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RESUMO

Avaliou-se o efeito da restricao energética aguda (crescimento pés-desmame) e crénica (lactantes
desnutridas desde o periodo pré-natal e seus filhotes) na atividade da gama-glutamiltranspeptidase
e nos niveis de glutationa. O consumo da dieta foi ad libitum (controle) ou com restricao de 30%
(desnutrido), tendo-se conduzido dois ensaios, um de desnutricdo aguda e outro de desnutricao
crénica. A restricdo aguda provocou reducgdo significativa no ganho ponderal dos ratos em
crescimento, mas as mdes cronicamente desnutridas ganharam significativamente mais peso/filhote,
pois apresentaram menor nimero de filhotes. Ndo foram observadas alteragdes significativas nos
niveis de glutationa, na atividade da gama-glutamiltranspeptidase e mesmo na concentragcdo de
proteina hepdtica sob o efeito da restricdo energética, aguda ou crénica. Menor desequilibrio no perfil
de aminodcidos plasmadticos e na sintese protéica, conseqliente a desnutricdo energética e ndo a
protéica, pode justificar estes resultados.

Termos de indexagcdo: gama-glutamiltransferase, glutationa, desnutricdo protéico-energética,
crescimento, gravidez, lactagdo.

SUMMARY

The purpose of this study was to evaluate the effect of the acute (post-weaning growth) and chronic
(lactating rats undernourished since prenatal period and their pups) caloric restriction on hepatic
gamma-glutamyl transpeptidase activity and glutathione levels of rats. Diet consumption was either
unrestricted (control group) or 30% restricted (undernourished group).Two trials, one of acute
malnutrition and another of chronic malnutrition, were conducted. Acute restriction caused
significant reduction in the weight gain of the growing rats, but chronically undernourished mothers
showed a significantly higher weight gain/pup, since they presented fewer pups. No significant
alterations in glutathione levels, gamma-glutamyl transpeptidase activity, or even in the hepatic
protein concentration were observed under acute or chronic caloric restriction. The less pronounced
unbalance in the profile of plasmatic amino acids and in the protein synthesis (consequence of caloric,
rather than protein malnutrition) can justify such results.

Index terms: Camma-glutamyltransferase, glutathione, protein-energy malnutrition, growth,
pregnancy, lactation.
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INTRODUGAO

Estudos anteriores ttm demonstrado uma elevagao
na atividade sérica e hepatica da enzima y-glutamiltrans-
-peptidase (EC 2.3.2.2 - GGT) em ratos jovens
submetidos a dietas restritas em proteina e, sobretudo,
deficientes em aminodcidos sulfurados (Vianna de Oliveira
& de Angelis, 1996a; Vianna de Oliveira et al., 1998a;
Vianna de Oliveira et al., 1998b; Vianna de Oliveira et
al., 1999).

Sabe-se que a GGT é uma glicoproteina ligada a
membrana celular responsével por catalisar a reagao de
grupos glutamil, entre eles a glutationa, com qualquer dos
inGmeros aminodcidos, possibilitando sua captagdo e
transporte (Meister, 1973). Também é responsavel pela
degradagao da glutationa, podendo torné-la disponivel
como fonte de cisteina para sintese protéica, sobretudo de
albumina (Tateishi et al., 1974; Tateishi et al, 1977).

A glutationa (GSH) é um tripeptideo (y-glutamil-
-cisteinil-glicina) que tem como fungdes a manutengao da
atividade celular, a detoxificacdo de compostos
xenobiéticos e a agdo contra radicais livres (Comporti et
al., 1991).

Tem sido constatada uma relagdo entre o aumento
na atividade da GGT e a redugao nos niveis hepaticos de
GSH com a desnutrigdo protéica em ratos durante os
periodos de crescimento e de lactagdo (Vianna de Oliveira
& de Angelis, 1996a; Vianna de Oliveira & Fujimori,
1996b; Vianna de Oliveira et al., 1998a; Vianna de
Oliveira et al., 1998b).

A diminuicdo do GSH hepatico durante a restrigao
protéica na fase de crescimento, em conseqiéncia do
aumento na atividade da GGT, foi revertida apés a
suplementacao protéica com metionina, tendo elevado os
niveis de GSH e reduzido a atividade da enzima (Hum et
al., 1992; Goss et al., 1994; Vianna de Oliveira et al.,
1998a; Vianna de Oliveira et al., 1998b; Vianna de
Oliveira et al., 1999).

