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RESUMO

Desnutricdo intra-uterina tem sido associada abetis tipo 2 na vida adulta e o
consumo de alimentos a base de soja parece sdicbem prevencdo e tratamento de
doencas. Investigamos os efeitos da recuperacéoionél com dieta a base de soja na
via de transducao do sinal da insulina, em figaglawcimais submetidos a restricdo
protéica na vida intra-uterina. Prole de mées altasas com 17% ou 6% proteina
(caseina) durante a prenhez e lactacdo foi maotidadieta a base de caseina (CC e
RC) ou de soja (CS e RS), ambas com 17% de proti#sde o desmame até os 90 dias
de vida. Grupos CS e RS apresentaram maior coacéotide insulina séricA] apos
carga de glicose e razad/ AG e concentracdo de glicogénio hepatico diminuido e
relacdo aos grupos CC e RC.AG foi menor no grupo RC do que no grupo CC, mas
similar nos grupos RS e CS. Os niveis de exprgasdiéica IR e IRS-1 foram menores
nos ratos recuperados do que nos controles e reagalehentados com dieta a base de
soja. No grupo RS os niveis de expressdo protacp85 foram maiores do que o
grupo RC, ao passo que nos ratos CS a expresgiotdaa foi menor do que nos ratos
CC. A expresséao da p110 foi menor em animais dpag@S em relacéo ao grupo CC e
similar nos grupos recuperados (RS e RC). A fdsigib em tirosina do IR no figado,
foi significativamente menor nos ratos recuperadosjue nos controles, enquanto a
fosforilacdo em tirosina do IRS-1 foi similar nosugos recuperados e menor nos
grupos controles. A associacdo do IRS-1 a p85/RilBage foi menor nos ratos RS em
relacdo ao RC e nos CS comparados com ratos CG.hdiéve diferenca na expresséo
protéica da Akt entre os grupos, mas a fosforiladgiproteina foi menor nos grupos de
ratos alimentados com dieta a base de soja em cagdmaaos ratos alimentados com

dieta a base de caseina. Assim, os ratos recugecado dieta de soja desenvolveram

Xii



resisténcia hepatica a insulina, devido, a0 menopate, ao aumento da expressao da
p85, que favoreceu a reducao da associacao do/R3$-quinase. Nos ratos controles a
resisténcia a insulina parece ter sido resultadeedacédo da fosforilagdo do IRS-1 que

determinou menor associacao do IRS-1 a PI3-quinase.

Palavras chaves Rato, Figado; Glicogénio hepatico; Soja; Res@tra insulina;

Desnutricao.
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ABSTRACT

Malnutrition in early life has been associatedyjpe 2 diabetes in adulthood and the
consumption of soy-based foods appears to be usefile treatment and prevention
this disease. We investigated the effects of nomdl recovery with soybean diet on the
insulin signal transduction pathway in the liveorfr animals submitted to protein
restriction in early life. Rats from mothers fedthwil 7% or 6% protein (casein) during
pregnancy and lactation were maintained with 17%eica (CC and LC groups) or
soybean (CS and LS groups) diet after weaning 904 age. CS and LS groups had
raised basal serum insulin concentratidhafter glucose load anll/AG ratio and low
hepatic glycogen concentrations in relation to @@ BC groupsThe AG was lower in
LC than in the CC groups, but similar to LS and g¢8ups. The IR and IRS-1 levels
were lower in recovered than in control rats andhivse fed with soybean diet. In LS
group the p85 levels were higher than in LC grouipereas in CS rat the expression of
this protein was lower than in CC rats. The pllpression was lower in the CS in
relation to CC group and similar in LS and LC grsuphe IR tyrosine phosphorylation
was significantly lower in recovered than in cohtnats. The IRS-1 tyrosine
phosphorylation was similar in the LS and LC groapd lower CS than in CC groups.
IRS-1-p85/PI3-kinase association was lower LS rats in relatmi.C and in the CS
compared with CC rats. The Akt expression did nffedamong groups, but tke Akt
phosphorylation was lower in CS and LS groups tm€C and LC groups. Thus,
nutritional recovery with soybean diet producecttivnsulin resistance due, at least in
part, to increased expression of p85 that favohad reduction of IRS-1/PI13-kinase
association. In control rats, the insulin resistaappears to have resulted of reduced of

phosphorylation IRS-1 than determinate lower IRE85/PI3-kinase association.

Key words: Rat, Liver; Hepatic glycogen; Soybean; Insulinstsice; Malnutrition.
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| - INTRODUCAO

Desde a descoberta da insulina em 1921 por FokdBeinting e Charles Best,
muito esforco tem sido dedicado ao entendimentendoanismo molecular de acéo
desse hormonio (1). Esse interesse justifica-sa akth prevaléncia de resisténcia a
insulina e, pelo fato desta estar envolvida nag@étese de doencas como obesidade,

diabetes mellitus e doencas cardiovasculares.

A insulina € um horménio essencial para o deseiwelto, crescimento,
diferenciacéo celular e tem efeitos metabolicogmes (1). E secretada pelas céllas

das ilhotas pancreaticas, em resposta a glicosgermacidos (2,3,4).

A insulina é um importante modulador da homeostgisémica (1), por inibir
producdo hepatica e aumentar a captacao de glcosapalmente no muasculo e nos
adipécitos (5,6). No figado, a insulina estimulal&dlise e a glicogénese, inibe a
gliconeogénese e glicogendlise, e promove a sirdeskpidios e de proteinas. No
tecido adiposo, a insulina inibe a lipdlise, nadeanuscular a protedlise e no pancreas

modula a secrec¢ao de glucagon (7,8).

Todos esses processos sdo desencadeados pela ldmc@sulina ao seu
receptor de membrana que é altamente reguladceeitsp (2). O receptor de insulina
(IR) é uma glicoproteina heterotetramérica, comiddde tirosina quinase intrinseca
(2,9,10). A ligacdo da insulina induz uma altecagnformacional do receptor, que se
torna capaz de autofosforilar ativando a fosfoéitagle residuos em tirosina de uma
familia de substratos denominados substratos @pt@cde insulina (IRY,2). O IRS-

1 e 0 IRS-2, quando fosforilados em tirosina, ganli e ativam proteinas com dominio
SH2, como a PI 3-quinase (PI3-K)1). A PI3-quinase é uma serina/treonina quinase,

identificada como um dimero composto de uma sulagleiccatalitica (p110) e uma



subunidade regulatoria (p88),12). A ligacdo da subunidade p85 da PI3-K ao-1RS
estimula a atividade quinase da subunidade catalfil10. Como resultado ocorre
fosforilacdo de uma serina quinase denominada KB/Rjue dentre outras funcdes,
participa diretamente do transporte de glicose midg®e de insulina (13,14). A
Akt/PKB também catalisa a fosforilacdo em serinagtieogénio sintetase quinase 3
(GSK3), inativando-a e, consequentemente, ativanglccogénio sintetase. O resultado

dessas reacfes € o aumento da sintese de glicdyg1i6,17) (Figura 1).

Glicose
0 @)
Receptor OOOOOOO O%O O%D
de insulina
PY- Membrana
Pz- plasmatica
pY-

Akt/PKB |

— &
|

GSK3 .
| Sintese de
Glicogénio glicogénio

sintetase \ﬁ

Figura 1 - Transducdo do sinal da acdo da insuliddaptado de

Saltiel & Kahn 2001).

Estudos realizados com agentes farmacol6gicos muatomais geneticamente
modificados tém mostrado que alteracdes nessassatapiais da via de sinalizacao da
insulina promovem resisténcia a esse horménio 9180121,22). A resisténcia a

insulina € uma condi¢do na qual concentracao digich de insulina provoca resposta



subnormal dos tecidos alvo. No tecido musculariposd ocorre menor captacdo e no
figado maior producéo de glicose. Em consequénci@rem hiperglicemia e aumento

da secrecéo de insulina pelo pancreas, na tentgivaanter a normoglicemia. Assim, a
resisténcia a insulina é acompanhada por hipenrgsula (2,9,23), uma condicéo

genética ou adquirida.

Um conjunto crescente de evidéncias tem sustentadupoOtese de que
condi¢des nutricionais desfavoraveis, em fasega&sido desenvolvimento (vida intra-
uterina e neonatal), predispde a doencas comotdgbpo 2 e sindrome de resisténcia
a insulina na maturidade (24). De acordo com egs#dse, denominada “hipbtese de
Barker” ou “hipétese do fenotipo econdmico”, a dgsgao intra-uterina e na lactacéo
produz alteracdes irreversiveis na estrutura edfulp pancreas e dos chamados sitios
de acdo da insulina (figado, tecido muscular edteadiposo). A restricdo protéica
altera a expressdo de genes e a atividade de enzweaticas envolvidas no
metabolismo da glicose. A atividade da glicoquinasta diminuida e a da
fosfoenolpiruvato carboxiquinase esta aumentadstas alteracfes sdo acompanhadas
por mudancas paralelas nos niveis do RNA mensageiessas enzimas no figado
(25,26). A regulagcdo hormonal da producédo de ghiduepética também esta alterada
nesse modelo animal. Em ratos adultos recuperadodednutricdo intra-uterina e
neonatal, a insulina € incapaz de inibir a prodw@glicose hepatica estimulada pelo
glucagon e ao mesmo tempo esses animais aprese#igt@ncia a este hormaonio (27).
Todas essas alteracfes sinalizam para aumentantesesiao invés da utilizacdo da
glicose pelo figado.

