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RESUMO

A restricdo protéica e a prenhez sdo condi¢cdes mmnie associadas a mudancas
antagbnicas na estrutura e fun¢éo das ilhotas gétnas. Essas mudancas sdo mediadas pelo
meio hormonal que altera o equilibrio dindmico emirescimento (neogénese, proliferacéo e
tamanho) e morte celular (apoptose). Portanto, esgmte estudo avaliou 0os mecanismos
envolvidos nas adaptacdes estruturais e funciatzasihotas pancreéticas de ratas durante a
prenhez na vigéncia de restricdo protéica. Foraatiaalas ratas Wistar (90 dias) prenhes e
nao prenhes submetidas a dieta hipoprotéica (HP#PNP) ou controle (CP e CNP) do
primeiro ao décimo quinto dia de prenhez. Ilhotasrh isoladas para mensurar a secre¢ao e
conteudo de insulina, bem como o conteddo de madedlas vias da fosfatidil inositol 3
quinase (PI3K) e da proteina quinase ativada ptirgemnos (MAPK) poimmunoblotting A
area das ilhotas foi determinada por morfometriaprAnhez ou dieta hipoprotéica néo
alteraram o conteldo de insulina, mas reduziramea das ilhotas pancreéaticas bem como a
liberacdo de insulina em alta concentracdo de sgic® prenhez associada a privacao
protéica aumentou concentracdo sérica de prolacteduziu a concentracdo sérica de
corticosterona, bem como os contelidos de Aktl &®h7mdependente da dieta, a prenhez
aumentou o conteudo de Shc e Erk1/2. Em ilhotastds submetidas a dieta hipoprotéica a
prenhez ndo conseguiu aumentar os conteudos de WERSsIim, estes resultados mostram
que o curto tempo de restricdo protéica duranteahgz alterou a corticosterona sérica, que
possivelmente contribuiu para a reducdo do conteluda atividade de proteinas das vias da
PI3K e MAPK e consequentemente alteeoastrutura e a funcao das ilhotas pancreaticas
alteracdo estrutural pode ter resultado alomento da apoptose e/ou da reducdo da

proliferacédo e crescimento celular.
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ABSTRACT

Protein restriction and pregnancy are conditionammoonly associated with
antagonistic changes in structure and function afcpeatic islets. These changes are
mediated by hormonal milieau which modify the dymarbalance between cell growth
(neogenesis, proliferation and size) and cell dgafgboptosis). Thus, we evaluated the
mechanism involved in the structural and functicaddptations exhibited by pancreatic islets
from pregnant rats submitted to low protein diedul control non-pregnant (CNP) and
control pregnant (CP) rats were fed a normal-pnotket (17%), whereas low-protein non-
pregnant (LPNP) and low protein pregnant (LPP) wase fed a low-protein diet (6%) for 15
d. Islets were isolated fahe measurement of insulin secretion and conteiwedsas the
proteins content fronPI3K and MAPK pathway®y immunoblotting. The islets area was
determinate by morphometriPregnancy or low protein diet did not alter theulims content
of pancreatic islets but reduced the islet areaimpaired the insulin release in high glucose.
Pregnancy associated to protein deprivation ineskaerum prolactin levels, reduced the
serum corticosterone concentration as well astment of both Aktl and p78. Pregnancy
increased the content of Shc and Erkl/2, indepelydenh the diet. In islets from rats
submitted to low protein diet pregnancy did notvile to increase the pErk1/2 content. Thus,
short term of low protein diet during pregnaradtered the serum corticosterone levels that
possibly contributed to the reduction of proteinatent from PI3SK and MAPK pathways and
consequently affected either insulin secretion sdeti morphometry.Structural alteration
maybe resulted of increase the apoptosis and/or reduction of cellular echtion and

growth.
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1.0 INTRODUCAO

A populacdo das células beta pancreaticas € diaaneic sofre alteracbes
compensatorias para a manutencao da normoglicdmmaassa das células beta pancreaticas
resulta de um equilibrio dindmico entre crescimgnengénese, proliferacdo e tamanho) e
morte celular (apoptose)Esse equilibrio é rompido em condicées fisiolégie patoldgicas,
como a prenhez e a desnutricdo, resultando enmagdies opostas na massa das ilhotas
pancreaticas.

Na desnutricdo ocorre reducdo significativa da mads células betadevido a
diminuicdo da taxa de proliferacdo e aumento deptage dessas célufasTambém se
observa reducéo do tamanho das células beta eldlme/dotal das ilhotas em relacdo a idade
e ao peso corporahenor proporcao de células beta por ilhota, peodagdanulos de insulina

e células beta contendo preponderantemente gramubomalmente palidds:©

Por outro lado, na prenhez h4a aumento da massiéhdtss’, devido & hiperplasia e
hipertrofid. Tais adaptacdes parecem decorrer do aumento aldefacdo das células
existentes e ndo da neogériegam roedores o aumento de proliferacédo das céhdes é
inicialmente observado aos 10 dias, atinge o &msel4 dias e retorna ao normal no fim da

prenhez, aos 21 dids

Inimeros fatores regulam a proliferacdo das céjpsasreaticas, incluindo nutrientes
como a glicose e os aminoécidos, fatores de creseame horménids™. Entre os fatores de
crescimento e hormdnios associados ao aumentotifer@cao celular, encontram-se o IGF-
1 (insulin-like growth factor Jou fator de crescimento semelhante a insulin@pgroénio do

crescimento, o lactogénio placentario e a prolatiifi *e os glicocorticéidés.
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Na restricdo protéica ocorre aumento da concertraggica de corticosterona e
reducdo da concentracao plasmatica do fator deigresto IGF-1, bem como do niamero de

receptores do horménio de crescimento e da prolgtielo menos no figatfo'" 12

A prenhez de roedores é caracterizada por aumestbarmonios esterdides (E1, E2
e progesterona), dos lactogénios placentariosalactind® 2> > bem como da expresséo
do RNA mensageiro de receptores de horménio dociomesto e da prolactifa e do
contetido de receptores de prolactina no parcreas

