a sub-populagcédo de neurbniogngitos (imunoreativos a oxido nitrico
sintase neuronal - nNOS) de ratos com DM experiate@Quarenta ratos machos de 90 dias
foram divididos nos grupos: normoglicémicos (N)rmoglicémicos tratados com vitamina E
(NE), diabéticos (D) e diabéticos tratados commite E (DE). O DM foi induzido nos
animais dos grupos D e DE através da estreptozoato©s animais dos grupos NE e DE
receberam racdo suplementada com vitamina E (ldgkgeso corporal) durante 120 dias.
Apos esse periodo, os animais foram mortos e os fé@minais foram submetidos as técnicas
imunohistoquimicas (miosina-V e nNOS). Os animaabéticos (D e DE) apresentaram
perda de peso, niveis elevados de glicose e helipnglglicada, além de polidria, polidpsia e
polifagia. Analises quantitativas e morfométricasam realizadas em imagens capturadas em
objetiva de 20X da regido intermediaria da circtérieia do ileo terminal. Quarenta imagens
foram quantificadas por animal. A morfometria fealizada através da mensuracdo dos
corpos celulares dos neurdnios (100 neurdnios/dnarda area ocupada pelo plexo terciario
(10 imagens/animal). O DM promoveu reducdo do nomee neurbnios miosina-V,
acompanhada do aumento da &area do plexo tercigngpq D). A suplementacdo com
vitamina E preservou significativamente a densidaeigronal no grupo NE. Os neurdnios
nitrérgicos ndo sofreram alteracdo em seu numenmo @M ou quando tratados com a
vitamina. As areas dos corpos celulares dos neagdGmiosina-V e nNOS imunoreativos
sofreram aumento com o DM. A vitamina E elevou maaho dos neurdnios mioentéricos
dos animais do grupo NE. No grupo DE, esse aumeotoreu somente nos neurénios
nitrérgicos. Concluimos que no processo de enviefieeto natural a vitamina E atuou como
neuroprotetora e neurotréfica. No DM, a suplemeitdagom a vitamina exerceu um efeito
neurotréfico sobre a sub-populacéo de neuréniosmgnicos NNOS imunoreativos.

Palavras-chaveDiabetes mellitus. Neurénios Mioentéricos. Miosina®@xido Nitrico Sintase
Neuronal. Vitamina E.



ABSTRACT

The Enteric Nervous System is composed by a varggtyneurons organized in two
ganglionated main plexus, myenteric and submucasponsible for the control of several
gastrointestinal functions: motility, secretionpddl flow, mucosal growth and aspects of the
local immune system. Pathologic conditions, suckliabetic neuropathy, are involved with
myenteric neurons alterations. Autonomic neuropa&hgne of the chronic complications of
diabetes mellitus (DM) and is directly related asgointestinal manifestations of the disease.
Alterations in number and cell body area of difféareubpopulations of enteric neurons are
reported in diabetic animals. The imbalance betweslular antioxidants and free radicals,
with consequent elevation of oxidative stress,assatdered the main responsible factor for
neuronal alterations in DM. Drugs that reduce otngastress may play an important role in
the treatment of diabetes neurological complicatjdike vitamin E, an antioxidant substance
able to prevent lipidic peroxidation. In neuronells, the high concentration of vitamin E in
membranes suggests a probable neuroprotectivet.effee objective of this study was to
investigate the effect of vitamin E supplementatimngeneral myenteric neurons population
(myosin-V immunoreactive) and on nitrergic neuraubpopulation (neuronal nitric oxide
synthase immunoreactive - nNOS) of rats under éxyetal DM. Forty male rats 90 days-
old were divided in groups: normoglycemics (N), moglycemics treated with vitamin E
(NE), diabetics (D) and diabetics treated with wita E (DE). Streptozotocin was
administered in animals D and DE in order to indid¢. Animals in groups NE and DE
received food supplemented with vitamin E (1g/kglyaveight) for 120 days. After this
period, the animals were killed and the terminakumhs were subjected to
immunohistochemistry techniques (myosin-V and nNOSipbetic animals (D and DE)
presented weight loss, high levels of glucose alydated hemoglobin, beyond polyuria,
polydipsia and polyphagia. Quantitative and morpéwim analyses were performed with
images captured in a 20X objective from the intetiae region of the ileum. Forty images
per animal were counted. Morphometry was perforrhgdthe measure of neuronal cell
bodies area (100 neurons/animal) and of the areaipeed by the tertiary plexus (10
images/per animal). DM caused a reduction on thenban of myosin-V neurons,
accompanied by an increase in the area of theamgrfplexus (group D). Vitamin E
supplementation promoted a significant increasgrisup NE neuronal density. Nitrergic
neurons did not present any alteration in densitg aonsequence of diabetes, or when treated
with the vitamin. Cell bodies area of myosin-V ai’dOS immunoreactive neurons increased
with DM. Vitamin E increased myenteric neurons siz@nimals of group NE. In group DE,
this increase affected only nitrergic neurons. Vdactude that in natural ageing process
vitamin E acted as neuroprotective and neurotroplmcDM, vitamin supplementation
promoted a neurotrophic effect on nNOS immunoreacatiyenteric neurons.

Key words: Diabetes mellitus. Myenteric Neurons. dgiyn-V. Neuronal Nitric Oxide
Synthase. Vitamin E.
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1 INTRODUCAO AMPLIADA

O Sistema Nervoso Entérico (SNE) é o componentgoser que se localiza nas
camadas que formam a parede do trato gastrinte€liGd), estendendo-se desde as porc¢des
iniciais do esdfago até o esfincter anal interneREBIMER, 2006). Apresenta a habilidade de
funcionar independentemente do Sistema Nervosor&lef8NC) e € formado por uma
variedade de neurbnios distintos funcionalmenteur@r@os aferentes, interneurdnios e
neurdnios motores), responsaveis pelo control@distas fungdes gastrintestinais, incluindo
motilidade, secrecédo, fluxo sanguineo, crescimembcosal e aspectos do sistema imune
local (FURNESS; COSTA, 1987).

Além do componente neuronal, 0 SNE é formado tanmp@nterminacdes axonais de
neurbnios extrinsecos (simpaticos e parassimpatieosélulas gliais entéricas, que se
assemelham a astrécitos do SNC. Os neurdnios @déilbcalizados dentro da parede do
TGlI, se organizam em plexos ganglionados e néoligaagos. Os dois plexos ganglionados
principais que constituem o SNE sdo os plexos néoen, cujos ganglios se localizam entre
as camadas de musculo liso da tunica musculasubmucoso, que possui ganglios na tela
submucosa (FURNESS; COSTA, 1987; BREHMER, 2006).

Os neurbnios entéricos sdo heterogéneos quanto peispdisiolégicos e
neurotransmissores (SAFFREY, 2004). Estudos quBnico histoquimicos,
imunohistoquimicos e fisiolégicos comprovam a didade morfologica do SNE. Em
relacdo aos neurotransmissores, as células nerirdeatnais podem expressar um numero
variado deste tipo de substancias além dos cl&ssaioetilcolina e adrenalina/noradrenalina.
Vérias sub-populacdes neuronais podem ser distiaguide acordo com o tipo de
neurotransmissor que expressam, destacando-séniesicolinérgicos (acetilcolina - ACh);
noradrenérgicos (noradrenalina - NE); serotonésgi(gerotonina - 5-HT); purinérgicos
(adenosina trifosfato - ATP); peptidérgicos (pepdislcomo polipeptideo vasoativo intestinal
- VIP, substancia P, somatostatina e/ou encefalieasitrérgicos (0xido nitrico - NO)
(GERSHON; ERDE, 1981; OLSSON; HOLMGREN, 2001).

As células nervosas do SNE podem sofrer mudangaguzais e/ou funcionais como
resultado de respostas adaptativas a diferentesudss, na tentativa de manter a homeostase
das funcgdes intestinais (GIARONI et al, 1999; LOMABERNANDEZ; SHARKEY, 2005).
Algumas condi¢cbes patolégicas também estdo enwasvicbm alteracbes dos neurdnios

entéricos e outros neurbnios autondémicos, incluithdencas intestinais (colite ulcerativa ou
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doenca de Crohn), doencas extra-intestinais (dogad¢arkinson) e as neuropatias entéricas,
incluindo a neuropatia autonémica, promovida p&betes (GIARONI et al, 1999; MICIELI
et al, 2003; VINIK; FREEMAN; ERBAS, 2003).

O diabetes mellitus (DM) € um importante problemneasdide publica que, devido a
sua elevada prevaléncia nos ultimos anos, vem seodsiderado como uma epidemia
mundial. Atinge ndo s6 paises subdesenvolvidos,tarabém Estados Unidos e Inglaterra,
além de paises emergentes (MAINOUS III et al, 20B6)imativas e projecdes indicam que
em 2010, cerca de 23 milhdes de individuos do mundo terdo diabetes tipo 1 e 216
milhdes, tipo 2 (McCARTY; ZIMMET, 1994). Um estudeito nos Estados Unidos mostra
gue somente no pais 37,7 milhdes de individuos tidgbetes diagnosticado ou ndo no ano
de 2031. Fatores de risco como a obesidade e atagdemo tém aumentado na populacéo e
contribuido para o aumento da incidéncia da do@i@dNOUS Il et al, 2006). O DM esta
relacionado com morbidade consideravel, além depiecitacdes e encurtamento da vida util,
mortalidade prematura e altos custos para o pagiantluindo custos psicoldgicos,
profissionais, sociais, familiares e financeiroslém disso, é sub-diagnosticado e
inadequadamente tratado (principalmente o tipo 2).

