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Characterization of nonalcoholic fatty liver disease
in rats for low protein diet induced
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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 isocalóricas: controle (GC) no qual a
dieta utilizada seguiu o preconizado pela AIN-93 e hipoprotéico (GH) com quantidade de proteína redu-
zida de 20% para 10%. As dietas e água foram ofertadas ad libitum por quatro semanas. Após esse
período, os animais foram sacrificados e analisados: glicemia; nitrogênio urinário; proteína sérica;
gordura hepática; colesterol; variação de peso e quantidade de ração consumida. Resultados: glicemia
e nitrogênio urinário não apresentaram diferenças significativas entre GC e GH (p>0,05), a variação de
peso no último dia do experimento foi significativa (p<0,02). A porcentagem de gordura hepática foi
estatisticamente maior no GH, quando comparado ao GC (p<0,04). Foram menores o nível de colesterol
(p<0,01) e proteína sérica (p<0,005) no GH. A quantidade de dieta consumida não foi diferente entre os
grupos, considerando-se as médias de ingestão semanal. Conclusões: neste trabalho a dieta
hipoprotéica constitui um modelo de indução de EHNA que pode ser caracterizada pela diminuição da
proteína sérica e do colesterol plasmático e aumento da gordura hepática, entretanto não ocorreram
alterações na glicemia sugerindo que não existiu mudança na sensibilidade à insulina, constituindo
assim um modelo falho para estudar um dos principais fatores de risco para o estabelecimento da
EHNA, a resistência à insulina.
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IntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntrodução

A subnutrição protéica é reconhecidamente um
problema mundial que afeta, principalmente, gestan-

tes e crianças. Quando esta ocorre na infância pode
haver comprometimento da taxa de crescimento e
gerar alterações comportamentais e de aprendizado1.
Filiputti et al. (2008)2 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 plasmática, alta gordura e glicogênio hepáticos.

Um efeito da dieta hipoprotéica já estabelecido
é o aumento da gordura corporal. Ratos em cresci-
mento tendem a aumentar o seu consumo para ade-
quar a sua ingestão ao seu requerimento protéico, exi-
gido para a formação de tecidos magros3.

Na ausência de doença ou trauma, a deficiên-
cia protéica aumenta os níveis de glicocorticóides por
ativar o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal, as altera-
ções hormonais levam a uma diminuição do apetite 4.

Também a menor ingestão protéica parece cau-
sar o aumento de homocisteína sérica no plasma de
ratos, como demonstrado em um estudo de Okawa et
al. (2006)5, o qual discorda de outros dados reportados
por Stead et al. (2000)6, que verificaram que o aumen-
to de homocisteína está ligado a uma maior ingestão
protéica, já Smolin et al. (1984)7 reportaram que a con-
centração de homocisteína não apresentou diferenças
entre animais alimentados com 10% ou 60% de caseína.
A suplementação de creatina isoladamente demons-
trou ser outro fator que pode elevar a homocisteína
sérica 8. Estes dados conflitantes evidenciam que ain-
da não há na literatura concordância sobre a influên-
cia protéica nos níveis de homocisteína, um reconhe-
cido fator de risco para doenças cardiovasculares.

A deficiência protéica pode constituir um mo-
delo indutor de esteatose hepática não alcoólica
(EHNA) por meio de dieta, que atualmente apresenta
diversas outras formas de indução em modelos expe-
rimentais, tais como a deficiência de colina e metioni-
na9, dieta rica em gordura10, 11 e rica em carboidratos
simples, dentre outros. Sabe-se que a deficiência pro-
téica é um causador de esteatose hepática 12. A EHNA
apresenta relevância em saúde pública devido a sua
alta prevalência 13.

A EHNA caracteriza-se por um acúmulo de
lipídios no fígado, primeiramente na forma de triacil-
gliceróis, sem a ingestão de quantidades significativas
de álcool e com a exclusão de outras causas conheci-
das de esteatose, como algumas drogas e toxinas 12.
Pode ser definida como um excesso de gordura hepá-
tica, na qual o fígado possui ao menos 5% dos hepató-
citos com gotas lipídicas que excedem de 5 a 10% o
peso do órgão em pacientes que não consomem quan-
tidades significantes de álcool 14.