No tecido muscular esquelético, a desnutricdo-uigaina e pos-natal ndo altera
o tipo e o arranjo de fibras musculares, mas realumamanho dessas fibras. A

quantidade de IR, a fosforilagdo do IRS-1, a asgsdc do IRS-1 a PI3-quinase estao



aumentadas, mas quantidade total de GLUT4 (tratesjmr de glicose 4) ndo esta
modificada, embora seja observada uma maior préapodesse transportador na
membrana plasmatica de musculo de ratos recupedseddgsnutricdo intra-uterina e
pos-natal do que em controles. Essas modificagdesnf associadas a uma maior
captacdo de glicose estimulada por insulina, imdicaaumento da sensibilidade do

tecido muscular esquelético a insulina (28,29).

Adipdcitos isolados de ratos submetidos a restiigétéica em fases iniciais da
vida, apresentam aumento da concentragao de IRjwildade da PI3-quinase associada
ao IRS-1, e da atividade da proteina quinase B (RkiB(30,31,32). Essas alteracfes
sdo acompanhadas por aumento da captacdo de gheopeesenca de baixa e de alta
concentracdo de insulina (30,38)capacidade da insulina de suprimir a taxa ddi§po
estimulada por isoprenalina esta inibida (32), parelmente, devido a insensibilidade
ao horménio em concentragdo fisiologica (33). Ofpdmitos desses animais tém
concentracdes relativamente baixas da subunidaaldtica p1103 da PI3-quinase sem
alteracdo da subunidade p#X32). Esse estudo sugeriu que as diferentes respost
sobre a captacdo de glicose e lipdlise podem est@tindo a ativacdo seletiva das

isoformas da subunidade catalitica da Pl 3-quinase.

Assim, a restricdo protéica em fases iniciais da \produz efeitos distintos
sobre o metabolismo da glicose e acdo da insuhinluindo alteracdes na regulacdo da
producdo de glicose hepatica e na supressao dasdip® tecido adiposo, situacdes
essas que sao consistentes com o estado de rasist@msulina.

Intervencgdes dietéticas tém se mostrado Uteisatantiento e na prevencao de

doencas cronicas, como o diabetes tipo 2, e a(&hyaine mak tem sido associada a

esses beneficios (34).



A soja surgiu como importante nutriente em meadopraneiro milénio e tem
sido cultivada na China ha séculos, por mais dé 20®s. O valor nutritivo da soja
varia de acordo com a composicéo de suas partés,8% de seu peso correspondem a
casca, sendo o restante composto por 40,2% demast®1,0% de lipideos, 33,9% de
carboidratos, 6 a 7% de fibras e 4,9% de cinzase@h-se que a proteina de soja
contém maiores quantidades dos aminoacidos argengigina, porém € deficiente em
aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina) goarwmparada a proteina animal
(35).

Atualmente, a soja apresenta um grande potenciahe@ado de alimentos
funcionais, devido a presenca de compostos biggtiomo as isoflavonas, as quais
tém sido largamente estudadas quanto aos seussefgitiogicos benéficos a saude
humana. As isoflavonas estdo amplamente distribuidaeino vegetal, principalmente
na soja, e seus derivados sao a genistina, daidzangliciteina, os quais se apresentam
como varias formas de conjugados glicosidicos, migredo da extensdo do
processamento ou fermentagéo (36). Uma vez inggredas séo hidrolisadas foer
glicosidases produzidas por bactérias intestingémdo convertidas para a forma

“agliconas bioativas” correspondentes (genistainalzeina e gliciteina) (37).

A genisteina, uma das principais isoflavonas biaatiencontrada na soja, afeta
favoravelmente a homeostase glicémica por seut®feobre a secrecédo de insulina,
adipécitos e musculo esquelético (38,39,40,41)d&nias experimentais sugerem que
a genisteina tenha papel na regulacdo da secregétsulina, por competir com 0s
sitios de ligagdo do ATP das proteinas tirosinaage, inibindo-as. Entretanto, outros
estudos tém sugerido que o efeito estimulatoriogeisteina sobre a secrecédo de
insulina, pode ocorrer independentemente da irdhiighatividade de proteinas tirosina-

quinase e resultaria do aumento da concentracaAdée (38,42,43).



Em adipdcitos, a genisteina inibe certas respastassulina (a oxidacdo da
glicose estimulada por insulina e o efeito antlijpgp da insulina na presenca de
isoproterenol) sem bloquear a autofosforilagdoRlou fosforilacédo do IRS-1 e IRS-2 e
nao tem efeito sobre a atividade da piruvato degeltase e glicogénio sintase
estimulada por insulina. Isso indica, que no adippo® efeito da genisteina sobre a
transducdo do sinal hormonal ndo resulta da imbdz atividade da tirosina-quinase
(40).

No figado, a genisteina reduz a incorporacdo 4] [glicose em lipideos e
aumenta a liberagdo de acidos graxos para o mdjp b musculo esquelético a
genisteina inibe a captacdo de glicose estimulal#zagroteina desacopladora 3 (UCP3)
(41).

A proteina da soja pode também aumentar a secagdosulina e alterar a
sensibilidade dos tecidos periféricos a esse hadond@ aumento da secrecdo de
insulina tem sido atribuido a composicao de amilo&cda sua proteina, especialmente
as altas concentracfes de arginina, um potentedator da secrecdo de insulina
(45,46). A arginina exerce acao insulinotrépica geu acumulo no interior das células
B, que provoca a despolarizacdo da membrana e adarde célcio via canais de*ca
voltagem-dependentes (47). O*Cprincipalmente o extracelular, tem um papel crucial
na regulacdo da secrecdo da insulina pelas céluncreaticas, uma vez que, sua

retirada do meio inibe a secrecao (48).

Acredita-se que os aminoacidos componentes daipaotia soja produzem um
aumento da sensibilidade a insulina e melhoranhegartcia a glicose, por modularem a
captacao de glicose pelo tecido muscular (49).désttém mostrado que a composicao
de aminoéacidos pode alterar o transporte de glicse tecidos periféricos. Em

humanos, a infusdo de aminoacidos de cadeia ramfifleucina, isoleucina e valina)



que sao predominantemente metabolizados no mussgleelético, inibe a captacéo de
glicose mediada pela insulina (50). A quantidadardeoacidos de cadeia ramificada é

menor na proteina da soja em comparacao a casSdi38).

Por seus efeitos benéficos sobre a secrecdo edacésulina, a soja tem sido
recomendada como alternativa alimentar na prevemcdmtamento de desordens

metabodlicas.



Il - JUSTIFICATIVA

A influéncia da inadequacao nutricional sobre aarmento e desenvolvimento
fetal e neonatal e sua relagdo com o surgimentdodmcas metabdlicas (doencas
cardiovasculares, diabetes, obesidade) na vidéaad@&in merecido intensa investigacéo
cientifica nas ultimas décadas.

Noés ultimos anos, um conjunto crescente de evidériem sustentado a idéia de
que, distarbios ocorridos em periodos criticos @sedvolvimento fetal, podem
determinar alteracdes permanentes ou de longo peafisiologia ou morfologia de um
determinado 6rgéo (51). Presume-se que a desruinita-uterina e durante o primeiro
ano de vida produza mudancas morfologicas e fuaomo pancreas, figado, tecido
muscular e tecido adiposo, que se traduzem eminopgnia, secrecdo de insulina
diminuida e resisténcia a insulina. O padrao denaalidades metabdlicas e funcionais
depende da fase da vida em que a desnutricdo pcmrépo e da intensidade da
caréncia nutricional (24). Assim, € de fundamemtgdortancia conhecer os nutrientes
que poderiam alterar a fisiologia normal e deteamm surgimento de doencas na vida
adulta e também identificar alternativas alimersgr&a a prevencao e/ou recuperacao.

O grupo do Laboratorio de Avaliacdo Bioldgica demfdntos da UFMT, tem
estudado a relagéo entre desnutricao intra-uterimalactacdo e diabetes mellitus tipo 2
na vida adultaQuando recuperados com caseina, esses animaisraprasdéficit de
secrecdo de insulina, mas a homeostase da glicosdté&rada a custa da melhora da
sensibilidade a insulinao tecido muscular (52). Curiosamente, a recuperagén
farinha de soja, aumenta a concentragdo sérica rdmillina, mas reduz
consideravelmente o conteddo de glicogénio hepaiidicando uma resisténcia

hepética a insulina (53). Essa resisténcia a msyoderia ser mediada, por pelo menos



um dos componentes da sojaa—genisteina— por seu efeito inibidor da atividade

tirosina quinase da via de sinalizacao da insulina.



[l - OBJETIVOS

3.1 - Geral

v Avaliar o mecanismo de acao da insulina em tecieloatico de ratos adultos

expostos a restricdo protéica na vida intra-utegnactacdo, recuperados com

dieta a base de farinha integral de soja micromizaakiva.

3.2 - Especificos

Avaliar os efeitos ddieta a base de farinha micronizada de soja ers eatoltos

recuperados da desnutricao sobre:

v

v

O crescimento somatico;

Concentracgdes séricas de albumina, glicose, tiggties, insulina e glucagon;
Razao insulina/glicose e insulina/glucagon;

Reservas de glicogénio hepatico;

Tolerancia a glicose e a resposta insulinica aoggién vivo pelo teste de
tolerancia a glicose (GTT);

A expressdo protéica do receptor de insulina, d8-1R PI3-quinase (p85 e
p110) e Akt no tecido hepético.

A fosforilagéo do receptor de insulina, do IRS-B-§uinase (p85) bem como a
interacdo dos IRS-1 com a PI3-quinase, e consegimntacdo da Akt em

tecido hepético.
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IV - MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi conduzido no Laboratério daliAcdo Bioldgica de
Alimentos do Departamento de Alimentos e Nutric&o Fhculdade de Nutricdo da

Universidade Federal de Mato Grosso.