A hiperglicemia, comum em ambos os tipos de DMo(tipe 2), esta fortemente
relacionada com o desenvolvimento das complicagd@sicas macro e microvasculares
caracteristicas da doenca. A macroangiopatia sefestn através da aterosclerose, que
aumenta os riscos de infarto do miocardio, derrafoe amputacdo em pacientes diabéticos.
A neuropatia autonémica € uma das complicacdesowasculares comuns no DM, e atinge
especialmente os nervos do TGI. Esta relacionadaa manifestacdes observadas com a
evolucdo da doenca, como disfagia ou dificuldadedelguticdo, azia, vOmitos, nduseas e
constipacao alternada com diarréia (geralmentermafuOutros o0rgdos sdo afetados pela
neuropatia autonémica, como € o caso da bexigapoge sofrer disfuncdo ou paralisia. Em
homens, € comum a ocorréncia de impoténcia ou laegiu retrograda. A patologia
microvascular especifica do DM também € caractdaizpor nefropatia e retinopatia.
(HARRISON, 1994; BROWNLEE, 2001; ZOCHODNE, 2007).

Os niveis elevados de glicose sanguinea provoca@ialmente anormalidades no
fluxo sanguineo e aumento irreversivel da permieabi¢é vascular, seguidos de diminuicdo
de fatores tréficos para células endoteliais e arais (BROWNLEE, 2001). O estado
hiperglicémico também esta envolvido com disturbiosfluxo da via dos polidis, aléem de
eventos metabdlicos como glicosilacdo autoxidagiggicosilacdo ndo-enzimatica, que juntos

induzem ao aumento do estresse oxidativo, considarm dos principais responsaveis pelas
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alteracdes neuronais ocasionadas pelo DM. Estieizados em ratos diabéticos relatam
que a doenca promove alteracdes na densidade esaadd corpo celular de neurbnios
entéricos de diferentes segmentos intestinais, diodHERNANDES et al, 2000; ZANONI
et al, 2003), colo (ROMANO; MIRANDA-NETO; CARDOSQ996; TASHIMA et al, 2007;
ZANONI et al, 2007) e ceco (ZANONI et al, 1997).iFalteracOes refletem sobre as
diferentes sub-popula¢gdes neuronais, incluindoeagémios nitrérgicos (BULT et al, 1990;
JARVINEN et al, 1999), que sofrem incremento daesiea de NO, podendo também ser
observado aumento da area do corpo celular (ZANgIdl, 2003; FREGONESI et al, 2005).

Na via dos polidis, a enzima aldose redutase atadisando a reducao dependente de
NADPH de varios compostos carbonilicos a sorbitallusive a glicose. Em concentracfes
normais de glicose (ndo diabéticos), devido a bafikadade da aldose redutase pela mesma,
apenas um pequeno percentual do acucar € metalwliar esta via. Entretanto, em
condi¢des hiperglicémicas (diabéticos), o aumerstoglicose dentro de células como os
neurénios (ndo insulino-dependentes), resulta era pmducédo elevada de sorbitol, com
concomitante diminui¢cdo da concentracdo de NADPROB/NLEE, 2001). A elevacao de
sorbitol nas células neuronais também € responsdwelprovocar estresse osmotico,
alteracdes nas subunidades da proteina quinaseKC) (B reducdo da atividade da
Na'/K*ATPase. Esta Ultima esta diretamente relacionada@@umento do contetido intra-
axonal de Nae uma conseqiiente reducgéo da velocidade de candapZsa (BROWNLEE,
2001; ZOCHODNE, 2007).

Além disso, a grande atividade da via dos poligisvpca reducdo dos niveis de
glutationa (GSH), pois a glutationa redutase comm®im a enzima aldose redutase pelo
NADPH para regenerar a GSH (CAMERON; COTTER; MAXEIE, 1993; PARTHIBAN
et al, 1995). A GSH é um antioxidante endogenoamsfvel pela manutencdo da homeostase
ibnica, a medida que atua nos tecidos impedindecaar&ncia de lesdes ocasionadas por
compostos reativos. Juntamente com as enzimasatkpas glutationa peroxidase e
glutationa redutase, constitui um importante sistede protecdo celular (AMORES-
SANCHEZ; MEDINA, 1999; DINCER et al, 2002; VINCEN®t al, 2004). Portanto, a
reducdo dos niveis citossolicos de NADPH, com aegilente diminuicdo do processo de
regeneracdo da GSH, é responséavel pela inducdoessmerbacdo do estresse oxidativo
intracelular (ZOCHODNE, 2007).

Os radicais livres sdo espécies oxidativas altaeneeativas que causam danos
irreversiveis as ceélulas, inclusive os neurdniais, tomo perda das funcdes celulares e morte
por necrose ou apoptose (IMAI; NAKAGAWA, 2002; YOBM et al, 2005). Isso porque,
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reagem com constituintes celulares importantessaeja, DNA, proteinas e lipidios das
membranas (peroxidacao lipidica) (ROMERO, 1996)ntE#eos radicais mais importantes,
estdo os radicais superoxido, hidroxila, peroxM&®) e ainda o ndo radical peroxido de
hidrogénio (KUYVENHOVEN; MEINDERS, 1999).

O desequilibrio entre as espécies reativas oxidaates antioxidantes celulares
durante o DM, também estad envolvido na elevacdestiesse oxidativo. Yoshida et al
(2005), relatam que em ratos diabéticos induzidela pstreptozootocina, a expressado de
enzimas antioxidantes enddgenas como superoxidauthse hepatica, catalase e glutationa
peroxidase diminui. Resultados semelhantes foracorgrados por Aksoy et al (2005) em
eritrocitos, apds 6 semanas de indugdo do DM. Qeremi observaram que o diabetes
promove reducdo dos niveis de GSH e da atividadeedaimas superoxido dismutase e
glutationa peroxidase, aléem do aumento da conggitrde malondialdeido, um marcador do
processo de peroxidacdo lipidica. Niveis elevadesperoxidacdo lipidica e de AGEs,
encontrados em humanos e animais diabéticos, omrfirque o DM induz ao aumento do
estresse oxidativo (ROMERO, 1996).

Drogas que reduzem o estresse oxidativo podenmmrtgrapel relevante no tratamento
das complicagBes neurologicas do DM, como é o ceswitamina E, uma substancia
antioxidante que pode ser uma esperanca promigsa@ra o tratamento de algumas
manifestacdes cronicas da doenca.

A vitamina E apresenta oito formas naturais diferem-, -, y-, 6-tocoferéis ex-, p-,

v-, 0-tocotriendis. Todas tém um anel 2-metil-6-cromdigddo a uma cadeia hidrofébica,
sendo insolliveis em agua e sollveis em Oleo, aleooltros solventes organicos. Nos
tocoferdis a cadeia isoprendide é saturada e ©ofiEndis € insaturada, com duplas ligagcoes
nas posicoes 3’, 77 e 11’ (Figura 1). A forma bgitamente mais ativa é @tocoferol
(DEBIER; LARONDELLE, 2005).
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Figura 1- Estrutura quimica das diferentes formas de vitarRifDEBIER; LARONDELLE, 2005)

A vitamina E atua principalmente como uma moléaridoxidante, além de exercer
um importante papel no desenvolvimento e na magétedo sistema imunologico em geral.
Devido a sua atividade sobre os radicais livrdsndamental na prevengédo ou no retardo da
patogénese de varias doencas degenerativas, cormer céatarata, doencas cardiovasculares
e inflamatorias, degeneracdo celular relacionada ©o processo de envelhecimento e
desordens neuroldgicas (PACKER, 1991; BRAMLEY eRaDO0).

A funcdo antioxidante da vitamina E esté localizadaanel cromanol. Ou seja, 0
grupamento hidroxila (OH) ligado ao anel fendlia molécula € responsavel por doar seu
atomo de hidrogénio para os radicais livres, oagdo assim o radical-tocoferil @—T-). A
presenca de pelo menos um grupo metil ligado abasoméatico também é essencial para a
atividade antioxidante. O fato detocoferol apresentar o maior numero de grupamendis
em relacdo aog-, y- e 6-tocoferdis, o torna o homologo biologicamente nadingo (DEBIER;
LARONDELLE, 2005).

O a—tocoferol @-H) € a principal molécula lipidica que exercetefaintioxidante. Ele
atua principalmente no processo de peroxidacadidgi a medida que protege 0s varios
acidos graxos polinsaturados das membranas cedutaras lipoproteinas das reacdes de
oxidacdo. Seu efeito é exercido primariamente caEo da propagacéo dos radicais peroxil

(LOO") através da seguinte reacao:

LOO: + a-TH > LOOH +a-T-
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O radicala—T- formado € bastante estavel e ndo reage com assagidxos polinsaturados de
membrana, por isso a propagacao da reacdo de agitipiglica é inibida.

Varios estudos relatam o efeito benéfico da vitantinsobre o estresse oxidativo e 0
processo de peroxidacao lipidica no DM. Yoshidal ¢2005), observaram que o tratamento
com vitamina E suprime o aumento da excrecao uginke peroxido lipidio, um marcador do
indice de peroxidacao lipidica in vivo, apos 8 eséBanas de DM. Também foi relatado que
a vitamina inibe a oxidacéo protéica no figado & nos de animais diabéticos (JE et al,
2001). Além disso, a combinacdo da vitamina E cainos antioxidantes, como o acido
ascorbico (vitamina C), exerce efeitos benéficdwes® estresse oxidativo, como mostram
Aksoy et al (2005). Os autores observaram que eciagsio das duas vitaminas, apos 6
semanas de DM, potencializa o sistema antioxidantegdida que promove o aumento de
GSH e das enzimas superoxido dismutase e glutghemidase em eritrocitos.

A neuroprotecdo promovida pela vitamina E, gracasua presenca em elevadas
concentracdes nas membranas neuronais, sujeitedoadas radicais livres, também vem
sendo demonstrada. Estudos relatam que a vitarhiaapaotegendo contra a diminuicdo da
velocidade de conducédo nervosa ocasionada pelo &dundo Cotter et al (1995), a
dosagem de 1g/kg de vitamina E protege o nervacoi&@m 80% contra essa redugdo. A
suplementacdo com doses farmacologicas da vitaf@dtag/dia), em pacientes diabéticos,
promove uma melhora em alguns déficits existengescanducdo nervosa (TUTUNCU;
BAYRAKTAR; VARLI, 1998).

