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RESUMORESUMORESUMORESUMORESUMO

Avaliou-se o efeito da restrição energética aguda (crescimento pós-desmame) e crônica (lactantes
desnutridas desde o período pré-natal e seus filhotes) na atividade da gama-glutamiltranspeptidase
e nos níveis de glutationa. O consumo da dieta foi ad libitum (controle) ou com restrição de 30%
(desnutrido), tendo-se conduzido dois ensaios, um de desnutrição aguda e outro de desnutrição
crônica. A restrição aguda provocou redução significativa no ganho ponderal dos ratos em
crescimento, mas as mães cronicamente desnutridas ganharam significativamente mais peso/filhote,
pois apresentaram menor número de filhotes. Não foram observadas alterações significativas nos
níveis de glutationa, na atividade da gama-glutamiltranspeptidase e mesmo na concentração de
proteína hepática sob o efeito da restrição energética, aguda ou crônica. Menor desequilíbrio no perfil
de aminoácidos plasmáticos e na síntese protéica, conseqüente à desnutrição energética e não à
protéica, pode justificar estes resultados.

Termos de indexação: gama-glutamiltransferase, glutationa, desnutrição protéico-energética,
crescimento, gravidez, lactação.

SUMMARYSUMMARYSUMMARYSUMMARYSUMMARY

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: Gamma-glutamyltransferase, glutathione, protein-energy malnutrition, growth,
pregnancy, lactation.
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INTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃO

Estudos anteriores têm demonstrado uma elevação
na atividade sérica e hepática da enzima γ-glutamiltrans-
-pept idase  (EC 2.3 .2 .2  -  GGT)  em ra tos  jovens
submetidos a dietas restritas em proteína e, sobretudo,
deficientes em aminoácidos 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 glicoproteína ligada à
membrana celular responsável por catalisar a reação de
grupos glutamil, entre eles  a glutationa, com qualquer dos
inúmeros aminoácidos, possibilitando sua captação e
transporte (Meister, 1973). Também é responsável pela
degradação da glutationa, podendo torná-la disponível
como fonte de cisteína para síntese protéica, sobretudo de
albumina (Tateishi et al., 1974; Tateishi et al, 1977).

A glutationa (GSH) é um tripeptídeo (γ-glutamil-
-cisteinil-glicina) que tem como funções a manutenção da
atividade celular, a detoxif icação de compostos
xenobióticos e a ação contra radicais livres (Comporti et
al., 1991).

Tem sido constatada uma relação entre o aumento
na atividade da GGT e a redução nos níveis hepáticos de
GSH com a desnutrição protéica em ratos durante os
períodos de crescimento e de lactação (Vianna de Oliveira
& de Angelis, 1996a; Vianna de Oliveira & Fujimori,
1996b; Vianna de Oliveira et al., 1998a; Vianna de
Oliveira et al., 1998b).

A diminuição do GSH hepático durante a restrição
protéica na fase de crescimento, em conseqüência do
aumento na atividade da GGT, foi revertida após a
suplementação protéica com metionina, tendo elevado os
níveis 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).

É conhecido o desequilíbrio causado pela
desnutr ição protéica,  em função da reduzida
disponibilidade de aminoácidos essenciais para a síntese
de proteínas, expresso em alterações metabólicas que
incluem a hipoalbuminemia (Coward  et al., 1977; Smith
& Lunn, 1984).

Entretanto, a restrição apenas energética poderia
ser acompanhada de respostas metabólicas menos
acentuadas, resultando em menor desequilíbrio fisiológico
(Coward et al., 1977; Smith & Lunn, 1984). Assim, não se
observaram variações significativas na atividade de enzimas
e hormônios em modelos experimentais de “marasmo”
como as obtidas com modelos de desnutrição protéica
(Atinmo et al., 1978).

Este trabalho tem como finalidade avaliar em ratos,
durante períodos de intenso desenvolvimento fisiológico,
se o efeito da desnutrição energética na concentração de
GSH e na atividade hepática da GGT será similar ao
observado em ensaios de restrição protéica.

MATERIAL E MÉTODOSMATERIAL E MÉTODOSMATERIAL E MÉTODOSMATERIAL E MÉTODOSMATERIAL E MÉTODOS

Delineamento experimental: foram desenvolvidos
dois ensaios para verificar o efeito tanto da desnutrição
energética aguda como crônica nos processos metabólicos
envolvendo a GGT e o GSH em diferentes etapas de
crescimento pós-natal:

! Ensaio 1: efeito da restrição energética aguda:
aproximadamente 20 ratos foram submetidos à restrição
energética durante a fase de crescimento linear pós-
desmame, em um período experimental de 21 dias.