O aumento da proliferacdo das células beta paitasatem sido atribuido a
prolactina devido as seguintes razdes: 1) o EPB-€kfradiol) aumenta a biossintese de
insulina e contribui para a sobrevivéncia celutags ndo altera a proliferacdo das células
betd* 2) a progesterona diminui a massa de célulaspasetareaticds; e, 3) o aumento da
proliferacdo celular verificada na prenhez é repragdh em ilhotas cultivadas com
prolactind®”. O aumento da corticosterona observado no fingbréaheZ®, parece inibir a
proliferacéo celular e aumentar a apoptose, rawdotgortanto os efeitos da prolactina de
aumentar a massa das ilhotas pancreéfidds entanto, o efeito da corticosterona é ambiguo,
uma vez que os glicocorticoides potencializam eaaefio da STATS induzida por prolactina
através de mecanismos que envolvem o receptoiabegiticoides® 2% 3

A prolactina, assim como o horménio do crescimeage nas células-alvo apés se
ligar a receptores especificos, pertencentes afauiéa dos receptores das citocinas classe
13, A ativacdo dos receptores de prolactina e dendwio do crescimento requer a sua
dimerizacdo induzida pelo horménio. Inicialmenteroe a interacdo do sitio 1 da prolactina
com um receptor, levando a formacao de um completoro (um hormonio e um receptor).
A formacao deste complexo é um pré-requisito para@sitio 2 da prolactina interaja com
um outro receptor desse hormdnio formando um cormpiémérico ativo, composto por um

horménio e um receptor homodim&d* *{(Figura 1).
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Figura 1. Representacdo esquematica da ligacdo do horménrecaptor, dimerizacdo e
ativacéo do receptor de prolactina

Por ndo apresentarem atividade tirosina quinasm$etca, esses receptores recrutam
e/ou ativam tirosinas quinases citoplasmaticas pasencadear o sinal celdfarTanto o
hormonio do crescimento quanto a prolactina requnerdak2 Janus kinas®u Janus quinase
2) para iniciar a transducdo do sinal ap6s a ligagireceptdf *® Entretanto, a Jak2 esta
constitutivamente associada com o receptor daginog *° isto é, a associacdo da Jak2 ao
receptor ndo requer a ligacdo hormonio-receptomocamcorre com o0 hormonio do
crescimentd.

Em células secretoras de insulina a prolactinaaalak2 ao se ligar ao seu receptor,
gue fosforila o receptor e a Statdgital transducer and activator transcriptiayu transdutor
de sinal e ativador de transcrica8°5¥* *¢ Uma vez fosforilada, a Stat5 dimeriza, migra para
0 nicleo e ativa fatores de transcricdo promovemdixpressdo de diversos géne® %
(Figura 2). A ativacao dessa via resulta no aumeatexpresséo de varios genes, incluindo o
do receptor de prolactina e da insulina, bem coaqueles que resultam no aumento da

divisdo celulal’.
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Figura 2. Via de sinalizacdo da Jak2/St&t5

Embora a cascata Jak2/Stat5 seja presumivelmenteaia importante via de
sinalizacdo da prolactina e do hormdnio do crestimeoutras vias estdo igualmente
envolvidas na transducdo de sinais desses hormanéhsindo a cascata da Ras/Raf/MAPK
(mitogen—actived protein kinasgu proteina quinase ativada por mitdgeno), IR8ul(in
receptor substrate 1ou primeiro substrato do receptor de insulina),-3RI
(phosphatidylinositol-3-kinaseu fosfatidil inisitol 3 quinase), PKCpiotein kinase-Cou
proteina quinase C), Piyfhospholipase-@ama ou fosfolipase C gama), ions calcio.

A sinalizacdo pela via da MAPK envolve a cascate/Gin2/SOS/Ras/Raf/l MAPK.
Apos a ativacao do receptor de prolactina ou dmbaro de crescimento, Jak2 fosforila Shc
(Src homology 2f-collagen relatecou Homaologo a Src @/presente no colageno), que ativa
a proteina Ras através da molécula adaptadora &nxd fator de troca do nucleotideo
guanina (SOS), induzindo Ras a trocar seu GDP ipoGUiP. Este evento é seguido por uma

estimulacdo sequencial de diversas proteinas dsnegoplasméticas, como a Raf (ou

25



quinase especifica para Ser/Thr), a MEK (ou quirdisedora da MAPK) e as MAPK. As
MAPK abrangem grande numero de proteinas tais cé&rid/2 (xtracellular-signal
regulated kinasel/2 ou quinase regulada por sinal extracelular 18nbém denominadas
p44/p42, que requerem a fosforilacéo de residudsatina e treonifd. A Erk 1/2, por sua
vez, migra para o nucleo celular, onde fosforilaagonjunto de moléculas responsaveis pela

transcricdo, iniciando, assim, a proliferacéo ereificiacéo celuldt (Figura 3).

Receptor do Fator ' Fator de Crescimento
de Crescimento

ERK12

_\/\/\/\ Fatores de Transcrigdo

Figura 3. Via de sinalizacdo da MAPK
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O lactogénio placentario exerce seus efeitos apdgyar ao receptor de prolactina,
ativando as vias de sinalizacdo Jak2/Stat5, PI3K/Ekk1/2, adenilato ciclase /AMPc e
célcio intracelulaf > >

A insulina e o IGF-1, assim como a prolactina e aynfonio do crescimento,
estimulam a proliferacdo das células beta pancesatitilizando componentes comuns da via
IRSs/PI3K? % %6 13 A insylina e o IGF-1 estimulam a proliferacdo dasulas beta
principalmente via autofosforilacdo dos seus rewept que fosforilam Shc com consequiente
ativacdo da via da MAPK, ou fosforilam o IRS2 que associa e ativa a subunidade
regulatoria (p85) da PI3-K, que por sua vez medadivacao da PKB/Akipfotein kinase B
ou proteina quinase B).