4.1. Animais

Foram utilizadas ratas adultas virgens, da linhayéstar Rattus norvegicys
variedade Albinos, ordem Rodentia Mammalia, fanWiaridae), com 90 dias de idade,
provenientes do Biotério Central da Universidaddefa de Mato Grosso. As ratas
foram mantidas com machos da mesma linhagem, pamaite (4 fémeas e 1 macho);
em gaiolas coletivas de polipropileno,medindo 3¢ 81,0 x 16,0 cm, com tampa de
material galvanizado. A prenhez foi confirmada palesenca de espermatozoides no
esfregaco vaginal.

As fémeas prenhes foram aleatoriamente divididas2egrupos: controle e
desnutrido e receberam dietas isocaléricas a baseaseina com 17% de proteina
(normoprotéica) e 6% de proteina (hipoprotéicapeesvamente, durante a prenhez e
lactacdo. Apds o0 nascimento, verificou-se 0 nundergrias, 0 sexo e 0 peso corporal.
No terceiro dia de vida, as ninhadas foram redszal8 filhotes, com a finalidade de
padronizar as condicbes experimentais.

O desmame aconteceu aos 28 dias de vida e os mesd®wa desmamados
foram distribuidos aleatoriamente nos seguintepague mantidos por 60 dias com as
seguintes dietas:

v" Grupo Controle (CC): prole de maes alimentadas dieta normoprotéica durante
a prenhez e a lactacdo e subsequentemente alimertada mesma dieta apos o

desmame.
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v Grupo Controle-Soja (CS): prole de maes alimentatas dieta normoprotéica
durante a prenhez e a lactacao e alimentada caenadlease de farinha integral de
soja micronizada inativa com 17% de proteina, apdssmame.

v Grupo Recuperado com Caseina (RC): prole de maeerdhdas com dieta
hipoprotéica durante a prenhez e a lactacao, peeatda com dieta normoprotéica
a base de caseina ap0s o desmame.

v" Grupo Recuperado com Soja (RS): prole de maes miiadas com dieta
hipoprotéica durante a prenhez e a lactacao, peeatda com dieta normoprotéica
a base de farinha integral de soja micronizadaemaipos o desmame.

v Grupo Hipoprotéico (HP): prole de maes alimentadas dieta hipoprotéica
durante a prenhez e a lactacdo, e mantida comraargista apdés o desmame.

Durante todo o periodo experimental, os anima@nfomantidos sob condicdes
controladas de umidade, temperatura (24°C - 26€Cgiclo de luz claro/escuro

(12h/12h), tendo livre acesso a agua e as respsdtietasd libitum

Todos os experimentos foram dirigidos por prindpae boas praticas de
laboratorio e procedimentos cientificos, seguindgu@ pratico do manual de biotério

do International Committee on Laboratory Anim@l€LA) (54).

4.2. Dietas

As dietas cujas composi¢cbes encontram-se descnitasQuadrol, foram
utiizadas nas fases de prenhez, lactacdo e rexfmere foram preparadas no
Laboratdrio de Avaliacao Biologica de Alimentos.

O grupo controle (primeira fase) e CC e RC (seguada) receberam dieta a

base de caseina, contendo 17% de proteina, adegaiedalimentacéo de roedores nas
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fases de crescimento, prenhez e lactacdo, segudecamendacdes da AIN-93G
(American Institute of Nutrition

O grupo hipoprotéico foi alimentado com dieta hipdgica (6% de proteina),
que teve a caseina substituida por carboidratodpseantidas as proporcdes de amido,
amido dextrinizado e sacarose, bem como a de ingistn relacéo ao teor de caseina, e
as concentracdes dos demais nutrientes.

A dieta a base de farinha integral de soja micamaz inativa seguiu as
recomendacfes da AIN-93G, sendo a caseina, o élsojd e fibra, substituidos pela
farinha integral de soja, e mantido em 17% o tegprdteina da dieta. Foram realizados
ajustes na dieta a base de farinha integral depswgcompensar o teor de hidratos de
carbono, lipidios e fibras presentes na farinha.

A farinha integral de soja micronizada inativa éidd por processamento
industrial (tratamento térmico, descascamento, nppggem e micronizacdo), que
resulta na reducdo do sistema enzimatico e fatitrgosina, atingindo 80% do valor
nutricional da caseina animal. A composicao cemigse de aminoacidos da farinha
integral de soja encontram-se descritas nos Qu&ded® respectivamente.

Todas as dietas foram elaboradas na forma de pdp s&s ingredientes secos
pesados em balanca analitica marca Marte, modeb®@0A com precisdo de 0,01 g,
peneirados (malha 200) e homogeneizados. As dimi@® preparadas em quantidade
suficiente para todo o estudo, acondicionadas eapieates de polipropileno,

hermeticamente fechados e armazenadas a 5 °C.
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Quadro 1 — Composicao das dietas controle, hipopréica e a base de farinha de
soja utilizadas na primeira e segunda fase experim&l (g/Kg).

_ Controle Hipoprotéica  Farinha de soja

Ingredientes
(17% proteina) (6% proteina)  (17% proteina)

Caseina (84% proteina) 202,0 71,5 -
Farinha Integral de soja - - 415,0
Amido de milhd 397,0 480,0 312,2
Amido de milho dextrinizadb 130,5 159,0 103,7
Sacarose 100,0 121,0 78,6
Oleo de soja 70,0 70,0 -
Fibras 50,0 50,0 40,0
Mistura mineral (AIN-93)G* 35,0 35,0 35,0
Mistura vitaminas (AIN-93)G* 10,0 10,0 10,0
L-cistina 3,0 1,0 3,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5

* Ver para mais detalhg85) .
8 Corn Products do Brasil, Sdo Paulo.

Quadro 2 — Composicao nutricional da farinha integal de soja micronizada

inativa em 100g.

Componentes
Valor Caldrico, kcal 455
Proteinas, g 41,00
Carboidratos, g 25,50
Gorduras totais, g 21,00
Fibra alimentar, g 2,00
Umidade, g 6,00
Cinzas, g 4,50
Isoflavonoides, mg 100,00

(DINAL 4.3260.0003.01-2(56).
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Quadro 3 — Composicao de aminoacidos da farinha iaegjral de soja micronizada

inativa e da caseina.

Aminoacidos % Aminoacidos

Farinha de Soja Inativa Caseina
Lisina 2,55 6,82
Histidina 1,03 2,41
Arginina 3,22 3,28
Acido aspartico 4,76 3,23
Treonina 1,62 3,12
Serina 2,26 4,30
Acido glutamico 7,60 15,90
Prolina 2,05 8,29
Glicina 1,66 1,35
Alanina 1,75 2,11
Cistina 0,39 0,40
Valina 1,75 3,94
Metionina 0,58 0,71
Isoleucina 1,69 2,90
Leucina 3,16 6,01
Tirosina 1,46 3,86
Fenilalanina 2,05 3,65
Triptofano 0,52 0,91

(DINAL 4.3260.0003.01-2) (56)
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4.3. Procedimentos Experimentais

4.3.1. Teste intraperitoneal de tolerancia a glied&TT)

Aos 90 dias de vida, apos 15h de jejum, os ratoanfoanestesiados com
tiopental sédico (100mg/kg de peso corporal) eeexilade da cauda seccionada para a
primeira coleta de sangue (tempo 0). Em seguidac&ol de glicose a 20% foi
administrada intraperitonealmente, na dose de /R@ pr peso corporal glicose (200
g/l) e amostras de sangue foram coletadas nos &8@o60 e 120 minutos para a
determinacdo de concentracfes séricas de glicdsansulina. As respostas da glicose
e da insulina durante o teste de tolerancia a ggi¢oram avaliadas pela estimativa das
areas totais sob as curvas de glicos&)(e de insulinaAl), usando o método do

trapézio (57).

4.3.2 Amostras e Analises:

Um grupo de ratos foi anestesiado com tiopentalice6dl00mg/kg peso
corporal) e apds laparotomia mediana, amostragyddd foram rapidamente removidas
para determinacdo do glicogénio (58,59), bem coara pleterminacédo da expressao
das proteinas IR, IRS-1, PI3-quinase (p85 e p1KKteUm segundo grupo de animais
foi anestesiado e usado para determinar a ativdg&nalizacdo induzida por insulina
do IR, IRS-1, PI3-quinase e Akt. Em seguida, o®sratoram sacrificados por
decapitagéo e amostras de sangue foram coletagaso@i obtido por centrifugacéo e
aliquotas foram usadas para dosagem das concesgrdgdnsulina, glucagon, glicose,

triglicérides e albumina.
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4.3.3. Extracéo de tecidos “imunoblot” e imunoprediado

