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RESUMO

Com o objetivo de determinar os niveis plasmaticos de leptina em ratas Wistar
adultas (90 dias * 7 dias) submetidas a tipos especificos de estresse, realizou-se
um estudo prospectivo no qual o estimulo foi realizado na fase do proestro. Apds
24 horas do inicio dos estimulos, as amostras foram colhidas por decapitacao,
centrifugadas e estocadas para a analise da leptina por radioimunoensaio (RIA).
As ratas foram divididas em quatro grupos: grupo | (n=14) grupo-controle; grupo Il
(n=16) submetidas a laparotomia e anestesiadas com 2,2 tribromoetanol 2,5% 1
mg/100 mL de peso; grupo lll (h=15) submetidas a auséncia de luz por 24 horas;
e grupo IV (n=15) submetidas a estimulo luminoso (luz fria 20 watts) por 24 horas.
Nao houve variagado de peso quanto aos grupos. No grupo |, a leptina variou de
0,476 a 6,714 ng/mL, com mediana de 2,667 ng/mL; no grupo ll, de 0,384 a 1,448
ng/mL, com mediana de 0,895 ng/mL; no grupo lll, de 0,484 a 2,346 ng/mL, com
mediana de 1,856 ng/mL; no grupo IV, de 1,003 a 3,181 ng/mL, com mediana de
2,024 ng/mL. Concluiu-se que os niveis plasmaticos de leptina mostraram-se
significativamente diminuidos em ratas adultas Wistar submetidas ao estresse

cirargico quando comparadas as dos demais grupos.

Palavras-chave: Leptina. Ratas adultas Wistar. Estresse cirurgico. Estresse

luminoso.
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1 INTRODUCAO

Baseados em estudos prévios, em 1994 Zhang et al. clonaram e sequenciaram
em ratas o gene da obesidade. Esse gene codifica um acido ribonucléico
mensageiro (RNAm) de 4,5Kb, sendo 84% de sua sequéncia de aminoacidos
idénticos entre ratos e humanos. Para conseguir o sequenciamento dos genes
mutantes (gene OB) em humanos, foi necessario obter inicialmente o
mapeamento genético para posterior isolamento. Nesse estudo foi identificado o
produto do gene da obesidade, que € uma proteina de 16KDa com 167
aminoacidos, sintetizada nos adipécitos e que age no nivel hipotalamico
informando-o a respeito do estado nutricional organico. Como resposta, o
hipotalamo gera aumento no metabolismo basal e redugdo do apetite, com a
finalidade de diminuir o conteudo lipidico corporal. Por agir de tal forma, essa
proteina passou a ser denominada leptina (do grego leptds; magro) — (HALAAS et
al., 1995).

Recentemente, estudos demonstraram, pelo aumento nas concentracbes de
horménios, de citocinas e de leptina, que esta ultima é importante na regulagao
do estresse em humanos e animais (JANIK et al., 1997; MOHAMED-ALI,
PINKNEY; COPPACK, 1998; ROCK et al, 1992; STRATTON et al., 1997;
WARREN et al., 1999; ZUMBACH et al., 1997).

A acdo da leptina através de seus receptores (OB-R), que sado largamente
distribuidos no sistema nervoso central (SNC) e 6rgaos periféricos, parece ter seu
principal alvo no controle da expressao do neuropeptideo Y (NPY), conhecido por
produzir hiperfagia (CIOFFI et al, 1997; ELMQUIST et al., 1998; GHILARDI;
SKODA, 1997; GRINSPOON et al., 1996; HAKANSON et al, 1998;
HOUSEKNECHT; PORTOCARRERO, 1998; MERCER et al, 1996;
ROHNER-JEANRENAUD et al., 1996; SCHWARTZ et al., 1996; TARTAGLIA,
1997).
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A leptina e o NPY estdo envolvidos no controle da fungdo do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal, com efeitos estimulatorios ou inibitérios, conforme
sugerem dados disponiveis (HOCHOL et al., 2000).

A leptina aumenta a expressao do RNAm do horménio liberador de corticotropina
(CRH), principalmente nos nucleos paraventriculares do hipotalamo. Também
eleva ou inibe a liberacdo de CRH de fragmentos de hipotalamo em ratos e
camundongos (HEIMAN et al., 1997; HUANG; RIVEST; RICHARD, 1998), além
de aumentar a secrecdo do hormébnio adrenocorticotréfico (ACTH) em
corticotropos in vitro (RABER et al., 1997) e os niveis sanguineos de ACTH e
glucocorticéides in vivo (AL-BARAZANJI et al., 1997; MALENDOWICZ et al.,
1998; VAN DIJK et al., 1997). Outros estudos in vivo ndo demonstraram agao
inibitéria ou efeito da leptina (HENRY et al.,, 1999; LADO-ABEAL et al., 1999;
SCHWARTZ et al., 1996; THORNTON et al., 1997).

Existem evidéncias de uma alga de retroalimentagdo negativa entre secregéo de
ACTH e niveis séricos de leptina (SPINEDI; GAILLARD, 1998). A leptina
retroalimenta a produgédo de cortisol, considerado o mais importante horménio
que induz estresse em humanos (WALLACE; SATTAR; McMILLAN, 2000).

Nao esta claro se o aumento nas concentracbes de cortisol eleva os niveis
séricos de leptina. Trabalhos tém descrito que concentragcdes de leptina estdo
aumentadas apos administragdo de curta duragdo de cortisol em pacientes
normais (LARSSON; AHREN, 1996). Em contrapartida, nas pacientes com
hipercortisolemia  crbnica enddgena, as concentragbes de leptina
apresentaram-se pouco aumentadas ou apropriadas para o indice de massa
corporal (IMC) — (MASUZAKI et al., 1997; WIDJAJA et al., 1998).

Ficou também constatado que em situagdes de estresse crénico, como o cancer,
os niveis de leptina sao baixos (WALLACE; SATTAR; McMILLAN, 1998).

E importante a investigacdo dos efeitos da leptina na fungdo do eixo

hipotalamo-hipéfise-adrenal do rato em condicbes basais e de estresse
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(HOCHOL et al., 2000). Foi demonstrada, em ratos submetidos a estresses
distintos (éter e frio), uma resposta diferente do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal,
além dos seus efeitos terem sido modulados diferentemente pela galanina e a
substancia P (MALENDOWICZ et al., 1994; 1996).

Para avaliar essas correlagdes, foi estudado o efeito agudo do estresse luminoso,
o estresse agudo da auséncia de luminosidade e o efeito do estresse cirurgico
agudo comparado com grupo-controle, em ratas adultas Wistar na mesma fase

do ciclo estral.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histoérico

A leptina € uma proteina codificada pelo gene da obesidade (ob), secretada pelos
adipdcitos e descoberta por clonagem posicional por Zhang et al. (1994). Atua no
sistema nervoso central (SNC) como fator de sinalizagdo para regular a
homeostase do peso corporal e a energia consumida (CAMPFIELD et al., 1995;
PELLEYMOUNTER et al., 1995). Primeiramente, pensava-se que fosse um
hormonio antiobesidade, mas existem evidéncias de que ela participa de varios
processos metabdlicos e enddcrinos, incluindo-se a fungdo reprodutiva
(MESSINIS et al., 1999).

Camundongos geneticamente obesos (ob/ob), isto €, que ndo produzem leptina e
que séo obesos, hiperfagicos e inférteis perdem peso e restauram sua fertilidade
apo6s a administragéo de leptina recombinante (BARASH et al., 1996; CHEHAB et
al., 1996; PELLEYMOUNTER et al., 1995).

Cinco mutagdes recessivas gerando fendtipo obeso em camundongos foram
descritas por Zhang et al. (1994). A primeira foi relatada em 1950 e ocorria em
um unico gene (ob), que provoca obesidade e diabetes tipo Il como parte de uma
sindrome que se assemelha a obesidade morbida em humanos. O defeito
primario e o sitio da sintese do produto do gene ob ndo eram conhecidos até
1994 (ZHANG et al., 1994).

No cérebro, o nucleo ventromedial do hipotalamo (VMN) é considerado o mais
importante centro de saciedade no SNC. Lesdes no nucleo ventromedial do
hipotalamo levam ao aumento da ingestdo de alimentos e a diminui¢do do gasto

energético, produzindo mais ganho de peso (ZHANG et al., 1994).
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Lavoisier e Laplace ja afirmavam, em 1783, que o balango energético era
regulado fisiologicamente. Teorias foram propostas para explicar como seria a
sinalizagdo para o cérebro com o intuito de controlar o balango energético. Foi
entdo aventada por Kennedy (1953) a teoria da lipostase, que sugeria ser o
controle da gordura corporal feito pelo SNC a partir de produto do metabolismo
lipidico circulante no plasma, que interagiria com o hipotdlamo. Meyer (1955)
propés a teoria da glicostase, na qual a glicose seria o sinal para a regulagao da
reserva energética. Brobeck (1948) preconizou que a temperatura corporal era
importante sinal para o SNC, controlando a ingestdo de alimentos. A
incapacidade de identificar substancias do metabolismo lipidico invalidava a teoria
da lipostase e as outras duas teorias ndo explicavam plenamente como era a
regulacdo do balango energético in vivo. O experimento de Hervey (1959) revelou
que a transfusdo de sangue de animais com lesdo no nucleo ventromedial do
hipotalamo resultava em diminuigdo de ingestdo alimentar nos animais normais,
enfatizando que pelo menos um componente na circulagdo sanguinea a ser

descoberto revelava o centro da saciedade (apud ZHANG et al. 1994).