A Akt tem numerosos substratos, incluindo uma sér@onina quinase denominada
MTOR (nammalian target of rapamicyou proteina alvo da rapamicina em células de
mamiferos), que quando ativada fosforila a38(70 kDa S6 kinaseu 70 kDa S6 quinase)

57. 58 resultando em hipertrofia celular e proliferac@ular. Tanto a Akt quanto a p7
podem fosforilar Bad que posteriormente se liga@mplexo protéico 14-3-3 impedindo a
formacdo do heterodimero Bad/Bcl-oromovendo a sobrevivéncia celular. Esse mesmo
efeito € obtido quando a Akt fosforila a FoxO1, orembro da familia FoxO (Fatores de

transcricdo da familiforkhead™ (Figura 4). O efeito do GH e da prolactina é i pela

ativacéo da Jak2/Stat5 que também estimula esasdS Vi
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Figura 4 - Via de sinalizacdo da PI3-K.

As vias intracelulares da sinalizacdo dos horméroags receptores possuem
atividade tirosina quinase podem se cruzznogs-tall em diferentes niveis, e com a
prolactina e o hormdnio de crescimento ndo é difereAdemais, mudancas na expressao de
proteinas comuns a essas vias e/ou na ativacawifasfio de tais proteinas pode resultar em
alteracao da proliferacdo e da apoptose, dois eva@ssociados a expansdo/reducao da massa

de ilhotas pancreéticas verificados na prenhezdesiautricdo, respectivamente.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
- Avaliar os mecanismos envolvidos nas adaptac8&siterais e funcionais das ilhotas

pancreaticas de ratas durante a prenhez na vigémcestricdo protéica.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar o perfil nutricional, bioquimico e hwnal de ratas prenhes submetidas a
restricdo protéica.

-Verificar a secrecdo de insulina em resposta acesiracdo basal, fisioloégica e
suprafisioldgica de glicose em ilhotas de rataslee submetidas a restricado protéica.

- Verificar o conteudo de insulina em ilhotas dmasgrenhes submetidas a restricdo protéica.
- Determinar a area das ilhotas pancreaticas de pagénhes submetidas a restricdo protéica.

- Determinar o conteudo de proteinas da via MAPKileotas pancreaticas de ratas prenhes
submetidas a restricdo protéica.

- Determinar o contetdo de proteinas da via dagRi8ase em ilhotas pancreaticas de ratas

prenhes submetidas a restricao protéica.
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3.0 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Avaliaggiolégica de Alimentos do
Departamento de Alimentos e Nutricdo da Faculdaddwricdo da Universidade Federal de

Mato Grosso (DAN/FANUT/UFMT).

3.1 Animais

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar (Rattos/egicus, variedade Albinos,
ordem Rodentia Mammalia, familia Muridae), adultasn 90 dias de idade provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Matosso.

Todos os experimentos foram dirigidos por princale boas praticas de laboratério e
procedimentos cientificos, seguindo o guia pratieomaterial de biotério dimternational
Committee on Laboratory AnimalkCLA) %2

Um grupo de ratas foi acasalado com machos adidtosesma linhagem (4 fémeas e
1 macho) em gaiolas de criagéo de polipropilenalina® 37,0 x 31,0 x 16,0 cm com tampa
de aco inoxidavel, enquanto outro grupo nao foireetilo ao acasalamento. A cépula foi

confirmada pela presenca de espermatozoides regast vaginal.

Apds o acasalamento, ratas virgens e prenhes fonamtidas individualmente e
passaram a receber dieta normoprotéica com 17%oteima (CNP e CP, respectivamente)
ou hipoprotéica com 6% de proteina (HPNP e HPPertwamente) durante 15 dias. Todos
0s animais tiveram livre acesso a agua e a didtaraen mantidos sob condi¢des padrédo de

luminosidade (ciclo 12h claro/escuro) e temperatierd3°C.

Foi adotado o experimento fatorial 2 x 2, testandofatores estado nutricional e
estado fisiolégico. Assim, foram avaliados 4 gruposntrole Ndo Prenhe (CNP); Controle

Prenhe (CP); Hipoprotéico Ndo Prenhe (HPNP) e pti@ico Prenhe (HPP).
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3.2 Composicéo das dietas

A dieta normoprotéica cuja composicdo encontraeserita na Tabela 1, seguiu as
recomendacOes dAmerican Institute of Nutrition(AIN-93) para roedores nas fases de
crescimento, prenhez e lactacdo. A dieta hipomatdéeve a proteina substituida por
carboidratos, sendo mantidas as devidas propodgamido, dextrina e sacarose, bem como
a de L-cistina, em relacdo ao teor de caseina eoRdsentracdes dos demais nutrientes.

Portanto as dietas eram isocaloricas (3,76 Kcal/g).

Tabela 1 — Composicao das dietas (g/Kg)

Normoprotéica Hipoprotéica
(17% de proteina) (6% de proteina)

Ingredientes

Caseina (84% de proteina)** 202,2 71,5
Amido 397,0 480,0
Dextrina 130,5 159,0
Sacarose 100,0 121,0
L-cistina 3,0 1,0

Fibra (microcelulose) 50,0 50,0
Oleo de soja 70,0 70,0
Mistura de sais AIN93G*** 35,0 35,0
Mistura de vitaminas AIN93G*** 10,0 10,0
Bitartarato de colina 25 2,5

**Valores corrigidos em funcdo do conteldo de praela caseina.
**Composicao detalhad®’.
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3.3 Procedimentos Experimentais

O peso corporal foi monitorado trés vezes, iniocland primeiro dia de tratamento,
depois aos sete dias, e o ultimo aos quinze digmn@o de peso foi calculado pela diferenca
obtida entre o peso final e o peso inicial.

No décimo quinto dia de prenhez foram realizadodogo os procedimentos
experimentais, que tiveram inicio as 8:00 horas estenderam por toda a manha. Em todos
0S casos, as ratas foram anestesiadas cogn €€8m seguida decapitadas, sendo o sangue

coletado para as dosagens bioquimicas e hormonais.