O presente trabalho teve como objetivo investigafeto da suplementacdo com
vitamina E, na forma de-tocoferol, sobre os neurénios mioentéricos dotéeminal de ratos

(Rattus norvegicycom DM experimental.
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Resumo

Objetivo. Investigar o efeito da suplementacdo com vitaminasdbre 0s neurbnios
mioentéricos imunoreativos a miosina-V e oxidoicdtrsintase neuronal (nNOS) do ileo
terminal de ratos diabéticodMétodos. Quarenta ratos foram divididos nos grupos
normoglicémicos (N), normoglicémicos tratados coitarmina E (NE), diabéticos (D) e
diabéticos tratados com vitamina E (DE). Os anirtraigdos receberam racao suplementada
com vitamina E (1g/kg de peso corporal) durante dia®. Apés esse periodo, os ileos foram
submetidos as técnicas imunohistoquimicas paraimaids e nNOS. Foram realizadas
analises quantitativas e morfométricas dos neustmioentéricos da regido intermediaria do
ileo terminal. A area do plexo terciario também determinadaResultados.O diabetes
promoveu reducdo de 24% do numero de neurbniosmaiysdo grupo D em relacdo a N,
acompanhada do aumento da area do plexo terc@a®ko(Q,05). No grupo NE, a densidade
neuronal foi superior em 27%, quando comparado Mgm < 0,05). Os neurdnios nitrérgicos
nao apresentaram alteracdo em sua densidade cadabeted ou quando tratados com a
vitamina. As areas dos corpos celulares dos neaséniosina-V e nNOS imunoreativos dos
animais normoglicémicos suplementados (NE) aumamasignificativamente. O diabetes
(D) também promoveu a elevagdo da area dos nesr@mioentéricos (miosina-V e
nitrérgicos). O tratamento com vitamina E (DE) poweu aumento de tamanho somente nos
neurdnios nitrérgicoConclusdesA vitamina E atuou como neuroprotetora e neurateofio
processo de envelhecimento natural. No DM, a sugi¢agdo com a vitamina exerceu um

efeito neurotrofico sobre a sub-populagédo de néosGrNOS imunoreativos.

Palavras-chave: diabetes mellitus, neurbnios méoeatls, miosina-V, 6xido nitrico sintase

neuronal, vitamina E.
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Introducao

A neuropatia € uma das complicacdes secundariadiatetes mellitus (DM), uma das
desordens metabodlicas mais comuns em humanos.s\a@rtores tém estudado as causas da
neuropatia diabética. Segundo Romerrés mecanismos estdo envolvidos com as
modificacdes eletrofisiologicas dos nervos perifgsi durante o DM experimental:
hiperglicemia, geracdo de radicais livres e dingéaida atividade da K& ATPase.

A hiperglicemia cronica, caracteristica de todasfaamas de DM, apresenta uma forte
ligacdo com a patologia microvascular especificado@nca, que atinge ndo s6 0S nervos
periféricos, mas também a retina e os glomérullogise provocando neuropatias debilitantes,
cegueira e doencas renais, respectivanfente.

A geracédo de radicais livres e 0 decréscimo deesdg antioxidantes endodgenas durante o
DM, também estdo diretamente relacionados com tasagbes micro e macrovasculares
(doenca aterosclerotica), consideradas as prisciggisas de morbidade e mortalidade dos
pacientes diabéticds.A enzima reparadora glutationa peroxidase é ummple de
antioxidante endégeno que sofre diminuicdo com o PMs é inativada precocemente nos
nervos periféricos através de reacbes de glicsilaio enzimaticdsNiveis elevados de
peroxidacdo lipidica e de produtos de glicoxidagdo humanos e animais com diabetes
confirmam a induc&o e/ou o aumento do estressaiividpela doencé.

No trato gastrintestinal, o desenvolvimento darogatia atinge os diferentes tipos de
neurdnios entéricos, responsaveis pelo controlémgertantes fungdes, como motilidade,
secrecdo, fluxo sanguineo, crescimento mucosal pec@s do sistema imune local.
Consequentemente, as alteragfes neurologicasiggerato Sistema Nervoso Entérico estao
relacionadas com manifestacbes gastrintestinais igakiem constipacdo, diarréia ou

incontinéncia fecal, disfagia, azia, vomitos e eass’
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Estudos realizados mostram que o DM reduz o nlrderaeurdnios mioentéricos e
provoca mudancas na area do corpo celtfarAs sub-populacdes neuronais séo afetadas
diferentemente pela doenca, sendo observado unemecto do conteudo de peptideo
vasoativo intestinal (VIP) e de oxido nitrico ss#a(NOS) no plexo mioentérico, apos 8
semanas de DM As sub-populacdes neuronais também respondem deinaaiferenciada
aos diversos tratamentos para a neuropatia diabétit

Substancias com acao antioxidante tém sido testamta o intuito de proteger os neurdnios
mioentéricos no DM experimental, como é o caso dndod ascérbicd®®® da
aminoguanidin® e da glutamina® Entretanto, poucos estudos foram feitos relaciomand
efeito da vitamina E, um potente antioxidante lgmd@vel, com a neuropatia diabética.

A vitamina E atua sobre o processo de peroxidép#tica, protegendo os acidos graxos
polinsaturados contra o ataque de radicais It&ua presenca nas membranas celulares
neuronais, em especial na membrana mitocondriatnat torna o seu uso interessante no
DM. O objetivo do trabalho foi investigar os efsitda suplementagdo com vitamina E sobre
a populagéo geral de neurdnios mioentéricos (maegiimunoreativos) e a sub-populacdo de
neurdnios nitrérgicos (imunoreativos a oOxido ndtrisintase neuronal - nNOS) do ileo

terminal de ratos com DM experimental.

Materiais e Métodos

Animais

Todos os procedimentos descritos no presente h@ledtdo de acordo com os principios

éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Expemiago Animal (COBEA) e foram
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previamente submetidos & analise pelo Comité deaF#im Experimentacio Animal da
Universidade Estadual de Maringa (UEM).

Para a realizacdo da pesquisa, foram utilizadoaté8 machos da linhagem WistRaftus
norvegicu} provenientes do Biotério Central da UEM. Os amnfiaram divididos em quatro
grupos, sendo eles: normoglicémicos (N), normouglicés tratados como vitamina E (NE),
diabéticos (D) e diabéticos tratados com vitamin(®E).

A partir dos 90 dias de idade, os ratos foram iastem gaiolas individuais por um
periodo de 120 dias em biotério, com foto-perioedd @ horas (6:00 — 18:00) e temperatura
controlada (24 £ 2°C), recebendo agua e alimadtlibitum Os animais nao tratados (grupos
N e D) receberam racdo padrdo balanceada Nuvitalil@, Colombo, PR, Brasil). Para a
suplementacado experimental dos ratos pertencenesgapos NE e DE, a vitamina E
(Zhejiang NHU, China) foi incorporada & racéo paddig/kg de peso corpordf).Para
calcular a quantidade de vitamina E a ser adicara alimento, o peso dos animais e a
quantidade de racéo ingerida foram mensuradosaaléadias.

O DM foi induzido nos animais dos grupos D e DBsajgjum prévio de 14 horas, através
de uma injecdo intravenoske estreptozootocina (35mg/kg de peso corporaln&igSt.
Louis, MO, EUA) dissolvida em uma solucdo de tampéwato pH 4,5 (10mM).
Posteriormente & inducdo, a glicemia dos animaisidterminada pelo método da glicose
oxidasé' para confirmar o estabelecimento do modelo expmsrial. Todos os animais

pertencentes aos grupos D e DE apresentaram géiicrmperior a 250mg/dl.

Coleta e processamento do material

Ap6s 120 dias de experimento os animais foram raprsendo previamente pesados e

anestesiados com uma dose de 40mg/kg de peso aodeotiopental (Laboratérios Abbott,
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Chicago, IL, EUA) intraperitoneal. O sangue foietallo para mensuracéao da glicemia e da
hemoglobina glicada (método da resina de trocac@ffi Os ileos provenientes de vinte
animais (cinco para cada grupo experimental) faraletados e processados de acordo com a

técnica imunohistoquimica para miosina-V, sendoutsos vinte processados para a nNOS.

Imunolocalizagdo da miosina-V neuronal: estudo dapyacdo geral de neurdnios

mioentéricos

Os animaidoram perfundidos com solucao salina 1,1% gelagglida de solucao fixadora
contendo periodato de sédio (10mM), lisina (75mMpagaformaldeido (1%) em tampéao
fosfato pH 7,4 (37mM§? Imediatamente apds a perfuséo, os ileos foramvidos) lavados
com solucdo salina até a remocdo completa das, fediésdos com a mesma solucéo
fixadora, tomando cuidado para ndo promover ariéi® dos segmentos, e amarrados nas
extremidades com linha de algodao. Apés este pioesdo, foram mantidos no fixador por
uma hora, sendo na sequéncia desidratados em &B@ul, 70%, 80%, 90% e 100%),
diafanizados em xilol e reidratados em série detare de alcoois (100%, 95%, 90%, 80% e
70%). Os segmentos intestinais foram dissecados estéreomicroscopio com trans-
iluminacdo para a obtencdo de preparados totaigriea muscular, através da remocéo da
tela mucosa e da tlnica submucosa. Os preparadasrdérana obtidos foram submetidos a
técnica para evidenciacdo dos neurbnios mioengrinmsina-V imunoreativo¥, como
descrito a seguir.

Os preparados foram lavados quatro vezes em tarfgséato salinado pH 7,4 (PBS)
(0,1M) e bloqueados por uma hora e meia em sologéatendo albumina soro bovina (BSA;
Sigma) (2%), soro de cabra (1:50), Triton X-100g(&a) (0,5%) e PBS. Sequencialmente,

foram incubados em temperatura ambiente em soleg@dendo o anticorpo primario
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especifico para a cauda medial da miosina-V (Tabel&pds quarenta e oito horas, foram
lavados duas vezes em solucdo de PBS e Triton X{,0%), e duas vezes em solucdo de
PBS acrescida de Tween-20 (0,05%). A seguir, asldecdforam incubados em anticorpo
secundario (Tabela 1) por vinte e quatro horaseanpératura ambiente. Por ultimo, foram
lavados quatro vezes com PBS acrescido de Tweé€0;28%). A imunoreacéao foi revelada
com diaminobenzidina (DAB; Sigma) e as amostraanfiomontadas em meio de glicerol-gel.