O nome leptina (do grego leptos, que significa magro) foi proposto por Halaas et

al. (1995), sendo LEP o simbolo preferido para designar o gene.

A literatura tem destacado que a leptina ndo é apenas um mensageiro derivado
do tecido adiposo para informar ao cérebro a quantidade de energia armazenada,
mas um crucial horménio para diversos processos fisiolégicos, como inflamagéo,
angiogénese, hematopoiese, fungdo imune e reproducdo (BOULOUMIE et al.,
1998; FANTUZZI; FAGGIONE, 2000; MANTZOROS, 2000). Os adipécitos
secretam uma variedade de moléculas metabolicamente ativas, incluindo os
acidos graxos livres (que diminuem a taxa de oxidagdo de glicose nos tecidos
periféricos), a adipsina e outros fatores de complementos envolvidos na defesa
imune, como o fator de necrose tumoral alfa (que pode ser um importante
determinante na insulino-sensibilidade) e a angiotensina (que promove a

diferenciagao entre células pré-adipécitos e adipdcitos) - (WEIGLE, 1997).
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Esse produto da transcricao do gene ob que regula a saciedade, a termogénese
e a taxa metabdlica mantém um elo de comunicacdo entre o SNC e o tecido
adiposo, cujo objetivo principal parece ser o controle da expressdao do NPY,
conhecido por produzir hiperfagia. Tanto a leptina como o NPY estao envolvidos
também no controle da fungdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA),

ressaltando um efeito estimulatério ou inibitério (HOCHOL et al., 2000).

A regulagao da ingestao de alimentos e o gasto energético sdo acompanhados
por atividades de varias regides cerebrais. Entretanto, a estimulagédo génica e as
lesdes experimentais sinalizam que o hipotalamo é critico para a integragdo do
balango energético (DALLMAN et al., 1995).

O nucleo hipotaldmico medial tem diferentes efeitos no balango de energia. A
perda dos efeitos da atividade normal do nucleo ventromedial (VMN) e
paraventricular (PVN) do hipotalamo pode ser distinguida prontamente entre eles
(BELL et al., 2000). Entretanto, a atividade do PVN e do nucleo arcuado (ARC) é
importante para a manutencdo do peso corporal normal. Os efeitos das lesbes

nesses dois grupos sao dificeis de serem distinguidos entre si (BELL et al., 2000).

Disrupgao da atividade no ARC ou no PVN resulta em obesidade caracterizada
pelo aumento da ingestdo de alimentos nos periodos de luz e noite e diminuigéo

da perda de peso durante o periodo de luz do dia (BELL et al., 2000).

Terminagdes de neurdnios do ARC inervam fortemente o PVN e pelo menos dois
peptideos derivados de proteinas sintetizadas no ARC sao importantes na
regulacdo do balango energético. O NPY que estimula a ingestao de alimentos
quando injetado dentro do PVN causa obesidade quando infundido no sistema
intracérebro-ventricular (ICV) - (STANLEY et al., 1992).

Em roedores com obesidade de origem genética devido a um defeito na sintese
ou nos receptores de leptina, ha elevacdo do RNAm prepro-NPY no ARC
(SANACORA et al., 1990) e do NPY no PVN (McKIBBIN et al., 1991), sugerindo

que o aumento da ingestdo de alimentos poderia ser resultado da hipersecrecéo
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de NPY no PVN. Por outro lado, o horménio estimulante de a-melandcitos
(a-MSH), que é um peptideo derivado da proopiomelanocortina (POMC),
sintetizado no ARC, inibe a ingestdo de alimentos quando injetado no PVN ou
infundido no sistema ICV (FAN et al., 1997; MURPHY et al., 1998).

Camundongos com lesdes genéticas do receptor de melanocortina também s&o
obesos, indicando que esse sistema reprime a ingestao de alimentos (HUSZAR et
al., 1997).

Peptideos derivados POMC e NPY interagem com o eixo HPA. Ambos inervam
neurénios do CRH no PVN, evidenciando que eles podem regular a atividade do
eixo HPA (LIPOSITS; SIEVERS; PAULL, 1988). O NPY injetado agudamente no
PVN estimula a secre¢cao do ACTH (WAHLESTEDT et al., 1987); e o a-MSH
infundido no sistema ICV inibe a secre¢ao de ACTH (CALOGERO et al., 1988;
SHALTS et al., 1992).

A consideravel inervagcdo do PVN por axénios do ARC e os conhecidos efeitos
dos peptideos derivados NPY- e POMC- no balango energético e na fungéo do
HPA mostram que NPY e a-MSH podem regular a saciedade e a atividade
adrenocortical (BELL et al., 2000).

Receptores de leptina (OB-R) estdo presentes em varios nucleos hipotalamicos,
onde a leptina aumenta a expressdo do CRH RNAm no PVN (HOCHOL et al.,
2000).

Alguns trabalhos demonstram que a leptina aumenta a liberagdo de CRH em
cultura de tecido hipotalamico (COSTA et al., 1997; HOCHOL et al., 2000;
NISHIYAMA et al., 1999; POWIS; BAINS; FERGUSON, 1998; RABER et al,;
1997; ZAMORANO et al., 1997) e outros referenciam seu efeito inibitério
(HEIMAN et al., 1997; HOCHOL et al., 2000; HUANG; RIVEST; RICHARD, 1998).
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Receptores de leptina estao presentes na hipdfise. A leptina aumenta o ACTH em
células corticotroficas in vitro (RABER et al., 1997) e o ACTH eleva os niveis

plasmaticos de glicocorticéides in vivo em ratos (HOCHOL et al., 2000).

Mas também existem estudos que ndo demonstram o efeito da leptina, nem
mesmo uma agao inibitéria (HEIMAN et al., 1997; HOCHOL et al., 2000; HUANG;
RIVEST; RICHARD, 1998; LICINIO et al., 1997; NISHIYAMA et al., 1999; POWIS;
BAINS; FERGUSON, 1998; RABER et al., 1997; SCHWARTZ et al., 1996).

Ha indicios da existéncia de uma alga de controle negativo entre a secregao de
ACTH hipofisario e niveis circulantes de leptina (HOCHOL et al., 2000; SPINEDI;
GAILLARD, 1998).

2.2 Leptina e reprodugao

Receptores de leptina (OB-R) sdo expressos no plexo cordide, leptomeninges e
hipotalamo (BASKIN et al., 1999; BRANN et al., 2002; FEI et al., 1997; SHIODA
et al., 1998; ZAMORANO et al., 1997). Esses receptores localizados no plexo
coroide e leptomeninges estdo envolvidos no transporte de leptina através da
barreira hemato-encefalica (BRANN et al., 2002). No hipotalamo, a isoforma
OB-Rb é a predominante, sendo altamente expressa no ARC, VMN e PVN, que
sao nucleos importantes na regulagao da saciedade e da reprodugao (BRANN et
al., 2002; ELMQUIST et al., 1998; FEI et al., 1997; HAKANSSON et al., 1998;
MERCER et al., 1996; ZAMORANO et al., 1997).

Estudos imuno-histoquimicos demonstraram localizagdo similar de proteinas de
receptores OB-R nos nucleos hipotalamicos de ratos e humanos (COUCE et al.,
1997; MERCER et al., 1996).

Expressdo de RNAm OB-R esta presente em neurdnios produtores de horménio
liberador das gonadotrofinas (GnRH). Outros sitios extra-hipotalamicos de OB-R
sao: hipdfise, células epiteliais mamarias, ovarios, utero, placenta, testiculos e
estdbmago (BRANN et al., 2002; CIOFFI et al., 1997; HOGGARD et al., 1997,
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KARLSSON et al., 1997; KITAWAKI et al., 2000; MIX et al., 2000; ZAMORANO et
al., 1997).

Receptores a de estrogénios foram identificados co-localizados em neurbnios
positivos para OB-R no hipotalamo de ratas (DIANO et al., 1998), indicando que o
estrogénio regula niveis hipotaldamicos de OB-R (BRANN et al., 2002).

Bennett et al. (1998) demonstraram que o tratamento com 17-p estradiol em ratas
ooforectomizadas diminui a expressdao do gene OB-Rb no ARC e VMN. Em
estudo posterior, esses mesmos autores relataram que os niveis de OB-R no
ARC e VMN nao se correlacionaram com niveis de estradiol em ratas ciclando
regularmente (BENNETT et al., 1999).

Uma queda nos niveis de RNAm OB-R no proestro foi constatada no plexo
coroide, que foi inversamente correlacionado com os niveis circulantes de 17-3
estradiol (BRANN et al., 2002).

Niveis extra-hipotalamicos de OB-R podem estar sujeitos a regulagdo por
esterdides, como os niveis de RNAm OB-R no endométrio, que flutuam durante
todo o ciclo menstrual em humanos, com niveis mais altos na fase lutea precoce
(BRANN et al., 2002; KITAWAKI et al., 2000).