3.4 Isolamento de ilhotas pancreéticas
ApoOs eutanasia realizaram-se a remocao e a digégstdancreas pelo método da

colagenase, como previamente desito

3.5 Secrecao estatica de insulina

ApoOs o isolamento, grupos de quatro ilhotas foracubhados por 90 min a 37°C em
tampéao de Krebs-bicarbonato contendo glicose &3e 16,7 mmol/L) equilibrado com uma
mistura de 95% ©- 5% CQ para garantir um pH de 7,4. O meio de incubacanirdta
(mmol/L): NaCl 115, KCI 5, CaGI2,56, MgC} 1, NaHCQ 24 e albumina bovina (3 g/L). A

insulina secretada foi determinada por radioimusaien

3.6 Conteudo de insulina das ilhotas
Grupo de 20 ilhotas isoladas foram sonicadas ehdé&ragua deionizada. Em seguida,
o material foi centrifugado e estocado a -85°C patarminacéo do contetdo de insulina por

radioimunoensaio.
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3.7 Determinacao do conteudo protéico por Westernl&ting

3.7.1Immunoblotting

ApoOs o isolamento, grupos de ilhotas foram depdagameppendorfe acrescentado
50-200uL de tamp&o de homogeneizacdo contendo inibidgrdeases e anti-fosfata&es
2. As ilhotas foram sonicadas e foi determinada antidade total de proteirfdsAmostras
contendo 5Qg de proteina foram incubadas por 5 min a 85°C tampdo Laemmli 4X
concentrado (1 mmol/L de fosfato de sodio, pH @,8% azul de bromofenol, 50% glicerol,
10% SDS, 2% mercaptoetanol) (4:1, v/v) e a correldizada em géis de poliacrilamida a
12% (Erkl, Erk2 e pErk1/2) ou 10% (Akt, pAkt, SHC) a 120 V por 30 min. A
eletrotransferéncia das proteinas para membranagrdeelulose (Bio-Rad) foi realizada por
2 h a 200 V em tampao contendo metanol e SDS. Pegeichecada a eficiéncia da
transferéncia pela coloracdo da membrana com Peonasamesmas foram bloqueadas com
leite desnatado 5% em solucao basal (10 mmol d£LTB30 mmol de NaCl/L, 0,5% Tween
20) por duas horas em temperatura ambiente. A ssdoedas proteinaskt, pAkt, SHC,
Erkl, Erk2 e pErkl/2 foram detectadas nas membrap@s incubacaovernighta 4°C com
anti-Aktl (mouse polyclonasc-5298), anti-phospho[$&fAkt (rabbit polyclona) sc 7985),
anti-SHC (abbit polyclonal] sc-288), anti-Erk1rébbit polyclona) sc-94), anti-Erk2r@bbit
polyclonal sc-154), da Santa Cruz Biotechnology, Inc. (S@&mte, CA, USA), e anti-Erk1/2
(p44/42 MAPKmouse monoclonaE10) da Biolabs Inc (Beverly, MA, USA), diluidéss00
em solucao basal contendo 3% de albumina. A daiefogdeita por quimioluminescéncia
(SuperSignal West Pico, Pierce) apos incubacdo antitorpo secundario conjugado a
peroxidase Horseradish peroxidase-conjugated intensidade das bandas foi determinada
através da leitura dasutoradiografias reveladas, por densitometria Otiddizando um
scanner (HP 3400) e o programa Scion Image (Scimmpdtation). Os dados numeéricos
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obtidos, correspondentes as bandas protéicas fa@mparados estatisticamente como

descrito no item 4.9.

3.7.2 Imunoprecipitacao

Aproximadamente 1000 ilhotas foram homogeneizadadaepdo de extracdo para
imunoprecipitado contendo Tris-HCI (pH 7.4), 100 abfin pirosfosfato de s6diol00
mmol/L fluoreto de sodio, 10 mmol/L EDTA, 10 mmoldrtovanadato de sédio, 2.0 mmol/L
PMSF, e 0,1 mg aprotinina/ml e homogeneizado darat segundos, a 4 °C, utilizando
sonicador. Foi adicionado ao homogeneizado TritafOB a 1%, sendo agitado manualmente
e mantidos no gelo por 40 minutos. Posteriormeaseamostras foram centrifugadas a
12.000G por 15 minutos aGt O ‘pellet’ foi desprezado e aliquotas do sobrenadante foram
usadas para medida da concentracdo pr6féiss amostras contendo g§de proteina foram
incubadas 6vernight a 4°C, sob agitacdo constante comli® anticorpos especificos: anti-
IRB (rabbit polyclonal sc-711), anti-IRS1rébbit polyclonal sc-559), anti-IRS2 gpat
polyclonal sc-1556), anti-p78" (rabbit polyclona) sc-8418), anti-phospho p7 (mouse
monoclonal sc-8416) da Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Samta, CA, USA), e anti-p85
da PI3K ¢abbit polyclonal06-195) da UBI (Lake Placid, NY, USA). No dia aage, foram
adicionados as amostras gbDde proteina A Sepharose, sendo estas mantidaagstagao
constante a 4C por 2 horas. Os imunocomplexos foram lavadostiésrvezes com tampao
de lavagem para imunoprecipitado, contendo ortalaioade sodio 2mM, Trisma 100mM,
EDTA 1mM, Triton 0,5%. O pellet” foi ressuspenso com 30 de tampé&o de Laemmili
diluido (1:2) contento 100 mM de DTT e fervido frominutos e a corrida realizada em gel
de poliacrilamida (8% para IRS1/2, 10% par8,IR85 da PI3K, p75" e p7G° fosforilada).
A transferéncia para a membrana de nitrocelulaséeteccao por quimiluminescéncia foram
realizadas conforme descrito anteriormente.
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3.8 Imunohistoquimica

Para analise morfolégica, o pancreas de ratas ctdetado e mantido por
aproximadamente 8 horas em solucdo de formaldeitipdnado a 10% e posteriormente
processada em métodos rotineiros para analisddujite .

