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RESUMO

Modelo de estudo: Estudo experimental. Objetivos: este estudo teve como objetivo avaliar e caracterizar
a dieta hipoprotéica como um modelo experimental para estudo de EHNA. Métodos: foram utilizados
ratos da linhagem Wistar divididos em dois grupos com dietas isocaldricas: controle (GC) no qual a
dieta utilizada seguiu o preconizado pela AIN-93 e hipoprotéico (GH) com quantidade de proteina redu-
zida de 20% para 10%. As dietas e agua foram ofertadas ad libitum por quatro semanas. Apds esse
periodo, os animais foram sacrificados e analisados: glicemia; nitrogénio urinario; proteina sérica;
gordura hepatica; colesterol; variagdo de peso e quantidade de racdo consumida. Resultados: glicemia
e nitrogénio urinario ndo apresentaram diferengas significativas entre GC e GH (p>0,05), a variagao de
peso no ultimo dia do experimento foi significativa (p<0,02). A porcentagem de gordura hepatica foi
estatisticamente maior no GH, quando comparado ao GC (p<0,04). Foram menores o nivel de colesterol
(p<0,01) e proteina sérica (p<0,005) no GH. A quantidade de dieta consumida nao foi diferente entre os
grupos, considerando-se as médias de ingestdo semanal. Conclusées: neste trabalho a dieta
hipoprotéica constitui um modelo de indugcdo de EHNA que pode ser caracterizada pela diminuicdo da
proteina sérica e do colesterol plasmatico e aumento da gordura hepatica, entretanto ndo ocorreram
alteracOes na glicemia sugerindo que nao existiu mudanga na sensibilidade a insulina, constituindo
assim um modelo falho para estudar um dos principais fatores de risco para o estabelecimento da
EHNA, a resisténcia a insulina.
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Introducao
A subnutri¢do protéica é reconhecidamente um

problema mundial que afeta, principalmente, gestan-

Curso de Nutricdo e Metabolismo, Departamento de Clinica Médi-
ca da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP.

tes e criancas. Quando esta ocorre na infancia pode
haver comprometimento da taxa de crescimento e
gerar alteragdes comportamentais e de aprendizado'.
Filiputti et al. (2008)? demonstraram que ratos alimen-
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tados com baixa quantidade protéica (6%) apresenta-
ram baixo peso, baixa quantidade de albumina e insu-
lina plasmatica, alta gordura e glicogénio hepéticos.

Um efeito da dieta hipoprotéica ja estabelecido
é o aumento da gordura corporal. Ratos em cresci-
mento tendem a aumentar o seu consumo para ade-
quar a sua ingestao ao seu requerimento protéico, exi-
gido para a formagéo de tecidos magros>.

Na auséncia de doenca ou trauma, a deficién-
cia protéica aumenta os niveis de glicocorticdides por
ativar o eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal, as altera-
¢des hormonais levam a uma diminuigio do apetite *.

Também a menor ingestdo protéica parece cau-
sar o aumento de homocisteina sérica no plasma de
ratos, como demonstrado em um estudo de Okawa et
al. (2006)3, o qual discorda de outros dados reportados
por Stead et al. (2000)%, que verificaram que o aumen-
to de homocisteina estd ligado a uma maior ingestao
protéica, ja Smolin et al. (1984)” reportaram que a con-
centracdo de homocisteina ndo apresentou diferencas
entre animais alimentados com 10% ou 60% de caseina.
A suplementacdo de creatina isoladamente demons-
trou ser outro fator que pode elevar a homocisteina
sérica 8. Estes dados conflitantes evidenciam que ain-
da ndo ha na literatura concordancia sobre a influén-
cia protéica nos niveis de homocisteina, um reconhe-
cido fator de risco para doengas cardiovasculares.

A deficiéncia protéica pode constituir um mo-
delo indutor de esteatose hepdtica ndo alcodlica
(EHNA) por meio de dieta, que atualmente apresenta
diversas outras formas de indugdo em modelos expe-
rimentais, tais como a deficiéncia de colina e metioni-
na’, dieta rica em gordura'® !! e rica em carboidratos
simples, dentre outros. Sabe-se que a deficiéncia pro-
téica é um causador de esteatose hepética 2. AEHNA
apresenta relevancia em saide publica devido a sua
alta prevaléncia '°.