O dimorfismo sexual estd presente nas concentragdes de leptina. Fémeas
apresentam niveis plasmaticos mais altos que os machos, independentemente do
indice de massa corporal (IMC) e da distribuigdo da gordura corporal. O
mecanismo para o0 entendimento desse dimorfismo ainda ndo esta
completamente esclarecido. Portanto, alguns trabalhos sugerem que a fungao
gonadal e, consequentemente, os niveis de esterdides sexuais circulantes podem
exercer papel importante na regulagdo da expresséo e producdo do gene da
leptina. A partir dessa teoria, observou-se diminuicdo da expressdo de RNAmM
leptina em tecido adiposo subcutaneo, retroperitoneal, perimétrico e peri-renal em
ratas ooforectomizadas. Os niveis de leptina diminuiram apds oito semanas em

ratas ooforectomizadas e reverteram-se com o tratamento de 17- B-estradiol
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(SHIMIZU et al., 1997). Por outro lado, alguns autores observaram aumento da
expressdo do gene da leptina e dos niveis plasmaticos de leptina em ratas
ooforectomizadas (BRANN et al, 1999; MACHINAL et al., 1999).

A localizacido do receptor de leptina no eixo hipotalamo-hipéfise indica que essa
proteina influencia o controle neuroendécrino da reprodugédo (BRANN et al.,
2002). A leptina estimula a liberagado de gonadotrofinas por intermédio da hipéfise
e/ou agindo em regides hipotalamicas (BRANN et al., 2002; YU et al., 1997b).

Estudos em cultura de tecidos hipofisarios demonstraram que a leptina induziu de
maneira dose-dependente o aumento na liberagdo de hormdnio luteinizante (LH),
horménio foliculo-estimulante (FSH) e prolactina (BRANN et al., 2002; YU et al.,
1997b).

A leptina aumenta a secregao de GnRH in vitro de fragmentos hipotalamicos do
nucleo ARC e eminéncia média (BRANN et al., 2002; YU et al., 1997b). Em
fragmentos do hipotalamo retroquiasmatico, a leptina aumentou também a
amplitude de pulso em todas as fases do ciclo estral em ratas, mas n&o a
aumentou em ratos (BRANN et al., 1999; PARENT et al., 2000).

Além do mais, a leptina pode atuar diretamente nos neurdnios produtores de
GnRH ou indiretamente através de interneurénios para a liberacdo de GnRH
(BRANN et al., 2002).

O peptideo regulador cocaina—anfetamina (CART), expresso na eminéncia
meédia, pode mediar em parte a acdo da leptina, demonstrando que tratamento
com anticorpo CART atenua a estimulagao da pulsatilidade de GnRH, enquanto
um antagonista do receptor NPY Y5 mostrou-se sem efeito na acado da leptina
(PARENT et al., 2000) que, por sua vez, diminui o RNAmM NPY no hipotalamo; e o
NPY estimulou a secre¢cdo de GnRH (BRANN et al., 2002).

A leptina sofre influéncia dos horménios esteroidais e pode atuar estimulando a

liberacdo de LH, sendo hipotetizado, o que pode ser um importante sinal no
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desenvolvimento da puberdade. Alguns autores, entretanto, acreditam que ela
ndao é o sinal primario para o inicio da puberdade, mas atua como fator
permissivo (CHEUNG et al., 1997). Estudos em ratos descreveram que niveis de
leptina aumentaram com 47 dias, coincidindo com a elevagao da testosterona.
Isso permitiu concluir que em ratos néo se verificou a agao da leptina no comeco
da puberdade (NAZIAN; CAMERON, 1999). Em ratas, houve aumento dos niveis
de leptina na fase juvenil tardia do desenvolvimento, diminuindo no periodo
peripuberal. A leptina ndo agiu na liberagédo de LH de ratas nas quatro fases do
ciclo estral durante o primeiro ciclo estral (BRANN et al., 2002; DEARTH; HINEY;
DEES et al., 2000).

O controle da leptina na reprodugcdo tem sido intensamente estudado.
Mecanismos de ativagdo de vias de sinalizagdo intracelular e agdes
neuroenddcrinas sao importantes no controle da reprodugdo. A chave do efeito
neuroenddcrino reprodutivo € a regulagao da secregao de gonadotrofinas. A agao
da leptina é alcangada por meio de seus efeitos no hipotalamo controlando a
liberagdo de GnRH, além de efeitos diretos na hipofise (BRANN et al., 2002) .

2.3 Leptina e eixo hipotalamo-hipéfise-ovariano

Sabe-se que a leptina atua na regulagdo do eixo hipotalamo-hipéfise-ovariano.
Lebrethon et al. (2000b) e Moschos, Chan e Montzoros (2002) relataram que ela
acelera a pulsatilidade do GnRH, mas ndao a amplitude em neurdnios do nucleo
arcuado de maneira dose-dependente. Cunningham, Clifton e Steiner (1999)
observaram a presencga de receptores de leptina em neurdnios secretores de
GnRH. Magni et al. (1999), estudando in vitro neurénios secretores de GnRH,

referiram que a leptina estimula a liberagao de GnRH.

O mecanismo pelo qual a leptina atua na liberaggo de GnRH ¢é
predominantemente indireto, agindo nos interneurbnios secretores de
neuropeptideos como CART, peptideo galanina simile e/ou hormdénio
concentrador de melanocortina na zona incerta do hipotamo. A leptina pode

aumentar a liberagdo de O6xido nitrico de interneurbnios adrenérgicos que
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induzem a liberacdo de GnRH e de seus neurbnios secretores por meio da
ativagdo da guanilato-ciclase e da ciclooxigenase 1 (JUREUS et al, 2000;
LEBRETHON et al., 2000b; MURRAY et al., 2000; PARENT et al., 2000; YU et
al., 1997a).

O neuropeptideo Y (NPY) pode ter efeito estimulatério ou inibitério na secregéo
de GnRH, dependendo do sitio de administragdo, espécie, sexo e se injetado
aguda ou cronicamente. A exposicdao de NPY aguda em hipotalamos de ratos
pré-puberes aumenta a pulsatiidade da secrecdo de GnRH, enquanto a
administracdo crénica no sistema intracérebro-ventricular (ICV) inibe-o
(LEBRETHON et al., 2000a; PIERROZ et al., 1996).

E evidente que a leptina ndo é o unico regulador da secrecdo de GnRH, mas atua
juntamente com outras moléculas por meio de distintas vias de sinalizagao e
mecanismos (TERASAWA, 1998).

Ja na hipdfise anterior, ela tem efeito direto, devido a 90% dos gonadotropos da
haste hipofisaria e 30% dos gonadotropos da parte distal expressarem seus
receptores. Ela pode estimular diretamente a liberacao de LH e, em menor
extensdo, o FSH via ativacdo da o6xido nitrico sintase (NOS) nos gonadotropos
(IQBAL et al., 2000; JIN et al., 1999; YU et al., 1997a).

A leptina pode agir de maneira enddcrina ou paracrina nas gbnadas devido a
presenca de receptores na superficie de células foliculares, incluindo teca,
granulosa, células intersticiais e células de Leydig (CAPRIO et al., 1999;
KARLSSON et al, 1997). Injetada periodicamente in vivo ou em ovarios
perfundidos in vitro, reduz as ovulacdes sem alterar o numero de foliculos
pré-ovulatorios ou a secreg¢ao de esterdides na auséncia de aumento de fatores
de crescimento (DUGGAL et al., 2000). Em médias e altas doses fisiolégicas, a
leptina parece antagonizar o efeito aumentado de varios fatores de crescimento,
como fator de crescimento insulino-simile-1 (IGF-1); fator transformador de
crescimento beta (TGF-B); insulina; e glucocorticoides na esteroidogénese

estimulada por FSH/ LH em células da teca ovariana e do foliculo durante o ciclo
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menstrual. Concentragdes altas no ovario suprimem a producédo de estradiol e
interferem no desenvolvimento e na maturagcdo de foliculos (AGARWAL et al.,
1999; BARKAN et al., 1999; BRANNIAN; HANSEN, 2002; KITAWAKI et al., 1999;
MOSCHOS; CHAN; MANTZOROS, 2002; SPICER; FRANCISCO, 1998;
ZACHOW; WEITSMAN; MAGOFFIN, 1999).

O efeito indireto da leptina na reproducao pode ser relatado pela sua alteragao no
metabolismo periférico, aumentando a captagdo de glicose, gluconeogénese
hepatica e oxidacdo de acidos graxos e carboidratos (KAMOHARA et al., 1997,
ZHOU et al., 1997).

Em hamsters, a interrupcao do ciclo estral e do comportamento sexual induzido
pela inibicdo da glicose intracelular e oxidagdo de acidos graxos pode nao ser
revertida pela administragao de leptina, implicando que esta deve atuar em nivel
mais alto da via metabdlica ou através de outras vias metabdlicas ou nao
metabdlicas, o que significa que a reproducéo ocorre normalmente (MOSCHOS;
CHAN; MANTZOROS, 2000; SCHNEIDER; ZHOU, 1999).

2.4 Leptina e ciclo estral

Varios trabalhos referenciaram que a leptina atua como importante regulador do
eixo hipotalamo-hipdfise-ovariano. Carro et al. (1997), estudando o efeito dessa
proteina na pulsatilidade de LH e ciclo estral em ratas adultas Sprague-Dawley,
encontraram que a administragdo de soro antileptina no sistema
intracérebro-ventricular diminui significantemente a pulsatilidade do LH em
relacdo ao grupo-controle, além das ratas permanecerem em anestro. Os autores
concluiram que o soro antileptina prejudica a funcdo reprodutiva e influencia a

secrec¢ao de LH e o ciclo estral.