O controle negativo foi realizado com a omissaaumkicorpo primario.

Imunolocalizacdo da nNOS: estudo dos neurdnios méoEos nitrérgicos

Apés a morte dos animais, os ileos foram coletadesdos com PBS pH 7,4 (0,1M) e
inflados com solucéo de ZambSRiEm seguida, foram fixados por dezoito horas nantaes
solucéo. Ao final deste periodo, os segmentos faaentos ao longo da borda mesentérica e
sucessivamente lavados em alcool 80% até a renvogdpleta do fixador. Foram realizadas
a desidratacdo em alcool (95% e 100%), a diafafizagn Xxilol e a reidratacdo em série
descendente de éalcoois (100%, 90%, 80%, 50%) e B@%nal. A seguir, foi realizada a
disseccdo para obtencdo dos preparados totais rdea tinuscular. Os preparados de
membrana foram submetidos a técnica imunohistogaimpara evidenciacdo dos neurdnios
mioentéricos nitrérgico®, como descrito a seguir.

Os preparados de membrana foram inicialmente tevpdr trés vezes em PBS acrescido
de Triton X-100 (0,5%). Em seguida, foram incubados BSA (1% em PBS) durante uma
hora. Sequencialmente ao bloqueio, os tecidos fananbados durante quarenta e oito horas
em temperatura ambiente em anticorpo primario éspegrara a nNOS (Tabela 1). Os
tecidos foram lavados por trés vezes em PBS e @almgbcom o anticorpo secundario (Tabela

1) por duas horas em temperatura ambiente. A sdguam realizadas trés lavagens
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sucessivas em PBS. Por dltimo, as membranas fonaobadas com o complexo ABC
avidina-biotina-peroxidase (1:1500) por uma hoemd® na seqiéncia reveladas com DAB
contendo HO; (0,02%) e montadas em lamina com glicerol-gel. ddtrole negativo foi

realizado com a omissao do anticorpo primario.

Andlise quantitativa dos neurénios mioentéricossima-V e nNOS imunoreativos

A quantificacdo dos neurdnios mioentéricos miodin@-nNOS imunoreativos foi realizada
através de imagens obtidas por amostragem da regémediaria (60° - 120°; 240° - 300°)
da circunferéncia do ileo de cada animal, consiErae Ocomo a insercdo do mesentétio.

As imagens foram capturadas por camera de al@lugg® AxioCam (Zeiss, Jena,
Alemanha) acoplada ao microscopio de luz Axioskdps P(Zeiss), transferidas para
microcomputador por meio do programa AxioVisione4séo 4.1 e gravadas em compact disc
(CD). O software de analise de imagens Image-Rrs Wirsdo 4.5.0.29 (Media Cybernetics,
Silver Spring, MD, EUA) foi utilizado para a reaigdo da quantificagdo neuronal nas
imagens gravadas em CD.

Para cada animal foram contados todos os neurpresentes em 40 imagens, capturadas
em objetiva de 20X. A area de cada imagem, menauardvés do Image-Pro Plus, foi de

aproximadamente 0,14nmimOs resultados foram expressos como o nimerowtémies por

cnt.

Correc¢ao da densidade neuronal

Os resultados obtidos para a quantificacdo neurdeaém ser corrigidos, uma vez que

alteragbes no tamanho do intestino, provocadasqgoeszimento intestinal com o processo de



42

envelhecimento natural e/ou por processos pataégipodem “diluir” o numero de
neurdnios presentes na area analisada.

Para a correcdo da densidade neuronal obtidagsaduas técnicas imunohistoquimicas
empregadas, foi calculado um fator pelo qual ogltedos quantitativos foram multiplicados.
Para a obtenc&o do fator de correcdo, a area médét do intestino delgado de cada grupo
estudado foi calculada através das medidas do cmexpo e da largura intestinais, extraidas

logo apds a morte de cada animal (Tabelas Z& 3).

Analise morfométrica dos neurdnios mioentéricossmia-V e nNOS imunoreativos

A mensuracao das areas dos corpos celulares dodnmmumioentéricos miosina-V e nNOS
imunoreativos foi realizada nas mesmas imagensui@as em objetiva de 20X, utilizadas
para a andlise quantitativa. Através do Image-Rrs féram mensuradas as areas em gen

100 corpos celulares de neurbnios para cada amstatiado, totalizando 500 por grupo, e

para cada uma das duas técnicas imunohistoquiniécagidenciacdo neuronal.

Area do plexo terciario

A éarea ocupada pelo plexo terciario foi determinatiizando as imagens capturadas em
objetiva de 20X imunomarcadas para a proteina maegi A mensuracédo foi realizada em
10 imagens por animal através do Image-Pro Plus.

Para obter a &rea ocupada pelo plexo terciariope foram mensuradas as regides
localizadas entre os ganglios e fibras que compdsmplexos primario e secundario. Os
resultados foram expressos como o percentual detdta de cada imagem (137.6709m

ocupado pelo plexo terciario.



43

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos as anabseatisticas através dos programas
Statistica e GraphPad Prism, sendo expressos coddiant erro padréo. Foi realizado o
delineamento em blocos dos dados morfométricosjcdege Teste de Tukey. Para os demais
resultados, foi realizada analise de variancia @ag-ANOVA, seguida de Tukey. O nivel de

significancia usado foi de 5%.

Resultados

A estreptozootocina promoveu a sindrome diabétasa animais dos grupos D e DE, que
apresentaram o quadro clinico caracteristico dangdo@o longo de todo o experimento:
polidria, polidpsia e polifagia. Também foram olselos ap6s 120 dias, aumento
significativo da glicemia e da hemoglobina glicadm de reducdo do peso corporal em
relacdo aos animais normoglicémicos (Tabela 4).

A suplementagcdo com vitamina E ndo promoveu gerasignificativa nos niveis
glicémicos e na hemoglobina glicada. Por outro ,|ladoanimais do grupo DE apresentaram
uma menor perda de peso em relagdo aos animaigtidabnao tratados (p > 0,05) (Tabela
4).

As areas dos intestinos delgados dos animaistiabdgrupos D e DE) utilizados para as
técnicas da miosina-V e nNOS apresentaram um aomeddio de 33% (p < 0,05) e 32% (p
> 0,05) respectivamente, quando comparadas aosesaloédios obtidos com as areas

intestinais dos grupos N e NE (Tabelas 2 e 3).
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Morfologia dos componentes nervosos do plexo nméoientdos ileos submetidos as técnicas

imunohistoquimicas para miosina-V e nNOS

A técnica imunohistoquimica da miosina-V permitiu esidenciagdo dos componentes
primario, secundario e das fibras de pequeno eatjbe constituem o componente terciario do
plexo mioentérico do ileo. Foram observados commalares de neurdnios contidos nos
ganglios nervosos e/ou ao longo das fibras intglgarares. Uma intensidade de marcacao
imunohistoquimica heterogénea dos corpos celuldeesmeurbnios que expressam para a
proteina miosina-V também foi visualizada. Os neia® pertencentes aos animais diabéticos
(grupos D e DE) encontravam-se menos intensameateanos do que os dos animais
normais (grupos N e NE) (Figura 1).

Corpos celulares de neurdnios intensamente masdadam visualizados nos preparados
totais de membrana provenientes de todos os grdpoanimais e submetidos a técnica
imunohistoquimica para nNOS. Os neurdnios encoainase isolados ou ocupando a parte
periférica dos ganglios mioentéricos. Os comporseptiEnario e secundario foram facilmente
visualizados. Pequenas varicosidades foram obs&s\ax longo das fibras do plexo terciario

(Figura 1).

Densidade neuronal dos neurdnios mioentéricos mae¥i e nNOS imunoreativos

O DM promoveu uma reducdo do numero de neurdniosind-V em 24% no grupo D em
relacdo aos animais normoglicémicos (grupo N) (@601). Os animais diabéticos tratados
(grupo DE) apresentaram uma densidade neuronatisupe grupo D em 12% (p > 0,05)
Nos animais normoglicémicos suplementados (grupd &NHBensidade neuronal foi superior

em 21,2% em relacdo a encontrada no grupo N (pGdP(Figura 2).
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N&o houve alteracfes na densidade dos neurdniésgicos quando todos os grupos foram

comparados (p > 0,05) (Figura 2).

Morfometria dos neurdnios mioentéricos miosinafWN®©S imunoreativos

As areas meédias dos neurbnios mioentéricos midsimadnoreativos dos grupos N, NE, D e
DE foram de 270,& 5,0; 313,6+ 5,5; 309,2+ 5,3 e 299,% 5,1unf, respectivamente. Houve
diferenca significativa quando foram comparadogmgpos N e NE (p < 0,05). Os corpos
celulares dos neurdnios nitrérgicos apresentaraasaestatisticamente diferentes quando
todos os grupos foram comparados (p < 0,05): N,8563,9unf), NE (287,9+ 4,5unf), D
(311,1+ 4,8unf) e DE (346, 5,0und).

Através das frequéncias relativas, foi possivelifiear que os corpos celulares dos
neurdnios mioentéricos miosina-V e nNOS imunoreatiencontravam-se em uma faixa

média de tamanho que varia de 201 a 300(Figuras 3 e 4).

Area do plexo terciario

Os percentuais de area total (137.670%uque foram ocupados pelo plexo terciario dos
animais dos grupos N e NE foram de 81 = 0,6% e 2]1%, respectivamente (p > 0,05). O
DM alterou significativamente a area do plexo taioiem 7% nos animais do grupo D (88 *
0,5%), quando foram comparados com os normogliagnigrupo N) (p < 0,01). Nao houve

diferencas significativas entre os grupos D e DEH®,7%).
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Discussao

A administracdo de estreptozootocina promoveu nosas diabéticos (grupos D e DE) as
alteracOes tipicas da doenca, incluindo polidr@idpsia, polifagia, perda de peso e niveis
elevados de glicose sanguinea e hemoglobina glic@daatamento com vitamina E nao
exerceu efeito sobre estes parametros nos anier@énpentes aos grupos NE e DE.

