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RESUMO

Alterações dos perfis séricos de insulina e de leptina, do consumo alimentar e do padrão 

metabólico que resultam em aumento de adiposidade são observadas na gestação e na 

restrição protéica, de forma isolada. Avaliou-se as concentrações séricas de insulina e 

leptina e suas relações com algumas variáveis sinalizadoras de obesidade em ratas 

prenhes (14º dia), submetidas à restrição protéica, divididas em quatro grupos: controle 

não prenhe (CNP) e prenhe (CP), alimentadas com dieta controle (17% de proteína); e 

hipoproteico não prenhe (HNP) e prenhe (HP), alimentadas com dieta restrita em 

proteína (6%). Independente da dieta recebida, ratas prenhes (CP e HP) exibiram maior 

ingestão alimentar, maior ganho de peso corporal e maior peso final, comparadas às não 

prenhes (HNP e HP). A prenhez (CP e HP) reduziu a glicemia e a proporção do 

depósito de tecido adiposo branco gonadal, enquanto a restrição protéica (HNP e HP) 

diminuiu a proporção de gordura da carcaça. Os pesos absoluto e relativo do tecido 

adiposo marrom foram aumentados nas duas situações. As concentrações séricas de 

leptina e insulina foram similares e não se correlacionaram com a ingestão alimentar. A 

insulina se correlacionou significativamente com o lipídio da carcaça, em ratas HNP e 

HP, enquanto a leptina se correlacionou com o peso dos tecidos adiposos gonadal e 

retroperitoneal apenas em CP e HP. Concluiu-se que a restrição protéica durante a 

prenhez não alterou os perfis séricos dos sinais de adiposidade e nem seus efeitos sobre 

o comportamento alimentar e a adiposidade, possivelmente devido ao tempo de 

exposição à injúria.  

Palavras-chaves: dieta hipoprotéica, leptina sérica, insulina sérica, consumo alimentar, 

adiposidade corporal, prenhez.
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ABSTRACT  

Changes in serum insulin and leptin profile, food intake and metabolic pattern, resulting 

in enhanced adiposity is commonly observed during pregnancy and protein restriction. 

It was evaluated serum leptin and insulin levels and its correlations with some 

predictive obesity variables in pregnant rats (14th day) under low protein diet: control 

non-pregnant (CNP) and pregnant (CP) groups, fed a control diet (17% protein), and 

low protein non-pregnant (LPNP) and pregnant (LPP) groups, fed a low-protein diet 

(6%). Pregnancy increased food intake, independently of the protein content. As a 

result, CP and LPP exhibited significant gain of weight and final weight, related to non-

pregnant rats (CNP and LPNP). In CP and LPP the glycemia and the relative weight 

gonadal adipose tissue were reduced, while the protein restriction (LPNP and LPP) 

reduced the relative weight of lipid in carcass. In both situations the absolute and 

relative weight of brown adipose tissue was increased. Serum insulin and leptin levels 

were similar among groups and did not correlate with food intake. But it was verified a 

positive relationship between serum insulin levels and fat carcass depots in LPNP and 

LPP, while in CP and LPP serum leptin correlated with weigth of gonadal and 

retroperitoenal adipose tissues. These results allow conclude that protein restricted diet 

during pregnancy did not alter the serum profile of adiposity signals and their effects on 

food intake and adiposity, probably due to the time of exposition to insult.

KEY WORDS: low protein diet, serum leptin, serum insulin, food intake, body 

adiposity, pregnancy.
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I – INTRODUÇÃO 

A prevalência de obesidade está aumentando na maioria dos países, mesmo 

naqueles que apresentam altas taxas de subnutrição.1,2 Atualmente, obesidade, doença 

cardiovascular e diabetes mellitus tipo 2, são prevalentes na população adulta em 

desvantagem socioeconômica de países em desenvolvimento. No Brasil, alguns estudos 

de prevalência mostraram um aumento epidêmico de obesidade, principalmente entre 

mulheres pertencentes a classes sociais mais desfavorecidas.3-6 Embora a melhoria nas 

condições econômicas em algumas famílias possa explicar tais tendências, é possível 

que outros fatores também sejam importantes.7   

A gravidez é caracterizada por hiperfagia8,9, diminuição da termogênese10 e 

adaptações funcionais das células gordurosas, desencadeando um aumento na massa de 

tecido adiposo durante a fase inicial, seguido por um declínio na fase final.8,11 No 

estágio inicial da gestação, a síntese de ácidos graxos a partir da glicose está aumentada 

e a via lipogênica predomina, enquanto que no estágio final, a via lipolítica está mais 

ativa.12 Esta condição anabólica líquida presente na primeira fase da gestação parece ser 

dirigida pela insulina, o mais eficiente hormônio anabólico, e sua secreção e 

concentração pancreáticas estão aumentadas desde o início da gravidez.13,14

Dietas com baixa quantidade de proteína induzem à hiperfagia15, acompanhada 

por aumento do metabolismo basal16 e da termogênese adaptativa provocada pela dieta. 

Esta última está associada com aumento da massa e da atividade do tecido adiposo 

marrom (TAM)17, devido à estimulação do sistema nervoso simpático (SNS).16 Embora 

ocorra elevação do gasto energético, observa-se também aumento do conteúdo de 

gordura corporal15,18,19, possivelmente devido a uma adaptação positiva que permite 

estocar como lipídio parte do excesso do carboidrato ingerido em relação à baixa 
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concentração de proteína.16 O aumento da atividade do SNS parece contribuir para a 

redução da secreção de insulina estimulada pela glicose20, compensada pelo aumento da 

tolerância à glicose e da ação da insulina, vistas na restrição protéica.21,22,23

Tal como a insulina, a leptina está envolvida na modulação do balanço 

energético pela inibição do consumo alimentar e pelo aumento do gasto energético 

mediado pela ativação do SNS.24 A concentração plasmática e a ação da leptina 

parecem ser alteradas por dietas hipoprotéicas15 e pela gravidez.25 A coexistência de 

consumo de dietas hipoprotéicas e gestação, comumente encontrada em países 

subdesenvolvidos, pode alterar o perfil sérico e a ação desses hormônios contribuindo 

para a promoção da obesidade materna a curto e longo prazo.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de dieta restrita em proteína ao 

final da fase anabólica da gravidez, sobre as concentrações séricas de leptina e insulina, 

e o envolvimento desses hormônios no comportamento alimentar e no acréscimo de 

gordura corporal materna.
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II – REVISÃO DE LITERATURA

Embora haja consenso que fatores de origem genética e ambiental estejam 

associados ao desenvolvimento da obesidade26, os mecanismos envolvidos na sua 

gênese ainda não foram elucidados em sua totalidade. 