Shimizu et al. (1997) analisaram o envolvimento do estrogénio na producgao de
leptina in vivo em ratas Wistar, ooforectomizadas, analisadas apds dois e oito

semanas da cirurgia. Em metade dos animais foram colocados implantes
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contendo benzoato de estradiol e a outra metade foi analisada sem
medicamento. Observou-se aumento significativo na ingestdo de alimentos e no
peso dos animais ooforectomizados, que foi atenuado com o implante de
estrogénios. Os niveis de leptina foram mais baixos nas ratas ooforectomizadas
do que nas controles. Nas ratas submetidas a suplementagéo de estrogénios, os
niveis de leptina elevaram significativamente seus niveis plasmaticos, destacando

que o estrogénio esta envolvido na regulacédo da expressao do gene ob.

Avaliando as concentragdes de leptina no soro de ratas durante o ciclo estral
normal, ratas gravidas e em lactagcdo, Amico et al. (1998) verificaram que as
concentragdes de leptina sérica nao variaram significativamente durante o ciclo
estral nas ratas normais. Por outro lado, aumentaram significativamente na
prenhez avangada. Apds o parto, houve declinio nos niveis dessa proteina, que

se mantiveram estaveis durante toda a lactacdo. Ratas prenhas sacrificadas entre

0 140 e 0 210 dia apresentaram aumento de quatro a cinco vezes na quantidade

de RNAm da leptina placentaria, traduzindo a possibilidade da leptina

desempenhar papel fisiolégico na gravidez e lactagao.

Pinilla et al. (1999), investigando a regulagdao dos niveis séricos da leptina em
relacdo a sexo e fungdo gonadal em ratos, encontraram que nas fémeas eles
foram mais altos que nos machos e que essas concentragdes nao foram
influenciadas pela fase do ciclo estral. Ambos os sexos, apds a orquiectomia e
ooforectomia, apresentaram elevagdo desses niveis. Nos machos, apoés
orquiectomia, essas mudancas nos niveis de leptina foram dependentes das
alteragcdes observadas no peso corporal desses animais, ja que, quando
comparados a animais intactos de mesmo peso, nado se verificaram alteragdes.
Em fémeas ooforectomizadas, as alteragdes ndo foram dependentes das
mudangas no peso corporal, diferentemente do que ocorreu com ratas intactas do
mesmo peso e na mesma fase do ciclo estral, o que sugere que as
concentragcdes da leptina sdo controladas pela fungao gonadal diretamente ou

como uma consequéncia de mudanca do peso corporal.
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Estudo em ratos e ratas com 0 mesmo peso revelou dimorfismo sexual nos niveis
de leptina, ou seja, as fémeas apresentaram niveis mais altos dessa substancia
(WATANOBE; SUDA, 1999). Como na pesquisa anterior (PINILLA et al., 1999),
ratos orquiectomizados exibiram elevagcao significativa dos niveis de leptina. A
reposicdo de testosterona em doses fisiolégicas nesses animais aboliu
completamente o efeito da orquiectomia. Nas fémeas, os niveis de leptina nao
foram alterados durante o ciclo estral nem apds ooforectomia ou apds a

reposicao de dose fisioldgica de estrégenos, progesterona ou ambos.

Bennett et al. (1999) verificaram que doses farmacoldgicas de estradiol diminuiam
a expressao de receptores de leptina no hipotalamo. Analisaram a expressao dos
receptores de leptina durante o ciclo estral na rata, por meio de técnica
histoquimica de hibridizagao in situ radioativa, e relataram no plexo cordide que a
transcricdo total do receptor de leptina foi mais baixa na fase de proestro,
correspondendo inversamente a niveis de estradiol circulante na rata com ciclo
estral normal. Concluiram que a expressao dos receptores de leptina é regulada
durante o ciclo estral (BENNETT et al., 1999).

A pesquisa de Nagatani, Guthikonda e Foster (2000) em ratas descreveu o
aparecimento de um pico noturno na secregdo de leptina, que comegou no 28°
dia de vida, aumentou na amplitude até o 32° e o 36° dias e permaneceu até a
ultima, no 489 dia (ratas adultas na fase diestro do ciclo estral). Além da abertura
vaginal que ocorre geralmente com 35 dias, a prolactina considerada indice
enddcrino de puberdade néo exibiu ritmo diurno, mas aumentou seus niveis no
320 ao 480 dia do nascimento, indicando que o aparecimento do ritmo noturno da

leptina e o aumento dos niveis de leptina plasmatica sdo importantes para a

sinalizacido do comeco da puberdade.

A leptina atua como uma alga de retroalimentagdo negativa para o controle
hipotalamico do apetite a partir da supressdo da secregcdo do NPY e como
estimulagdo do CART. Com o objetivo de analisar os efeitos de leptina, CART e
NPY, Parent et al. (2000) investigaram os efeitos no controle hipotaldamico do

sistema hipdéfise-gonadal. Estudando in vitro fragmentos retroquiasmaticos de
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ratas adultas, destacaram que a amplitude de pulso do GnRH foi
significativamente aumentada pela leptina e CART, independentemente da fase
do ciclo estral. Em machos nao foram registradas essas alteragbes. O NPY
causou discreto, mas significativo, aumento na amplitude de pulso de GnRH em
fémeas. A leptina causou efeito facilitador especifico na amplitude de pulso do
GnRH, que é mediado pelo CART e ocorre independentemente da fase do ciclo

estral.

Tanaka et al. (2001) analisaram as mudangas nos niveis séricos de leptina
durante o ciclo estral de ratas normais e ooforectomizadas e as mudancas
ocorridas pela inducdo de 17 B-estradiol. Revelaram que os niveis séricos de
leptina alteram-se durante o ciclo estral, com pico na fase de proestro,
evidenciando que esse aumento induzido pelo estrogénio pode ser um gatilho

para a liberagado de LH pré-ovulatorio.

Os efeitos da leptina in vitro na liberacdo do pico de LH pela hipofise anterior em
ratas, espontaneamente e induzida por esterdides sexuais, foram analisados por
De Biasi, Apfelbaum e Apfelbaum (2001). Eles concluiram que a leptina aumenta
a liberacdo de LH em todas as fases do ciclo estral, ocorrendo o maior estimulo
na fase de proestro e o menor no diestro |. Sua agao na hipofise € similar a do
GnRH, porém com poténcia significativamente menor. Portanto, a leptina estimula
a liberacdo do pico de LH pela hipofise anterior e sua acdo € mediada pelos

esterdides sexuais e pelo 6xido nitrico.

Luukkaa et al. (2001) encontraram em ratas com ciclo estral normal que os niveis
plasmaticos de leptina estavam significativamente diminuidos no estro na
comparagao com o proestro. Em ratas ooforectomizadas, a reposigdao com
estrogénios e/ou progesterona ndo modificou os niveis de leptina, indicando o

improvavel papel dos esterdides na regulacao de leptina.

Avaliando as isoformas de receptores de leptina durante o ciclo estral nos ovarios
de ratas maduras, Duggal et al. (2002) verificaram que a expressdo RNAm de

receptores OB-Rb foi menor durante as fases do proestro e diestro Il e elevada
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durante o estro e diestro |. As concentragdes plasmaticas de estradiol foram
maiores durante o proestro do que nas outras trés fases do ciclo estral. Os niveis
de estradiol foram similares no diestro |, diestro Il e estro. Os niveis de
progesterona foram mais altos no diestro | e diestro Il do que no proestro e estro.
Esses autores ressaltaram que as flutuagdes do RNAm dos receptores de leptina
podem ser uma resposta para as concentracdes de esterdides circulantes e de
leptina e que as concentragdes de receptores desta ultima variam durante o ciclo

estral em resposta a mudancgas no ambiente ovariano.

Também usando a imuno-histoquimica, Ryan et al. (2003) constataram em
ovarios de ratas o aumento da expressao protéica da forma longa do receptor da
leptina (OB-Rb), com mais intensidade nos odécitos, células endoteliais, assim
como células da teca e corpo luteo. Perceberam que a expressao ovariana da
leptina é regulada durante o ciclo estral pelas gonadotrofinas com o pico da
expressao na ovulagao, ocorrendo possivel envolvimento na maturagao oocitaria,
na angiogénese, na ruptura folicular ou na subsequente formagao do corpo luteo.