Todas as densidades neuronais obtidas em nossathtrdbram corrigidas através de fator
de correcdo calculado a partir da area intestinalgue assegurou que o0s resultados
quantitativos encontrados foram devidos as possiagercorréncias da patologia do DM, e
nao a uma dispersédo neuronal. Os animais do grupdizados para o estudo dos neurénios
mioentéricos miosina-V e nNOS imunoreativos apresam um aumento médio em suas
areas de aproximadamente 41% e 30% respectivanegnteglacdo a N, confirmando que o
diabetes promove alteracées no tamanho do intedéilgad®*>*° O aumento da expresséo de
neurotransmissores inibitérios com a evolucdo dg Bdmo VIP e 6xido nitrico (NOF, com
0 conseguente relaxamento da musculatura lisa ato frastrintestinal, € uma provavel
hipotese para explicar este fato.

No presente estudo, a marcacdo da populacdodgeredurénios mioentéricos foi realizada
através de imunoreacdo envolvendo um anticorpodpitnespecifico para a miosina-V, uma
protefna motora encontrada nos corpos celularalengamentos neuronats. Diferentes
intensidades de marcacéo foram observadas nesteatéms quatro grupos de animais. Essa
heterogeneidade pode estar relacionada com atasdacburonais divers&$.Segundo
Tashima et al'! que observaram resultados semelhantes, a diminuigintensidade de
marcacdo em animais diabéticos pode ter sido owd#opor uma reducdo do contetdo da

proteina miosina-V no tecido nervoso.
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Uma densidade neuronal de 37.005 + 1379 neurdniosina-V imunoreativos/cfmfoi
observada nos animais normoglicémicos (grupo N). ¢dapo NE (46.987 + 700
neurdnios/crf), o nimero de neurdnios foi superior em 21,2%.shssesultados para a
densidade neuronal foram discutidos em propor¢#gse(ndo em numeros absolutos, pois
utilizamos para a anélise quantitativa uma objetigaoramica de 20X. Zanoni et Hl.em
um estudo feito no ileo, relataram reducdo do nanmd neurdnios mioentéricos em
decorréncia do processo de envelhecimento natlisda diminuicdo da densidade foi
observada pelos autores na proporcéao de 24,3%plAmsantacdo com vitamina E, no nosso
caso, foi efetiva na condicdo de envelhecimentaraht pois conservou 0s neurdnios
mioentéricos no grupo NE, sugerindo uma atividadaroprotetora da substancia nesta
condicdo. Esse fato se deve & propriedade antineidexercida pela vitamina %33 que
reduz a quantidade de radicais livres, consideramogrincipais causadores da morte
neuronal, por provocarem lesdes da membrana celfitagmentacdo do DNA.

Os resultados encontrados para o grupo D (28.31272/cnf) demonstraram que o DM
promoveu uma reducdo de 24% no numero de neurdmimentéricos miosina-V
imunoreativos, em relagcdo ao grupo N (p < 0,00hjeiBos estudos realizados anteriormente
apresentaram resultados semelhantes em diferezgj@sestos gastrintestinais, incluindo o
estdmagd? o fled*** e o colo proximal®** O DM é comprovadamente uma patologia que
promove alteragcdes no Sistema Nervoso Entéricoegpecial, afetando os neurénios do
plexo mioentérico. Um importante fator relaciona@loneuropatia diabética é o estresse
oxidativo?* que é elevado no DM.A concomitante reducéo das defesas antioxidagtes,
incluem as vitaminas A, C e E, além da glutatiortta gylutationa peroxidase, contribui para
este processy.

Os dados obtidos para o percentual de area tigbdo pelo plexo terciario, confirmaram

os resultados verificados para o niumero de newdnioentéricos miosina-V imunoreativos.
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Uma vez que, uma menor densidade neuronal foi amoh@oa por uma maior area do
componente terciario, composto por axénios quevamsra tunica muscular longitudinal,
situados entre 0os componentes primario e secund@iitexo mioentéricd’

O tratamento com vitamina E (grupo DE = 31.5973%7Lneur6nios/cA) resultou em um
namero de neurdnios miosina-V superior em 12% datdie ao grupo D. A preservacao da
densidade neuronal no grupo DE foi de 50%, em &el@cperda de neurbnios sofrida pelos
animais diabéticos (grupo D), em decorréncia dalpgia. Cotter et af° utilizando a mesma
dose de vitamina E de nosso experimento, obtivewsna prevencdo na reducdo da
velocidade de conducédo nervosa motora provocadalidl Segundo o autor, os niveis de
glicemia observados no diabetes experimental enserfilente aumento de radicais livres, sdo
excessivamente superiores ao verificado em pasieota diabetes relativamente controlado.
Isso pode explicar porque uma neuroprotecdo dftatisente significativa, exercida pela
vitamina E, ndo foi observada em nossos animais.

Os neurbnios nitrérgicos, ou seja, que expressaNOp produzido a partir da reagéo
catalisada pela nNOS, exercem um importante efaitotorio sobre a musculatura lisa
gastrintestinaf® Em nosso experimento, verificamos que 0 nimernedg6nios nitrérgicos
obtido para o grupo de animais normoglicémicospgm) foi de 8.693/cf o que equivale
a 23,5% da densidade neuronal total do plexo méoieot obtida pela técnica da miosina-V
(37.005 neurodnios/cth Esses resultados foram semelhantes aos vedficedr Cracco e
Filogamo®® Miranda Neto et dl° e Zanoni et af! que observaram uma proporcédo de 24%,
21% e 25,5%, respectivamente.

As densidades obtidas para os neurbnios nitré&rdim@am similares em todos os grupos
estudados (p > 0,05), mostrando uma maior resistépor parte desta sub-populacéo
neuronal a acédo dos radicais livres, presentes @mentracdes elevadas durante o estado

hiperglicémico caracteristico do DM. Esses resokatbincidiram com aqueles descritos na
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literatura para o estdomadbp iled*?° e o colo distaf' Um comportamento semelhante ao
gue ocorre em situacdes patolégicas como o DM éreado no processo de envelhecimento
natural, uma vez que os neurdnios imunoreativds@Ssobrevivem com a idade****Um
outro fator a ser considerado em relacdo a resist@€os neurénios mioentéricos nitrérgicos
dos ratos diabéticos (grupo D), se deve ao fagueeguando calculamos a proporcéo relativa
destas células em relacdo aos neurdnios miosinexdhdreativos (populacdo geral),
verificamos um valor de 38,2%. Esse dado é maisndgiicio de que outras sub-populacdes
neuronais sao afetadas pelo DM, enquanto que eémes nitrérgicos sobrevivem. Por outro
lado, a proporcéo relativa de neurdnios nitrérgobmgrupo DE foi de 27,9%, semelhante ao
observado nos animais normoglicémicos (grupo N).

As areas dos corpos celulares dos neurbnios néiderd miosina-V imunoreativos
sofreram um aumento de aproximadamente 14% no d@ugo relacdo aos animais normais
(grupo N), indicando uma provavel alteracdo daicddile neuronal induzida pelo DM. A
vitamina E n&o alterou significativamente o tamadbs neurdnios miosina-V dos animais do
grupo DE quando comparados com D.

Nossos resultados demonstraram que a area (€indamcorpo celular dos neurdnios
nitrérgicos dos animais diabéticos (grupo D) fopemior em 18,4% em relacdo aos
normoglicémicos (grupo N) (p < 0,05). Esses dadaanh concordantes com aqueles obtidos
por Fregonesi et af. no estdmago e, Zanoni et'ale Shotton et df no ileo, que também
observaram um aumento das &areas dos neurdniomgitios® Segundo Fregonesi et'dlg
aumento da sintese de NO pelos neurbnios, na itentale compensar a menor
disponibilidade de NADPH para a enzima nNOS noetiedy € uma provavel hip6tese para o
aumento do corpo celular dos neurdnios nitrérgieste fato, pode ser confirmado através da
expressdo aumentada da enzima nNOS no DM, comavabsepor Adegathe et l.por

meio de técnica de Western blotting. Shotton éfHltambém verificaram aumento da
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atividade desta enzima, por meio de deteccdo rmamioga da mesma. Em nosso

experimento, esse aumento foi verificado atravéséeasuracéo da area do corpo celular. A
suplementacdo com vitamina E promoveu uma elevsigiificativa da area dos neurdnios

nitrérgicos do grupo DE em relacdo a D. Em nivpkeslativo, esse resultado pode ter sido
decorrente de um efeito compensatério, como co@seifi da menor proporgao relativa da
densidade neuronal nesse grupo.