A técnica de imunohistoquimica anti-insulina faalreada apos cortes histologicos de
5um de espessura, e aplicados sobre laminas posiivllchmunoSlide-EasyPath®). Os
cortes foram desparafinados em xilol e reidrataograduacdes decrescentes de alcool até a
agua destilada. O bloqueio da peroxidase endogemadiizado pela incubacao das laminas
em solucéo de peréxido de hidrogénio a 3% em agst@atia por 15 minutos em temperatura
ambiente. Para a recuperacdo antigénica foi wibzeampéao citrato pH 6,0 em forno
microondas por 2 minutos. As ligacfes inespecificaam minimizadas com uso de leite
desnatado (Molico®) 5% diluido em agua destiladeamhe 15 minutos. Os cortes foram
cobertos com solucdo contendo o anticorpo polit¢lané-insulina suinoduinea pig anti-
swine insulin polyclonal antibodl{A0564 — Dako, Corp., Carpinteria, CA., diluicid 50),
incubados em camara umida a 37°C por 60 minutagefarmente, foram lavados em agua
destilada e tratados com anticorpo secundario nailetiio anti IgG de cobaia (61-4620,
ZYMED, Invitrogen USA) por 30 minutos em camara denie temperatura ambiente. Em
seguida os cortes foram lavados em agua destila@d@aeos com o conjugado streptavidina-
peroxidase (DAKO Corp., Carpinteria, CA) por 30 aizs em camara umida e temperatura
ambiente. Posteriormente, as sec¢Oes foram sulamefidrevelacdo com o cromdgeno
vermelho (VECTOR®NovaRED) por 5 minutos. Os cofteam lavados em agua destilada e
contra-corados com hematoxilina de Harris por 3fusdos, em seguida lavadas em agua
corrente por 1-2 minutos e desidratados em gra@sadé alcool, clarificadas em xilol e

montadas com Entellan (Merck, Darmstadt, Germamm&i Chemical Co., Saint Louis,

37



USA). Foram selecionadas todas as ilhotas, apraddmante 20, de um campo da lamina.
Em seguida as laminas foram avaliadas em microsdptico. Imagens foram capturadas em
camera digital (Sony Cyber-shot DSC-H5) e menswadando Software Motic® Images

Plus 2.0 ML.

3.9 Determinac¢des Bioquimicas e Hormonais

3.9.1 Glicose
A glicemia foi determinada pelo método da glicosddase-peroxida® As
absorbancias das amostras foram lidas em espdétr@yo modelo 395, marca Micronal,

em comprimento de onda de 505nm. Os resultadosifexpressos em mmol/L.

3.9.2 Albumina

Foi determinada pelo método colorimétrico do verke bromocreséi. Foram
adicionados 0,01 ml de soro, 1ml do reativo de Aerabsorbancias das amostras foram lidas
em espectrofotdmetro modelo 395, marca Micronalcemprimento de onda de 630 nm. Os

valores foram expressos em g/dL.

3.9.3 1B-estradiol
Foi determinado por imunoensaio enzimatico de $atida para dosagem do estradiol
em soro ou plasma humano, usando kit comercialQBegon ImmunoSystems, Itélia). Os

valores foram expressos em pmol/L.
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3.9.4 Progesterona
Foi determinado por imunoensaio enzimatico de faSkda para dosagem de
progesterona em soro ou plasma humano, usandorkigrcial (BioChem ImmunoSystems,

Italia). Os valores foram expressos em nmol/L.

3.9.5 Prolactina
Foi determinado por imunoensaio enzimatico parage® de prolactina em soro,

usando kit comercial (ALPCO Diagnostics, USA). @foves foram expressos em ng/mL.

3.9.6 Corticosterona
Foi determinado por ensaio imunoabsorvente enzimagara dosagem de
corticosterona em soro de rato, usando kit conlefdissay Design, Michigan, USA). Os

valores foram expressos gm/dL.

3.9.7 Insulina

A insulina secretada e o contetdo de insulina botdk isoladas foram determinadas
por radioimunoensaio de acordo com o método de&trit

Foram transferidas aliquotas de 0,1 ml das amodéssonhecidas (em duplicata) as
quais receberam, a seguir, 0,2 ml de uma solugatemdo anticorpo anti-insulina (1:200) e
insulina marcada cortf? (tracador) em tamp&o fosfato pH 7,4, acresciddNe€l 0,9% e
albumina 0,5%. Em seguida, foram preparados osrgegicontroles:

a) Trés tubos (Totais) que receberam somente 0,2 nmbmpao fosfato contendo

insulina marcad® para averiguac&o da radiagdo maxima.
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b) Trés tubos (Ligacdo néo especifica) contendo 0,dartmpéo fosfato contendo

insulina marcada’® e 0,1 ml de tampdo fosfato, para determinar pesi

interferéncias no ensaio pelos componentes do mmpa

c) Trés tubos (Referéncia) contendo 0,2 ml de soluefwpao fosfato contendo

insulina marcada com?l 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, udna sle tubos (curva padrao),
contendo 0,1 ml de insulina nas seguintes conagigsa 0,02; 0,039; 0,078; 0,16; 0,31; 0,63;
1,25; 2,5; e 5,0 ng/ml. Cada tubo dessa série eecédmbém 0,2 ml de solucdo tampéao
fosfato contendo insulina marcad&l e anticorpo anti-insulina. Em seguida, amostras,
controle e curva padréao foram agitados em vortestecados a 4C, durante 48 horas. Apos
este periodo de incubagdo, com excec¢do dos t@esapélise da radiagdo maxima, todos os
outros tubos receberam 0,2 ml de uma solucdo cdmt2/5% de carvao (Norit A), 0,5% de
albumina e 0,25% de dextran T 70. Os tubos foramades em repouso durante 20 min e a
seguir centrifugados durante 20 min (800 g) &4 O sobrenadante foi descartado e a
radioatividade contida em cada tubo foi avaliadacentador de radiacdo gama. Os trés tubos
elaborados para analise da radiacdo maxima n&armive sobrenadante descartado, sendo as
radiacbes dos mesmos avaliadas diretamente. Com r@s valores obtidos nos tubos
contendo insulina conhecida elaborou-se a curvedpaglie foi utilizada para a avaliacdo dos

valores desconhecidos das amostras. Os resulta@dos €éxpressos em pmol/L.