2.5 Leptina e melatonina

A glandula pineal secreta o horménio melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina)
envolvido em uma série de processos fisioldgicos, incluindo a regulagdo dos
ritmos enddcrinos, efeitos antigonadotroficos, efeitos neuroprotetores e
estimulacdo da funcdo imune (BAYDAS et al. 2001; CANPOLAT et al., 2001;
FORSLING et al. 1993; GUERREIRO; REITER, 1992; KILIC et al., 1999; KUS et
al., 2004; YILMAZ et al., 2000). Tem-se também encontrado que a melatonina
pode regular a musculatura lisa (AYAR et al., 2001). Ao lado dessas fungdes, ela
pode ter efeito regulador na liberagcdo de leptina (CANPOLAT et al., 2001).
Estudos sao contraditorios em relagdo a melatonina e a liberacdo de leptina.
Alguns descreveram que a administracdo de melatonina suprime o0s niveis
plasmaticos de leptina em ratos (BAYDAS et al., 2001; CANPOLAT et al., 2001;
RASMUSSEN et al. 1999; WOLDEN-HANSON et al., 2000). Em contrapartida,
Mastronardi et al. (2000) relataram niveis plasmaticos mais baixos de leptina a
noite apds a administracdo de melatonina (1 mg/rato), ndo havendo efeito na

liberagdo de leptina durante a manha.
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O mecanismo pelo qual a pinealectomia aumenta e a administragcdo de
melatonina diminui a liberagdo de leptina permanece a ser determinado no rato
(CANPOLAT et al., 2001). Acredita-se que a melatonina tem efeito direto nos
adipdcitos, bloqueando a via de transporte de acidos graxos por meio de
mecanismo mediado pelo seu receptor (BLASK et al., 1999, apud CANPOLAT et
al. 2001).

A administracdo aguda ou crbénica de melatonina diminui a liberagado de leptina
sem afetar a gordura corporal total. Sua funcdo mais conhecida é fornecer
informacgao do fotoperiodo (CANPOLAT et al., 2001).

Yilmaz et al. (2000) referenciaram que a melatonina inibe a liberagcdo de
gonadotrofinas no hipotalamo, enquanto a leptina estimula a secrecdo de
gonadotrofinas (McCANN et al., 1998).

A melatonina ndo regula o ciclo circadiano da leptina em ratos Wistar e a
melatonina fisiologicamente liberada inibe a liberagcdo de leptina (BAYDAS et al.,
2001).

Kus et al. (2004) avaliaram 18 amostras de hipofises de ratos Wistar, incluindo
pinealectomizados, sham e pinealectomizados recebendo 3mg/kg de melatonina
por via subcutanea, e constataram que a pinealectomia estimula a secrecéo de
leptina na hipdfise anterior, podendo esse aumento ser prevenido com a

administragdo de melatonina exdgena.
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3 OBJETIVO

Determinar os niveis plasmaticos de leptina em ratas adultas Wistar submetidas

ao estresse cirurgico, ao estresse luminoso e ao estresse com auséncia de luz.
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4 METODOLOGIA

4.1 Material

Realizou-se estudo prospectivo em 60 ratas adultas Wistar (90 dias, 155-250 g de
peso) mantidas em ciclo dia-noite de 12:12 horas, em temperatura ambiente de

23° Celsius, condicionadas a dieta padrao e suprimento de agua ad libitum.

Os animais foram divididos em quatro grupos:
e Grupo I: as ratas (n=14) tiveram seu ciclo estral rastreado por citologia
vaginal, coletado por lavado vaginal em solugéo de cloreto de sédio (NaCl)
0,9%, diariamente, das oito as 10 horas da manha. Na fase de proestro,
ap6s o seguimento de dois ciclos estrais completos para averiguagao da
ciclicidade ovariana, foi realizada a coleta de sangue por decapitacao 24

horas apds a determinagao do proestro. A amostra foi obtida em um tubo
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de ensaio de 5 mL contendo 10 Ul de heparina e centrifugada a
temperatura de 4° Celsius, com velocidade de 2.500 rotagdes por minuto
(rpm), em rotor de 40, durante 10 minutos. Apds a centrifugacao, o plasma
foi pipetado e estocado em microtubos de ependorff a -20° Celsius.

Grupo Il: as ratas (n=16) tiveram seu ciclo estral rastreado por citologia
vaginal, coletado por lavado vaginal em solugdgo de NaCl 0,9%,
diariamente, das oito as 10 horas da manha. Na fase de proestro, apds
seguimento de dois ciclos estrais completos para averiguagdo da
ciclicidade ovariana, foi realizada laparotomia usando o tribromoetanol a
2,5% em solugédo de NaCl 0,9%, na dosagem de 1 mL para cada 100 mg
de peso, por via intraperitoneal. A coleta de sangue por decapitagéo foi
realizada 24 horas apdés a realizagao da cirurgia. A amostra foi obtida em
tubo de ensaio de 5 mL contendo 10 Ul de heparina e centrifugada a
temperatura de 4° Celsius, com velocidade de 2.500 rpm, em rotor de 40,
durante 10 minutos. Apdés a centrifugacdo, o plasma foi pipetado e
estocado em microtubos de ependorff a -20° Celsius.

Grupo lll: as ratas (n=15) tiveram seu ciclo estral rastreado por citologia
vaginal, coletado por lavado vaginal em solugcdo de NaCl 0,9%,
diariamente, das oito as 10 horas da manha. Na fase de proestro, apds
seguimento de dois ciclos estrais completos para averiguagdo da
ciclicidade ovariana, foram acondicionadas em gaiolas de plasticos de
coloragao preta medindo 17 cm de altura x 47 cm de comprimento x 30 cm
de largura, em ambiente com auséncia de luz durante 24 horas. A coleta
de sangue por decapitacdo foi realizada 24 horas apos esse estimulo. A
amostra foi obtida em tubo de ensaio de 5 mL contendo 10 Ul de heparina
e centrifugada a temperatura de 4° Celsius, com velocidade de 2.500 rpm,
em rotor de 40, durante 10 minutos. Apds a centrifugagcédo, o plasma foi
pipetado e estocado em microtubos de ependorff a -20° Celsius.

Grupo 1V: as ratas (n=15) tiveram seu ciclo estral rastreado por citologia
vaginal, coletado por lavado vaginal em solugdgo de NaCl 0,9%,
diariamente, das oito as 10 horas da manha. Na fase de proestro, apos
seguimento de dois ciclos estrais completos para averiguagdo da

ciclicidade ovariana, foram acondicionadas em gaiolas de plasticos de



33

coloragao branca medindo 16 cm de altura x 47 cm de comprimento x 30
cm de largura, em ambiente com estimulo de luz fria (20 watts) durante 24
horas. A coleta de sangue por decapitacdo foi realizada 24 horas apos
esse estimulo. A amostra foi obtida em tubo de ensaio de 5 mL contendo
10 Ul de heparina e centrifugada a temperatura de 4° Celsius, com
velocidade de 2.500 rpm, em rotor de 40, durante 10 minutos. Apds a
centrifugagdo, o plasma foi pipetado e estocado em microtubos de

ependorff a -20° Celsius.

4.2 Métodos

4.2.1 Avaliagado hormonal

Os niveis séricos de leptina e estradiol foram medidos por analise pelo
radioimunoensaio. Os kits continham anticorpo contra leptina de ratos (Linco
Research, St Charles, MO, USA). Os resultados foram em nanogramas (ng/mL).
Os kits de estradiol continham anticorpo contra estradiol obtido em coelhos

(Adaltis Italia, Casalecchio di Reno, Italia). Os resultados foram em picogramas

(pg/mL).

As amostras de sangue para dosagem da leptina e estradiol foram colhidas de 10
as 11 horas da manha, 24 horas apés a comprovagao do proestro (grupo |), 24
horas apos a cirurgia (grupo Il), 24 horas apos a auséncia de luz (grupo Ill) e 24

horas apés o estimulo luminoso (grupo V).

4.2.2 Analise estatistica

Para a analise estatistica dos resultados, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para
averiguar a normalidade do peso, leptina e estradiol em cada grupo e na amostra
total. Utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis para comparagao das medianas dos

pesos entre os quatros grupos. A comparagao entre as medianas dos valores de
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leptina e estradiol foi feita pelo teste de Kruskal-Wallis; e o pés-teste de Dunn
para comparagao entre os pares de grupos quando o teste de Kruskal-Wallis foi
considerado significativo. Além disso, utilizou-se a correlacédo de Spearman para

avaliar-se a relagao entre as duas variaveis de interesse (peso € leptina).

Adotou-se o nivel de significAncia de 5% em todas as andlises estatisticas

realizadas, sendo determinados intervalos de confianga de 95%.

4.2.3 Método bibliografico

Para a redacdo da tese e das referéncias, foram consultados o Manual para
Elaboracao e Apresentacao de Dissertacdes e Teses no curso de Péds-graduagao
em Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina da UFMG (CABRAL et
al.,, 2001) e o Manual para Normalizagao de Publicagées Técnico-Cientificas da
ABNT (FRANCA et al., 2007). Os estudos e autores foram obtidos de pesquisa de

artigos médicos e cientificos na MEDLINE e de livros-texto citados.

5 RESULTADOS

Foram estudadas 60 ratas adultas Wistar divididas em quatro grupos. A idade dos
animais foi de aproximadamente 90 dias £ uma semana. No grupo | (n=14), o
peso variou de 195,00 a 245,00 g, com mediana de 230,00 g. No grupo Il (n=16),
o peso foi de 155,00 a 250,00 g, com mediana de 212,50. No grupo Il (n=15), de
160,00 a 240,00 g, com mediana de 210,00 g. E no grupo IV (n=15), de 195,00 a
245,00 g, com mediana de 220,00 g. Quando comparadas as medianas do peso
dos quatro grupos por meio do teste de Kruskal-Wallis, o resultado demonstrou
que ndo houve diferencas significativas entre elas (p=0,2350) - (GRAF. 1) -
(TAB.1).