Para imunoblot: Apds laparotomia mediana, um fragmento do figadio f
retirado e imediatamente homogeneizado em tampéa&ato;ao para extrato total [100
mmol/L Tris-HCI (pH 7.4), 10 mmol/L EDTA, 100 mmal/SDS 10%, 100 mmol/L
pirosfosfato de s6didl00 mmol/L fluoreto de sodio e 10 mmol/L ortovariadde
sodio] usando “Polytron”. O material insoltvel femovido e centrifugado a 13.400G
por 20 minutos a 4°C. A concentracdo de proteimaldéterminada pelo método de
Bradford (60). Amostras contendo l2bde proteina foram incubadas em tampéo
concentrado de Laemmli 4x e 15mg de DTT, e a camldtroforética, realizada em gel
de policrilamida a 120 V por 30 minutos (gel a 6,p&a IRS-1, 8% para IR-I3 e PI3-K,
a 10% para Akt). As proteinas foram transferidasapmembranas de nitrocelulose
(Bio-Rad) por 90 minutos a 120 V, em tampao corgemétanol e SDS. Para verificar
a eficiéncia da transferéncia das proteinas, casamembranas com Ponceau. Em
seguida, as membranas foram bloqueadas com laitatelo a 5% com solucdo Tris-
salina (10mmol Tris/l, 150 mmol NaCl/l, 0,5% TweR@) por 2 horas a temperatura
ambiente, sob agitacdo constante. Posteriormestejeanbranas foram lavadas com
solucdo Tris-salina em trés sessdes de 10 minutascuadas com anticorpos
especificos (IR-B, IRS-1, p85, p110 e Akt), sokdamdio constante a 4°C “overnight”.
Novamente as membranas foram lavadas com soluc@esalina como descrito
anteriormente e incubadas em solugdo contendoogmicsecundario “anti-rabbit
peroxidase” ou “anti goat peroxidase” (diluicdo@0B) e 3% de albumina, por duas
horas em temperatura ambiente. A deteccdo das imastefoi feita por
quimiluminescéncia (Super Signal West Pico, Pierd&gra determinacdo da Akt
fosforilada foi adotado o mesmo procedimento, agsismulo com insulina, como

descrito a seguir.
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Para imunoprecipitacdoPara o estudo das etapas iniciais da acao insalios
animais foram anestesiados conforme descrito ameente e submetidos a extracdo do
tecido apds a confirmacéo da perda dos reflexaseanns e caudal.

Para os animais que nao receberam estimulo dénaggtupo negativo), foram
retirados fragmentos de figado para processamemti@rene descrito abaixo. Para os
animais que receberam estimulo agudo de insulmg@dgoositivo), foi injetada por via
intraperitoneal, insulina regular em concentrac@d $U/kg de peso e apds 4 minutos
foi retirado um fragmento do figado. O materialetatio foi imediatamente adicionado
ao tampdao de extracdo para imunoprecipitado [1%6/X-100,2100 mmol/L Tris-HCI
(pH 7.4), 100 mmol/L pirosfosfato de sodi®0 mmol/L fluoreto de sédio, 10 mmol/L
EDTA, 10 mmol/L ortovanadato de sodio, 2.0 mmolM3¥F, e 0.1 mg aprotinina/ml] e
homogeneizado durante 20 segundos, a 4°C usandgtrtipd. Foi adicionado ao
homogeneizado, Triton 10% (20D e apds 1 h as amostras foram centrifugadas a
13.400G por 20 minutos aG O “pellet” foi desprezado e aliquotas do sobdange
foram usadas para medida da concentracdo pro&i¢aAs amostras contendo 126
de proteina foram incubadas com anticorpos anfl;IRati-IRS-1 “overnight” a 4°C,
sob agitacao constante. No dia seguinte, foi agiatlo as amostras Proteina A Sefarose
(30 pl), sendo estas mantidas sob agitacdo constant@ po# 2 horas. O “pellet” foi
lavado com solucdo tampéao [0,5% Triton X-1000 mmol/L Tris-HCI (pH 7.4), 10
mmol/L EDTA e 10 mmol/L ortovanadato de sddio] (por 5 min), ressuspenso com
20 ul de tampéo de Laemmli e fervido por 5 minutos. egisr, as proteinas foram
separadas por SDS-PAGE, transferidas para a mealbi@mitrocelulose, conforme
descrito anteriormente. As membranas foram blotadas anticorpo antifosfotirosina
para deteccao do grau de fosforilacdo do IR-3,IR&anticorpo anti-PI3-K (p85) para

avaliacdo da associacdo do IRS-1/PI3-K, “overnighdC, sob agitacéio constante. O
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material foi novamente lavado com solucéo Trisasalem trés sessdes de dez minutos
e incubado a seguir com anticorpo secundario p@éasgi conjugada “anti-mouse” ou
“anti-rabbit” — diluicdo 1/5000, por duas horaseeaperatura ambiente. As membranas
foram entédo lavadas com solucdo Tris-salina e tisaapos foram detectados usando
kit de quimiluminescéncia conforme procedimenteaat.

A intensidade das bandas foi determinada atrdadsitura das autoradiografias,
reveladas por densitometra Otica, utilizando ummisen (Epson Stylus CX 3500) e o
programa Scion Image (Scion Corporation). Os dadusnéricos obtidos,
correspondentes as bandas protéicas, foram congsagathtisticamente como descritos

em analises estatisticas (item 4.4).

4.3.4. Determinacdes Bioquimicas

4.3.4.1. Albumina
Foi determinada pelo método colorimétrico do ved#e bromocresol (61).
Foram adicionados 0,01 ml de soro, 1ml do reatieocdr. As absorbancias das

amostras foram lidas em espectrofotdbmetro a 500 nm.
4.3.4.2. Glicose

Foi determinada utilizando um monitor com tirastelgte para determinacédo da
glicemia (glicosimetro) por fotdbmetro de refleténaila marca Accu-chek Active,

laboratério Roche Diagnésticos do Brasil.
4.3.4.3.Triglicérides

Foi determinada por método enzimatico usando espgetimetro (BT-3000

Plus, Wiener Lab, Rosario, Argentina). Os valoggarh expressos em mmol/L.
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4.3.4.4. Glicogénio Hepatico

Para a dosagem do conteudo de glicogénio hepébtteiaram-se amostras entre 0,3g a
0,59 do tecido, que foram imediatamente transferigara tubos de centrifuga
graduados, contendo 2ml de KOH a 30%. Os tubosnfa@bertos com bola de vidro e
mantidos em banho-maria a temperatura d€Q@furante 1 hora, para digestdo do

tecido.

Posteriormente procedeu-se a extracdo alcodlicaglidogénio, mediante a
adicao de 4,5ml de alcool etilico absoluto. A segrdlocou-se esta mistura em banho-
maria por cerca de 15 segundos até o alcool conaelgarantar fervura. Procedeu-se o
resfriamento para posterior centrifugacao por 10utois a 2000 rpm. O sobrenadante
foi desprezado, adicionado 2ml de agua destiladamtgu para levantar o precipitado,
gue em seguida foi agitado e acrescentado novaméntd de alcool etilico absoluto.
O procedimento anterior foi repetido. O precipitado diluido em 25ml de agua
destilada. A determinacdo do conteudo de glicogémiagealizada com reagente de
fenol a 2% em &acido sulfurico, para hidrolise acttta polimero, segundo método
colorimétrico de Hassid & Abrahams (58). As absndids das amostras foram lidas
em espectrofotobmetro a 490 nm.

Tomando-se como referéncia uma curva padrao desglicleterminou-se o teor
de glicose obtido nas amostras. Calculou-se posteente, a concentracdo de
glicogénio e os valores foram expressos em mgidegginio/100mg de peso fresco de

tecido hepético.
4.3.4.5. Insulina

A concentracdo de insulina sérica foi determinade radioimunoensaio, de

acordo com o método descrito por Scott et al. (6z2)ram transferidas aliquotas de 0,1
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ml das amostras desconhecidas (em duplicata) as gpegberam, a seguir, 0,2 ml de
uma solucdo contendo anticorpo anti-insulina (1}2€0insulina marcada cortf’]
(tracador) em tampéo fosfato pH 7,4, acrescido d€IND,9% e albumina 0,5%. Em
seguida foram preparados os seguintes controles:

a) Trés tubos (Totais) que receberam somente 0,2 nhrmdpao fosfato contendo
insulina marcad®™l para averiguacéo da radiacdo maxima.

b) Trés tubos (Ligacdo ndo especifica) contendo 0,@otdmpéao fosfato contendo
insulina marcada® e 0,1 ml de tampdo fosfato, para determinar peisi
interferéncias no ensaio pelos componentes do mmpa

c) Trés tubos (Referéncia) contendo 0,2 ml de solugégpéao fosfato contendo
insulina marcada com® e anticorpo anti-insulina e 0,1 ml de tamp&o dosf
constituindo assim o zero de insulina da curvagmadr

Em seguida, preparou-se também em triplicata, wria de tubos (curva padrao),
contendo 0,1 ml de insulina conhecida nas seguaaesentracdes: 0,02; 0,039; 0,078;
0,16; 0,31; 0,63; 1,25; 2,5; e 5,0/m}; Cada tubo dessa série recebeu também 0,2 ml de
solucdo tampao fosfato contendo insulina marc&dae anticorpo anti-insulina. Em
seguida, amostras, controle e curva padrao foratadag em vortex e estocados &4
durante 48 horas. Apos este periodo de incubagéw.excecao dos totais para andlise
da radiacdo maxima, todos os outros tubos receb@/@aml de uma solugéo contendo
2,5% de carvao (Norit A), 0,5% de albumina e 0,28/@extran T 70. Os tubos foram
deixados em repouso durante 20 min e a seguiriftgyatdos durante 20 min (800 G) a
4 °C. O sobrenadante foi descartado e a radioatividadéda em cada tubo avaliada
em contador de radiagdo gama. Os trés tubos ethimnaara analise da radiacédo
méxima ndo tiveram o sobrenadante descartado, sasdmdiagcbes dos mesmos

avaliadas diretamente. Com bases nos valores sbtide tubos contendo insulina
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conhecida elaborou-se curva padrdo que foi utidizpdra a avaliacdo dos valores

desconhecidos das amostras. Os resultados forameserp em pmol/L.
4.3.4.6.Glucagon

A concentracdo de sérica basal de Glucagon dastasiate soro dos animais foi
dosada utilizando-se o kit comercial de ELISA — Raucagon Elisa Kit Waco,
segundo a indicacédo do fabricante (Waco Pure Cla¢rmdustries, Ltd., Japan). Os

resultados foram expressos em pmol/L.