A obesidade resulta do desequilíbrio entre ingestão alimentar e gasto energético 

e/ou de alterações no metabolismo e na utilização de substratos.27 De forma geral, o 

peso corporal tende a permanecer estável tanto em magros como em obesos. Esta 

estabilidade relativa suscitou a hipótese de que a adiposidade corporal possa ser 

regulada por um sistema de feedback negativo, onde a ingestão alimentar é controlada 

pelo conteúdo de gordura corporal, mantendo constantes as reservas energéticas.28

O sistema nervoso central (SNC) é o principal sítio de integração de sinais 

envolvidos no controle da homeostase energética.29 Neurotransmissores, 

neuropeptídeos, citocinas, hormônios, nutrientes e metabólitos, são alguns dos sinais 

que interferem na ingestão alimentar e no gasto energético.24  

Alguns sinais são liberados pelas células do trato gastrintestinal (TGI), em 

resposta a nutrientes e outros constituintes do quimo ou alimentos parcialmente 

digeridos.30-33 As secreções dessas células enteroendócrinas são principalmente 

peptídeos, que atingem a corrente sangüínea e agem como hormônios em tecidos 

específicos,30,34-38 e também se ligam a receptores específicos localizados em aferentes 

vagais que inervam o TGI.34,39  A ativação do nervo vago produz um estímulo cerebral 

que inicia reflexos que controlam a função gastrintestinal e envia sinais a outras áreas 

do cérebro afetando a saciedade.29 Alguns sinais químicos parecem também agir 

diretamente no SNC ao se ligarem a receptores específicos.29 Os peptídeos intestinais 

controlam o volume, o início e o término das refeições e são coletivamente 
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denominados “sinais de saciedade” ou “sinais de curto prazo”. Existem, pelo menos, 

dez ligantes com tal função: colecistoquinina (CCK), amilina, peptídeo 1 semelhante ao 

glucagon (GLP-1), peptídeo tirosina-tirosina (PYY), apolipoproteína-IV (A-IV), 

enterostatina, bombesina, oxintomodulina, leptina gástrica e grelina.29 Dos sinais 

citados, apenas a grelina aumenta a ingestão alimentar, sendo os demais promotores da 

saciedade.40,41

Além de liberar sinais químicos, o TGI é dotado de mecano-receptores 

(receptores de estiramento), sensíveis ao volume intestinal e à pressão no lúmen.42,43  

Uma vez estimulados pelo aumento da pressão e do volume gastrintestinal, os aferentes 

vagais enviam sinais a áreas cerebrais que determinam o término das refeições.44,45

Assim, no TGI são gerados sinais transmitidos por vias neurais (aferentes vagais) ou 

humorais (hormônios) que se ligam a receptores periféricos e do SNC.29

Embora afetem a ingestão alimentar durante as refeições, os sinais de saciedade 

têm influência limitada sobre a adiposidade e o peso corporal. Existem outros sinais 

denominados “de longo prazo” ou “de adiposidade” que interferem no consumo 

alimentar e no gasto energético, mantendo a adiposidade e o peso corporal dentro de 

uma estreita faixa de variação.46 A insulina e a leptina são consideradas, até o momento,  

os principais sinais de adiposidade. Para que um composto seja considerado um “sinal 

de adiposidade” este deve ser secretado em proporção ao conteúdo de gordura corporal, 

ter acesso a áreas específicas do sistema nervoso, influenciar a ingestão alimentar e o 

peso corporal de um modo previsível.28

O papel da insulina como o principal hormônio modulador da glicemia é 

conhecido desde a primeira metade do século passado. A insulina tem também uma 

importante função na regulação do armazenamento e utilização de energia no tecido 

adiposo. Após uma refeição, o aumento da concentração sérica de insulina promove a 
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estocagem de triglicerídeos no tecido adiposo. A insulina inibe a lipólise por um 

mecanismo que envolve a enzima fosfodiesterase-3B (PDE-3B), diminuindo a atividade 

da proteína quinase A (PKA) e da lipase hormônio sensível (LHS), resultando em 

menor hidrólise de triglicerídeos.47,48  Simultaneamente, a formação de triglicerídeos a 

partir de acil-CoA e glicerol fosfato é estimulada via acetil-CoA  carboxilase  (ACC) e 

ácido graxo sintase (AGS).49 A variação nos níveis plasmáticos de insulina  ocorre de 

forma dose-dependente à adiposidade corporal, ou seja, a insulina plasmática aumenta 

sob balanço energético positivo e diminui com balanço negativo.50

 O efeito da insulina sobre a ingestão alimentar e o gasto energético foram 

identificados na década de 1970.51,52 Numerosas evidências têm reforçado o papel da 

insulina no controle da homeostase energética: 1) presença de receptores de insulina em 

regiões do cérebro envolvidas no controle da ingestão alimentar e do gasto 

energético53,54,55,56; 2)  administração de insulina exógena diretamente no hipotálamo, 

especialmente no núcleo arqueado ou no terceiro ventrículo,  resulta em redução do 

consumo alimentar e do peso corporal de maneira diretamente proporcional à 

quantidade administrada, com esse efeito sendo observado por várias horas57,58,59,60; 3) 

administração de anticorpos anti-insulina no cérebro, provocando aumento do consumo 

alimentar e conseqüente ganho de peso28; 4) redução da via intracelular de sinalização 

de insulina no hipotálamo ventral em camundongos resultando em hiperfagia e 

obesidade61; 5)  infusão de insulina no ventrículo cerebral de ratos diabéticos 

insulinopênicos em dose suficiente para manter a homeostase da insulina e da glicose, e 

conseqüente redução em 50% no consumo alimentar.61

A descoberta da leptina como sinal de adiposidade foi descrita mais 

recentemente, na década de 199063, embora a sua existência tenha sido inferida mais de 