Ao observar os histogramas e boxplots, nota-se que o0 grupo que apresentou

maior variabilidade de peso foi o grupo da cirurgia, enquanto os outros
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apresentaram variabilidade semelhante. O boxplot demonstra que a distribuigdo

do peso foi aproximadamente a mesma entre os grupos (GRAF. 2).

A variacao da leptina foi, respectivamente: no grupo |, de 0,476 a 6,714 ng/mL,
com mediana de 2,667 ng/mL; no grupo Il, de 0,384 a 1,448 ng/mL, com mediana
de 0,895 ng/mL; no grupo lll, de 0,484 a 2,346 ng/mL, com mediana de 1,856
ng/mL; e no grupo IV, de 1,003 a 3,181 ng/mL, com mediana de 2,024 ng/mL
(GRAF. 3).

O grupo Il foi o que apresentou menor variabilidade dos valores de leptina e
também o mais baixo valor de mediana. O grupo Illl e o grupo IV tiveram

distribuicbes parecidas em termos de mediana e de variabilidade (GRAF. 4).

A variagao do estradiol foi, respectivamente: no grupo |, de 3,952 a 14,785 pg/mL,
com mediana de 4,861 pg/mL; no grupo Il, de 2,867 a 5,089 pg/mL, com mediana
de 3,679 pg/mL; no grupo lll, de 3,709 a 17,479 pg/mL, com mediana de 5,071
pg/mL; no grupo IV, de 4,114 a 13,324 pg/mL, com mediana de 4,715 pg/mL
(GRAF. 5).

O grupo Il foi o que apresentou menor variabilidade dos valores de estradiol e
também o mais baixo valor da mediana. Os grupos apresentam distribuigbes

parecidas em termos de mediana e de variabilidade (GRAF. 6).

Com o objetivo de avaliar se 0 peso e a leptina apresentavam alguma correlagao
entre si, utilizou-se a analise de correlacdo de Spearman. O coeficiente da
correlagédo de toda a amostra foi de 0,176 (p=0,180). No grupo |, o coeficiente da
correlacao foi de 0,231 (p=0,426); no grupo Il, de -0,270 (p=0,311); no grupo lll,
de 0,004 (p=0,990); e no grupo IV, de 0,411 (p=0,128), demonstrando que n&o

houve correlagéo significativa entre o peso e a leptina em cada grupo (GRAF.7).

Foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk para leptina, peso e
estradiol, sugerindo distribuicdo normal nos grupos I, Ill e IV para o peso. Ja a
leptina apresentou distribuicdo normal apenas nos grupos |, Il e IV. O estradiol

apresentou distribuicdo normal somente no grupo Il (TAB. 2).
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O teste de Kruskal-Wallis para leptina indicou que pelo menos um dos grupos
apresentou mediana diferente da dos demais (p<0,001). O teste de Dunn foi
realizado para a comparagdo de medianas entre dois grupos. Comparados os
grupos dois a dois, houve diferengas significativas entre as medianas dos grupos
| e Il (p<0,001), Il e Il (p<0,05) e Il e IV (p<0,01). Nao houve diferengas
significativas entre as medianas dos grupos | e lll (p>0,05), | e IV (p>0,05), lll e IV
(p>0,05) - (TAB. 3).

O teste de Kruskal-Wallis para estradiol indicou que pelo menos um dos grupos
exibiu mediana diferente da dos demais (p<0,001). O teste de Dunn foi realizado
para a comparagao de medianas entre dois grupos. Comparados os grupos dois
a dois, houve diferencas significativas entre as medianas dos grupos | e i
(p<0,001), Il e lll (p<0,001) e Il e IV (p<0,01). Nao houve diferengas significativas
entre as medianas dos grupo | e lll (p>0,05), | e IV (p>0,05), lll e o grupo IV
(p>0,05).

TABELA 1
Estatisticas descritivas por grupo
Percentil Mediana Percentil
n Minimo Maximo 25 Percentil 50 75
10 quartil 20 quartil 30 quartil
Leptina (ng/m)
Controle 14 0,476 6,714 1,447 2,667 3,968
Cirurgia 16 0,384 1,448 0,628 0,895 1,082
Auséncia de Luz 15 0,484 2,346 1,311 1,856 2,204
Estimulo Luminoso 15 1,003 3,181 1,347 2,024 2,370
Peso (gramas)
Controle 14 195,000 245,000 198,750 230,000 236,250
Cirurgia 16 155,000 250,000 195,000 212,500 230,000

Auséncia de Luz 15 160,000 240,000 200,000 210,000 220,000
Estimulo Luminoso 15 195,000 245,000 205,000 220,000 235,000
Estradiol (pg/mL)

Controle 14 3,952 14,785 4,384 4,861 5,859
Cirurgia 16 2,867 5,089 3,309 3,679 4,192
Auséncia de Luz 15 3,709 17,479 4,167 5,071 5,328

Estimulo Luminoso 15 4,114 13,324 4,363 4,715 5,303
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GRAFICO 1 - Distribuicdo das ratas quanto ao peso, por grupo.
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GRAFICO 2 — Boxplot da distribuigdo do peso, por grupo.
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GRAFICO 3 - Distribuicéo por frequéncia dos valores de leptina, por grupo.
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GRAFICO 4 — Boxplot dos valores de leptina, por grupo.
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GRAFICO 5 - Distribuicéo por frequéncia dos valores de estradiol, por grupo.
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GRAFICO 6 — Boxplot dos valores de estradiol, por grupo.

TABELA 2
Testes de normalidade de Shapiro-Wilk — por grupo
n ShapiI:o-WiI Valor-p
Leptina (ng/mL) 8 0,810 0,000
Controle L 0898 0,104
Cirurgia 1 0959 0,645
Auséncia de Luz T 0872 0,036
Estimulo Luminoso | 0,955 0,608




Peso (gramas) g 0,957 0,034
Controle 1 0,824 0,010
Cirurgia 23 0,970 0,836
Auséncia de Luz N X 0,648
Estimulo Luminoso ; 0,928 0,251

Estradiol (pg/mL) 8 0,550 0,000
Controle 1 0,540 0,000
Cirurgia é 0,947 0,438
Auséncia de Luz T 0443 0,000
Estimulo Luminoso ; 0,577 0,000

TABELA 3
Resultados do teste Kruskal-Wallis para leptina e dos testes de Dunn para

comparacao dois a dois dos quatro grupos

Kruskal-Wallis  Valor-p

Todos os grupos 23,1 p <0,001
Pés teste Dunn Valor-p
Controle x Cirurgia 28,6 p <0,001
Controle x Auséncia de Luz 9,50 p > 0,05
Controle x Estimulo Luminoso 5,76 p > 0,05
Cirurgia x Auséncia de Luz -19,1 p <0,05
Cirurgia x Estimulo Luminoso -22,8 p <0,01

Auséncia de Luz x Estimulo
Luminoso -3,73 p > 0,05
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GRAFICO 7 - Gréafico de dispersdo: todas as observagoes.

r-Spearman  Valor p Conclusao

Grupos juntos 0,176 0,180 Correlagao nao significativa

6 DISCUSSAO

Os mecanismos pelos quais a leptina regula a atividade do eixo HPA nao estao
completamente elucidados. Como a leptina participa na termorregulagdo e é
reconhecida por aumentar a utilizagdo de energia nos tecidos, uma possibilidade

seria que o déficit de disponibilidade de glicose ativaria o eixo HPA, evidenciado
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pelo aumento de ACTH e corticosterona e pela diminuigdo na secregcdo de LH
durante uma transitoria glicoprivacdo produzida por um antagonista competitivo
da glicose, a 2-Deoxiglicose (2-DG). Poderia haver também relagao direta entre
leptina e eixo HPA (NAGATANI et al., 1998; NAGATANI; THOMPSON; FOSTER,
2001).

A leptina tem a capacidade de diminuir a resposta de diferentes tipos de estresse
e de permitir que estes regulem sua secrec¢ao. Estudando dois tipos de estresses
em ratos, um nao metabdlico (imobilizacdo por duas horas) e o outro o qual foi
denominado de metabdlico, em que foi usado o 2-DG, IV, 400 mg/kg,
observou-se que durante o estresse metabdlico o nivel plasmatico de leptina
diminuiu, o de corticosterona aumentou e a secrecido de LH diminuiu. A leptina
administrada apds o estresse reduziu os niveis plasmaticos de corticosterona,
mas né&o restaurou a pulsatilidade da secregcdo de LH. Durante o estresse de
contengao (ndo-metabdlico), os niveis plasmaticos de leptina ndo se alteraram, os
niveis plasmaticos da corticosterona aumentaram e a secre¢do de LH diminuiu,
nao ocorrendo alteracdes nos niveis plasmaticos de corticosterona e LH apéds a
administracdo de leptina (NAGATANI; THOMPSON; FOSTER, 2001). Isto
enfatiza a capacidade da leptina de atuar em determinados tipos de estresse,
como a prevengcao da elevacdo dos niveis de corticosterona e o estresse
metabdlico, provocado pelo 2-DG, mas nao de prevenir esse aumento da
corticosterona quando do estresse de conteng¢do, ao contrario do que relataram
Heiman et al. (1997).

O tipo de estresse também influencia a secrecao de leptina. No estresse
metabdlico, provocado pelo 2-DG, houve inibicdo da secrecdo de leptina
enddégena quando a corticosterona comegou a elevar-se. O estresse por
contengdo n&o alterou os niveis de leptina endégena (NAGATANI; THOMPSON;
FOSTER, 2001).