! Ensaio 2: efeito da restrição energética crônica:
um total de 18 fêmeas foram mantidas desde a concepção
até a idade adulta (incluindo os períodos: pré-natal, pós-
-natal e crescimento, num total de 188 dias) sob dieta
adequada ou restrita em energia (30% em relação ao grupo
controle), para se obter o efeito da desnutrição crônica na
primeira geração (mães) e na segunda geração (filhotes).
Foi, então, estudado o efeito da continuidade da restrição
energética durante o período de gestação (21 dias) incluindo o
pico da lactação (15 dias), totalizando 37 dias de experiência.
Ao término do ensaio foram sacrificados as mães e 2 filhotes
machos, estes com pesos dentro da média e desvio-padrão
calculados para o total de machos.

Dieta e tratamento dos animais: utilizaram-se ratos
(Rattus norvergicus de origem Wistar) machos com cerca de
30 dias de idade (Ensaio 1) e fêmeas primíparas adultas de
166 dias de idade (Ensaio 2), todos provenientes de colônia
fechada out bread, mantida no biotério do Laboratório de
Nutrição da Escola de Enfermagem da Universidade de São
Paulo. Os animais foram selecionados por peso e
alimentados com ração comercial marca Labina para
roedores4. Foram distribuídos em dois lotes: Lote--
controle,   cujo   consumo   foi  ad  libitum   e     Lote-
-experimental, com consumo de 70% em relação ao
controle e alojados individualmente nas mesmas condições
ambientais quanto à iluminação (ciclo de 12h claro-
escuro) e à temperatura (mantida a 25°C). Todos os animais
receberam água  ad libitum. O controle do peso corporal
e do consumo de ração e água foram diários durante os
diferentes períodos experimentais estabelecidos para os
dois ensaios.

Obtenção do material de ensaio: ao término de
cada ensaio, os animais foram submetidos a ligeira analgesia
com éter etílico e sacrificados por punção cardíaca. Para
evitar possíveis variações circadianas, procedeu-se o
sacrifício entre 10h e 12h.

(4) Ração Labina, Ralston Purina do Brasil Ltda.
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Após remoção e limpeza em solução fisiológica
gelada, os fígados foram pesados e homogeneizados.

Homogenização dos fígados: para as análises de
GGT, amostras de fígado pesando aproximadamente 500
mg foram homogeneizadas em solução contendo manitol
0,21M, sacarose 0,07M e EDTA 0,1 mM ajustado a pH 7,4.
As determinações de GSH foram efetuadas no
sobrenadante ácido, obtido pela centrifugação (15000 x
g por 10 min) da mistura de igual volume de homogenato
de fígado e ácido perclórico 1,2 N contendo 2 mM de
EDTA, conforme sugerido por Tateishi et al. (1974).

Determinação da atividade da GGT: a 0,05 ml de
amostra adicionou-se 0,5 ml de substrato contendo 100
mM/l de tampão Tris-pH 8,25, 100 mM/l de glicilglicina,
2,9 mM/l de L-γ-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida, de
acordo com Szasz (1974). Após incubação a 37°C durante
45 min, foram adicionados 2 ml de ácido acético 1,1N,
para o término da reação, 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, após centrifugação por 10 min a 2000 rpm.

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

Determinação de proteína total: o conteúdo de
proteína foi dosado pelo método de Lowry et al. (1951),
tendo soroalbumina bovina como padrão.

Análise estatística dos dados: os procedimentos
estatísticos incluíram teste “t” pareado, análise de variância
(ANOVA) e testes não paramétricos quando indicado
(Wilcoxon e Kruskal-Wallis), utilizando-se os softwares Epi
Info (Dean et al., 1997) para as análises e Dbase-plus para
a construção do banco de dados.

RESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOS

Efeito da restrição energética aguda: ocorreu
redução significativa do ganho ponderal e do peso do

fígado dos ratos em crescimento submetidos à restrição
energética em relação ao grupo controle (Tabela 1). A
restrição energética não induziu alterações significativas
(p>0,05) nos níveis de GSH, na atividade da GGT e na
concentração de proteína hepática dos animais (Tabela 2).

Efeito da restrição energética crônica: as mães
cronicamente restritas em energia iniciaram a gravidez
com peso 25% menor em relação aos seus controles e
mantiveram a diferença significativa do peso até o término
da gestação; todavia ocorreu uma recuperação de peso
durante o período gestacional e o percentual anterior foi
reduzido para 7,3% no pós-parto (Tabela 3).

Durante a lactação ocorreu em ambos os grupos
uma depleção de peso materno, que foi mais acentuada
nas mães desnutridas colocando a diferença de peso em
relação às mães do lote controle em 16,6%.