3.10 Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados em média + deauido do numero de animais ou
experimentos. Para ilhotasncse refere ao numero de experimentos realizadosagnitude
do aumento do contetudo das proteinas das vias dAKMAPI3K, bem como da area das
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ilhotas pancreaticas foi obtida pela divisdo dokbres meédios dos grupos comparados.
Inicialmente foi aplicado o teste de Levene par#igar a homogeneidade das variancias. Os
resultados com variancias heterogéneas e sembdig&o normal foram transformados
(logaritimica- Logo ou Ln da variavel) para correcdo da heterogeneigadanormalidadé
Em seguida os resultados foram analisados porsanddi variancia (ANOVA) a dois fatores
(estado nutricional e estado fisiologico). Quandecessario estas analises foram
complementadas pelo teste de comparacdo multipragdia LSD feast square differenge
O nivel de significancia foi estabelecido prD,05.

Para analise dos resultados utilizou-se o progf&tadistic for Windows", versao 4.3,

1993 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).
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4.0 RESULTADOS

Independente do estado nutricional, ratas prenpessentaram ganho de peso e
consequentemente peso corporal final maiggf+236,3;p<0,0001 e Fg= 67,7;p<0,0001,
respectivamente). As ratas prenhes também tiveoaweatracdes sericas de E2 {E 102,4,
p<0,0001) e P (k= 85,8,p<0,0001) maior e glicemia menor(fs== 29,9,p<0,0001) em
comparacao as ratas ndo prenhes. A prolactinemietde do grupo HPP foi maior em
relacdo as ratas dos grupos HNP, CP e CNP. Emastatra concentracdo sérica de
corticosterona foi menor em ratas do grupo HPP wo @m ratas dos grupos CP, HPNP e

CNP. A insulinemia e a albuminemia néo diferirartreens grupos (Tabela 2).

Tabela 2 —Varidveis somatica, bioguimicas e hormonais dasrai@o prenhes e prenhes
mantidas com dieta controle (CNP e CP) ou hipograt¢HPNP e HPP).

Grupos
Variaveis
CNP CP HPNP HPP
Ganho de peso corporal (g) 35+16 78+13 29+12 79+15
(17) (22) (20) (28)
Peso corporal final (g) 258+23 309+24 270+18 306+29
(17) (22) (20) (28)
Albumina sérica (g/dl) 4,4+0,7 3,9+0,4 4,3+0,4 4,3+0,8
(6) (7) (10) (6)
Glicose sérica (mmol/L) 5,89+0,7  3,9+0,T 54+1,1  4,1+04
(7) (6) (6) (8)
Insulina sérica (pmol/L) 423+114 336+100 357+175  438+100
(7) (6) (6) (8)
17B-estradiol (pmol/L) 89+15  198+48 81+18 206+44
(6) (7) (6) (8)
Progesterona (nmol/L) 51422  232+3% 54+19 188+60
(5) (7) (5) 9)
Prolactina (ng/ml) 55+1°1  4,0+0,8 56+1,3  12,6+6,6
3) (4) (4) 3)
Corticosterona ((g/dl) 15,8+1,f 14,9+0,6 15,3+0,3  10,8+1,f
(7) (6) (5) (4)

Valores expressos em média + desvio padrdo do minemratas entre paréntésedica diferenca em
relacdo as ratas ndo prenhes (ANOVIAwo-way P<0,05). Letras diferentes indicam diferencas
significativas (teste LSD, P<0,05).
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O conteudo de IB; IRS-1, IRS-2 e da subunidade p85 da PI3K naaidifntre os
grupos (Figuras 4A a 4D). Conforme ilustrado mguFa 4E, o conteddo protéico de Aktl foi
1,5 vezes maior no grupo HPNP em relagdo ao griy®. @s ilhotas pancreéticas das ratas
HPP expressaram menor quantidade de Aktl quandgasanes com ilhotas das ratas
HPNP. Ndo houve diferenca estatistica na expredadaktl em ilhotas dos grupos CP e
CNP. O contetdo de Aktl fosforilada nos residues S#"® (Figura 4F) e a razdo
[Se473\kt1/contetdo total de Aktl (Figura 4G) foi menan éhotas de ratas mantidas com
dieta hipoprotéica (HPP e HPNP) do que em ilhowmsadas mantidas com dieta controle
(CNP e CP) (Eg=25,9; p<0,001 e 5=6,4; p<0,05, respectivamente). Entretanto, essas
variaveis foram, respectivamente, 1,3 e 1,7 veza®mmes em ilhotas dos grupos prenhes
(HPP e CP) em relacao as ilhotas dos grupos nabgsgHPNP e CNP) {=10,24; p<0,02
e R g=7,7; p<0,05, respectivamente). Como demonstradBignara 4H, ilhotas pancreéticas
das ratas HPP expressaram menor quantidade d&“p#D que ilhotas dos grupos HPNP,
enquanto ilhotas do grupo CP tiveram contetido magop7§° do que ilhotas do grupo
CNP. O contelido fosforilado de p?70 foi 1,4 vezes maior em ilhotas de ratas prenhes
(HPP e CP) em relagéo as nao prenhes (HPNP e BNB)5,32; p<0,05) (Figura 4l). A

razdo pp7e/p70°® nao diferiu entre os grupos (Figura 4J).
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Figura 5. Contetdo protéico de IR-(A), IRS-1 (B), IRS-2 (C), subunidade p85 da PIEK),
Aktl (E), pAktl (F), e razdo pAktl/Aktl (G), p70 (H), pp7G° (1), razdo pp7&Ip70°%* (J)

em ilhotas de ratas CNP, CP, HPNP e HPP. As baspaissentam a média + desvio padrao de 3-
6 experimentos independentémdica diferenca em relacéo as ratas ndo prenHe®©Y Two-
way, P<0,05). *Indica diferenca em relagdo as ratastioi@s com dieta controle (ANOVAwo-
way, P<0,05). Letras diferentes indicam diferencaatisticas (teste LSD, P<0,05).
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A expressao da Shc em ilhotas de ratas mantidagdaim hipoprotéica e em ilhotas
de ratas prenhes foi 1,5 vezes maiongfF 16,25; p<0,01 e /=15,63; p<0,01,
respectivamente) em relacéo as ilhotas de ratdsotese ratas ndo prenhes, respectivamente
(Figura 5A). Os conteudos das proteinas Erkl (RigB) e Erk2 (Figura 5C) foi reduzido
nas ilhotas das ratas mantidas com dieta hipopeoti 1=11,64; p<0,01 e = 11,97;
p<0,01, respectivamente). A Erkl e Erk2 foram el 43 vezes maiores em ilhotas de ratas
prenhes em comparacdo as nao prenhes~H0,18; p<0,01 e = 7,91; p<0,05,
respectivamente). O conteudo de Erk1/2 fosforikadaimilar nas ilhotas dos grupos HPNP,