4.4. Andlises estatisticas

Os resultados séo apresentados em média e er@pdamédia, com o0 numero
de animais indicados entre parénteses.

Ao comparar os grupos CC, CS, RC e RS, utilizoa-ssnalise de variancia
(ANOVA) a dois fatores (estado nutricional e diet&®s mesmos dados foram
analisados pela anélise de variancia (ANOVA) a atorf comparando os grupos RC,
RS e HP para verificar se as dietas utilizadasriazapazes de promover a recuperacao
nutricional. Quando necessario essas analises fa@nplementadas por testes de
comparacdes multiplas de médias (LSD).

Todas essas andlises foram precedidas do testeadietBpara verificar a
homogeneidade das variancias. Os resultados coranems heterogéneas e sem
distribuicdo normal foram inicialmente transformadtogaritmica — Log ou Lnda
variavel) para correcdo da heterogeneidade ou afidade (63).

Em todos os casos estabeleceu-se um nivel deiségwila para a rejeicdo da

hipétese de nulidade de 5% (p<0,05)
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Para analise dos resultados utilizou-se o progréBtatistica for Windows”,

versao 4.3, 1993 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).
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VI - RESULTADOS

No inicio da fase de recuperacéo, o peso corposatatos RC (24,3 £ 5,5 g, n=
12), RS (23,2 £ 2,99, n=12) e do HP (28,6 + 3r2g,13) foi similar entre os grupos e
significativamente menores do que os ratos CC (#818,5 g, n= 10) e CS (70,7 +
11,69, n=10).

O peso corporal, no final do periodo experimental, significativamente
influenciado pelo estado nutricional antes da fdserecuperacdo (k= 149,91,
P<0.001) e pela dieta utilizada durante a recupgerélg s~ 71,41, P<0,001), mas nao
houve interacdo entre estes dois fatores. Portantpeso corporal final dos ratos
recuperados (RS: 263 £ 13 g, n= 12 e RC: 333 #,28=¢12) foi menor do que ratos
controles (CS: 364 + 20 g, n=11 e CC: 434 + 53910y Embora os ratos RS tivessem
0 peso corporal final menor do que ratos RC, esse porporal foi maior do que os
ratos HP (154 + 349, n= 13; P<0,001). A concentiasgrica de albumina néo diferiu
entre os grupos de ratos controles e recuperads goando avaliamos a recuperacao
nutricional, os ratos RC e RS exibiram maior cotregdo sérica de albumina do que os
animais HP (CC: 31+ 1 g/L,n=6; CS: 31 +2 g/E/nLC: 32 £1 ¢g/L, n=11; LS: 32
+2g/L,n=7; LL: 28 £ 3 ¢g/L, n=6).

A ANOVA duas vias revelou que a concentracdo sedeatriglicérides foi
influenciada pelo estado nutricional préviq 4& 5,41,P<0,05 ), pela dieta utilizada
apos o desmame (k= 6,09,P<0,05) e pela interagdo entre esses dois fatores=(F
5,41,P<0,05). Assim, grupos RS, CS e CC apresentarameatmagdes similares entre
si e menores do que o grupo RC. Concentracdo s#itaglicérides do grupo HP néo
foi diferente da observada nos grupos RC e RSl&dhe

A glicemia basal nao foi significativamente inflegada pelo estado nutricional

prévio, pela dieta utilizada apdés desmame ou pekracdo entre esses fatores. A
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concentracdo sérica de insulina foi afetada pefadesnutricional prévio (& 4,95,
P<0,05) e pela dieta utilizada apos o desmamectF6,18, P<0,02), isto é, ratos
recuperados (RC e RS) tiveram menor insulinemiaqu® os controles (CC e CS),
enquanto os ratos mantidos com dieta a base de(688ae RS) tiveram maior
insulinemia que aqueles alimentados com dieta & lohes caseina (CC e RC).
Consequentemente, a razao insulina/glicose foi meo® ratos recuperados em relacéao
aos ratos controles {k= 7,83,P<0,01) e maior nos ratos alimentados com dieta de
soja em relacdo aos mantidos com caseings£F8,05, P<0,01). Quando avaliamos
isoladamente a recuperacao nutricional, observamesa glicemia foi similar entre os
grupos RC, RS e HP, e a insulinemia foi maior npgrRS em comparacdo aos RC e
HP. Consequentemente razado insulina/glicose foommas ratos RS do que nos ratos
RC e HP. Concentracdes basais de glucagon foranlam entre 0s grupos.
Entretanto, a raz&o insulina/glucagon foi maiorgngpo RS do que nos grupos RC e
HP (Tabela 1).

A média da area total sob a curva de glicas&)( em resposta a carga de
glicose, foi afetada pela interacdo do estado ciatral prévio e dieta (= 5,44,
P<0,05), e assimG do grupo RC foi menor do que no grupo CC, madairantre os
grupos RS e CS. A média da éarea total sob a cuvasdlina Al) e a razaa\l: AG foi
significativamente afetada pela dieta utilizadaadte a recuperacédo (/= 10,7,
P<0,01 e k2= 10,23,P<0,01, respectivamente). Ratos alimentados cona diet
farinha de soja tiveram maiai e raza8oAl:AG do que ratos alimentados com dieta a
base de caseina. Apoés a recuperacdo nutriciomagdéa da area total sob a curva de
insulina (Al) e razaaAl:AG do grupo RS foi maior do que o grupo RC e antivesam
essas variaveis maiores do que grupo PED(01). A curvaAG em resposta a carga de

glicose, nao foi significativamente diferente erdsegrupos RC, RS e HP (Tabela 1).
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A concentracdo de glicogénio hepatico foi afetamlaente pela dieta utilizada
apos o desmame (k= 5,48,P<0,05). Ratos mantidos com dieta a base de fadeha
soja (CS e RS) tiveram menor contetudo de glicogéonigue aqueles mantidos com
dieta a base de caseina apds o desmame (CC e R&jalilacdo da recuperacao
nutricional mostrou que ratos recuperados (RS e ®@am menor conteudo de
glicogénio hepatico do que os ratos HR,001) (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas metabdlicas e hormonaie ratos adultos mantidos com
dieta a base de caseina (CC e RC), farinha integrale soja (CS e RS) e dieta

hipoprotéica (HP) apds o desmame.

Grupos

Variaveis CC CS RC RS HP

Triglicérides séricos  0,6+0,15 0,640,058 1,240,722 0,6+0,04" 1,0+0,2"
(mmol/L)

(5) (5) (7) (7) (6)
Glicose sérica basal 5,3+0,4 5,2+0,4 5,6+0,2 5,5+0,2 6,1+0,1
(mmolfL) (6) (6) ©) ©) (5)
Insulina sérica basal  266+48 305455 157+19 275+2F 132+8
(pmollL) (6) (6) ©) ©) (5)
Raz&o 4946 61+12 28+3 50+4 21+
insulina/glicose (6) ©6) ©) ©) (5)
Glucagon sérico 176+39 175455 140+22 138+18 132134
(pmollL) (6) (6) ©) ) (5)
Raz&o 1,97+0,58  2,85+1,22 1,27+0,22  2,28+0,3%  1,25+0,37
insulina/glucagon (6) 6) ©) ) (5)
AG 20002+712 18669+448° 17753+592 18960+520° 18151+780
(mmol/L.120min) (6) (5) @) @) 9)
Al (pmol/L.120min) 116+8 232483 103+1% 203+30 58+6°

(6) (5) (7) (7) 9)
AlIAG 19+2 40+14 19+ 35+5 10+1°

(6) (5) (7) (7) 9)
Glicogénio hepatico  1,22+0,22  0,80+0,22 1,01+0,18  0,61+0,08  3,81+0,39
(Mg/100mg) ©) (10) (11) ©) (10)

Valores em média + erro padrdo da média com nurderoatos em parénteses. Médias com
diferentes letras minusculas indicam diferencagursgéo ANOVA a um fator seguido do teste
LSD. Médias com diferentes letras mailsculas imdid#erencas, segundo ANOVA a dois fatores
seguidos, de teste LSD.



A figura 2A mostra os niveis de expressao proté@aeceptor de insulina (IR)
no tecido hepatico. Essa expresséo foi afetadagsédmo nutricional prévio (= 7,28,
P<0,05) e pela dieta utilizada apés o desmame=(A8,32,P<0,01), mas ndo houve
interacdo entre esses dois fatoreggtF0,65, P>0,05). Ratos recuperados (RC e RS)
mostraram menor expressdo do IR do que os ratdsotem (CS e CC) enquanto os
animais alimentados com dieta a base de soja (RS)exibiram menor expressao da
proteina quando comparados com aqueles mantidosligiana base de caseina (RC e
CC). Entre os ratos recuperados (RS e RC) os nileel® foram similares e menores
do que ratos HP.

O estado nutricional prévio e a dieta utilizadasap@esmame, afetaram o nivel
protéico do IRS-1 hepatico {E= 10,24, P<0,05 e = 7,6, P<0,05, respectivamente).
Assim, ratos recuperados (RC e RS) tiveram niveduzidos de IRS-1 quando
comparados com ratos controles (CC e CS). Essassgw foi diminuida pela dieta a
base de soja independentemente do estado nuttigohao. Nenhuma diferenca foi
verificada nos niveis IRS-1 quando foram comparadogrupos RS, RC e HP (Figura
2B).