A EHNA caracteriza-se por um actimulo de
lipidios no figado, primeiramente na forma de triacil-
glicerdis, sem a ingestdo de quantidades significativas
de élcool e com a exclusdo de outras causas conheci-
das de esteatose, como algumas drogas e toxinas 2.
Pode ser definida como um excesso de gordura hepa-
tica, na qual o figado possui ao menos 5% dos hepat6-
citos com gotas lipidicas que excedem de 5 a 10% o
peso do 6rgdo em pacientes que ndo consomem quan-
tidades significantes de alcool .

Sua patogénese estd fortemente associada a
resisténcia a insulina, tanto hepatica quanto de adip6-
citos. A alta insulinemia é um denominador comum
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para os componentes da Sindrome Metabdlica e a
EHNA pode ser uma manifestacdo hepatica dessa
sindrome que € definida com a presenc¢a de 3 ou mais
das seguintes manifestacdes: hipertrigliceridemia, hi-
pertensdo, alta glicemia de jejum, baixos niveis de li-
poproteinas de alta densidade (HDL) e aumento da
circunferéncia da cintura.!

Este trabalho tem como objetivo principal pro-
vocar a desnutricdo protéica em ratos e caracterizar
algumas de suas consequéncias ao metabolismo, prin-
cipalmente hepatico, descrevendo assim um modelo
de estudo para esteatose hepdtica.

Métodos

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, re-
cém-desmamados, com peso médio de 58 gramas e
provenientes do Biotério Central da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo
Paulo (FMRP-USP). Os animais foram transferidos
ao Biotério do Departamento de Clinica Médica da
FMRP, onde permaneceram durante todo o estudo.
Os grupo experimentais foram divididos em:

* Grupo Controle (n=6): ratos que receberam agua
ad libitum e dieta padrdo segundo AIN-93
(American Institute of Nutrition, 1993) 16,

* Grupo hipoprotéico (n=7): ratos que receberam dgua
ad libitum e dieta baseada na AIN-93 e com restri-
cdo protéica.

As dietas foram ofertadas durante quatro se-
manas e apds esse periodo os animais foram sacrifi-
cados. A dieta do grupo controle seguiu a recomenda-
cdo da AIN-93 com caseina 20% e carboidrato 63.5%,
Jé a dieta pobre em proteina continha caseina 10% e
carboidrato 73,5%. As quantidades dos componentes
das dietas estdo especificadas na Tabela 1. Os ratos
foram acomodados em gaiolas individuais com ciclo
claro-escuro de 12 horas, com iluminacao artificial, e
temperatura média de 25° C.

A ingestdo foi controlada por meio de pesagem
regular de comedouros a cada dois dias € 0 mesmo
realizado com os animais. Ao final de 28 dias os ani-
mais foram sacrificados por decapitacdo apos je-
jum de 12 horas. Em seguida, foi coletada uma
amostra de sangue, que foi submetida a centrifugagio
(3500 rpm por 10 min) para separagdo do soro que foi
congelado. Foram retirados também os figados que,
apos pesagem, foram congelados em nitrogénio liqui-
do (-196° C).
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Tabela 1

Composicao das dietas por kg

Ingredientes Controle Hipoprotéico
Caseina (g) 200,00 100,00
Amido (g) 530,50 630,50
Sacarose (g) 100,00 100,00
Oleo de Soja (g) 70,00 70,00
Fibra (g) 50,00 50,00
Minerais (g) 35,00 35,00
Vitaminas (g) 10,00 10,00
L-cistina (g) 3,00 3,00
Colina (g) 2,50 2,50
Butil hidréxitolueno (g) 0,02 0,02
Energia (kcal) 3952 3952
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significativamente menor que a do grupo controle (Ta-
bela 2), enquanto o consumo de dieta mostrou dife-
renga estatisticamente significante na dltima semana
do experimento com o grupo hipoprotéico consumin-
do menor quantidade (Figura 1).

Tabela 2
Meédias de pesos inicial e final dos grupos em gramas
do primeiro e dltimo dia de experimento

Grupos
Controle Hipoprotéico
Peso inicial(g) 5750 + 3,08 59,00 + 3,32
Peso Final(g) 14633 + 13,32% 9743 + 18,17*

Este estudo teve como finalidade a
dosagem de parametros bioquimicos em

* significa p < 0,02 entre os grupos Controle e Hipoprotéico
quanto ao peso final.

ratos alimentados com dietas hipoprotéicas

para verificar suas consequéncias meta- % 1804

bolicas e causadoras de esteatose hepati- £ 14n-

ca. Para tanto, ele foi delineado através da "5 120 -

comparagdo entre um grupo de ratos com % 100 -

dieta controle e um grupo com caréncia de g

50% do recomendado de proteina. § EE |

Dosagens bioquimicas § 40 4
As dosagens de proteina, glicemiae % 20 4

colesterol séricos foram realizadas por meio ©

de kits comerciais (Labtest Diagndstica

S.A., Brazil). O nitrogénio urindrio foi do-

—a— Grupo Controle —=— Grupo Hipoprotéico

Semanas de experimento

sado através do método micro-Kjeldahl, e
a gordura hepdtica foi determinada por ex-
tracdo continua em aparelho Soxhlet, am-
bos segundo AOAC (Association of
Analytical Communities).!”