HPP e CP e significativamente maior nesses gruposetacao as ilhotas do grupo CNP

(Figure 5D).
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Figura 6. Conteudo protéico de Shc (A), Erkl (B) e Erk2 (@Brk1/2 (D) em ilhotas de ratas
CNP, CP, HPNP e HPP. As barras representam a médésvio padrao de 3-4 experimentos

independente€. Indica diferenca em relacdo as ratas ndo prenhE©Y Two-way P<0.05).
*Indica diferenca em relagcédo as ratas mantidas dieta controle (ANOVATwo-way P<0.05).
Letras diferentes indicam diferencas estatistiessg LSD, P<0,05).
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A secrecao de insulina em resposta a baixa comg@atrde glicose (2,8 mmol/fi
similar nos grupo HPNP e CNP, significativamenteomam ilhotas do grupo CP comparado
ao grupo CNP, mas igual entre os grupos HPNP e @HRjara 6A). Em concentracao
fisiologica de glicose (8,3 mmol/L), a secrecaardilina por ilhotas de ratas HPNP e HPP
foi menor do que por ilhotas de ratas CNP e GRg29,67; p<0,0001). A prenhez aumentou
a resposta secretoria em ambos os grupps«FL,94; p<0,0001). Assim, ilhotas de ratas
HPPe CP secretaram a mesma quantidade de insulinargFé@). Em alta concentracdo de
glicose (16,7 mmol/L), as ilhotas dos grupos HRPetaram menos insulina do que as ilhotas
do grupo HPNP. Em contraste, a secrecdo de insydorailhotas de ratas CP foi

significativamente maior em relacao as ilhotasrdtess CNP (Figura 6C).

O conteudo de insulina em ilhotas pancreéaticas d@eriu entre 0s grupos
(CNP=26+8 ngl/ilhota, n=4; CP=28+8ng/ilhota, n=4; NH2= 34+8ng/ilhota, n=3; HPP=

44+18ng/ilhota, n=4).

A area das ilhotas do grupo HPP foi menor em relagdilhotas do grupo HPNP,
enguanto as ilhotas do grupo CP tiveram area siasldhotas do grupo CNP embora o valor
médio do grupo CP tenha sido cerca de 1,4 vezew @i relacdo ao grupo CNP. N&o houve
diferenca significativa entre a area das ilhotas doupos HPNP, CNP e CP (CNP=
1869+261Hinf, n=91; CP= 2613+43¢Mf, n=137; HPNP=2585 +3892inf, n=138;

HPP=1502+200Qunt, n=91).
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Figura 7. Secrecéo de insulina estimulada por glicoselpotas de ratas CNP, CP, HPNP e HPP.
Grupos de 4 ilhotas foram incubadas por 90 minatasmeio Krebs-bicarbonato contendo 2,8
(A), 8,3 (B) e 16,7 (C) mM de glicose. As barrapresentam a média + desvio padrdo de 5-7
experimentos independentégndica diferenca em relacéo as ratas ndo prenhE©YA Two-
way, P<0.05). *Indica diferenca em relacéo as ratastioes com dieta controle (ANOVAwo-
way, P<0.05). Letras diferentes indicam diferencaatisticas (teste LSD, P<0.05).
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5.0 DISCUSSAO

Apos consumo de dieta hipoprotéica por um curtdogerde tempo (15 dias), ndo
foram observadas as alteracfes classicas comumistde em animais desnutridos (baixo
peso e hipoalbuminemia). O aumento de E2 e P dimesvna prenhez norrialfoi
verificado em ratas CP e HPP. Em desacordo comelasos de que concentracbes de
corticosterona total e livre no plasma maternoceatémentados no 15° dia de preffi€Z e
na restricdo protéi¢d no presente estudo a corticosterona sérica néerdou nas ratas do
grupo CP e diminuiu naquelas do grupo HPP. Curieséeéna inesperada diminuicdo da
concentracdo sérica de corticosterona em ratasféiRPompanhado por aumento antecipado
da concentracao sérica de prolactina, cuja elevagi@onumente observada no estagio tardio

da prenhe?Z e sugere o papel inibitério da corticosteronaesabisecrecéo de prolactina

A prenhez e a restricdo protéica ndo alteraranordeddo de insulina das ilhotas
pancreaticas. Contudo, o curto tempo de exposigdieta hipoprotéica diminuiu a secre¢ao
de insulina, especialmente em concentracdes fgigade suprafisioldgica. Corroborando
estudos prévios, exposicdo a dieta restrita emeijm@tdurante a prenhez melhorou a
responsividade das células beta na presenca dertoangdo fisiolégica de glico$emas nao
modificou a secre¢do de insulina em baixa conceftrade glicose e diminuiu em alta
concentracdo de glicose. Como esperado, ilhotdsdes® de ratas CP exibiram aumento na

secrecao de insulina em resposta a todas as coageg de glicose.