E conhecido o desequilibrio causado pela
desnutricdo protéica, em funcdao da reduzida
disponibilidade de aminoacidos essenciais para a sintese
de protefnas, expresso em alteragoes metabdlicas que
incluem a hipoalbuminemia (Coward et al., 1977; Smith
& Lunn, 1984).

Entretanto, a restricdo apenas energética poderia
ser acompanhada de respostas metabélicas menos
acentuadas, resultando em menor desequilibrio fisiol6gico
(Coward et al., 1977; Smith & Lunn, 1984). Assim, nao se
observaram variagoes significativas na atividade de enzimas
e horménios em modelos experimentais de “marasmo”
como as obtidas com modelos de desnutricao protéica
(Atinmo et al., 1978).

@ Ragdo Labina, Ralston Purinado Brasil Ltda.

Este trabalho tem como finalidade avaliar em ratos,
durante periodos de intenso desenvolvimento fisiol4gico,
se o efeito da desnutrigdo energética na concentracao de
GSH e na atividade hepatica da GGT serd similar ao
observado em ensaios de restricdo protéica.

MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental: foram desenvolvidos
dois ensaios para verificar o efeito tanto da desnutrigao
energética aguda como cronica nos processos metabélicos
envolvendo a GGT e o GSH em diferentes etapas de
crescimento pds-natal:

e Ensaio 1: efeito da restricdo energética aguda:
aproximadamente 20 ratos foram submetidos a restrigao
energética durante a fase de crescimento linear pds-
desmame, em um periodo experimental de 21 dias.

« Ensaio 2: efeito da restricao energética cronica:
um total de 18 fémeas foram mantidas desde a concepgao
até a idade adulta (incluindo os periodos: pré-natal, pds-
-natal e crescimento, num total de 188 dias) sob dieta
adequada ou restrita em energia (30% em relagdo ao grupo
controle), para se obter o efeito da desnutrigdo cronica na
primeira geragao (maes) e na segunda geracao (filhotes).
Foi, entdo, estudado o efeito da continuidade da restricio
energética durante o periodo de gestagdo (21 dias) incluindo o
pico da lactagdo (15 dias), totalizando 37 dias de experiéncia.
Ao término do ensaio foram sacrificados as maes e 2 filhotes
machos, estes com pesos dentro da média e desvio-padrao
calculados para o total de machos.

Dieta e tratamento dos animais: utilizaram-se ratos
(Rattus norvergicus de origem Wistar) machos com cercade
30 dias de idade (Ensaio 1) e fémeas primiparas adultas de
166 dias de idade (Ensaio 2), todos provenientes de col6nia
fechada out bread, mantida no biotério do Laboratério de
Nutricdo da Escola de Enfermagem da Universidade de Sao
Paulo. Os animais foram selecionados por peso e
alimentados com ragdo comercial marca Labina para
roedores*. Foram distribuidos em dois lotes: Lote--
controle, cujo consumo foi ad libitum e Lote-
-experimental, com consumo de 70% em relagdo ao
controle e alojados individualmente nas mesmas condicoes
ambientais quanto a iluminacdo (ciclo de 12h claro-
escuro) e atemperatura (mantida a 25°C). Todos os animais
receberam agua ad libitum. O controle do peso corporal
e do consumo de ragao e dgua foram diarios durante os
diferentes periodos experimentais estabelecidos para os
dois ensaios.

Obtencdo do material de ensaio: ao término de
cada ensaio, os animais foram submetidos a ligeira analgesia
com éter etilico e sacrificados por pungao cardfaca. Para
evitar possiveis variagbes circadianas, procedeu-se o
sacrificio entre 10h e 12h.
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Ap6s remogdo e limpeza em solucdo fisiolégica
gelada, os figados foram pesados e homogeneizados.

Homogenizagao dos figados: para as analises de
GGT, amostras de figado pesando aproximadamente 500
mg foram homogeneizadas em solugao contendo manitol
0,21M, sacarose 0,07M e EDTA 0,1 mM ajustado a pH 7,4.
As determinagoes de GSH foram efetuadas no
sobrenadante acido, obtido pela centrifugagdo (15000 x
g por 10 min) da mistura de igual volume de homogenato
de figado e acido perclérico 1,2 N contendo 2 mM de
EDTA, conforme sugerido por Tateishi et al. (1974).