Concluimos que, no processo de envelhecimentorahata vitamina E atuou como
neuroprotetora e neurotréfica. No DM, a suplemeitagom a vitamina exerceu um efeito
neurotrofico sobre os neurdnios NNOS imunoreati@ podemos descartar a atividade
neuroprotetora da vitamina E sobre a neuropatibétiza, pois dosagens superiores a

utilizada neste experimento deverao ser testadas.
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Tabela 1.Anticorpos primarios e secundarios utilizadosimasoreacdes para miosina-V e nNOS

Primario HospedeiroDose Empresa Secundario Dose Empresa

Miosina-V  Coelho 1:750 Doado pela Universidadeticoelho 1:1000 Pierce, Rockford, IL,
de S&o Paulo (USP),  conjugado com EUA

Ribeirdo Preto, SP, Brasiperoxidase

(1pg/ml)
NNOS Coelho 1:500 Santa Cruz Anticoelho 1:400 Santa Cruz
Biotechnology, biotinilado Biotechnology,

Califérnia, EUA Califérnia, EUA




Tabela 2. Areas dos intestinos delgados e fatores utilizgdoa

correcdo da densidade neuronal dos neurbnios rareog

miosina-V imunoreativos do ileo dos animais dos pgsu

normoglicémicos (N), normoglicémicos tratados catammina E

(NE), diabéticos (D) e diabéticos tratados commvite E (DE). n

= 5 ratos por grupo

Area (cm) Fator de Correcao
N 146 + 16,8 Padréo
NE 190 + 12,8 1,30
D 246 + 32,9 1,68
DE 256 + 7,7 1,75

Médias seguidas por letras diferentes na mesmanaosio

estatisticamente diferentes de acordo com o testEulley (p <

0,05)
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Tabela 3. Areas dos intestinos delgados e fatores utilizgdoa
correcdo da densidade neuronal dos neurbnios raroeog
nitrérgicos do ileo dos animais dos grupos norreégiicos (N),
normoglicémicos tratados com vitamina E (NE), dieos (D) e

diabéticos tratados com vitamina E (DE). n = 5ggtor grupo

Area (cnf) Fator de Correcao
N 99 + 15,1 Padréo
NE 89+4,6 0,90
D 142 + 18,6 1,44
DE 136 +11,5 1,37

Médias seguidas por letras diferentes na mesmanaokio
estatisticamente diferentes de acordo com o test€utey (p <

0,05)
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Tabela 4. Pesos iniciais (90 dias de idade) e finais (2H3 die idade), glicemia e hemoglobina
glicada dos animais dos grupos normoglicémicos Njmoglicémicos tratados com vitamina E

(NE), diabéticos (D) e diabéticos tratados commitea E (DE). n = 10 ratos por grupo

Peso Inicial (g) Peso Final (g) Glicemia (mg/dl) Hemoglobina Glicd#g
N 347 + 8,8 453 +10,2 170+9,3 34+0,12
NE 312+11,2 413 +7,9 146 + 5,2 4,340,458
D 323+6,7 271+8,3 415 + 18,4 5,9 + 0,24
DE 319+ 6,7 291 + 14,8 506 + 14,8 6,5+0,18

Médias seguidas por letras diferentes na mesmaadéo estatisticamente diferentes de acordo

com o teste de Tukey (p < 0,05)
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Figura 1. Neurbnios mioentéricos imunoreativos a miosinfAYB, C, D) e nNOS(E, F, G,
H) da regido intermediaria do ileo dos animais dasp@s normoglicémicogA, E),
normoglicémicos tratados com vitaming B F), diabéticogC, G) e diabéticos tratados com

vitamina E(D,H). Barra de calibracéo: 50um

Figura 2. Densidade dos neurbnios mioentéricos miosina-V ND® imunoreativos

observados em objetiva de 20X na regido intermedido ileo dos animais dos grupos
normoglicémicos (N), normoglicémicos tratados coitamina E (NE), diabéticos (D) e
diabéticos tratados com vitamina E (DE). n = 5 gafor grupo para cada técnica
imunohistoquimica

* p < 0,05 quando comparado com o grupo N

Figura 3. Distribuicdo de frequéncias relativas das areascbopos celulares dos neurdnios
mioentéricos miosina-V imunoreativos do ileo dosnais dos grupos normoglicémicos (N),
normoglicémicos tratados com vitamina E (NE), dimlogé (D) e diabéticos tratados com

vitamina E (DE). n = 5 ratos por grupo

Figura 4. Distribuicdo de frequéncias relativas das areascdopos celulares dos neurdnios
mioentéricos nitrérgicos do ileo dos animais pedates aos grupos normoglicémicos (N),
normoglicémicos tratados com vitamina E (NE), dimlogé (D) e diabéticos tratados com

vitamina E (DE). n = 5 ratos por grupo
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Abstract

Purpose. Investigate the vitamin E supplementation effectnyosin-V and neuronal nitric
oxide synthase (NNOS) immunoreactive myenteric oreurfrom the terminal ileum of
diabetic rats.Methods. Forty rats were divided in the groups normoglycasmiN),
normoglycemics treated with vitamin E (NE), diabst{D) and diabetics treated with vitamin
E (DE). Treated animals received food supplemewigid vitamin E (1g/kg body weight) for
120 days. After this period, ileums were subjecttdl myosin-V and nNOS
immunohistochemistry techniques. It was performedngtative and morphometric analysis
of the myenteric neurons from the intermediateaegif the terminal ileum. The area of the
tertiary plexus was also determindglesults. Diabetes promoted a 24% reduction on the
number of myosin-V neurons in group D in relationN, accompanied by an increase in the
area of the tertiary plexus (p < 0.05). In group, MEuronal density was 27% higher when
compared to group N (p < 0.05). Nitrergic neurorksrobt present any alteration in density as
a consequence of diabetes, or when treated withitamin. Cell bodies areas of myosin-V
and nNOS immunoreactive neurons of the supplementedhoglycemics animals (NE)
increased significantly. Diabetes (D) also incréade area of myenteric neurons (myosin-V
and nNOS). Vitamin E treatment (DE) promoted insesmm the size only in nitrergic neurons
size. Conclusions. Vitamin E exhibited a neuroprotective and neurdtiopeffect in the
natural ageing process. Concerning DM, the suppiétien with the vitamin exerted a

neurotrophic effect on the subpopulation of NNO#&umoreactive neurons.

Key words: diabetes mellitus, myenteric neuronsp$ity-V, neuronal nitric oxide synthase,

vitamin E.
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Introduction

Neuropathy is one of the secondary complicationdiaibetes mellitus (DM), which in turn is
one of the most common human metabolic disorddrs.€fiology of diabetic neuropathy has
been studied by several authors. According to Rorhétere are three mechanisms involved
with the electrophysiological modifications of pareric nerves during experimental DM:
hyperglycemia, free radicals production and deeré@ada/K ATPase activity.

Chronic hyperglycemia, characteristic of all typels DM, is strongly related to the
microvascular pathology specific to the diseaseaclwhffects not only peripheric nerves, but
also the retina and renal glomeruli, leading toildebng neuropathies, blindness and renal
diseases, respectively.

Free radicals production and decrease of endogemutioxidant defenses during DM, are
also directly related to the micro and macrovascaléerations (atherosclerotic disease),
considered the main causes of morbidity and moytai diabetic patient3.The reparative
enzyme glutathione peroxidase is an example ofceti@ndogenous antioxidant in diabetic
conditions, once it is prematurely inactivated eripheric nerves through non-enzymatic
glycosilations: In diabetic humans and animals, elevated levelspific peroxidation and
glycoxidation products confirm the induction andioe increase of oxidative stre'ss.

In the gastrointestinal tract, the developmenhefiropathy affects the different types of
enteric neurons, which are responsible for the robrtf important functions, as motility,
secretion, blood flow, mucosal growth and aspectsth® local immune system.
Consequently, the neurological alterations thathidhe Enteric Nervous System are related
to gastrointestinal manifestations such as cortstipa diarrhea or fecal incontinence,

dysphagia, heartburn, vomit and nauseas.
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Previous studies show that DM reduces the numbenyenteric neurofs and causes
changes in the area of the cell bd@&y” Neuronal subpopulations are differently affectgd b
the disease, in that an increment on the contemasbactive intestinal peptide (VIP) and
nitric oxide synthase (NOS), in the myenteric pkexs observed after 8 weeks of DRiThe
neuronal subpopulations also react differently tasathe various treatments for diabetic
neuropathy.”*8

d**** aminoguanidin® and

Substances with antioxidant action, like ascorlaici
glutamine!! have been tested with the intention of verifyifidhey could protect myenteric
neurons in experimental DM. However, few studiesemperformed relating the effect of
vitamin E, a potent liposoluble antioxidant, witialoetic neuropathy.

Vitamin E interferes in the process of lipidic peidation, protecting the polyunsaturated
fatty acids against the attack of free radi¢alés presence in the neuronal cells membranes,
especially inner mitochondrial membrane, makesuge in DM quite interesting. The
objective of this study was to investigate the @feof vitamin E supplementation on the
general population of myenteric neurons (myosin-Wimunoreactive) and on the

subpopulation of nitrergic neurons (neuronal nibxde synthase immunoreactive - nNOS)

in the terminal ileum of experimental DM rats.

Materials and Methods

Animals

All experimental procedures described in this pagerin agreement with ethical principles

stated by the Brazilian Academy of Animal Experinagtion (COBEA) and were previously
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submitted to the Committee of Ethics in Animal Extpeentation from Universidade Estadual
de Maringa (UEM) analysis.

Forty male Wistar strain ratsRéttus norvegicysobtained from the Central Biotery of
UEM were used. The animals were divided in theofeihg four groups: normoglycemics
(N), normoglycemics treated with vitamin E (NE)abletics (D) and diabetics treated with
vitamin E (DE).

From the 90 day-old on, rats were kept in indialdoages for a period of 120 days in
biotery, with 12-hours fotoperiod (6:00 am - 6j) and controlled temperature (24 + 2°C),
receiving water and fooad libitum Non-treated animals (groups N and D) receivedrixad
standard chow Nuvital (Nuvilab, Colombo, PR, Braior experimental supplementation of
rats in the groups NE and DE, the vitamin E (Zmgji&dlHU, China) was incorporated to the
standard chow (1g/kg body weigR?t)n order to set the amount of vitamin E supposebeto
added to the food, the animals weight and fookataere measured every 15 days.

DM was induced in animals of groups D and DE aflerl4-hours fast through an
intravenous injection of streptozotocin (35mg/kgipaveight; Sigma, St. Louis, MO, USA)
dissolved in citrate buffer pH 4.5 (10mM). Afterdurction, glycemia of animals was
determined by the method of glucose oxidase order to confirm the establishment of
experimental model. All animals of groups D and piesented glycemia superior to 250

mg/dl.

Material resection and processing

In the end of 120 days of experimental period, @hamals were killed, being previously

weighted and anesthetized with a 40mg/kg body weigtnaperitoneal dose of tiopental

(Abbott Labs., Chicago, IL, USA). Blood was sampleddetermination of the glycemia and
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glycated hemoglobin (ion-exchange resin metlfddIwenty ileums (five for each
experimental group) were resected and processenrdiicg to the immunohistochemistry
technique for myosin-V, while the other twenty one®re processed for the nNOS

immunohistochemistry.