Sua patogênese está fortemente associada à
resistência a insulina, tanto hepática quanto de adipó-
citos. A alta insulinemia é um denominador comum

para os componentes da Síndrome Metabólica e a
EHNA pode ser uma manifestação hepática dessa
síndrome que é definida com a presença de 3 ou mais
das seguintes manifestações: hipertrigliceridemia, hi-
pertensão, alta glicemia de jejum, baixos níveis de li-
poproteínas de alta densidade (HDL) e aumento da
circunferência da cintura.15

Este trabalho tem como objetivo principal pro-
vocar a desnutrição protéica em ratos e caracterizar
algumas de suas consequências ao metabolismo, prin-
cipalmente hepático, descrevendo assim um modelo
de estudo para esteatose hepática.

MétodosMétodosMétodosMétodosMétodos

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 Ribeirão Preto – Universidade de São
Paulo (FMRP-USP). Os animais foram transferidos
ao Biotério do Departamento de Clínica Médica da
FMRP, onde permaneceram durante todo o estudo.
Os grupo experimentais foram divididos em:

• Grupo Controle (n=6): ratos que receberam água
ad libitum e dieta padrão segundo AIN-93
(American Institute of Nutrition, 1993) 16.

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

As dietas foram ofertadas durante quatro se-
manas e após esse período os animais foram sacrifi-
cados. A dieta do grupo controle seguiu a recomenda-
ção da AIN-93 com caseína 20% e carboidrato 63.5%,
já a dieta pobre em proteína continha caseína 10% e
carboidrato 73,5%. As quantidades dos componentes
das dietas estão especificadas na Tabela 1. Os ratos
foram acomodados em gaiolas individuais com ciclo
claro-escuro de 12 horas, com iluminação artificial, e
temperatura média de 25o C.

A ingestão foi controlada por meio de pesagem
regular de comedouros a cada dois dias e o mesmo
realizado com os animais. Ao final de 28 dias os ani-
mais foram sacrificados por decapitação após je-
jum de 12 horas. Em seguida, foi coletada uma
amostra de sangue, que foi submetida à centrifugação
(3500 rpm por 10 min) para separação do soro que foi
congelado. Foram retirados também os fígados que,
após pesagem, foram congelados em nitrogênio líqui-
do (-196o C).
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Tabela 1
Composição das dietas por kg

Ingredientes Controle Hipoprotéico

Caseína (g) 200,00 100,00

Amido (g) 530,50 630,50

Sacarose (g) 100,00 100,00

Óleo 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 hidróxitolueno (g) 0,02 0,02

Energia (kcal) 3952 3952

Este estudo teve como finalidade a
dosagem de parâmetros bioquímicos em
ratos alimentados com dietas hipoprotéicas
para verificar suas consequências meta-
bólicas e causadoras de esteatose hepáti-
ca. Para tanto, ele foi delineado através da
comparação entre um grupo de ratos com
dieta controle e um grupo com carência de
50% do recomendado de proteína.

Dosagens bioquímicas

As dosagens de proteína, glicemia e
colesterol séricos foram realizadas por meio
de kits comerciais (Labtest Diagnóstica
S.A., Brazil). O nitrogênio urinário foi do-
sado através do método micro-Kjeldahl, e
a gordura hepática foi determinada por ex-
tração contínua em aparelho Soxhlet, am-
bos segundo AOAC (Association of
Analytical Communities).17

As variáveis são apresentadas como média
mais ou menos o desvio padrão. As comparações en-
tre os grupos foram feitas com base nas análises es-
tatísticas obtidas pelo teste T não pareado com corre-
ção de Welch e foram consideradas as diferenças com
p < 0,05.

ResultadosResultadosResultadosResultadosResultados

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

Tabela 2
Médias de pesos inicial e final dos grupos em gramas
do primeiro e último dia de experimento

Grupos

Controle Hipoprotéico

Peso inicial(g) 57,50 + 3,08 59,00 + 3,32

Peso Final(g) 146,33 + 13,32* 97,43 + 18,17*

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

significativamente menor que a do grupo controle (Ta-
bela 2), enquanto o consumo de dieta mostrou dife-
rença estatisticamente significante na última semana
do experimento com o grupo hipoprotéico consumin-
do menor quantidade (Figura 1).

Figura 1:  Média de consumo semanal de dieta.
                * significa p<0,05 entre os grupos na 4ª semana.
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O conteúdo lipídico hepático, expresso em mg
de lipídios/100 mg de fígado, está 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 variáveis bioquí-
micas. Em relação a concentração do colesterol sérico,
nota-se que as concentrações são menores nos ani-
mais que receberam dieta hipoprotéica quando com-
paradas à do grupo controle (91,29 + 12,18 mg/dL e
116,12 + 19,96 mg/dL, respectivamente).
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Figura 2:  Porcentagem de gordura hepática.
                 * significa p<0,05.