Determinacao da atividade da GGT: a 0,05 ml de
amostra adicionou-se 0,5 ml de substrato contendo 100
mM/| de tampao Tris-pH 8,25, 100 mM/I de glicilglicina,
2,9 mM/l de L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida, de
acordo com Szasz (1974). Ap6s incubagao a 37°C durante
45 min, foram adicionados 2 ml de acido acético 1,1N,
para o término da reagao, conforme o proposto por Jacobs
(1971) e modificado por Persijin et al. (1971). A leitura da
p-nitroanilina formada durante o processo foi efetuada a
405 nm, ap0s centrifugagao por 10 min a 2000 rpm.

Determinacao da glutationa reduzido: foi estimado
pelo método de Saville (1958).

Determinagao de proteina total: o contetido de
proteina foi dosado pelo método de Lowry et al. (1951),
tendo soroalbumina bovina como padrao.

Anélise estatistica dos dados: os procedimentos
estatisticos incluiram teste “t” pareado, anélise de variancia
(ANOVA) e testes ndo paramétricos quando indicado
(Wilcoxon e Kruskal-Wallis), utilizando-se os softwares Epi
Info (Dean et al., 1997) para as anélises e Dbase-plus para
a construgao do banco de dados.

RESULTADOS

Efeito da restricdo energética aguda: ocorreu
reducdo significativa do ganho ponderal e do peso do

figado dos ratos em crescimento submetidos a restrigao
energética em relagdo ao grupo controle (Tabela 1). A
restrigdo energética nao induziu alteragdes significativas
(p>0,05) nos niveis de GSH, na atividade da GCT e na
concentragdo de proteina hepatica dos animais (Tabela 2).

Efeito da restricdo energética cronica: as maes
cronicamente restritas em energia iniciaram a gravidez
com peso 25% menor em relagdo aos seus controles e
mantiveram a diferenca significativa do peso até o término
da gestacdo; todavia ocorreu uma recuperagao de peso
durante o perfodo gestacional e o percentual anterior foi
reduzido para 7,3% no pés-parto (Tabela 3).

Durante a lactagdo ocorreu em ambos os grupos
uma deplegao de peso materno, que foi mais acentuada
nas maes desnutridas colocando a diferenca de peso em
relagdo as maes do lote controle em 16,6%.

Analisando o ganho ponderal na gestagao e
lactagdo, nota-se que nao houve diferenga significativa
entre as maes desnutridas e as do lote controle. Entretanto,
as maes desnutridas ganharam significativamente mais peso/
filhote, uma vez que apresentaram um ndmero de filhotes
aproximadamente 21% menor (p<0,05) em relagao ao
controle, tanto ap6s o parto como apés a lactagao (Tabelas
4 e 5). Conseqlientemente, embora o peso da ninhada
destas maes tenha se apresentado significativamente menor
apé6s a lactagdo, o peso médio de filhotes machos nao
diferiu significativamente do peso daqueles amamentados
por maes-controle. Assim, aredugao observada no nimero
de filhotes e no peso das maes desnutridas foi considerada
estratégica para a consecucao do aleitamento dos filhotes
sobreviventes porque nao alterou significativamente seus
pesos no 15° dia de lactagdo. As maes com restricao
energética cronica também apresentaram niveis de GSH
significativamente mais elevados que as maes do lote-
controle.

DISCUSSAO

A desnutricdo energética aguda ou crdnica nao
mostrou efeito significativo sobre a atividade da GGT e os

Tabela 1. Ensaio 1: Efeito de 21 dias de restricdo energética aguda sobre o peso do figado, o ganho ponderal e o consumo de alimentos de ratos

machos em crescimento’.