Immunolocalization of neuronal myosin-V: a studgemneral myenteric neurons population

The animals were perfused with cold saline solutioh%, followed by fixative solution
containing sodium periodate (10mM), lysine (75Myl graraformaldehyde (1%) in phosphate
buffer pH 7.4 (37mM¥> Immediately after perfusion, ileums were resectedshed with
saline solution until complete removal of fecesgetally inflated with the fixative solution in
order not to distend the segments and tied in kteemities with cotton thread. After this
procedure, they were maintained in the fixativaisoh by one hour, and then dehydrated in
alcohol (50%, 70%, 80%, 90% and 100%), clarifiedkytol and rehydrated in decreasing
series of alcohol (100%, 95%, 90%, 80% and 70%gstmal segments were dissected with
the aid of trans-illumination stereomicroscope ohitg whole-mount muscular layer
preparations, through the removal of mucous andmsgbus layers. Whole-mount
preparations obtained were subjected to a technifpre detection of myosin-V
immunoreactive myenteric neurons, as follGs.

The preparations were washed four times in phdsphafer saline (PBS) pH 7.4 (0.1M)
and blocked for one hour and a half in solutiontaming bovine serum albumine (BSA;
Sigma) (2%), goat serum (1:50), Triton X-100 (Sigr{@a5%) and PBS. Sequentially, were
incubated at room temperature in solution contairtime primary antibody specific for the
medial tail of myosin-V (Table 1). After forty eighours, were washed twice in PBS solution

of Triton X-100 (0.1%) and twice in PBS solution Biveen-20 (0.05%). Then, the tissues
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were incubated with secondary antibody (Table L }enty-four hours at room temperature.
Finally, were washed four times with PBS solutiod ®ween-20 (0.05%). The

immunoreaction was revealed by diaminobenzidineBP8igma) and the preparations were
mounted in glycerol gel mounting. Negative contrals performed with the omission of the

primary antibody.

Immunolocalization of nNOS: a study of nitrergicemieric neurons

After killed, the animals had their ileums resectedshed in PBS pH 7.4 (0.1M) and inflated
with Zamboni fixative” Soon afterwards, the ileums were maintained bisteen hours in
the same solution. At the end of this period, tgnsents were cut along the mesenteric
border and successively washed in alcohol 80% th#ilisible removal of the fixative. Then,
they were dehydrated in alcohol (95% and 100%yjified in xylol, rehydrated in decreasing
series of alcohol (100%, 90%, 80%, 50%) and, ateth@, PBS. Later, the segments were
dissected for obtaining the whole-mount musculgedgreparations. The preparations were
subjected to an immunohistochemistry techniquel&ection of nitrergic myenteric neurons,
as follows?®

The preparations were initially washed three timneBBS solution of Triton X-100 (0.5%).
Soon afterwards, were incubated in BSA (1% in PB@)jng one hour. Once blocked, the
tissues were incubated for forty eight hours atrrdemperature in primary antibody specific
for the NNOS (Table 1). The tissues were washethitee times in PBS and incubated with
the secondary antibody (Table 1) for two hoursatr temperature. After, were washed three
successive times in PBS. Finally, the preparatiorese incubated with ABC complex

avidine-biotine-peroxidase (1:1500) per one houbssquently revealed by DAB containing
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H.O, (0.02%) and mounted in glycerol gel mounting. Negacontrol was performed with

the omission of the primary antibody.

Quantitative analysis of myosin-V and nNOS immuacirege myenteric neurons

The quantification of myosin-V and nNOS immunorascimyenteric neurons was performed
using images obtained randomly of the intermediadggon (60° - 120°, 240° - 300°) intestinal
circumference in each animal, considering as Ofrtegenteric insertiofl.

The images were captured by an AxioCam (Zeissg,J8ermany) high resolution camera
coupled to an Axioskop Plus (Zeiss) light microsgogigitalized in a microcomputer by the
program AxioVision version 4.1 and recorded in cawctpdisc (CD). The images analysis
software Image-Pro Plus version 4.5.0.29 (Mediagdyétics, Silver Spring, MD, USA) was
used for the neuronal quantification of the image®rded in CD.

For each animal, all neurons present in 40 imagggsured in 20X lens, were counted. The
area of each image, measured through Image-Pro Wassapproximately 0.14nfmResults

were expressed as the number of neurons per cm

Neuronal density correction

The results obtained from neuronal quantificatiomstrbe corrected once alterations in the
size of the intestine, promoted by intestinal gltows consequence of natural aging and/or
pathological processes, can "dilute" the numberenfrons present in the analyzed area.

For the correction of neuronal density obtainedyath immunohistochemistry techniques,
a factor was calculated and used to multiply quatite results. The correction factor was

calculated using the mean area irf @hthe small intestine of each group studied. atea in
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turn, was obtained through the measures of in@d@mgth and width, verified soon after the

death of each animal (Tables 2 and®3).

Morphometric analysis of myosin-V and nNOS immuexciree myenteric neurons

The measure of the areas of myosin-V and nNOS inoma&ttive myenteric neuronal cell
bodies was performed using the same images, capior@0X lens, that in quantitative
analysis. The area (in (fjrof 100 neuronal cell bodies was measured thréngige-Pro Plus

for each studied animal in each technique, addmtpb00 areas per group.

Area of the tertiary plexus

The area occupied by the tertiary plexus was deteanusing the same images captured in
20X lens for myosin-V immunoreactive myenteric reng. The measure was performed in 10
images per animal through Image-Pro Plus.

In order to calculate the area occupied by thiatgrplexus in urfy we measured the area
localized between ganglia and fibers which consisprimary and secondary plexuses.
Results were expressed as the percentage of eage itotal area (137.670 fnoccupied by

the tertiary plexus.

Statistical analysis

Results were subjected to statistical analysesufiirahe programs Statistica and GraphPad

Prism, being expressed as media + standard erramphdmetric data were set in delineation
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blocks followed by Tukey’s test. For the other tesuwve used the variance analysis One-way

ANOVA, followed by Tukey'’s test. Significance lewehs set at 5%.

Results

Streptozotocin promoted the diabetic syndrome m dhimals of groups D and DE, that
presented the characteristic clinic aspects oflibease along the entire experiment: polyuria,
polydipsia and polyphagia. After 120 days, it wédsoaobserved a significant increase of
glycemia and glycated hemoglobin, besides reducttbnbody weight in relation to
normoglycemic animals (Table 4).

Vitamin E supplementation did not promote sigm@ifit alteration in glycemic levels or in
glycated hemoglobin. On the other hand, the animfatgoup DE presented a minor weight
loss in relation to untreated diabetic animals (205) (Table 4).

The small intestines mean areas of diabetic asirfggbups D and DE), in both myosin-V
and nNOS techniques, presented a increase of 33% (P05) and 32% (p > 0.05)
respectively, when compared to the mean valuesnaatdor the groups N and NE (Tables 2

and 3).

Morphology of nervous components of the myentdegus from the ileums subjected to

myosin-V and nNOS immunohistochemistry techniques

Myosin-V immunohistochemistry technique allowedtasdetect the primary and secondary
components and the small fibers that representettiary component of the ileum myenteric
plexus. It was observed neuronal cell bodies ivawes ganglia and/or along interganglionary

fibers. It was also visualized a heterogeneoussity in immunohistochemistry staining of
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neuronal cell bodies that express myosin-V protéhe neurons of diabetic animals (groups
D and DE) were found less intensively stained tharmal animals (groups N e NE) (Figure
1).

Neuronal cell bodies intensively stained were oles in whole-mount preparations of all
groups of animals subjected to NNOS immunohistogteyntechnique. Neurons were found
isolated or occupying the peripheric region of nigec ganglia. Primary and secondary
components were visualized easily. Small varicesitivere observed along tertiary plexus

fibers (Figure 1).

Neuronal density of myosin-V and nNOS immunoreactiyenteric neurons

DM promoted a 24% reduction in the number of myadsibmmunoreactive neurons in the
group D in relation to normoglycemic animals (grauip(p < 0.001). Diabetic treated animals
(group DE) presented a 12% superior neuronal demwsien compared to group D (p > 0.05).
Neuronal density in normoglycemic supplemented atsnfigroup NE) was 21.2% superior to
that of group N (p < 0.001) (Figure 2).

There were no alterations on nitrergic neuronabkdg when all groups were compared (p >

0.05) (Figure 2).

Morphometry of myosin-V and nNOS immunoreactiventayie neurons

The mean areas of myosin-V immunoreactive neurbgsonps N, NE, D and DE were 270.8
+ 5.0; 313.6+ 5.5; 309.2+ 5.3 e 299.9+ 5.1 unf, respectively. There was significant

difference when groups N and NE were compared Qo08). Nitrergic neuronal cell bodies
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presented statistically different areas when alugs were compared (p < 0.05): N (253.8
3.9 unf), NE (287.9+ 4.5 pnf), D (311.1+ 4.8 unf) and DE (346.% 5.0unf).

Relative frequencies allowed us to verify that migeg and nNOS immunoreactive
myenteric neurons were distributed in an areavateanging from 201 to 300 [n(Figures 3

e 4).

Area of the tertiary plexus

The percentage of image total area (137.676)jatcupied by the tertiary plexus were 81 +
0.6% and 81 £ 2.1% for groups N and NE, respegtigel> 0.05). DM altered significantly in
7% the area occupied by the tertiary plexus in afsnof group D (88 £ 0.5%), when
compared to normoglycemics (group N) (p < 0.01)erehwere no significant differences

between groups D and DE (86 + 0.7%).