25 anos antes, por meio de estudos de parabiose com camundongos.64 A leptina é 
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secretada  principalmente pelos adipócitos, em proporção direta à quantidade de  

gordura corporal estocada24,28,65, e é transportada através da barreira hemato-encefálica 

para dentro do cérebro. Estudos envolvendo administração de leptina intra-cerebral 

mostraram diminuição na ingestão alimentar e do peso corporal.66,67

Assim como a insulina, a leptina também está relacionada com o aumento do 

gasto energético.68,69 O gasto energético é regulado pela ativação do sistema nervoso 

simpático70,71, e estudos recentes indicam que os efeitos inibitórios da leptina sobre o 

consumo alimentar são mediados pela ativação fosfatidilinositol 3-quinase (PI3-

quinase)72, que também participa da via de transdução do sinal da insulina. As ações 

comuns da insulina e da leptina no SNC são mediadas por essa via, regulando o 

comportamento alimentar e a homeostase metabólica.23,28,73 Duas populações de 

neurônios presentes no núcleo arqueado hipotalâmico controlam essa integração.74 Um 

circuito inibe a ingestão alimentar  e aumenta o gasto energético através da expressão de 

neuropeptídeos pro-opiomelanocortina (POMC) e do transcrito relacionado à cocaína e 

à anfetamina (CART)75,76 e o outro estimula a ingestão alimentar e reduz o gasto 

energético, via expressão do neuropeptídeo Y (NPY) e do peptídeo agouti-relacionado 

(AgRP).77,78 Estes sinais interagem por vias opostas, porém paralelas.28

As concentrações séricas de leptina e de insulina são influenciadas pela ingestão 

energética e pelos macronutrientes da dieta. A redução de proteínas na dieta resulta em 

diminuição da insulina79 e na elevação da leptina sérica15. Contudo, parece não existir 

consenso em relação ao efeito de dietas hipoprotéicas sobre o consumo alimentar. 

Alguns estudos têm mostrado aumento da ingestão absoluta18,19,80,81 e  relativa ao peso 

corporal17,82, enquanto outros mostram redução83,84, ou nenhuma alteração85 dessa 

variável. Essas variações parecem ocorrer em função de pelo menos dois fatores: grau 

de privação protéica e idade do animal.  Quando se observa hiperfagia, esta tem sido 
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atribuída a: 1) mecanismo de compensação na tentativa de alcançar os requerimentos de 

proteína para manter a massa corpórea magra86; 2) alteração do metabolismo de 

nitrogênio e de aminoácidos no cérebro15; 3) superexpressão do gene de neuropeptídeo 

Y no hipotálamo basomedial87; 4) resistência à leptina.15 Animais submetidos à restrição 

protéica apresentam proporcionalmente, maior concentração de gordura corporal15,85, 

atribuído à hiperfagia86 e ao aumento da sensibilidade do tecido adiposo à insulina.88   

Segundo Rothwell & Stock17 essas mudanças na eficiência metabólica parecem ser 

resultado de um aumento adaptativo da termogênese induzida pela dieta, associado ao 

aumento da atividade do tecido adiposo marrom.

A gravidez também é uma situação caracterizada por alteração nas 

concentrações séricas de insulina12 e leptina25, no comportamento alimentar, no gasto 

energético e na composição corporal.89

Na primeira metade da gravidez ocorre acúmulo de gordura corporal que reflete 

a predominância da via lipogênica, e na segunda metade prevalece a via lipolítica 

resultando na diminuição da adiposidade.12,11,90 A condição anabólica presente durante a 

primeira fase da gestação parece ser dirigida pela insulina, que é o mais eficiente 

hormônio anabólico. A sua concentração pancreática, secreção e ação periférica estão 

aumentadas nesta fase.13,14,91,92,93 Esta situação é modificada durante a fase final da 

gravidez, quando a  resistência à insulina e a hiperinsulinemia estão presentes.94

A concentração sérica de leptina varia em função da fase gestacional atingindo, 

em roedores, o pico entre o 12º e o 19º dias, seguido de um declínio pronunciado 

chegando até valores semelhantes aos de não prenhes por volta do 21º dia de prenhez.95  

Essa flutuação coincide com a variação da adiposidade corporal. A prenhez parece 

induzir resistência à leptina, a julgar pela elevada concentração desse hormônio 

associada ao padrão de consumo alimentar normal ou aumentado.96,97 Acredita-se que 
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este estado de resistência ao hormônio ocorra para garantir a provisão de energia 

suficiente para as demandas de rápido crescimento fetal no período final da gestação.98 

A maioria dos estudos disponíveis enfoca o comportamento hormonal associado 

à prenhez em condições da oferta de uma dieta adequada, sendo que poucos relatos 

abordam o papel da leptina e insulina na prenhez sob situação nutricional adversa, como 

na restrição protéica. 
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III – JUSTIFICATIVA

A prevalência de obesidade está aumentando na maioria dos países, mesmo 

naqueles que tradicionalmente apresentam altas taxas de subnutrição99, fato este que 

contraria a clássica teoria da gênese da obesidade relacionada unicamente à ingestão 

excessiva de alimentos e à genética. Tal constatação, associada à observação de que este 

distúrbio acomete grupos populacionais onde a escassez de alimentos ou de nutrientes 

específicos continua ocorrendo, motiva a busca de outros fatores causais. Embora a 

melhora das condições sócio-econômicas possa explicar parcialmente esse fenômeno 

denominado “transição nutricional”100,101,102,103,104, outros fatores merecem ser 

investigados.7

No Brasil a prevalência de obesidade tem acompanhado a tendência de aumento 

mundial, especialmente em mulheres pertencentes a grupos sociais menos 

favorecidos.4,5,6 Situações específicas como a gravidez e o consumo de dietas restritas 

em proteínas, onde se observam alterações no comportamento alimentar, no gasto 

energético e na composição corporal e favorecem o aumento da adiposidade, poderiam 

explicar este aumento. 