Analisando o ganho ponderal na gestação e
lactação, nota-se que não houve diferença significativa
entre as mães desnutridas e as do lote controle. Entretanto,
as mães desnutridas ganharam significativamente mais peso/
filhote, uma vez que apresentaram um número de filhotes
aproximadamente 21% menor (p<0,05) em relação ao
controle, tanto após o parto como após a lactação (Tabelas
4 e 5). Conseqüentemente, embora o peso da ninhada
destas mães tenha se apresentado significativamente menor
após a lactação, o peso médio de filhotes machos não
diferiu significativamente do peso daqueles amamentados
por mães-controle. Assim, a redução observada no número
de filhotes e no peso das mães desnutridas foi considerada
estratégica para a consecução do aleitamento dos filhotes
sobreviventes porque não alterou significativamente seus
pesos no 15° dia de lactação. As mães com restrição
energética crônica também apresentaram níveis de GSH
significativamente mais elevados que as mães do lote-
controle.

DISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃO

A desnutrição energética aguda ou crônica não
mostrou efeito significativo sobre a atividade da GGT e os

Tabela 1. Ensaio 1: Efeito de 21 dias de restrição energética aguda sobre o peso do fígado, o ganho ponderal e o consumo de alimentos de ratos
machos em crescimento1.

Variáveis

Peso inicial (g)
Peso final (g)
Peso do fígado (g)
Peso ganho (g)
Consumo (g/dia)
Consumo total (g)

046,2 ± 04,3a

152,3 ±0 6,2a

008,2 ± 00,4a

107,2 ± 09,9a

017,2 ± 01,2a

361,2 ± 27,6a

Grupo desnutrido

046,4 ± 5,8a

110,8 ± 6,4b

004,6 ± 0,9b

064,5 ± 7,1b

011,9 ± 0,0b

250,2 ± 0,0b

(consumo ad libitum)
    X         DP

(consumo restrito a 70%)
    X         DP

(1) Médias, na mesma linha, seguidas de letras iguais não diferem significativamente (p ≥ 0,05).n ≥ 6
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Tabela 3. Ensaio 2: Efeito da restrição energética crônica sobre o peso, a  variação ponderal e o consumo alimentar durante a gestação (22 dias)
e lactação (15 dias) de ratas adultas1.

Peso (g)
Inicial
Final
Pós-Parto (PP)
Pós-Lactação (PL)

Variação ponderal
∆G2

∆G/n. filhotes
∆PG2

∆PL2

Consumo total (g)
Gestação
Lactação
Consumo total

Eficácia alimentar3

217,50  07,80a*

283,30  24,20a*

213,50 28,10a

199,60  04,00a*

065,70  17,20a

006,00  01,40a

0 -4,00  24,10a*

 -17,90  03,80a*

411,40  30,40a

509,50  28,10a

921,00  44,80a

000,16 0 0,06a

Grupo controle

163,20  05,10b

240,10  06,70b

198,00  12,30a

166,40  14,80b

076,80  08,00a

009,20 01,90b

034,70  11,20b

003,70  13,30b

270,30  12,50b

354,30  16,50b

624,60  24,00b

000,28  00,01a

(consumo ad libitum)
    X         DP

(consumo restrito a 70%)
    X         DP

(1) Médias, na mesma linha, seguidas de letras iguais não diferem significativamente (p > 0,05 ou p > 0,01*). n ≥ 6
(2) ∆G = (Peso Final - Peso Inicial); ∆PG = (Peso Pós-Parto - Peso Inicial); ∆PL (Peso Pós-Lactação - Peso Inicial)
(3) Eficácia alimentar na gestação =         ganho em peso (g)

                                                      consumo total alimento (g)

Grupo desnutrido

Tabela 4. Ensaio 2: Efeito da restrição energética crônica sobre o número e o peso ao nascer e pós-lactação dos filhotes de mães cronicamente
desnutridas1.

Variáveis

Pós-nascimento
Peso ninhada (g)
Número de filhotes
Peso médio de filhotes machos (g)
Número de filhotes machos

Pós-lactação
Peso ninhada (g)
Número de filhotes
Peso médio de filhotes machos (g)
Número de filhotes machos

054,4  13,3a

011,0  02,0a

004,8  00,5a

006,0  02,7a

179,3  05,9a

010,3  00,6a

017,3  00,8a

004,7  02,5a

Grupo controle

45,1  07,6a

08,7  02,0a

05,3  00,6a

04,0  01,3a

92,7  20,4b

06,0  00,9b

15,4  01,4a

02,8  00,8a

(consumo ad libitum)
    X         DP

(consumo restrito a 70%)
    X         DP

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

Grupo desnutrido

Tabela 2. Ensaio 1: Efeito de 21 dias de restrição energética aguda sobre a atividade da GGT e as concentrações de glutationa e proteína no
fígado de ratos em crescimento1.