A leptina ndo preveniu o aumento de corticosterona induzido por estresse nao
metabdlico, mas preveniu 0 aumento da corticosterona induzida por estresse

metabdlico. A diminuigdo nos niveis plasmaticos de leptina provocada pelo jejum
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€ revertida pela administracéo de insulina. A insulina € um potente estimulador da
secrecgao de leptina e o metabolismo de glicose medeia o aumento da secregao in
vitro (MUELLER et al., 1998; NAGATANI; THOMPSON; FOSTER, 2001;
SALADIN et al., 1995).

A administragdo de leptina atenua o aumento de ACTH e corticosterona em
camundongos submetidos ao estresse de contengédo, como também foi verificado
em ratos submetidos ao jejum. Essa inibicdo deve ser exercida no nivel
hipotalamico, porque a leptina inibe a liberacdo de CRH em resposta a
hipoglicemia, sem alterar a liberagdo de ACTH diretamente (HEIMAN et al.,
1997).

A relagcao entre HPA e a supressao da secrecéo de LH leva a concluir que o
componente hipotalamico € o responsavel pela supressdo de LH, visto que a
injecao intracraniana de CRH em ratos deprime a secre¢ao de LH e o antagonista
de CRH bloqueia o declinio dos niveis séricos de LH em determinados tipos de
estresse (estimulo elétrico). E possivel que a agéo da leptina seja mediada por
neurdnios liberadores de CRH e n&o no nivel da glandula adrenal e hipdfise.
Evidéncias mostram que o mecanismo que regula a leptina no eixo do estresse é
independente do eixo da reprodugdo, visto que a leptina conseguiu inibir o
aumento de corticosterona, mas nao conseguiu restabelecer os niveis de LH no
estresse de glicoprivagdo. Portanto, durante o estresse, uma outra via deve ser
acionada inibindo a secregdo de LH e que ndo envolva a hipofise e adrenal.
Axbnios terminais de neurdnios liberadores de CRH entram em contato com
dendritos de neurdnios liberadores de GnRH na regido pré-éptica de ratos. A
infusdo de CRH inibe a secrecdo de GnRH na eminéncia média (NAGATANI;
THOMPSON; FOSTER, 2001).

Trabalhos demonstraram que tanto a leptina como o NPY estdo envolvidos no
controle do eixo-hipotalamo-adrenal, sugerindo efeito estimulatério ou inibitério. A
administracao de leptina induz a ativagao transitoria desse eixo em ratos em
condigdes basais. Alguns tipos de estresse o ativam com diferentes mecanismos.

Submetendo ratos a estresse por frio e por éter, a administracdo de leptina
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aumentou os niveis plasmaticos de ACTH com duas e quatro horas apds o
estresse com frio (ratos em gaiolas a 4° Celsius por 10 minutos). Ratos colocados
por dois minutos em uma jarra de 10 litros borrifada com éter 10 minutos antes
exibiram aumento nos niveis de ACTH com duas horas e queda nesses valores
com quatro horas, concordando com os resultados de Heiman et al. (1997), que
afirmaram que a leptina atenua a resposta ao estresse. Nestes dois tipos
especificos de estresses, diferentes mecanismos neurais sao envolvidos na
ativacdo do HPA (HOCHOL et al., 2000).

Com o intuito de avaliar a existéncia de modificagdes nos niveis plasmaticos de
leptina, quatro grupos de ratas foram comparados na mesma fase do ciclo estral,
submetidos a trés tipos diferentes de estresse agudo. Um grupo foi submetido a
laparotomia - estresse cirurgico; outro a estresse luminoso durante 24 horas;

outro a estresse de auséncia de luz por 24 horas; e o grupo-controle.

Os grupos mostraram-se iguais quanto ao peso, nao havendo diferengas
significativas entre as medianas (p=0,2350). A leptina correlaciona-se com o
indice de massa corporal, segundo dados da literatura, ou seja, quanto mais alto
o indice de massa corporal, mais altos os niveis de leptina encontrados (MAFFEI
et al., 1995; MESSINIS et al., 1999; 2000; RECHBERGER et al., 1999; ZHAO;
KREGER; BRANNIAN, 2000). Os grupos nao apresentaram diferengas
estatisticas no indice de massa corporal devido ao fato de serem homogéneos
quanto ao peso. Pode-se, segundo as avaliagdes da correlagao de leptina com o
peso corporal, esperar que nao haja alteragdes na dosagem de leptina baseada
no nivel de massa corporal, o que seria importante para ndo apresentar niveis

diferenciados em relacéo ao peso.

As ratas foram acompanhadas diariamente durante dois ciclos estrais completos
para a determinagdo da ciclicidade ovariana e a determinagcdo da fase de
proestro para inicio da realizacdo do experimento. Somente foram incluidas no
experimento ratas ciclando normalmente. A determinacdo da fase do ciclo estral
foi feita com o objetivo de se constatar o padrédo normal de atividade ovariana e

para evitar a disrupgao do ciclo normal por agentes téxicos ou ambientais que
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pudessem interferir nos resultados. A facilidade na identificagdo e na predicéo na
citologia vaginal ocorre em virtude das flutuagdes abruptas nos niveis de estradiol
durante as fases do ciclo estral. O ciclo estral € dividido em quatro fases: diestro |,
diestro I, proestro e estro e a mudanga de fase geralmente ocorre a cada 24
horas. O proestro foi escolhido por ser esta a fase em que os niveis de estradiol
estdo mais altos durante todo o ciclo estral (EVANS; LONG, 1922) e para evitar
vieses nas oscilacdes nos niveis plasmaticos de estradiol que ocorrem em um

ciclo estral normal.

Os estrogénios induzem a producéao de leptina, fato este comprovado por Shimizu
et al. (1997).

Inumeros trabalhos mostraram que a leptina correlaciona-se positivamente com o
indice de massa corporal (MAFFEI et al., 1995; MESSINIS et al., 2000). A analise
de correlacdo de Spearman de toda a amostra apresentou fraco coeficiente de
correlagao (0,176), confirmando significancia verificada no teste de hipdteses
(p=0,180) e comprovando que nao ha correlacdo entre peso e leptina.
Separadamente, entre 0s grupos nao se observou associagao entre o0 peso e a
leptina no nivel de significancia de 5%, talvez pelo fato de todos os elementos

apresentarem valores normais dos dois.

No grupo Il, submetido a estimulo cirdrgico - a laparotomia, utilizou-se como
anestésico o 2,2 tribromoetanol a 2,5% diluido em NaCl 0,9%, na dose de 1
mL/100 mg de peso, via intraperitoneal. Este é usado para anestesias de
periodos moderados (10-60 minutos) - (WAYNFORTH; FLECKNEL, 1992). Esse
anestésico usado no laboratério de hipertensdo do Instituto de Ciéncias
Biolégicas (ICB) da UFMG mostrou-se eficaz na concentracdo usada e néo
apresentando efeito adverso com o produto neste experimento, além de ter
proporcionado bom plano anestésico para a cirurgia. A associagao
ketamina/acepromazina/xylazina, largamente utilizada em experimentos, nao foi
usada devido ao principal componente do anestésico - a ketamina - ser um
inibidor ndo competitivo dos receptores N-metil-D-aspatarto (NDMA) que se

encontram distribuidos no cérebro e medula. O agonista natural dos receptores
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NDMA, o acido glutamico, esta presente em um tergco das sinapses com o
cérebro e estimula a producédo de 6xido nitrico (NO). Considerado o principal
transmissor excitatério no cérebro, a perda do efeito excitatério do acido
glutdmico pela ketamina pode ser o mecanismo de agao de indugdo da anestesia
pela ketamina (MASTRONARDI; YU; McCANN, 2001).

Estudos in vivo em humanos utilizando ketamina marcada com carbono radioativo
referenciam que esse anestésico alcanga rapidamente e em altas concentragdes
regides cerebrais como o nucleo estriado, nucleo talamico, regides corticais e
presumivelmente o hipotalamo e o tronco cerebral, onde pode bloquear o controle
central de liberagcdo da leptina, oxido nitrico e fator alfa-tumoral (TNF-a). A
ketamina foi preterida devido a sua capacidade de alterar o controle no nivel

central da leptina, podendo provocar variagdes plasmaticas indesejaveis.

Nao ha efeito claro na liberagéo de leptina no estresse cirurgico, ao contrario do
que acontece com o TNF-a, o qual considera o hormdnio mais responsivo ao
estresse ja descoberto. Em outro tipo de estresse, injecdo de lipossacarides
bacterianos estimulou a liberacdo massiva de TNF-a, 6xido nitrico e, em menor
extensdo, a leptina, concluindo que esta pode responder ao estresse, mas com
muito menos sensibilidade que o TNF-a (MASTRONARDI; YU; McCANN, 2001).
A leptina desempenhou importante papel quando do estresse cirurgico, com
reducado dos seus niveis e acréscimo do cortisol nas primeiras horas da cirurgia e
elevacdo dos seus niveis com 24 horas. Isto sugere a possibilidade de relagao
desses dois sistemas neurobiologicos, podendo ter importantes implicagdes
neuroenddcrinas de resposta ao estresse cirurgico (KAIN; ZIMOLO; HENINGER,
1999).