Discussion

The administration of streptozotocin in the animafsgroups D and DE promoted the
peculiar alterations of the disease, including pod; polydipsia, polyphagia, weight loss and
high levels of blood glucose and glycated hemoglobiitamin E treatment did not affect
these parameters in the animals of groups NE and DE

All neuronal densities obtained in this study wesetified by a correction factor calculated
from the small intestine area, what assures that quantitative results are related to
implications of DM instead of a neuronal dispersi@noup D animals used for myosin-V and

NNOS immunohistochemistry techniques presentedamnmerease in their intestinal areas of
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approximately 41% and 30%, respectively, in relato N, proving that diabetes alters small
intestine sizé”*° The increased expression of inhibitory neurotrdtisns as DM evolves,
like VIP and nitric oxide (NOJ® and the consequent relaxation of gastrointessn@oth
muscles, is a probable hypothesis to explain #ust f

In this study, the general population of myenteneurons was stained by an
immunoreaction involving a primary antibody spectib myosin-V, a motor protein found in
neuronal cell bodies and proces3eifferent staining intensities were observed ifs th
technique in the four groups of animals. This tegeneity may be related to different
neuronal activitie$? According to Tashima et df, who observed similar results, the
reduction in staining intensity might be occasiomigda decrease in the protein myosin-V
content in neural tissue.

A neuronal density of 37005 + 1379 myosin-V immeeaztive neurons/chwas observed
in normoglycemic animals (group N). In group NE 488 + 700 neurons/cf)) the neuronal
number was 21.2% higher. Our neuronal density t®sare discussed in proportions (%)
instead of absolute numbers, as we used a 20X aamrobjective for the quantitative
analysis. Zanoni et al® while studying the ileum, stated the reductiontlie number of
myenteric neurons as a consequence of natural ageotess. This density reduction was
observed by the authors in the proportion of 24.8%amin E supplementation, in our study,
was effective in the ageing process as it presetliedmyenteric neurons in group NE,
suggesting a neuroprotective action of the substanthese terms. This fact is related to the
antioxidant property exhibited by vitamin®*E3*which decreases the amount of free radicals,
considered the main responsible for neuronal deatbe they lead to cell membrane injury
and DNA fragmentation.

Results reported for group D (28312 + 117Z)csiow that DM promoted a 24% reduction

In myosin-V immunoreactive myenteric neurons densit relation to group N (p < 0.001).



78

Several previous studies describe similar resuitsdifferent gastrointestinal segments,
including the stomach the ileunf*® and proximal coloff*! DM is definitely a pathology
that affects the Enteric Nervous System, especitdily myenteric plexus. An important factor
related to diabetic neuropathy is oxidative stfésshich is pronounced in DNF. Also, the
simultaneous reduction in antioxidant defensesludiog vitamins A, C and E, beyond
glutathione and glutathione peroxidase, contribtaethis proces®

Data verified for the area occupied by the teytiplexus are congruent with the results
obtained for the number of myosin-V immunoreactmgenteric neurons. It was observed
that a decrease in neuronal density is compen$gtad increase in the area occupied by the
tertiary plexus, composed by axons which innentatgitudinal muscular tunica, located
between the primary and secondary components ofitagie plexus.’

Vitamin E treatment (group DE = 31597 + 1357 nesfonf) resulted in a 12% higher
number of myosin-V immunoreactive myenteric neuronselation to group D. The neuronal
density in group DE was preserved at 50% when coedpt the neuronal loss suffered by
group D, in function of the pathology. Cotter et?dlusing the same vitamin E dosage of our
experiment, reported a prevention in the decre&seotor nerve conduction velocity caused
by DM. According to the author, glycemic levels ebsd in experimental diabetes and the
consequent increase of free radicals, are excdégdingher than those verified in patients
with controlled diabetes. That may explain why aimoerotection statistically significant,
promoted by vitamin E, was not observed in our atsém

Nitrergic neurons, that is, the ones which exprédss NO produced from reactions
catalyzed by nNOS, have an important inhibitorgeffon gastrointestinal smooth muscfes.
In our study, we observed that the number of rgtceneurons in group N was 8693/cm
what represents 23.5% of the general neuronal tyeimsimyenteric plexus, determined by

myosin-V immunohistochemistry (37005 neuronsfcrithis result was similar to those stated
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by Cracco e Filogamd, Miranda Neto et &° and Zanoni et af’ which observed a
proportion of 24%, 21% e 25.5%, respectively.

Neuronal density for nitrergic neurons was similarall groups studied (p > 0.05),
indicating a high resistance of this subpopulationthe action of free radicals, found in
elevated concentrations during DM hyperglycemiaesehresults are in agreement with the
literature in what concerns the stomatkhe ileunt**®and distal colofi* A situation similar
to that of pathologies like DM, is described in urat ageing process, once nNOS
immunoreactive neurons survive through ag€:**Another point to consider about nitrergic
myenteric neurons resistance in diabetic rats (glis that the proportion of these cells in
relation to myosin-V immunoreactive neurons (gehpapulation) is equivalent to 38.2%.
This data is another indicative that other neuraudpopulations are affected by DM, while
nitrergic neurons resist. On the other hand, thative proportion of nitrergic neurons in
group DE was 27.9%, similar to that observed irugril.

The area of myosin-V immunoreactive myenteric naarcell bodies suffered a 14%
increase in group D in relation to normoglycemiaaals (group N), suggesting a probable
altered neuronal activity induced by DM. Vitamindiel not significantly altered the size of
myosin-V immunoreactive neurons in group DE, whempared to group D.

Our results showed that the area (in?uwf nitrergic neurons cell bodies in diabetic
animals (group D) was 18.4% higher in relation tonmoglycemic (group N) (p < 0.05).
These results coincide with those observed by Fresjceet af* in the stomach and, Zanoni et
al.’® and Shotton et &F.in the ileum. According to Fregonesi etlthe increased synthesis
of NO in the neurons, in order to compensate thedwailability of NADPH for the enzyme
NNOS provoked by diabetes, is a probable hypothedise increase in nitrergic neurons cell
bodies area. This statement may be confirmed bynitreased expression of nNOS in DM,

as observed by Adegathe et*akith the aid of Western blotting. Shotton et'&l’ also
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verified an increase in this enzyme activity thhowgdiochemical detection. In our study, this
fact was observed through the measure of cell Bodrea. Vitamin E supplementation
promoted a significant increase of nitrergic nesrarea in group DE in relation to group D.
Speculatively, this result may be a compensatosparse, as consequence of the reduced
neuronal density relative proportion in this group.

In conclusion, vitamin E, in the natural agein@gass, exhibited a neuroprotective and
neurotrophic effects. Concerning DM, vitamin E Seppentation promoted a neurotrophic
effect on NNOS immunoreactive neurons. We can rsphids the neuroprotective activity of
vitamin E on diabetic neuropathy, because highesages than the one used in this

experiment must be tested.
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Table 1.Primary and secondary antibodies used in myosamd nNOS immunoreactions

Primary Host Dose Origin Secondary Dose  Origin
Myosin-V  Rabbit 1:750 Donated by Universidadentirabbit 1:1000 Pierce, Rockford, IL,
de S&o Paulo (USP), conjugated to USA

Ribeirao Preto, SP, Braziperoxidase

(1pg/ml)
NNOS Rabbit 1:500 Santa Cruz Antirabbit 1:400 Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA biotinilated Biotechnology, CA,

USA




Table 2. Small intestines areas and factors used to cothect
neuronal density of myosin-V immunoreactive myestaeurons
from the ileum of the animals of groups normoglyasm(N),

normoglycemics treated with vitamin E (NE), diabst(D) and

diabetics treated with vitamin E (DE). n = 5 ra¢s group

Area (cm) Correction Factor
N 146 +16.5 Standard
NE 190 +12.8 1.30
D 246 +32.9 1.68
DE 256 + 7.7 1.75

Means followed by different letters in the sameuowh are

statistically different according to Tukey’s tept< 0.05)
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Table 3. Small intestines areas and factors used to cothect
neuronal density of nitrergic myenteric neurongririhe ileum of
the animals of groups normoglycemics (N), normoefgcs
treated with vitamin E (NE), diabetics (D) and ditibs treated

with vitamin E (DE). n = 5 rats per group

Area (cnf) Correction Factor
N 99 + 15.1 Standard
NE 89+ 4.6 0.90
D 142 + 18.6 1.44
DE 136 +11.5 1.37

Means followed by different letters in the sameuowh are

statistically different according to Tukey’s tept< 0.05)
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Table 4. Inicial weight (90 days-old), final weight (210 y&aold), glycemia and glycated
hemoglobin of the animals of groups normoglyceniids normoglycemics treated with vitamin E

(NE), diabetics (D) and diabetics treated with mita E (DE). n = 10 rats per group

Inicial Weight (g) Final Weight (g) Glycemia (mg/dL) Glycated Hemoglobin (%)

N 347+8.8 453 +10.2 170+9.3 3.4+0.13
NE 312+11.2 413+ 7.9 146 +5.3 4.3 +0.48
D 323+6.7 271+8.3 415 + 18.4 5.9+0.24
DE 319+6.7 291 +14.8 506 + 14.8 6.5+0.18

Means followed by different letters in the sameuowh are statistically different according to

Tukey's test (p < 0.05)
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Figure 1. Myosin-V (A, B, C, D)and nNOSE, F, G, H)immunoreactive myenteric neurons
from the intermediate region of the ileum of animalf groups normoglycemic&, E),
normoglycemics treated with vitamin B, F), diabetics(C, G) and diabetics treated with

vitamin E(D, H). Calibration bar: 50 um

Figure 2. Density of myosin-V and nNOS immunoreactive mydntaeeurons observed in a
20x objective in the intermediate region of theuite of animals of groups normoglycemics
(N), normoglycemics treated with vitamin E (NE)abletics (D) and diabetics treated with
vitamin E (DE). n = 5 rats per group in each immhistochemistry technique

* p < 0.05 when compared to group N

Figure 3. Relative frequencies distribution of cell bodigsas of myosin-V immunoreactive
myenteric neurons from the ileum of animals of gouormoglycemics (N), normoglycemics
treated with vitamin E (NE), diabetics (D) and ditibs treated with vitamin E (DE). n = 5

rats per group

Figure 4. Relative frequencies distribution of cell bodiesas of nitrergic myenteric neurons
from the ileum of animals of groups normoglycem{®, normoglycemics treated with

vitamin E (NE), diabetics (D) and diabetics treateth vitamin E (DE). n = 5 rats per group



Normas para Autores



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