A expresséao protéica da subunidade p85 da enzifigutiase, nao foi afetada
pelo estado nutricional prévio e nem pela dietaseolou-se, no entanto que houve
interacdo entre esses fatoreggf17,07, P<0,01). Nos ratos do grupo RS, os nileis
p85 foram mais elevados do que nos ratos do gripoeRguanto nos ratos CS a sua
expressao foi menor do que nos ratos CC. Nenhufegedca foi verificada entre ratos
RS e CS como também entre os grupos HP, RS e R@r&R2C).

Em contraste ao descrito acima, o estado nutriciorgvio e a interacdo entre
estado nutricional e dieta influenciaram os niwEssubunidade p110 da enzima PI3-

quinase (Fs= 11,51, P<0,01 e;k= 15,12, P<0,01, respectivamente). Sua expressao fo
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similar nos grupos RS e RC e menor no CS em relagé&grupo CC. Entre os grupos
RS, RC e HP a expresséo da p110 foi similar (Figna

Quanto a expressdo protéica da Akt, ndo foram wvhdas diferencas
significativas entre os grupos CC, CS, RC e RSmassmo entre os grupos HP, RS e
RC (Figura 2E).

ApoOs a administracdo da insulina, o incrementoodéofilacdo em tirosina do IR
foi significativamente menor nos grupos recuperg@®sS e RC) em comparacdo aos
controles (CS e CC) (k= 6,62, P<0,05), enquanto nenhuma diferenca sagtifia foi
observada entre os grupos RS, RC e HP (Figura@Ancremento da fosforilagdo do
IRS-1 e a associacdo do IRS-1/PI-3 quinase forastadds significativamente pelo
estado nutricional prévio (&= 14,14, P<0,01 e = 238,05 P<0,001,
respectivamente), dieta(& 15,59, P<0,01 e k= 251,88, P<0,001, respectivamente)
e pela interacdo entre esses fatoress{FL0,16, P<0,02 e iB= 1165,85 P<0,001
respectivamente). A magnitude do incremento dafdatdo do IRS-1 foi similar nos
grupos RS e RC, e significativamente menor no grgs em relacdo ao CC. A
fosforilacdo do IRS-1 foi maior nos ratos RS e EE,que nos ratos HP (Figura 3B).
Uma menor associacdo do IRS-1-p85/PI3-quinase @siita pela insulina foi detectada
no figado de RS em relacdo aos ratos RC, e noo@Barados com ratos CC. Além
disso, os ratos RS exibiram menor associacdo dogjtegos HP e RC (Figura 3C).

Apéds administracdo da insulina, ndo houve incremdatfosforilagcdo da Akt no
grupo CS e houve reducao na fosforilagdo do grupgiRe= 13,49, P<0,01). Nos ratos
HP o estimulo da insulina produziu reducéo da fdaf@o mais intensa em relacao ao

grupo RS (Figura 3D).
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Figura 2 - Representacgédo por “immunoblot” da expressao pticiR (A), IRS-1 (B), p85 (C), p110
(D) e Akt (E), no figado de ratos adultos mantidom dieta controle (grupos CC e RC), farinha de
soja (grupos CS e RS) e hipoprotéica (grupo HP).

Valores representam média = erro padrdao da media8). Médias com diferentes letras mailsculas
indicam diferencas segundo ANOVA a dois fatoresigig de teste LSD (p<0,05).
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Figura 3 - Representacdo por “immunoblot” mostrando o per@rde aumento da estimulacdo da
autofosforilagcdo do IR (A), IRS-1 (B), a associacinlRS-1/PI3-kinase (p85) (C) e fosforilacdo da
Akt (D), no figado de ratos adultos mantidos coetalicontrole (grupos CC e RC), farinha de soja
(grupos CS e RS) e hipoprotéica (grupo HP).

Valores representam média = erro padrao da médi8). Médias com diferentes letras mailusculas
indicam diferencas segundo ANOVA a dois fatoresugkys de teste LSD. Médias com diferentes
letras minusculas indicam diferencas segundo AN@WAnN fator seguido de teste LSD (p<0,05).



VIl — DISCUSSAO

No presente estudo, investigamos os efeitos dapeeagdo nutricional com
dieta a base de soja, na via de transducao do d@naisulina no figado de animais
submetidos a restricdo protéica na vida intra-uéerA dieta a base de soja (grupos CS e
RS) foi extremamente efetiva em inibir a expregs@éica do IR e IRS-1 no figado.
Embora evidéncias experimentais tenham sugeridoaggenisteina da soja exerca
efeitos bioldgicos benéficos através da inibicdatiladade da proteina tirosina quinase
(64,65), no presente estudo, a dieta de soja nedumnente a fosforilagdo do IRS-1
apos estimulo com insulina e apenas no grupo C&lkagao ao grupo CC. Neste caso,
a reducéo da proteina IRS-1 poderia ter um papeéimiauicdo da fosforilagdo do IRS-
1 estimulada pela insulina. Entretanto, a redugitosforilacdo do IRS-1 no grupo CS
foi maior do que a diminuicdo da expressao protdwdRS-1. Animais recuperados
(RS e RC) exibiram reducéo tanto da expressao danfosforilacdo das proteinas IR e
IRS-1. Neste contexto, a diminuicdo da fosforilagiolR e IRS-1 poderia ser uma
questao de estequiometria. A menor concentracdéigacdo IR e IRS-1, resultaria em
uma menor fosforilagdo do IR e consequentementemniateracdo entre IR e IRS-1,
que levaria entdo para uma menor fosforilacdo d&1RComo consequéncia, animais
mantidos com dieta a base de soja, tornaram-sstaetds a insulina, a julgar pela
concentracdo seérica basal da insulind, apdés carga de glicose e razad/AG.
Entretanto, ndo houve sinais clinicos e laboratorie diabetes e dislipidemia se
considerarmodG normal durante teste do GTT, concentracfes sédvasais da glicose
e triglicérides. Interessante ressaltar que, nogsimsais mantidos com dieta a base de
soja, exibiram um fendtipo similar aos ratos contandies combinadas de IR/IRE:1

que mostraram retardo moderado do crescimento, agicemia e hiperinsulinemia
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moderada e concentracdes de acidos graxos livmesar® (66). Entretanto, animais
recuperados (RC e RS), que também exibiram redde&oexpressoes IR e IRS-1,
mostraram baixas insulinemia basal e razéo indglunaose (uma indicacdo de aumento
da sensibilidade a insulina), e nenhuma alterag@o\lne raz&do Al/AG quando
comparados com os ratos controles (CC e CS).

Em virtude das diferencas nos niveis de insulimauldnte entre os ratos
recuperados e animais mantidos com dieta a basejdeparece que a resisténcia a
insulina resulta de um aumento da secrecéo denasiista suposicao é reforcada por
estudos que demonstram que um componente da sggajsieina, aumenta a secrecao
de insulina por sua capacidade de inibir a atived@&wsina quinase das células beta ou
por ativar a via AMPc-PKA (38,65). Tem sido sugerglie o grau de compensacéao das
célulasp correlaciona-se com o grau de resisténcia a mesuio tecido muscular e
adiposo, mais do que com resisténcia hepatica andmio. A resposta pancreatica é
provocada, possivelmente por fatores secretadostgablo muscular e adiposo, ou por
fatores portais que ndo estao presentes nos antoraisesisténcia hepatica a insulina
(66). E interessante notar que ratos recuperadaesiautricdo intra-uterina exibiram
aumento da sensibilidade a insulina, como um @soltdas alteracbes nas etapas
iniciais da via de transducéo do sinal do horm@mionusculo (52). Inversamente, tem
sido mostrado que a genisteina inibe a captac@tiabse no masculo esquelético (41)
e reduz a deposicdo de gordura e o tamanho dodcétdip (67) através da reducdo da
lipogénese, induzida pela acao da insulina @®elo aumento da lipdlise induzida por
epinefrina (68).

Classicamente, a supresséo do IR no figado temasshiciada a diminuicdo do
conteudo de glicogénio hepatico (9,69). Em nossades embora ratos recuperados

(RS e RC) e ratos mantidos com dieta a base de(6§a RS) tenham expressado
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menor conteudo de IR, apenas o0s ultimos gruposiraxibreducdo do glicogénio
hepatico. A baixa concentracdo do glicogénio hepatbservada em nossos animais
alimentados com dieta a base de soja, ndo nosesageu, pois, conforme descrito
anteriormente por Keppens (70), hepatdcitos fresoqmstos a genisteina, ativou a
enzima glicogénio fosforilase e inativou a glicoigésintetase.

Geralmente observa-se um aumento da concentrac@a s® glucagon em
animais alimentados com dieta a base de proteisajd€71,72p que poderia explicar
a deplecdo do glicogénio hepatico, ja que a sigdia do glucagon promove a
glicogendlise e, algumas vezes, inibe a sinteggictegénio no figado (73). Entretanto,
nossos animais alimentados com dieta a base de rejamostraram aumento da
concentracdo sérica de glucagon. Nos ratos RS hoaltesive um aumento da razéo
insulina/glucagon, as custas do aumento da corg@atrsérica de insulina. Portanto, o
aumento do glucagon ndo € uma explicacdo persugsva 0 baixo glicogénio
hepatico.