Variáveis

Proteína (mg/g fígado)
GGT (U/g proteína)
GSH (µmol/g  fígado)

150,04 4,85

000,97 0,22

004,49 0,29

Grupo controle

148,78 3,60a

000,93 0,20a

004,39 0,51a

(consumo ad libitum)
    X         DP

(consumo restrito a 70%)
    X         DP

(1) Médias, na mesma linha, seguidas de letras iguais não diferem significativamente (p ≥ 0,05).n ≥ 6

Grupo desnutrido

Variáveis
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Tabela 5. Ensaio 2: Efeito da restrição energética crônica sobre a atividade da GGT e a concentração de GSH no fígado de mães e filhotes
pós-lactação1.

Variáveis

Proteína (mg/g fígado)
Mães
Filhotes

GGT (U/g proteína)
Mães
Filhotes

GSH (µµµµµmol/g fígado)
Mães
Filhotes

268,26  37,42a

229,18  35,55a

001,74  00,29a

000,49  00,10a

001,88  00,07a

002,47  00,32a

Grupo controle

283,47  26,47a

280,14  19,83a

001,78  00,32a

000,48  00,12a

000,78  00,04b

002,41  00,43a

(consumo ad libitum)
    X         DP

(consumo restrito a 70%)
    X         DP

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

Grupo desnutrido

níveis hepáticos de GSH, em relação aos animais controle
com livre acesso à mesma dieta. Tanto as mães quanto os
filhotes desnutridos não apresentaram a esperada elevação
da GGT hepática e a redução do nível de GSH.

Estes resultados diferem daqueles obtidos com
animais submetidos à desnutrição protéica na fase de
crescimento ou durante a gestação-lactação que
evidenciaram significativo aumento na atividade da enzima
e diminuição na concentração 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 adaptação metabólica, representada por
mudanças hormonais, enzimáticas e sobretudo por
alterações na síntese protéica, em resposta à desnutrição
protéica ou à desnutrição apenas energética poderia
justificar estas desigualdades (Coward  et al., 1977; Atinmo
et al., 1978; Smith & Lunn, 1984; Sainz et al., 1986).

A restrição protéica  reduz a síntese, sobretudo de
albumina, devido à baixa e desequilibrada disponibilidade
de aminoácidos (Coward et al., 1977; Smith & Lunn,
1984) suportando a hipótese de que cisteína poderia ser
mobilizada do pool de GSH, o que resultaria em aumento
de GGT e redução do tiol. Na má-nutrição energética,
como a efetuada neste estudo, os níveis plasmáticos de
aminoácidos essenciais e não essenciais poderiam ter
permanecido inalterados e a síntese protéica não ter sido
diretamente afetada, justificando a manutenção dos níveis
de GSH e a atividade da GGT (Coward et al., 1977; Sainz
et al., 1986).

É importante ressaltar que, apesar da concentração
de GSH hepático não se alterar sob a restrição alimentar,
foi significativa a sua redução quando comparada ao níveis
apresentados por animais que consumiram dietas contendo
25% de caseína (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 adaptação à restrição energética crônica refletida
nos ajustes ponderais, com uma aparente proteção do
peso materno em detrimento do número de filhotes no
pós-parto, difere dos resultados de outros estudos (Ferrari
et al., 1992), mas parece ser o principal determinante dos
resultados obtidos em relação à atividade da GGT e à
concentração de GSH e proteína hepáticos.

Para finalizar e relacionando o aparente ganho
ponderal e o metabolismo, é preciso citar que Álvarez-
-Ordás et al. (1992) ao estudarem o efeito da restrição
alimentar na evolução da gestação em ratas, indicaram
que o balanço de nitrogênio e a absorção de D-glicose não
se alteraram nas mães desnutridas. Também demonstraram
importantes correlações negativas entre micção e ganho
em peso e/ou ingestão de água, sugerindo que durante a
primeira metade da gestação haveria uma diminuição na
excreção de nitrogênio urinário com conseqüente balanço
nitrogenado positivo, sendo o nitrogênio armazenado
nesta fase utilizado no final do processo gestacional. Esses
autores concluíram ainda que a retenção de água,
decorrente da micção reduzida, parece ser o principal
fator responsável pelo peso aparentemente ganho pelas
mães desnutridas.

Também em ratos adultos a privação parcial de
alimentos parece aumentar o transporte líquido de açúcares,
aumentando sua entrada através da membrana apical de
enterócitos (Marciani et al. citado por Álvarez-Ordáz et al.,
1992), compensando o desgaste desta manipulação
dietética.
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