A maioria dos estudos tem avaliado o efeito da restrição protéica durante a 

prenhez no surgimento de doenças metabólicas na prole. Poucos são os relatos das 

conseqüências do agravo nutricional durante a prenhez no organismo materno. 

Assim, um estudo experimental avaliando a influência da restrição protéica 

durante a prenhez, especialmente na fase anabólica, sobre o perfil sérico dos hormônios 

sinalizadores da adiposidade, leptina e insulina, relacionando-os com algumas variáveis 

preditoras da obesidade, poderá contribuir para se conhecer as razões do aumento da 

prevalência dessa enfermidade. 
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IV – OBJETIVOS

4.1 – Geral

 Avaliar as concentrações séricas de insulina e leptina e suas relações com 

variáveis sinalizadoras de obesidade em ratas prenhes submetidas à restrição 

protéica.

4.2 – Específicos

 Analisar as concentrações séricas de insulina e leptina em ratas prenhes 

submetidas à restrição protéica.

 Determinar a ingestão alimentar, a composição da carcaça, o peso corporal e dos 

tecidos adiposos branco e marrom.

 Correlacionar a insulinemia e a leptinemia com o consumo alimentar, o peso 

corporal e a adiposidade em ratas prenhes submetidas à restrição protéica. 
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V - MATERIAIS E MÉTODOS

O estudo foi realizado no Laboratório de Avaliação Biológica de Alimentos 

(LABA) do Departamento de Alimentos e Nutrição (DAN), da Faculdade de Nutrição 

(FANUT), da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT). Todos os experimentos 

foram dirigidos por princípios de boas práticas de laboratório e procedimentos 

científicos, de acordo com as recomendações do Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA), adotadas pela UFMT.105

5.1. Animais e dietas

Vinte e três ratas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, variedade Albinos, 

ordem Rodentia Mammalia, família Muridae) adultas com 90 dias, foram fornecidas 

pelo biotério central da UFMT, Cuiabá – Brasil. O acasalamento foi feito abrigando 

machos e fêmeas durante a noite, em gaiolas de polipropileno, medindo 37,0 x 31,0 x 16 

cm com tampa de metal galvanizado, tendo livre acesso à água e a ração comercial 

(LABINA). A prenhez foi confirmada através do esfregaço vaginal e verificação da 

presença de espermatozóides. As  ratas não prenhes e prenhes foram separadas em 

gaiolas individuais e mantidas em ambiente a 24±1ºC, umidade relativa de 55% e um 

ciclo claro de 6:00h às 18:00h, com dieta e água ad libitum, do primeiro até o 14º dia de 

prenhez. 

Durante o período experimental os animais receberam dois tipos de dietas 

isocalóricas (15,74 kJ/g) especificadas no Quadro 1: dieta controle com 17% de 

proteína, segundo as recomendações do American Institute of Nutrition para roedores, 
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nas fases de crescimento, gravidez e lactação (AIN93-G) ou dieta hipoprotéica com 6% 

de proteína AIN-93 modificada.106

Quadro 1. Composição das dietas controle e hipoprotéica

Ingredientes
Dieta controle

(17% proteína)

Dieta hipoprotéica

(6% proteína)

g/kg

Caseína (84% proteína) 202,0 71,5

Amido de milho 397,0 480,0

Amido de milho dextrinizado 130,5 159,0

Sacarose 100,0 121,0

Óleo de soja 70,0 70,0

Fibra 50,0 50,0

Mistura de minerais (AIN-93G)* 35,0 35,0

Mistura de vitaminas (AIN-93G)* 10,0 10,0

L-cistina 3,0 1,0

Bitartarato de colina 2,5 2,5

* Reeves et al. (1993).

Foram formados quatro grupos de ratas de acordo com os estados fisiológico e 

nutricional:

 Controle não prenhe (CNP) - ratas com confirmação de não prenhez, 

alimentadas com dieta normoprotéica (17% de proteína) durante o período 

experimental;

 Controle prenhe (CP) - ratas prenhes, alimentadas com dieta normoprotéica 

(17% de proteína), até o 14º dia de gravidez;
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 Hipoprotéico não prenhe (HNP) - ratas com confirmação de não prenhez, 

alimentadas com dieta hipoprotéica (6% de proteína) durante o período 

experimental;

 Hipoprotéico prenhe (HP) - ratas prenhes, alimentadas com dieta 

hipoprotéica (6% de proteína), até o 14º dia de gravidez.

Todas as dietas foram elaboradas na forma de pó, sendo os ingredientes pesados 

(balança digital marca Marte, modelo A 500, com precisão de 0,01 g, e balança 

analítica, com precisão de 0,0001 g), peneirados (malha 200) e homogeneizados. As 

dietas foram preparadas em quantidade suficiente para todo o período experimental, 

acondicionadas em recipientes de polipropileno, hermeticamente fechados e 

armazenadas a 5 ºC.

5.2. Procedimentos experimentais

5.2.1. Determinação do peso corporal

O peso corporal foi registrado três vezes por semana. As pesagens também 

foram efetuadas em balança digital, com precisão de 0,01g.

5.2.2. Determinação do consumo alimentar

As medidas de consumo alimentar foram realizadas três vezes por semana. A 

ingestão alimentar absoluta (g) foi calculada pela diferença obtida entre a quantidade de 

ração oferecida e as sobras.
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Tanto para o cálculo da ingestão, como para o da deposição de energia 

(composição da carcaça), foram aplicados os seguintes fatores: 16,74 kJoule por grama 

para proteínas e carboidratos e 37,67 kJoule por grama para gorduras.

5.2.3. Obtenção de amostras sangüíneas e teciduais

No final do experimento, após jejum noturno, os animais foram sacrificados e 

amostras de sangue foram coletadas. O soro foi separado, sendo armazenadas alíquotas 

a -20°C para posterior determinação das concentrações séricas de insulina e leptina, e o 

restante encaminhado para determinações bioquímicas (proteínas totais, glicose e 

albumina).