As varidveis sdo apresentadas como média
mais ou menos o desvio padrdo. As comparagdes en-
tre os grupos foram feitas com base nas andlises es-
tatisticas obtidas pelo teste T ndo pareado com corre-
cdo de Welch e foram consideradas as diferengas com
p<0,05.

Resultados

N

Quanto a evolugdo ponderal dos animais, a
média de peso ao final do periodo experimental de
28 dias do grupo que recebeu dieta hipoprotéica foi

50

Figura 1: Média de consumo semanal de dieta.
* significa p<0,05 entre os grupos na 42 semana.

O conteudo lipidico hepatico, expresso em mg
de lipidios/100 mg de figado, estd representado na Fi-
gura 2. Observa-se que no grupo hipoprotéico foi mais
elevado quando comparado com o grupo controle
(41,08 + 11,54 mg/100 mg e 28,92 + 11,21 mg/100 mg,
respectivamente).

A Tabela 3 traz os valores das varidveis bioqui-
micas. Em relacdo a concentracio do colesterol sérico,
nota-se que as concentragdes sdo menores nos ani-
mais que receberam dieta hipoprotéica quando com-
paradas a do grupo controle (91,29 + 12,18 mg/dL e
116,12 + 19,96 mg/dL, respectivamente).
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essencial para a formacgdo dos tecidos e
manutengdo das fun¢des normais. Em um
classico estudo publicado em 1977, Heard
et al. (1977)!'® avaliaram em ratos jovens
os efeitos de dieta pobre em proteinas. O
trabalho encontrou baixa concentragdo de
hemoglobina e proteinas séricas, acimulo
de gordura no figado, além de valores di-

L=

» minuidos de glicose-6-fosfatase e alanina
aminotransferase no musculo e figado; a
quantidade de insulina plasmatica estava

Controle Hipoprotéico

Grupos

Figura 2: Porcentagem de gordura hepatica.
* significa p<0,05.

Tabela 3
Varidveis bioquimicas avaliadas

Grupos

Controle Hipoprotéico

Colesterol sérico
(mg/dL) 116,10 + 20,00* 91,30 + 12,20%*
Glicemia (mg/dL) 95,50 = 20,00 84,60 + 31,20
Proteina sérica
(g/dL) 497 £ 0,38* 427 + 0,04%
Nitrogénio urindrio
(mg/dL) 889,40 +489,90 548,70 +£34540
*p< 0,05

Em relacdo a proteina sérica (Tabela 3) o gru-
po controle obteve valor significativamente maior
(p<0.0064) do que os ratos do grupo hipoprotéico
(4,97+0,38 g/dL e 4,27+0,04 g/dL, respectivamente).

Nao houve diferenca significativa entre o gru-
po controle e o grupo hipoprotéico quanto aos valores
de glicemia (95,47 +20,03 mg/dl e 84,63 + 31,17 mg/
dl, respectivamente) e nitrogénio urinério (889,35 +
489,89 mg/dl e 548,86 + 345,43 mg/dl, respectivamen-
te), como pode ser visualizado na Tabela 3.

Discussao

Todos os animais encontravam-se em fase de
crescimento, dessa forma era esperado um ganho de
peso o qual ficou evidenciado neste estudo. No entan-
to, os animais do grupo que recebeu dieta hipoprotéica
tiveram um ganho de peso menor do que os que rece-
beram dieta controle, devido ao baixo aporte protéico

diminuida nesses animais, entretanto nao

houve alteracdo da glicemia. No presente

estudo, a glicemia também nao foi diferen-
te entre 0s grupos.

A gordura hepatica foi significativamente mai-
or no grupo que recebeu dieta hipoprotéica. Esse acu-
mulo de gordura pode ser explicado pela lipdlise pre-
judicada e produc¢do reduzida de lipoproteina
carreadora. Em um estudo com dieta hipoprotéica
comparada a dietas suplementadas em metionina e
cistefna o acimulo de gordura hepética ndo demons-
trou estar ligado a esses aminodcidos e sim a um con-
trole enddcrino, gerando maior producao hepatica de
gorduras e menor utilizagdo destas com consequente
acimulo hepatico'S.