Visto que a insulina promove a ativacdo da Aktwatsada via PlI3-quinase,
conduzindo a varias consequéncias metabdlicas,ctaiso a sintese de glicogénio
(5,74), avaliamos a expressdo protéica das suliesdeegulatoria e catalitica da
enzima PI3-quinase (p85 e pl110, respectivamerda)Akt, como também, avaliamos a
associagdo do IRS-1/p-85 da PI3-quinase e a ftegféd da Akt, apds estimulo com
insulina. Tem sido demonstrado que a reducdo dae&sdo da p85 melhora
significativamente a sensibilidade a insulina (#)o aumento pode resultar em
resisténcia a insulina (76), pelo rompimento damhegb entre mondémero livre p85 e 0
heterodimero p85-p110. O aumento ou a diminuicaexpaessdo da p85 desloca este
balanco a favor tanto da p85 livre, como o comple8%-p110. Como o0 monémero e o

heterodimero competem pelo mesmo sitio de ligaggaroteina IRS, um desequilibrio
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poderia causar uma alteracdo da atividade da Ri&spi (77). Em nosso estudo,
ambas as expressdes da p85 e pl10 foram redundasipp CS em relacdo ao grupo
CC, e essas mudancas ndo foram acompanhadas palentauequivalente da
sensibilidade a insulina. Inversamente, no grup@aR8pressao da p85 foi aumentada,
mas a expressado da pll0 foi inalterada em relagagr@po RC, resultando em
resisténcia a insulina no primeiro grupo em relag@alltimo. Em ambos os grupos CS
e RS, houve diminuicdo da associacdo do IRS-1[gRilBase. Assim, o desequilibrio
estequiométrico entre p85/p110 € um argumento plaugara explicar a resisténcia a
insulina vista somente no grupo RS. No grupo C&dacdo da associacdo do IRS-
1/PI13-quinase parece resultar dos baixos niveiederilacdo do IRS-1.

A menor associacao IRS-1/PI3-quinase apo0s o esticwh insulina, causou
uma fosforilacdo da Akt diminuida no figado de saatimentados com dieta a base de
soja. No grupo HP, houve uma fosforilacdo reduzda relacdo a condicdo néo
estimulada. Também, nenhuma alteracéo foi verificedexpressao da Akt em todos os
grupos. O resultado observado no grupo HP vai @ordéro ao relatado por outros
autores, que afirmam nao haver necessariamente)agg@#io entre a quantidade de PI3-
quinase recrutada e o grau de fosforilacdo da 7Kt (

Finalmente, os dados do presente estudo, sugerena gieta a base de soja,
favorece o desenvolvimento da resisténcia a insulitravés de mecanismos celulares
que variam em funcao do estado nutricional prén.ratos recuperados, a dieta a base
de soja, resultou em resisténcia a insulina naligdevido, pelo menos em parte, ao
aumento da expressao da p85, que favoreceu a cedacassociacdo do IRS-1/PI3-
quinase. Em ratos controles, a resisténcia a mesplarece ter sido resultado da reducéo

da fosforilagdo do IRS-1 que determinou menor aagac do IRS-1 a PI3-quinase.

34



VIl — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Haber RC, Curi R, Carvalho CRO, Carpinelli AR. ®eéo da Insulina: Efeito
Autécrino da Insulina e Modulag&o por Acidos Graxds| Bras Endocrinol Metab.
2001; 45: 219-27.

2. Pessin JE, Saltiel AR. Signaling pathways in ims@ction: molecular targets of
insulin resistance. The Journal of Clinical Invgation. 2000 Jul; 106.

3. Berne RM, Levy MN. Fisiologia. 42 ed. Ed. Guanahi&oogan; 1998.

4. Boschero AC. Acoplamento da Estimulacdo-Secrecamsldina pelas Célulag

Pancreaticas. Arq Bras Endocrinol Metab. 1996;14@-55

5. Cross DAE, Alessi DR, Cohen P, Andjelkovich M & Heings BA. Inhibition of
glycogen synthase kinase-3 by insulin mediated rfoyem kinase B. Nature. 1995

Dec; 378: 21-8.

6. Brady MJ, Nairn AC, Saltiel AR. The regulation diygpgen synthase by protein
phosphatase 1 in 3T3-L1 adipocytes. Evidence fostantial role for DARPP-32 in
insulin action. J Biol Chem. 1997; 272: 29698-703.

7. Zecchin HG; Carvalheira JBC, Saad MJA. Mecanismokaulares de resisténcia a
insulina na sindrome metabdlica. Rev. Soc. Cardistado de S&o Paulo 2004;
4:574-89.

8. Carvalheira JB, Ribeiro EB, B. GR, Telles MM, Vdto LA, Gontijo JA,et al
Characterization of selective insulin resistance itsulin signaling in the
hypothalamus of obese Zucker rats'. Diabetes. Z8D2A 41.

9. Biddinger S, Khan CR. From Mice to Mem: Insightteirthe Insulin Resistance

Syndromes. Annu. Rev. Physiol. 2006; 68:20.1-20.36

35



10.Kahn CR. Current concepts of the molecular mechamisinsulin action. Ann Rev
Med. 1985; 36: 429-51.

11.Backer JM, Myers MG Jr, Shoelson SE, Chin DJ, Sun Miralpeix M, et al
Phosphatidylinositol 3'-kinase is activated by asgmn with IRS-1 during insulin
stimulation. Embo J. 1992; 11:3469-79.

12.Stein, RC, Waterfield, MD. PI3-kinase inhibition: targer for drug development?
Mol. Med. Today. 2000; 6: 347-57.

13.Kim YB, Nikoulina SE, Ciaraldi TP, Henry RR, KahnBB Normal insulin-
dependent activation of Akt/protein kinase B, witminished activation of
phosphoinositide 3- kinase, in muscle in type delias. J Clin Invest. 1999; 104:
733-41.

14. Saltiel A & Kahn CR. Insulin signalling and the tegtion of glucose and lipid
metabolism. Nature. 2001 Dec; 414: 799-806.

15. Saad MJA. Molecular mechanisms of insulin resistaBcaz J Med Biol Res. 1994,
27: 941-57.

16.Virkamaki A, Ueki K, Kahn CR. Protein-protein im&etion in insulin signaling and
the molecular mechanisms of insulin resistancelid IBvest. 1999 Apr;103: 931-
43.

17.Schinner S, Scherbaum WA, Bornstein SR and Ba#h®lolecular mechanisms of
insulin resistance. Diabet. Med. 2005; 22: 674-82.

18.Carvalho CRO, Saad MJA. Resisténcia a insulinazitdupor glicocorticéides:
investigacdo de mecanismos moleculares. Arq Brato&mol Metab. 1998; 42:
13-21.

19.Saad MJA, Hartmann LGG, Carvalho DS, Galoro CAOergtli SL, Carvalho

CRO. Effect of glucagon on insulin receptor sulistth (IRS-1) phosphorylation

36



and association with phosphatidylinositol 3-kinéBé 3-kinase). FEBS Lett. 1995;
370: 171-4.

20.Thirone ACP, Carvalho CRO, Brenelli SL, Velloso L&aad MJA. Chronic
treatment with growth hormone modulates the eathpss of insulin signal
transduction in the liver and muscle rats. Mol Eeitlocrinol. 1997; 130: 33-42.

21.Saad MJA, Maeda L, Brenelli SL, Carvalho CRO, P&®& Velloso LA. Defects in
insulin’s signal tranduction in liver and musclepségnant rats. Diabetologia. 1997;
40: 179-86.

22.Carvalho CRO, Brenelli SL, Silva AC, Nunes ALB, \6=o LA, Saad MJA. Effect
of aging on insulin receptor, insulin receptor stdige-1 and phosphatidylinositol 3-
kinase in liver and muscle of rats. J Endocrin®b@; 137: 151-9.

23.Cesaretti MLR, Junior OK. Modelos Experimentais Rlesisténcia a Insulina e
Obesidade: Licbes Aprendidas. Arq Bras Endocrinetad. 2006; 50: 190-7.

24.Hales CN, Barker DJP. Type 2 (non-insulin-dependeiaibbetes mellitus: the thrifty
phenotype hypothesis. Diabetologia. 1992; 35: 595-6

25.Desai M.; Crowther N.J.; Ozanne S.E.; Lucas A.;edaC.N. Adult glucose and
lipid-metabolism may be programmed fetal life. Biemical Society Transactions.
1995; 23: 331-5.

26.Desai M, Byrne CD, Zhang J, Petry CJ, Lucas A &ddaCN Programming of
hepatic insulin-sensitive enzymes in offspring af dams fed an isocaloric protein-
restricted diet. Am. J. Physiol. 1997; 35: G1083-90

27.0zanne SE, Smith GD, Tikerpae J, Hales CN. Alteegtilation of hepatic glucose
output in the male offspring of protein-malnouridhrat dams. Am J Physiol. 1996a;

270: E559-E64.

37



28.0zanne SE, Wang CL, Coleman N, Smith GD. Alteredctauinsulin sensitivity in

the male offspring of protein-malnourished rats. ArRhysiol. 1996b; 271: E1128-
34.

29.Latorraca MQ, Reis MA, Carneiro EM, Mello MA, Vello LA, Saad MJgt al.
Protein deficiency and nutritional recovery modalatsulin secretion and the early
steps of insulin action in rats. J Nutr. 1998; 1P843-9.

30.0zanne SE, Nave BT, Wang CL, Shepherd PR, PrirSmith GD. Poor fetal

nutrition causes long-term changes in expressiansaflin signaling components in

adipocytes. Am J Physiol. 1997; 273: E46—-E51

31.Shepherd PR, Crowther NJ, Desai M, Hales CN, Oz&teAltered adipocyte
properties in the offspring of protein malnourishats. Br J Nutr. 1997; 78: 121-9.
32.0zanne SE, Wang CL, Dorling MW, Petry CJ. Dissectid the metabolic actions

of insulin in adipocytes from early growth-retardele rats. J Endocrinol. 1999;

162: 313-9.

33.Holness MJ, Fryer LGD, Sugden MC. Protein reswittduring early development
enhances insulin responsiveness but selectivelpingensitivity to insulin at low

concentrations in white adipose tissue during er lategnancy. Br J Nutr 1996; 81:
481-89.