Grupo desnutrido

Varidveis (consumo ad libitum) (consumo restrito a 70%)
X DP X DP

Peso inicial (g) 46,2+ 4,32 46,4 +5,8°

Peso final (g) 1523+ 6,2 110,8 + 6,42

Peso do figado (g) 8,2+ 0,4° 4,6+0,9°

Peso ganho (g) 107,2+ 9,9° 64,5+7,1°

Consumo (g/dia) 17,2+ 1,22 11,9 0,0

Consumo total (g) 361,2+27,6% 250,2 + 0,0°

' Médias, namesmalinha, seguidas de letras iguais nao diferemsignificativamente (p >0,05).n 26
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Tabela 2. Ensaio 1: Efeito de 21 dias de restricao energética aguda sobre a atividade da GGT e as concentragoes de glutationa e proteina no
figado de ratos em crescimento’.

Grupo controle Grupo desnutrido
Variéveis (consumo ad libitum) (consumo restrito a 70%)
X DP X DP
Protefna (mg/g figado) 150,04 =+ 4,85 148,78 = 3,60°
GGT (U/g proteina) 097 =+ 022 093 = 0,20°
GSH (umol/g figado) 449 % 029 439 = 051°

VMédias, namesma linha, seguidas de letras iguais nao diferemsignificativamente (p>0,05).n > 6

Tabela 3. Ensaio 2: Efeito da restrigdo energética cronica sobre o peso, a variagao ponderal e o consumo alimentar durante a gestagao (22 dias)
e lactacao (15 dias) de ratas adultas'.

Grupo controle Grupo desnutrido

Variaveis — :
(consumo ad libitum) (consumo restrito a 70%)
X DP X DP

Peso (g)
Inicial 21750 + 7,80" 163,20 = 5,10°
Final 283,30 =+ 24,20% 240,10 = 6,70°
Pés-Parto (PP) 213,50 =+ 28,10 198,00 = 12,30°
Pés-Lactacio (PL) 199,60 = 4,00 166,40 * 14,80°
Variacao ponderal
AG? 65,70 =+ 17,20° 76,80 + 8,001
AG/n. filhotes 600 =+ 1,40° 9,20 = 190°
APG? 4,00 + 24,10 3470 + 11,20
APL2 417,90 + 3,80% 3,70 + 13,30°
Consumo total (g)
Gestacao 411,40 =+ 30,40° 270,30 * 12,50°
Lactacdo 509,50 =+ 28,10 35430 * 16,50°
Consumo total 921,00 =+ 44,80° 624,60 *+ 24,00
Eficdcia alimentar? 016 =+ 0,06 028 = 0,012

( Médias, namesma linha, seguidas de letras iguais nao diferemsignificativamente (p>0,05oup > 0,01°).n>6
2 AG = (Peso Final - Peso Inicial); APG = (Peso Pés-Parto - Peso Inicial); APL (Peso Pés-Lactacao - Peso Inicial)
@ Eficaciaalimentarnagestagdo = ganhoem peso (g)

consumo total alimento (g)

Tabela 4. Ensaio 2: Efeito da restricio energética crénica sobre o nimero e o peso ao nascer e pés-lactacao dos filhotes de maes cronicamente
desnutridas'.

Grupo controle Grupo desnutrido

Variéveis (consumo ad libitum) (consumo restrito a 70%)

X DP X DP
Pés-nascimento
Peso ninhada (g) 54,4 *+13,32 451 + 7,6
Namero de filhotes 11,0 £ 2,0 87 = 2,0°
Peso médio de filhotes machos (g) 48 = 0,5° 53 = 0,6°
Nimero de filhotes machos 6,0 £ 2,77 40 = 1,32
Pés-lactacao
Peso ninhada (g) 1793 * 5.9° 92,7 +20,4°
Niamero de filhotes 103 = 0,6° 60 + 0,9
Peso médio de filhotes machos (g) 17,3 = 0,8 154 = 1,42
Niamero de filhotes machos 47 = 2,5 28 + 0,8

Médias, namesma linha, seguidas de letrasiguais nao diferemssignificativamente (p>0,05). n 26
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Tabela 5. Ensaio 2: Efeito da restrigdo energética cronica sobre a atividade da GGT e a concentragao de GSH no figado de maes e filhotes

pos-lactagao’.