Alguns estudos tém tentado identificar mecanismuseculares subjacentes as
adaptacdes estruturais e funcionais das ilhotasrgaticas em reposta a prenhez e a privacao
protéica. Foi demonstrado que ilhotas de ratos id@nicom dieta hipoprotéica em fase de
crescimento apés o desmame apresentavam maioresidos de IR3, IRS2 e PI3K e
menores de IRS1 e p7# "™ ® Neste estudo a exposicdo & mesma dieta poregdiag nédo

alterou os contetidos de [RHRS1, IRS2 e PI3K-p85, mas aumentou a expressjw &«
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em ilhotas de ratas adultas ndo prenhes. Possivielras diferencas observadas se devam ao
reduzido tempo de exposicao a dieta e a fase daevidque esses animais foram expostos a
privacao nutricional. A prenhez associada a privggétéica foi acompanhada pela reducéo
da expressdo de Aktl e p7f) enquanto a prenhez normal n&o alterou a exprefsadtl,

mas aumentou o conteldo de PO Em ambas as situacdes ndo houve alteracdo do
contetido de IR, IRS1/2 e PI3K-p85. E interessante ressaltar querenhez normal as
ilhotas pancreaticas exibem concentracdes inalsrade IRS1/2, mas aumento da
fosforilagdo e da associagdo de IRS1/2 com a p&% tomo aumento do conteudo e da
fosforilacdo da Aktl e da p7% >°. No presente estudo, a grande variabilidade ntetdo

de Aktl verificado no grupo controle ndo prenhe eoer contribuido para mascarar as
diferencas entre esse grupo e o controle prenha,vemn que se observou uma tendéncia de

aumento da expressao dessa proteina no ultimo grapelacdo ao primeiro.

Diversos estudos indicam que o crescimento e aatud@s ilhotas pancreéticas sédo
influenciados pelo contetido e/ou atividade d3)RRS1/2, Aktl e p78*. A reducéo do IR
em célulasp diminui severamente a secrecdo de insulina emosespa glicosé. Em
contrapartida a deficiéncia IRS1 promove hiperimgwhia e aumento na massa de célfllas
engquanto a auséncia de IRS2 é acompanhada denkigeremia, diabetes precoce e faléncia
das célulag secundéria & hipoplasia das ilhdtaS. A Akt promove a sintese de proteina por
modular mTOR e sua proteina alvo p73°, sendo o aumento da sua atividade associado a
elevacdo da massa de célylaslevido a maior sobrevivéncia e a hipertrofia déslasp®.
Finalmente, a deficiéncia da pf0 estad associada & hipoinsulinemia, insensibilicade
glicose, reducéo do contetido de insulina nas sheto tamanho das célup. No presente
estudo, as alteracBes nas expressdes de Akt 1 @ p7do foram acompanhadas de
alteracdes no contetdo de insulina, independentieti, mas foram seguidas da diminuicdo

na area das ilhotas no grupo HPP. Considerandooggeupo HPP apresentou menor
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expressdo de Aktl, do seu contetido fosforilado o pAktE*™’IAkt1, que indica a sua
atividade, € possivel que a area reduzida dasaghitsse grupo tenha resultado do aumento
da apoptose e/ou da reducao da proliferacéo eirmeso celular mediados por essa proteina.
Curiosamente, o padrdo de secrecao de insulinaesposta a concentracao fisioldgica de
glicose foi acompanhado da reducdo do contetdalp®k>e da razdo pAkeE™'IAktl.
Também, secrecdo de insulina em alta concentragdglicbse acompanhou o padrdao de

expressao da p78~

Em varias vias de sinalizacdo, a expressao efarifasdo de membros da cascata da
MAPK ativam diversos reguladores transcricionais gantrolam o crescimento celular. No
presente estudo a prenhez aumentou a expressédocde Bk1/2 independente da dieta, e
melhorou o contetdo de pErk1l/2 em ilhotas de nagaprenhez normal, como previamente
demonstradd” 8 A dieta hipoprotéica também elevou a expressi@ht e contetido de
pErk1/2 e reduziu a expressao de Erkl/2. A prembiemcapaz de aumentar o contetudo de
pErk1/2 em ilhotas de ratas submetidas a restnppateica. Embora Erk1/2 modulem a
secrecdo de insuliffa o papel mais importante dessas proteinas emas@lylancreaticas é a

regulacéo da proliferacdo, crescimento e sobreuigérelulaf.

Nutrientes, hormoénios e fatores de crescimento taotda expressao de proteinas das
vias Shc/Erk and IRS/PI3K/AKITO 5°¢ em célulasB pancreaticas. A prolactina tem sido
considerada um importante fator de crescimentoleitono aumento da massa de ilhotas e
da sensibilidade a glicose durante a prenhez, fp@cao de proteinas alvo das cascatas da
PI3K e da MAPK3. A dexametasona, um glicocorticéide sintético, enta a expresséo de

0°°¢e contetdo de pAkt em ilhotas pancreéatitaSuriosamente, neste estudo ratas HPP

p7
que exibiram um aumento no nivel sérico de prolacé uma diminuicdo na concentragao
sérica de corticosterona, também tiveram baixo etmtt de p7¥" Aktl, pAktl. Estes

resultados confirmam a observacdo que glicocodésiatuam em sinergismo com a
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prolactina induzindo a ativacdo da STAT5 atravesrseanismos distintos envolvendo o

receptor de glicocorticéid&s?® *
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6.0 CONCLUSAO

- Ratas prenhes submetidas a restricdo protéicaapéesentaram 0s sinais tipicos da
desnutricdo, tais como baixo peso e hipoalbuminemées tiveram aumento da concentracao

sérica de prolactina e reducao da corticosterona.

- A dieta hipoprotéica durante a prenhez nao alter@onteddo de insulina, mas reduziu a
area das ilhotas pancreaticas, bem como a respestatoria especialmente em resposta a

concentragdes fisiologica e suprafisioldgica deagie.

- A prenhez associada & privacdo protéica reduziormtetido de Aktl e de p7Y, e foi

incapaz de aumentar o contetdo de pErk1/2.

Portanto, o curto tempo de restricdo protéica dararprenhez alterou a estrutura e a funcao
das ilhotas pancreéticas, possivelmente devidodac&® do conteudo e da atividade de
proteinas das vias da PI3K e MAPK em resposta &ababncentracdo sérica de

corticosterona. A alteracdo estrutural pode teult@do doaumento da apoptose e/ou da

reducao da proliferacdo e do crescimento celular.
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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



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