34.Bhathena SJ, Velasquez MT. Beneficial role of dietaghytoestrogens in obesity

and diabetes. J Clin Nutrition. 2002; 6: 1191-01.

35.Morais AAC, Silva AL. Soja e suas aplicacGe8ed3 Medsi Editora Médica e
Cientifica Ltda: 2000a.

36.Esteves EA, Monteiro JBR. Efeitos benéficos daflagonas de soja em doencas

cronicas. Ver. Nutr. 2001; 14: 43-52.

38



37.Anderson JJB, Garner SC. Phytoestrogens and huomamidn. Nutrition Today.
1997; 32: 232-9.

38.Liu D, Zhen W, Yang Z, Carter JD, Si H, Reynolds K&enistein acutely
stimulates insulin secretion in pancreatic betésctirough a cAMP-dependent
protein kinase pathway. Diabetes. 2006; 55: 1043-50

39.Szkudelska K, Nogowski L, Szkudelski T. Genisteifiees lipogenesis and
lipolysis in isolated rat adipocytes. J Steroiddiem Mol Biol. 2000; 75: 265-71.

40.Abler A, Smith JA, Randazzo PA. Genistein differally inhibits postreceptor
effects of insulin in rat adipocytes without intibg the insulin receptor kinase. J
Biol Chem. 1992; 26): 3946-51.

41.Huppertz C, Fischer BM, Kim YB. Uncoupling prot8nUCP3) stimulates glucose
uptake in muscle cells through a phosphoinosititéadse-dependent mechanism. J

Biol Chem. 2001, 276): 2520-9.

42.0hno T, Kato N, Ishii C, Shimizu M, Ito S, Tomonggsawazu Set al. Genistein
augments cyclic adenosine 3*5*- monophosphate (cAdMIeumulation and insulin

release in MING cells. Endocrine Research. 1993279-85.

43.Jonas JC, Plant TD, Gilon P, Detimary P, NenquinHdnquin JCegt al. Multiple
evicts and stimulation of insulin secretion by ti®sine kinase inhibitor genistein
in normal mouse islets. British J Pharmacol. 199%: 872—80.

44.Nogowski L, Mackowiak P, Kandulska K. Genisteinuicdd changes in lipid
metabolism of ovariectomized rats. Ann Nutr Meth®98; 42: 360-6.

45.Fajans SS, Floyd JC, Knof RF Jr, Conn FW. Effecamino acids and proteins on

insulin secretion in man. Recent Prog Horm. 1997,647-62.

39



46.Sanchez A & Hubbard RW. Plasma amino acids anchthwin/glucagon ratio as an
explanation for the dietary protein modulation tifeaosclerosis. Med. Hypotheses.
1991; 35: 324-9.

47.Blachier F, Mourtada A, Sener A, Malaisse WJ. Stimtsecretion coupling of
arginine-induced insulin release. Uptake of metabdl and nonmetabolized
cationic amino acids by pancreatic islets. J Endotr1989; 124: 134-41.

48.Grodsky GM, Bennett LL. Céation requirements foruilrs secretion in the isolaled
perfused pancreas. Diabetes. 1996; 15: 910-2.

49.Lavigne C, Marette A, Jacques H. Cod and soy prsteompared with casein
improve glucose tolerance and insulin sensitivityrats. Am J Physiol Endocrinol
Metab. 2000; 278: E491-EO0O.

50.Schwenk WF, Haymond MW. Effects of leucine, isolee¢ or threonine infusion
on leucine metabolism in humans. Am J Physiol Endot Metab. 1987; 253:
E428-E34.

51.Mifana-Solis MC, Escobar C. Increased Suscepifhitit Metabolic Alterations in
Yong Adult Females Exposed to Early Malnutritiont. . Biol. Sci. 2007; 3: 12-9.

52.Latorraca MQ, Carneiro EM, Boschero AC, Mello MAIRrotein deficiency during
pregnancy and lactation impairs glucose-inducedlimsecretion but increases the

sensitivity to insulin in weaned rats. Br J Nut®98; 80: 291-7.

53.0liveiraEA, Veloso VR, Arante¥C, CarneiroEM, Boschero AC, Latorraca MQ.
Nutritional recovery with soybean flour diet impethe insulin response to glucose

load without to modify glucose homeostase. No p2€lo7.

54.Manual para Técnicos em Laboratérios. Comissdoradng do Colégio Brasileiro

de Experimentacdo Animal (COBEAY, &d. 1996.

40



55.Reeves PG, Nielsen FH, Fahey CG Jr. AIN-93 purifleds for laboratory rodents:
reports of the American Institute of Nutrition adchworking committee on the
reformulation of the AIN-76 rodent diet. J Nutr.98) 123: 1939-51.

56.DINAL 4.3260.0003.01-2. Divisdo Nacional de Vigitha Sanitaria de
alimentos/DINAL da Secretaria Nacional de Vigilan8anitaria.

57.Matthews JNS, Altman DG, Campbell MJ, Royston P.alksis of serial
measurements in medical research. Br Med J. 199@3D-5.

58.Hassid WZ, Abrahams S. Chemical procedures foryaisalof polysaccharides.
Meth Enzymol. 1957; 3: 34-6.

59. Sjorgreen B, Nordenskjold T, Holmgren H, Wollerstrd Bertrag zur kemtmis des
leberrhythmic. Pflligers Arch. Gesante MenschemrTi&38; 240-7.

60.Bradford, MM. A rapid and sensitive method for theantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle ofqgtein-dye binding. Anal. Biochem.
1976; 72: 248-54.

61.DoumasBT, Watson WA, Biggs HG. Albumin standards and meaments of
serum albumin with bromocresol green. Clin ChimaAd971; 31: 87-96.

62.Scott AM, Atwater I, Rojas E. A method for the sitaneous measurement of
insulin release and B cell membrane potential mglsi mouse islets of Langerhans.
Diabetologia. 1981; 21: 470-5.

63.Sokal RR, Rohlf FJ. Biometry: The Principles andadfice of Statistics in
Biological Research, W. H. Freeman and Company, Mewik. 1995; 392-50.

64.Akiyama T, Ishida J, Nakagawa S, Ogawaradtial. Genistein, a specific inhibitor

of tyrosine-specific protein kinases. J Biol Cha®87; 12: 5592-95.

41



65.Sorenson R, Brelje CT, Roth C. Effect of tyrosirieake inhibitors on islets of
Langerhans: evidence for tyrosine kinases in tlygladion of insulin secretion.
Endocrinol. 1994; 4: 1975-8.

66.Kido Y, Burks DJ, Withers D, Bruning JC, Kahn CRhit¢ MF, Accilil D. Tissue-
specific insulin resistance in mice with mutatiamghe insulin receptor, IRS-1, and
IRS-2. J. Clin. Inves2000; 105: 199-05.

67.Naaz A, Yellayi S, Zakroczymski MA, Bunick D, DoergDR, Lubahn DB,
Helferich G, Cooke P. The soy isoflavone genistiareases adipose deposition in
mice. J Endocrinol. 2003; 8: 3315-20.

68.Harmon AW, Harper JB. Diferential effects of flawods on 3t3-L1 adipogenesis

and lipolysis. Am J Physiol Cell Physiol. 2001; 28807-C13.

69. Michael MD, Kulkarni RN, Postic C, Previs SF , Shah GIl, Magnuson MA, Kahn
CR. Loss of Insulin Signaling in Hepatocytes Le#&mlsSevere Insulin Resistance

and Progressive Hepatic Dysfunction. Molecular G000 Jul; 6: 87-7.

70.Keppens S. Effect of genistein on both basal andagon-induced levels of camp
in rat hepatocytes. Biochemical Phammcolo_? y. 15651303-4.

71.Torres N, Torre-Villalvazo,ITovar AR. Regulation of lipid metabolism by soy
protein and its implication in diseases mediatedifng disorders. J Nut Biochem.
2006 Jun; 17: 365-73.

72.Tovar AR, Ascencio C, Torres N. Soy protein, cas®id zein regulate histidinase
gene expression by modulating serum glucagon. Apmykiol Endocrinol Metab.

2002; 283:E1016-E22.

73.Jiang G, Zhang B. Glucagon and regulation of glacoetabolism. Am J Physiol

Endocrinol Metab. 2003; 284: E671-ES8.

42



74.Burgering BM, Coffer PJ. Protein kinase B (c-Akt) phosphatidyllinositol-3-OH

kinase signal transduction. Nature. 1995; 376: B29-

75.Terauchil Y, Tsuji Y, Satoh S, Minoura H, Murakamil Okuno A, et al.
Increased insulin sensitivity and hypoglycaemianice lacking the p85a subunit of

phosphoinositide 3-kinase. Nature genetics. 1999 Fe.

76.Barbour LA, Shao J, Giao L, Leitner W, Anderson Mcob E. Friedman JEt al.
Human Placental Growth Hormone Increases Expressiotne P85 Regulatory
Unit of Phosphatidylinositol 3-Kinase and Trigge®svere Insulin Resistance in

Skeletal Muscle. J Endocrinol. 2004 Mar; 145: 1504-

77.Draznin Boris. Molecular mechanisms of insulin séance: Serina phosphorylation

of insulin receptor substrate-1 and increase esrof p8a. Diabetes. 2006; 55.

78.Fruman DA Mauvais-Jarvis F, Pollard DA, Yballe CM, Brazil Bronson RT et
al. Hypoglycaemia, liver necrosis and perinatal deatimice lacking all isoforms of

phosphoinositide 3-kinase p85. Nature Genetics02P6.

43



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