Após laparotomia mediana e evisceração, as carcaças foram pesadas e 

armazenadas para determinação da composição corporal. Os tecidos adiposos branco 

retroperitoneal (RET) e gonadal (GON) e o tecido adiposo marrom (TAM) foram 

pesados, sendo os resultados expressos em valor absoluto (grama) e relativo 

(grama/100g de peso corporal).

5.2.4. Determinação da composição corporal

Após a evisceração, as carcaças foram mantidas em estufa com temperatura 

entre 80 e 85°C, até a obtenção de peso constante. Por diferença entre o peso fresco e o 

peso seco da carcaça, foi obtido o teor de água. Da carcaça desidratada extraiu-se a 

gordura com éter de petróleo e foi determinado o teor de gordura (em gramas) pela 

diferença entre o peso da carcaça desidratada e o peso desta desengordurada. Após este 

processo, a carcaça foi triturada sendo uma alíquota pesada e incinerada em mufla a 550 
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°C até a obtenção do peso constante, sendo obtida a fração cinza ou resíduo mineral fixo 

em gramas. O teor de proteína foi calculado pela subtração dos conteúdos de água, 

gordura e cinzas da carcaça. Os resultados foram também expressos em percentagens do 

peso da carcaça.107

O ganho de energia total da carcaça, bem como os ganhos de energia como 

lipídios e como proteínas, foram obtidos pela diferença entre o teor de energia total de 

cada nutriente da carcaça em relação à linha de base (composição da carcaça no início 

do experimento). A linha de base foi estimada usando as proporções da composição 

final do grupo controle não prenhe, que não recebeu qualquer insulto, sobre o peso 

estimado inicial da carcaça. O peso estimado inicial da carcaça foi obtido subtraindo do 

peso inicial de cada rata, o percentual de peso de vísceras do grupo não prenhe, retiradas 

no ato do sacrifício.15

5.2.5. Determinações bioquímicas

5.2.5.1. Proteínas totais

A concentração de proteínas totais séricas foi determinada, usando o método do 

reativo de biureto modificado, utilizando kits comercialmente disponíveis, sendo a 

leitura realizada em espectofotômetro modelo 395, marca Micronal, em comprimento de 

onda de 545 nm e os resultados expressos em g/dL.108
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5.2.5.2. Albumina

A determinação de albumina sérica foi realizada pelo método colorimétrico do 

verde de bromocresol tamponada em pH 3,8. Foram adicionados 0,01 mL de soro, 1mL 

do reativo de cor. Foram utilizados kits comercialmente disponíveis e a leitura foi 

realizada a 630 nm e os resultados expressos em g/dL.109

5.2.5.3. Glicose

A glicemia foi determinada pelo método enzimático da glicose oxidase-

peroxidase, utilizando kits comercialmente disponíveis. A 1,0 mL de reativo contendo 

fenol 2,5 mM, 4 (p-benzoquinona monoimino) fenzona 1,14 mM, tampão Tris 0,04 

mM, glicose-oxidase 2,7 U/mL, foram adicionados 0,01 mL  de soro e incubados por 15 

minutos em banho-maria a 37°C. A leitura foi realizada em comprimento de onda de 

505 nm e os resultados apresentados em mg/dL. 110

5.2.5.4. Insulina

A insulina sérica de jejum foi determinada por radioimunoensaio, de acordo com 

o método descrito por Scott e colaboradores.111 Foram transferidas alíquotas de 0,1 mL 

das amostras desconhecidas (em duplicata), as quais receberam 0,2 mL de uma solução 

contendo anticorpo anti-insulina (1:200) e insulina marcada com 125I (traçador) em 

tampão fosfato pH 7,4, acrescido de NaCL 0,9% e albumina 0,5%. Em seguida foram 

preparados os seguintes controles:
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a) 3 tubos (totais) que receberam somente 0,2 mL do tampão fosfato contendo 

insulina marcada 125I para averiguação da radiação máxima;

b) 3 tubos (ligação não específica) que receberam somente 0,2 mL do tampão 

fosfato contendo insulina marcada 125I e 0,1 mL de tampão fosfato, para determinar 

possíveis interferências no ensaio pelos componentes do tampão;

c) 3 tubos (referência) com 0,2 mL de solução tampão fosfato contendo insulina 

marcada 125I e anticorpo anti-insulina e 0,1 mL de tampão fosfato, constituindo assim o 

zero de insulina da curva padrão. 

Em seguida preparou-se, também em triplicata, uma série de tubos (curva 

padrão), contendo 0,1 mL de insulina conhecida nas seguintes concentrações: 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 recebeu 

também 0,2 mL de solução tampão fosfato contendo insulina marcada 125I e anticorpo 

anti-insulina. Em seguida, amostras controle e curva padrão foram agitados em vórtex e 

estocados a 4ºC, durante 48 horas.

Após este período de incubação, com exceção dos totais para análise da radiação 

máxima, todos os outros tubos receberam 0,2 mL de uma solução contendo 2,5% de 

carvão (Norit A), 0,5% de albumina e 0,25% de dextran T 70. Os tubos foram deixados 

em repouso durante 20 minutos e a seguir centrifugados durante 20 minutos (2800 rpm) 

a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e a radioatividade contida em cada tubo avaliada 

em contador de radiação gama. Os três tubos elaborados para análise da radiação dos 

mesmos, foram avaliados diretamente. Com base nos valores obtidos nos tubos 

contendo insulina conhecida, elaborou-se a curva padrão que foi utilizada para a 

avaliação dos valores desconhecidos das amostras.

Os resultados foram expressos em ng/mL de insulina secretada durante o 

experimento.
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5.2.5.5. Resistência à insulina

O índice de resistência à insulina adotado foi “Homeostasis Model Assessment of 

Insulin Resistance” (HOMA-IR), modelo matemático simplificado de representação do 

sistema homeostático glicose-insulina, preditivo de resistência à insulina. Este índice, 

utilizando glicose e insulina de jejum, avaliou a possível ocorrência de resistência à 

insulina através da fórmula: 112

HOMA-IR=(insulina de jejum [ng/mL]).(glicose de jejum [mg/dL])/22.5

5.2.5.6. Leptina

A concentração sérica de leptina foi determinada por ensaio imunoenzimático 

usando o kit comercialmente disponível (CRYSTAL CHEM INC., Chicago, IL, USA). 