A dosagem de proteina sérica (PS) esteve
diminuida no grupo hipoprotéico. Ferreira et al. (2007)"
encontraram menores quantidades de albumina e pro-
tefnas totais no plasma de ratos com dieta hipoprotéica.
A menor concentracdo de PS reflete a adaptagdo or-
ganica dos animais a restri¢io dietética.

A dieta hipoprotéica administrada apresentou
como resultados diferengas na porcentagem de gor-
dura hepdtica, proteinas séricas e colesterol quando
comparadas com o grupo controle.

Isso ocorre, pois as proteinas constituem lipo-
proteinas, responsdveis pelo transporte de 4acidos
graxos no sangue e a retirada destes do figado. Dessa
forma, o principal indicio causador de EHNA nos ani-
mais estudados foi a diminui¢@o de proteinas carrea-
doras e consequente acimulo de triglicérides e coles-
terol em hepatdcitos.

As protefnas séricas podem refletir o nivel de
adequacdo de ingestdo protéica. Assim, a baixa con-
centracdo dessas proteinas no grupo experimental
confirma os resultados ja esperados.

A diminuicdo da ingestdo protéica foi acompa-
nhada por uma menor excre¢do de nitrogénio urind-
rio, mas sem diferengas estatisticas entre os grupos.
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Em seu estudo com dietas baixas em proteina e suple-
mentacao de 4cidos graxos poliinsaturados, Andreoli
etal. (2007)! verificaram que o nitrogénio urinério nio
se modificou. Os animais apresentaram mudangas
adaptativas gerando um aumento na propor¢do do
aproveitamento de nitrogénio para ressintese de pro-
tefnas e também diminuig¢ao do catabolismo de amino-
acidos, diminuindo assim a excrecdo urindria de nitro-
génio.

Conclusao

Este trabalho caracterizou um modelo experi-
mental de esteatose hepdtica utilizado em diversos
estudos. As diferengas na PS, colesterol e gordura
hepética permitiram constatar a presenca de EHNA.
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Contudo, a indugdo de esteatose hepética ndo
alcodlica por dieta deficiente em proteina acarreta com-
plica¢des indesejadas como menor consumo de dieta,
menor crescimento dos animais e diminui¢do das pro-
teinas séricas, fatores nao concordantes com 0os mo-
delos cléssicos para o estudo dessa doenca. Também
outro fator limitante € a ndo alteracdo da glicemia e
aparente manutencdo da sensibilidade a insulina, im-
possibilitando o estudo de um dos maiores fatores de
risco para o desenvolvimento da EHNA, que € a ele-
vada insulinemia.

A dieta hipoprotéica constitui um modelo cléssi-
co de desnutri¢do e a indu¢do de EHNA através dela
ndo deve ser comparada a outros modelos que apresen-
tam quantidades excessivas de macronutrientes, como
as hiperlipidicas e ricas em carboidratos simples.

ABSTRACT

Model of study: Experimental study. Objectives: this study had as objective evaluate and characterize a
low protein diet as an experimental model for nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). Methods: male
Wistar rats were divided in two groups with isocaloric diets: control (GC) in which the used diet followed
praised for the AIN-93 and the low protein (GH), with reduced amount of protein of 20% for 10%. The diets
and water had been offered ad libitum over four weeks. After this period the animals were sacrificed and
analyzed: glycemia; urinary nitrogen; serum protein; liver total lipids; cholesterol; weight variation and
food consumed. Results: the glycemia and the urinary nitrogen had not presented significant differences
between GC and GH (p>0,05), The change of weight in the last day of the experiment was significant
(p<0,02). The percentage of total liver lipids was higher in the GH, when compared with the GC (p<0,04).
There was lower levels of cholesterol (p<0,01) and serum protein (0,005) in GH. The food consumed
was not different between the groups. Conclusions: in this paper the low protein diet constitutes a model
of NAFLD induction that can be characterized for serum protein and plasmatic cholesterol and increased
fat in the liver, however not alterations in the glycemia suggest no changes in insulin sensitivity, thus
constituting a defective model to study one of the main factors of risk for the establishment of the NAFLD,

the resistance to insulin.

Keywords: Fatty Liver, Disease. Diet, Protein-Restricted. Rats.
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