Grupo controle

Grupo desnutrido

Variaveis

X

(consumo ad libitum)

DP

(consumo restrito a 70%)
X DP

Proteina (mg/g figado)
Maes
Filhotes

GGT (U/g proteina)

Maes 1,74 =
Filhotes 049 =+
GSH (umol/g figado)

Maes 1,88 +
Filhotes 247 +

268,26 *37,42°
229,18 * 35,55

0,29°
0,10°

0,07%
0,32°

283,47 +26,47%
280,14 +19,83%

1,78
048 =+

0,32°
0,12%

I+

0,04>
0,43

0,78
241 +

I+

@ Médias, na mesma linha, seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (p > 0,05). n > 6

niveis hepaticos de GSH, em relagdo aos animais controle
com livre acesso @ mesma dieta. Tanto as maes quanto os
filhotes desnutridos nao apresentaram a esperada elevagao
da GGT hepatica e a redugao do nivel de GSH.

Estes resultados diferem daqueles obtidos com
animais submetidos a desnutricdo protéica na fase de
crescimento ou durante a gestagdo-lactacdao que
evidenciaram significativo aumento na atividade da enzima
e diminuicdo na concentragdo de GSH (Vianna de Oliveira
& Fujimori, 1996a; Vianna de Oliveira & de Angelis,
1996b; Vianna de Oliveira et al.,1998a; Vianna de
Oliveira et al., 1998b; Vianna de Oliveira et al., 1999).

A distinta adaptagao metabdlica, representada por
mudangas hormonais, enzimaticas e sobretudo por
alteracoes na sintese protéica, em resposta a desnutrigao
protéica ou a desnutricdo apenas energética poderia
justificar estas desigualdades (Coward etal., 1977; Atinmo
et al., 1978; Smith & Lunn, 1984; Sainz et al., 1986).

A restrigao protéica reduz a sintese, sobretudo de
albumina, devido a baixa e desequilibrada disponibilidade
de aminodcidos (Coward et al., 1977; Smith & Lunn,
1984) suportando a hipdtese de que cisteina poderia ser
mobilizada do pool de GSH, o que resultaria em aumento
de GGT e redugao do tiol. Na ma-nutricdo energética,
como a efetuada neste estudo, os niveis plasméticos de
aminodcidos essenciais e nao essenciais poderiam ter
permanecido inalterados e a sintese protéica nao ter sido
diretamente afetada, justificando a manutengao dos niveis
de GSH e a atividade da GGT (Coward et al., 1977; Sainz
et al., 1986).

E importante ressaltar que, apesar da concentragao
de GSH hepético nao se alterar sob a restrigao alimentar,
foi significativa a sua redugao quando comparada ao niveis
apresentados por animais que consumiram dietas contendo
25% de caseina (Vianna de Oliveira & Fujimori, 1996a;
Vianna de Oliveira & de Angelis, 1996b; Vianna de Oliveira

et al.,1998a; Vianna de Oliveira et al., 1998b; Vianna de
Oliveira et al., 1999).

Aadaptagao arestrigao energética cronicarefletida
nos ajustes ponderais, com uma aparente protecao do
peso materno em detrimento do nimero de filhotes no
pos-parto, difere dos resultados de outros estudos (Ferrari
et al., 1992), mas parece ser o principal determinante dos
resultados obtidos em relagdo a atividade da GCT e a
concentragao de GSH e proteina hepaticos.

Para finalizar e relacionando o aparente ganho
ponderal e o metabolismo, é preciso citar que Alvarez-
-Ordés et al. (1992) ao estudarem o efeito da restricao
alimentar na evolugao da gestagdo em ratas, indicaram
que o balango de nitrogénio e a absor¢dao de D-glicose nao
se alteraram nas maes desnutridas. Também demonstraram
importantes correlagbes negativas entre micgao e ganho
em peso e/ou ingestao de dgua, sugerindo que durante a
primeira metade da gestacao haveria uma diminuigao na
excregado de nitrogénio urindrio com consequente balango
nitrogenado positivo, sendo o nitrogénio armazenado
nesta fase utilizado no final do processo gestacional. Esses
autores concluiram ainda que a retengdo de &gua,
decorrente da micgao reduzida, parece ser o principal
fator responsavel pelo peso aparentemente ganho pelas
maes desnutridas.

Também em ratos adultos a privagdo parcial de
alimentos parece aumentar o transporte liquido de actcares,
aumentando sua entrada através da membrana apical de
enterécitos (Marciani et al. citado por Alvarez-Ordaz et al.,
1992), compensando o desgaste desta manipulagao
dietética.
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