Poços de microplaca revestidos com anticorpo anti-leptina de rato foram inicialmente 

lavados por duas vezes com 300 µL de tampão de lavagem. Em cada poço foram 

pipetados 45 µL de solução diluente de amostra, 50 µL de leptina sérica de cobaias anti 

ratos e 5 µL de amostra ou curva padrão de leptina de rato (0, 200, 400, 800, 1600, 

3200, 6400 e 12800 pg/mL). Após incubação por 20 horas em temperatura de 4ºC, a 

microplaca foi lavada 5 vezes com tampão de lavagem. Foram adicionados 100 µL de 

um conjugado enzimático anti-IgG de cobaias e incubado por 3 horas a 4ºC. O conteúdo 

de cada poço foi aspirado e lavado 7 vezes com 300 µL de solução de lavagem, seguido 

da adição de 100 µL de solução de extrato enzimático que reagiu por 30 minutos em 

temperatura ambiente na ausência de luz. A reação enzimática foi bloqueada pela adição 

de 100 µL de uma solução “de finalização”. A leitura foi realizada em um leitor de 
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microplacas dentro de 30 minutos (medição do comprimento de onda a 450 nm, 

subtraindo o comprimento de onda: 630 nm). A concentração de leptina sérica foi 

calculada a partir de uma curva padrão e os resultados expressos em pg/mL. 
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VI - ANÁLISES ESTATÍSTICAS

Os resultados foram expressos como média ± EPM (Erro Padrão da Média) para 

o número de ratos (n) indicado. Inicialmente, foi aplicado o teste de Levene para 

verificar a homogeneidade das variâncias. Quando necessário, foi usado a 

transformação Box-Cox para corrigir a heterogeneidade das variâncias ou não-

normalidade.113 Todos os dados foram subseqüentemente analisados por análise de 

variância (ANOVA) a dois fatores (estado nutricional e estado fisiológico), seguido pelo 

teste de Tukey-HSD, para diferenças individuais entre os grupos, quando necessário. 

Análises de correlação foram usadas para examinar a relação entre as 

concentrações séricas de insulina e leptina e diversas variáveis preditoras de obesidade. 

Em todas as comparações, foi aceito como significância estatística o valor de p≤0,05. 

As análises estatísticas foram feitas usando o programa de computador “Statistic for 

Windows”, versão 4.3, 1993 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).
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VII – RESULTADOS

O consumo alimentar absoluto e relativo ao peso corporal, a variação de peso e o peso 

corporal final foram modificados em função do estado fisiológico (F1,19=22,28; p< 

0,001; F1,19=5,57; p<0,03; F1,19=49,79; p<0,000; F1,19=19,52; p<0,001, 

respectivamente). Todas as ratas prenhes exibiram aumento significativo dessas 

variáveis, independente do estado nutricional (Tabela 1).

Tabela 1. Peso corporal inicial e final (g), variação de peso (g), consumo alimentar 

absoluto (g) e relativo (g/100g), de ratas não prenhes e prenhes mantidas com dieta 

controle (CNP e CP) ou hipoprotéica (HNP e HP)

Grupos

CNP
(5)

CP
(7)

HNP
(5)

HP
(6)

Peso corporal inicial 245±3 258±10 259±6 250±5

Variação de peso 19±8 51±2* 17±8 52±3*

Peso corporal final 264±9 309±10* 276±11 302±4*

Consumo alimentar absoluto 207±14 255±11* 204±15 263±9*

Consumo alimentar relativo 78±4 83±4* 74±5 87±3*

Valores expressos em média ± EPM do número de ratas entre parênteses.
*Diferenças em relação às ratas não prenhes (ANOVA a dois fatores).

As concentrações séricas de proteínas totais, albumina, insulina, leptina, bem 

como do índice HOMA, não foram significativamente diferentes entre os grupos 

avaliados.  A glicemia sofreu influência apenas do estado fisiológico (F1,19=9,02; 

p<0,01), ou seja, ratas CP e HP apresentaram redução da glicose sérica  (Tabela 2).
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Tabela 2. Concentrações séricas de albumina (g/dL), proteínas totais (g/dL), glicose 

(mg/dL), insulina (ng/mL), leptina (pg/mL) e índice de resistência à insulina (HOMA-

IR) de ratas não prenhes e prenhes mantidas com dieta controle (CNP e CP) ou 

hipoprotéica  (HNP e HP)

Valores expressos em média ± EPM do número de ratas entre parênteses. 
*Diferenças em relação às ratas não prenhes (ANOVA a dois fatores).

A leptinemia e a insulinemia não se correlacionaram significativamente com a 

ingestão alimentar, quando os dados dos grupos foram combinados ou separados de 

acordo com o estado fisiológico ou nutricional. 

O peso absoluto do TAM foi significantemente modificado pelos estados

fisiológico (F1,19=18,13; p<0,001) e nutricional (F1,19=20,35; p<0,001), ou seja,  em 

ratas HNP, HP e CP houve aumento do peso do TAM (Tabela 3). Quando essa variável 

foi expressa em proporção ao peso corporal (g/100g), verificou-se o efeito apenas do 

estado nutricional (F1,19=15,20; p<0,001). Ratas HNP e HP, independente do estado 

fisiológico, mostraram peso relativo do TAM maior comparadas às ratas CNP e CP 

(Tabela 3). 