Queda significativa nos niveis plasmaticos de leptina foi registrada no grupo
submetido a cirurgia. No grupo do estresse cirurgico, a avaliagdo foi realizada
com 24 horas, pois trabalhos ressaltam que alteragdes nos niveis de leptina como
resposta a uma injuria aguda ocorrem no prazo de 18 horas (SCHOOF et al.,
2003; WALLACE; SATTAR; McMILLAN, 2000). A queda nos niveis de leptina

somente nas primeiras trés horas significa que a causa nao foi o estresse
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cirurgico e sim a anestesia, indicando controle neural na liberacdo de leptina
(MASTRONARDI; YU; McCANN, 2001).

A leptina aumentou durante a resposta inflamatéria aguda induzida por citocinas
em animais e humanos. Seu pico ocorre 18 horas depois do comego do estimulo
inflamatoério agudo e tem Ilugar na sequéncia de tempo da resposta
citocina/hormonal. O cortisol elevou-se com seis horas de estimulo inflamatério,
seguido depois de um pico nos niveis de acidos graxos livres com nove horas e,
por fim, o pico de leptina com 18 horas. Parece ser importante essa cascata de
resposta, pois a presenga de acidos graxos livres antecedendo o pico de leptina
demonstra que a lipdlise pode ser importante sinal na estimulagcédo da leptina. O
cortisol desempenha papel regulador na produgao de citocinas (estimulatério na
fase aguda e inibitorio na fase crénica), como TNF-a , interleucina-6 (IL-6) e seus
efeitos nos 6rgdos-alvo (WALLACE; SATTAR; McMILLAN, 2000). Esperava-se
gue houvesse aumento nos niveis plasmaticos de leptina no grupo submetido a
cirurgia, de acordo com os trabalhos de Schoof et al. (2003) e Wallace, Sattar e
McMillan (2000), mas o resultado mostrou redugdo acentuada nos niveis
plasmaticos de leptina, o que justificaria se houvesse redugdo alimentar no
periodo pods-operatério que levasse a esta redugcdo, o que nao foi avaliado no

presente estudo.

As ratas foram submetidas a estimulo luminoso por 24 horas por meio de fonte
fria de 20 watts, correspondendo a luminosidade de 90 watts de fonte de luz
incandescente. O uso da fonte de luz fria teve como objetivo ndo aumentar a
temperatura ambiente, provocando um viés na avaliagao do efeito do estresse
luminoso. Em todos os vertebrados o metabolismo da glandula pineal esta sob
controle dos ciclos diario e sazonal de iluminagao ambiental. Em mamiferos, a luz
agindo através da retina cumpre o papel arrastador da ritmicidade circadiana na
producao de melatonina, fazendo o pico diario coincidir sempre com a noite. A luz
incidindo sobre a retina durante o periodo escuro da noite circadiana bloqueia
instantaneamente a produgdo de melatonina, fazendo com que a concentragao

plasmatica caia a niveis basais em poucos minutos, podendo ser ou nao
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retomada, dependendo da duragdo e do momento da noite em que se da a

fotoestimulacao retiniana.

A melatonina tem efeito inibidor sobre a liberagcdo de leptina e esperava-se
aumento nos niveis de leptina em relacdo ao grupo sem estimulo luminoso. A
diminuicado dos niveis de leptina neste caso se daria por bloqueio no transporte de
acidos graxos nos adipocitos, mediado por receptores de melatonina
(CANPOLAT et al., 2001) ou por outro fator produzido pela glandula pineal,
ressaltado por Baydas et al. (2001), cujos niveis plasmaticos de leptina em ratos
pinealectomizados estdo elevados quando comparados com ratos nao
pinealectomizados (sham), tanto durante o dia quanto a noite. No grupo
submetido ao estimulo luminoso, os niveis plasmaticos de leptina ndo foram

significativamente mais baixos do que no grupo-controle.

No grupo Il utilizou-se como estimulo de estresse a auséncia de luz durante um
periodo de 24 horas. Esse grupo serviu também para comparar se houve alguma
diferenga nos niveis de leptina em relagdo ao grupo IV (estimulo luminoso). Era
esperada diferenga entre os dois grupos submetidos ao estresse luminoso, mas
os dados obtidos nao revelaram diferengas significativas. O nucleo
supraquiasmatico no hipotalamo € onde se situa o marcapasso do relogio
biolégico no SNC e controla a atividade circadiana. A luz incidindo na retina inibe
a producdo de melatonina imediatamente. Mas quando aumenta o periodo do
escuro do ciclo noite-dia, agudamente, esse marcapasso continua com a
atividade circadiana da melatonina normalmente. Neste caso, houve
assincronismo no ritmo circadiano da melatonina sem as alteragbes agudas

observadas com o estimulo luminoso.

Em ratos Wistar a melatonina fisiologicamente liberada tem efeito inibidor na
liberacdo de leptina (BAYDAS et al., 2001; CANPOLAT et al, 2001;
RASMUSSEN et al., 1999; WOLDEN-HANSON et al., 2000). A leptina plasmatica
nao mostrou diferenga significativa (p>0,05) entre as medianas do grupo
submetido ao estimulo luminoso quando comparado ao submetido ao estresse

por auséncia de luz. Mas quando se relacionou ao grupo-controle, as medianas
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dos valores de leptina do grupo IV (p>0,05) e do grupo Il (p>0,05) nao tiveram
reducao significativa dos valores, o que contrasta com resultado de Baydas et al.
(2001), que encontraram efeito inibidor pelo estresse, podendo ser devido a
melatonina. Em uma amostra maior talvez seja encontrada essa diferenga, pois
0s grupos submetidos ao estresse por auséncia de luz e ao estimulo luminoso

tiveram medianas mais baixas do que o grupo-controle.

As amostras de todos os quatro grupos foram colhidas para determinagdo dos
niveis de leptina 24 horas apdés o comeco do estimulo do estresse.
Contrariamente aos dados da literatura, os niveis plasmaticos de leptina foram
significantemente baixos no grupo Il em relagdo ao grupo | (p<0,001), n&o
correspondendo aos resultados apresentados por Schoof et al. (2003) e Wallace,
Sattar e McMillan (2000), que descreveram niveis elevados de leptina em
resposta ao estresse cirurgico apos 18 horas do ato operatdrio, devido a resposta

citocina/hormonal ao estresse cirurgico agudo.

O 2,2-tribromoetanol 2,5% utilizado para anestesia, que segundo Waynforth e
Flecknell (1992) permite a rapida recuperacao e € recomendado para anestesias
de média duragédo (10-60 minutos), foi a unica variavel em relagdo aos outros
grupos, nao podendo excluir um efeito central de longo prazo interferindo nos
niveis de leptina. A reducdo pode estar ligada ao anestésico e/ ou a associagao
do efeito da cirurgia mais anestésico ou relacionada ao estresse com associagao

do efeito da cirurgia e mais o anestésico.

O grupo submetido a cirurgia apresentou medianas significativamente mais
baixas do que os submetidos ao estresse luminoso e auséncia de luz (p<0,01 e
p<0,05, respectivamente), talvez pela resposta ao estresse cirurgico e a
possibilidade de alteragbes pelo agente anestésico e outras alteragdes

fisiologicas atribuidas ao procedimento cirurgico.

Todos os grupos submetidos ao estresse agudo apresentaram medianas mais
baixas que as do grupo-controle. As quedas nos niveis plasmaticos de leptina

foram significativas no grupo Il em relagao ao grupo |.
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Com os dados obtidos neste estudo com tipos especificos de estresse impostos
agudamente em ratas, sugere-se que novas pesquisas sejam realizadas para
melhor conhecimento de mecanismos de acado de anestésicos no SNC, neste

caso o 2,2-tribromoetanol e suas repercussdes em nivel neural.

No primeiro tipo de estresse, o cirurgico, esperava-se aumento nos niveis de
leptina como uma resposta a reagao inflamatéria aguda, como demonstrado em
outros estudos, mas os resultados deste trabalho encontraram diminuicdo
significativa em relagdo a todos os outros grupos, sugerindo a possibilidade de
atuacgao de outras vias neurais ativadas pelo estresse cirurgico ou a associagao
deste com o anestésico. O segundo tipo de estresse, 0 luminoso, preconizava
diminuicdo devido a acdo da melatonina sobre os niveis de leptina. Os dados
obtidos neste grupo em relagdo ao grupo-controle n&o mostrou diminuigao
significativa dos niveis de leptina, conforme o esperado. Faz-se necessario
estudo sobre a relagao da leptina e quebra do fotoperiodo com amostras maiores
e antagonistas especificos da melatonina para melhor compreenséao da influéncia
hormonal ou fatores relacionados a glandula pineal e/ou associagao do estresse.
Ja que nao houve diferenga nos niveis de leptina entre os grupos Ill e 1V, existe a
necessidade de determinar-se que vias devem ser acionadas para
contraporem-se a atuagao do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) durante a

quebra do ritmo circadiano por estimulo luminoso.
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7 CONCLUSAO

Os niveis plasmaticos de leptina mostraram-se significativamente diminuidos em
ratas adultas Wistar submetidas ao estresse cirurgico, quando comparados ao

grupo-controle, ao estresse luminoso e ao estresse por auséncia de luz.
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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
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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
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