Tabela 3
Variáveis bioquímicas 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

Proteína sérica
(g/dL) 4,97 ± 0,38 * 4,27 ± 0,04 *

Nitrogênio urinário
(mg/dL) 889,40 ±489,90 548,70 ±345,40

*p< 0,05

Em relação à proteína 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).

Não houve diferença 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 nitrogênio urinário (889,35 +
489,89 mg/dl e 548,86 + 345,43 mg/dl, respectivamen-
te), como pode ser visualizado na Tabela 3.

DiscussãoDiscussãoDiscussãoDiscussãoDiscussão

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

essencial para a formação dos tecidos e
manutenção das funções normais. Em um
clássico estudo publicado em 1977, Heard
et al. (1977)18 avaliaram em ratos jovens
os efeitos de dieta pobre em proteínas. O
trabalho encontrou baixa concentração de
hemoglobina e proteínas séricas, acúmulo
de gordura no fígado, além de valores di-
minuídos de glicose-6-fosfatase e alanina
aminotransferase no músculo e fígado; a
quantidade de insulina plasmática estava
diminuída nesses animais, entretanto não
houve alteração da glicemia. No presente
estudo, a glicemia também não foi diferen-

te entre os grupos.
A gordura hepática foi significativamente mai-

or no grupo que recebeu dieta hipoprotéica. Esse acú-
mulo de gordura pode ser explicado pela lipólise pre-
judicada e produção reduzida de lipoproteína
carreadora. Em um estudo com dieta hipoprotéica
comparada a dietas suplementadas em metionina e
cisteína o acúmulo de gordura hepática não demons-
trou estar ligado a esses aminoácidos e sim a um con-
trole endócrino, gerando maior produção hepática de
gorduras e menor utilização destas com consequente
acúmulo hepático15.

A dosagem de proteína sérica (PS) esteve
diminuida no grupo hipoprotéico. Ferreira et al. (2007)19

encontraram menores quantidades de albumina e pro-
teínas totais no plasma de ratos com dieta hipoprotéica.
A menor concentração de PS reflete a adaptação or-
gânica dos animais a restrição dietética.

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

Isso ocorre, pois as proteínas constituem lipo-
proteínas, responsáveis pelo transporte de ácidos
graxos no sangue e a retirada destes do fígado. Dessa
forma, o principal indício causador de EHNA nos ani-
mais estudados foi à diminuição de proteínas carrea-
doras e consequente acúmulo de triglicérides e coles-
terol em hepatócitos.

As proteínas séricas podem refletir o nível de
adequação de ingestão protéica. Assim, a baixa con-
centração dessas proteínas no grupo experimental
confirma os resultados já esperados.

A diminuição da ingestão protéica foi acompa-
nhada por uma menor excreção de nitrogênio uriná-
rio, mas sem diferenças estatísticas entre os grupos.
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Contudo, a indução de esteatose hepática não
alcoólica por dieta deficiente em proteína acarreta com-
plicações indesejadas como menor consumo de dieta,
menor crescimento dos animais e diminuição das pro-
teínas séricas, fatores não concordantes com os mo-
delos clássicos para o estudo dessa doença. Também
outro fator limitante é a não alteração da glicemia e
aparente manutenção da sensibilidade a insulina, im-
possibilitando o estudo de um dos maiores fatores de
risco para o desenvolvimento da EHNA, que é a ele-
vada insulinemia.

A dieta hipoprotéica constitui um modelo clássi-
co de desnutrição e a indução de EHNA através dela
não deve ser comparada a outros modelos que apresen-
tam quantidades excessivas de macronutrientes, como
as hiperlipídicas e ricas em carboidratos simples.

Em seu estudo com dietas baixas em proteína e suple-
mentação de ácidos graxos poliinsaturados, Andreoli
et al. (2007)1 verificaram que o nitrogênio urinário não
se modificou. Os animais apresentaram mudanças
adaptativas gerando um aumento na proporção do
aproveitamento de nitrogênio para ressíntese de pro-
teínas e também diminuição do catabolismo de amino-
ácidos, diminuindo assim a excreção urinária de nitro-
gênio.

ConclusãoConclusãoConclusãoConclusãoConclusão

Este trabalho caracterizou um modelo experi-
mental de esteatose hepática utilizado em diversos
estudos. As diferenças na PS, colesterol e gordura
hepática permitiram constatar a presença de EHNA.

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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