Grupos

CNP
(5)

CP
(7)

HNP
(5)

HP
(6)

Albumina 3,45±0,16 3,40±0,19 3,25±0,24 3,86±0,26

Proteínas totais 6,58±0,73 6,53±0,25 6,33±0,68 6,92±0,37

Glicose 77±4 54±6* 76±5 69±5*

Insulina 0,51±0,15 0,77±0,09 0,67±0,22 0,89±0,13

Leptina 2906±826 4436±986 3186±982 4960±766

HOMA-IR 1,79±0,58 1,89±0,33 2,20±0,65 2,70±0,39
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O peso absoluto do tecido adiposo branco gonadal não se modificou em função 

da prenhez, da restrição protéica ou da interação entre ambos, mas quando expresso em 

proporção ao peso corporal (g/100g), o GON foi afetado somente pelo estado 

fisiológico (F1,19=17,11; p<0,001). Assim, ratas dos grupos CP e HP exibiram valores 

menores em comparação às dos grupos CNP e HNP (Tabela 3). 

O peso do RET, tanto em valor absoluto como em valor relativo, não se 

modificou em função dos efeitos avaliados (Tabela 3). Porém, houve correlação positiva 

entre a concentração sérica de leptina e os pesos absolutos e relativos (g/100g) dos 

tecidos adiposos RET (r=0,36, p<0,002; r=0,22, p<0,02, respectivamente) e TAM 

(r=0,37, p<0,02; r=0,18, p<0,04, respectivamente) quando todos os grupos foram 

incluídos na análise (Figuras 1A a 1D). Quando se considerou apenas  o estado 

fisiológico, verificou-se correlação positiva entre leptinemia e pesos do RET (r=0,41, 

p<0,01) e GON (r=0,39, p<0,02) em ratas CP e HP,  com o peso do TAM (r=0,49, 

p<0,02) em ratas CNP e HNP. A avaliação pelo estado nutricional mostrou correlação 

positiva entre leptina e peso do RET e TAM, tanto em ratas HNP e HP (r=0,40, p<0,03; 

r=0,52, p<0,01, respectivamente), como em ratas CNP e CP (r=0,42, p<0,02; r=0,47, 

p<0,01, respectivamente). 
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Tabela 3. Peso fresco em valores absolutos e relativos dos tecidos adiposos branco 

retroperitoneal (RET) e gonadal (GON) e do tecido adiposo marrom (TAM), de ratas 

não prenhes e prenhes mantidas com dieta controle (CNP e CP) ou hipoprotéica (HNP e 

HP)

Grupos

CNP
(5)

CP
(7)

HNP
(5)

HP
(6)

g

RET 4,9±0,7 5,2±0,7 4,3±0,4 4,8±0,4

GON 11,1±0,7 9,9±0,7 11,8±1,2 10,5±0,5

TAM 0,26±0,02 0,29±0,01* 0,30±0,02 § 0,38±0,01* §

g/100g

RET 1,86±0,28 1,66±0,18 1,53±0,11 1,60±0,15

GON 4,22±0,29 3,21±0,20* 4,26±0,26 3,50±0,20*

TAM 0,098±0,007 0,095±0,004 0,108±0,008 § 0,125±0,004 §

Valores expressos em média ± EPM do número de ratas entre parênteses.
*Diferenças em relação às ratas não prenhes (ANOVA a dois fatores).
§ Diferenças em relação às ratas alimentadas com dieta controle (ANOVA a dois 

fatores).
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Figura 1 – Correlação entre leptina sérica (pg/mL) e pesos absoluto (A) e relativo (B) do 

tecido adiposo branco retroperiteoneal, e pesos absoluto (C) e relativo (D) do tecido 

adiposo marrom de ratas não prenhes e prenhes mantidas com dieta controle (CNP e 

CP) ou hipoprotéica (HNP e HP)

Não foi verificado nenhum efeito significativo da prenhez, da restrição protéica 

ou da interação entre esses fatores sobre o peso fresco da carcaça e seus componentes 

(lipídios, água, proteína e cinzas) em valores absolutos e relativos, exceto por um efeito 

significativo do estado nutricional sobre o conteúdo relativo de lipídio da carcaça, que 
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foi menor nos grupos HNP e HP (F1,19=4,34; p=0,05) comparado aos grupos CP e CNP 

(Tabela 4).

Foi observada, apenas em ratas HNP e HP, independente do estado fisiológico, 

uma correlação positiva entre o conteúdo absoluto de lipídio da carcaça e a 

concentração sérica de insulina (r=0,37; p<0,05), de leptina (r=0,37; p<0,05) e o índice 

HOMA-IR (r=0,44; p<0,03).

Tabela 4. Composição da carcaça (g, g/100g de peso da carcaça) de ratas não prenhes e 

prenhes mantidas com dieta controle (CNP e CP) ou hipoprotéica (HNP e HP)

Grupos

CNP
(5)

CP
(7)

HNP
(5)

HP
(6)

g

Carcaça fresca 201±7 216±7 205±7 210±3

Proteína 47±2 53±2 51±1 50±2

Lipídio 34±3 37±5 28±3 31±1

Água 115±4 122±5 121±5 125±3

Cinza 4,5±0,4 3,5±0,4 4,6±1,1 4±0,4

g/100g de peso da carcaça

Proteína 23,5±0,4 24,7±0,9 25,0±0,5 24±1,0

Lipídio 17,0±1,1 16,8±2,0 13,7±1,0 § 14,6±0,6 §

Água 57,2±0,9 56,9±1,9 59,1±0,8 59,5±0,9

Cinza 2,2±0,2 1,6±0,2 2,2±0,5 1,9±0,2

Valores expressos em média ± EPM do número de ratas entre parênteses. 
§Diferenças em relação às ratas alimentadas com dieta controle (ANOVA a dois 

fatores).
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A energia da carcaça, os ganhos de energia como lipídio, como proteína e o 

ganho de energia total não foram influenciados por nenhum dos fatores e nem pela 

interação entre estes, não havendo diferença entre os grupos (Tabela 5).

Tabela 5. Energia da carcaça, linha de base, ganhos de energia como lipídio, como 

proteína e ganho de energia total (kJ), de ratas não prenhes e prenhes mantidas com 

dieta controle (CNP e CP) ou hipoprotéica (HNP e HP)

Grupos

CNP
(5)

CP
(7)

HNP
(5)

HP
(6)

kJ

Energia da carcaça 2086±121 2270±207 1916±116 1998±50

Cálculo da linha de base 1715±18 1802±71 1846±58 1748±36

Ganho de energia total 372±115 468±171 150±91 250±48

Ganho como lipídio 369±101 410±176 122±94 214±52

Ganho como proteína 3±28 58±36 28±13 36±29

Valores expressos em média ± EPM do número de ratas entre parênteses. 

As concentrações séricas de insulina e leptina não se correlacionaram com 

nenhuma das variáveis citadas acima, quando os grupos foram analisados juntos ou 

separados. 
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VIII – DISCUSSÃO

A restrição protéica e a gravidez são condições comumente associadas a 

mudanças no padrão alimentar.8,18 Os estudos associando essas duas condições têm 

mostrado resultados contraditórios. Em desacordo com os resultados obtidos por Snoeck 

e cols.114 que verificaram um pequeno aumento e por Wunderlich e cols.115, que 

relataram redução do consumo de dieta em ratas prenhes desnutridas, no presente estudo 

a restrição de proteína durante a prenhez não produziu mudanças no comportamento 

alimentar. Independente da dieta recebida, as ratas prenhes exibiram ingestão alimentar 

maior, o que resultou em ganho de peso corporal significativo e, conseqüentemente, 

peso final maior em relação às não prenhes.

A esperada redução das concentrações séricas de albumina e proteínas totais em 

resposta à restrição de proteína e gravidez não foi observada no presente estudo, 

possivelmente devido ao curto período de exposição à privação nutricional e pelo 

estágio da prenhez. O típico aumento da retenção de nitrogênio visto na primeira metade 

de uma gravidez normal90,116 , também esperado, não foi observado nas ratas prenhes, 

independente da dieta recebida, uma vez que o conteúdo de proteína da carcaça foi 

similar nesses grupos. 

Durante a primeira fase da prenhez ocorre acumulação progressiva de depósitos 

de gordura materna devido ao aumento da lipogênese do tecido adiposo e da 

gliceroneogênese.117  A restrição de proteína também está associada a aumento da 

gordura corporal.15,18,87 Porém, no presente estudo, a prenhez reduziu a proporção do 

depósito de tecido adiposo GON, enquanto que a restrição protéica diminuiu a 

proporção de gordura da carcaça. Em ambas as situações os pesos absoluto e relativo do 

TAM foram aumentados. A hipertrofia do TAM poderia ser uma indicação do aumento 
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da atividade metabólica deste tecido e da termogênese induzida pela dieta, situação que 

explicaria a depleção de lipídios corporais na restrição protéica17, mas não na 

gestação.10 Embora comumente verificada da metade para o final da gestação, essa 

hipertrofia pode estar relacionada ao acúmulo de lipídios10,12,118 ou de água9 neste tecido 

e não ao aumento da termogênese. Essa hipótese é reforçada por Fontera e cols. que 

verificaram aumento da razão entre os receptores adrenérgicos α2 e β3 e diminuição do 

conteúdo mitocondrial do TAM em ratas prenhes, indicando inibição da via de 

sinalização do sistema nervoso simpático e, conseqüentemente,  menor atividade 

termogênica nesse tecido.9

Uma outra explicação para a redução do GON na prenhez é o aumento da 

resistência periférica à insulina, uma situação que prejudica a ação lipogênica e 

antilipolítica desse hormônio. A hiperinsulinemia é um achado comum e ocorre mesmo 

antes que a resistência à insulina se instale na gravidez.13,119 Existe uma relação entre 

sensibilidade à insulina e acúmulo de lipídios nos tecidos maternos, já que mulheres 

com sensibilidade à insulina diminuída na fase pré-gravídica têm dificuldade de ganhar 

massa gordurosa no início da gestação.93 Contudo, esta hipótese pode estar prejudicada 

se considerarmos que a fase gestacional em que as ratas foram avaliadas, final da fase 

anabólica, pode corresponder a um ponto de transição entre a sensibilidade aumentada, 

vista no início, e a  resistência à insulina, verificada na fase tardia da prenhez.12,13 Além 

disso a insulinemia e o índice HOMA-IR não foram afetados em ratas prenhes. 

Considerando que estas variáveis não se alteraram com a restrição protéica, a redução 

de gordura da carcaça também não pode ser creditada à resistência à insulina. É possível 

que a redução das reservas de gordura abdominal verificadas nas ratas prenhes esteja 

refletindo a ativação do sistema nervoso autônomo em resposta a hipoglicemia12, 

situação verificada neste estudo apenas nas ratas prenhes. 
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A insulina, hormônio regulador da ingestão alimentar e do gasto energético, se 

correlacionou significativamente apenas com o peso de gordura da carcaça em ratas 

submetidas à restrição protéica. A perda da correlação entre insulinemia e ingestão 

alimentar pode ter ocorrido porque essas análises foram feitas considerando a insulina 

de jejum.  

Em mamíferos a concentração de leptina é comumente elevada a partir da 

metade da prenhez 120,121,122 e na restrição protéica.15 Neste estudo não foram 

observadas mudanças nas concentrações séricas de leptina em resposta à prenhez ou à 

restrição de proteínas e esse hormônio não se correlacionou com a ingestão alimentar. 

Entretanto, a concentração sérica de leptina similar entre os grupos, associada ao 

aumento do consumo alimentar visto em ratas prenhes, sugere um estado de resistência 

à leptina, situação comumente encontrada na metade da gravidez.25

Existem evidências de que o aumento da concentração plasmática de leptina na 

gestação nem sempre se correlaciona com a adiposidade123,124, incluindo os depósitos do 

TAM9, enquanto na restrição protéica a leptina se correlaciona diretamente com o 

conteúdo de gordura na carcaça.15 Neste estudo houve uma correlação positiva entre a 

concentração sérica de leptina e a massa absoluta e relativa dos depósitos de gordura 

RET e TAM, quando todos os grupos foram considerados na análise. Entretanto, em 

ratas prenhes este hormônio se correlacionou com os depósitos de gordura abdominal 

RET e GON, enquanto nas não prenhes houve correlação apenas com a massa do TAM. 

Entre as ratas submetidas à restrição protéica, verificou-se correlação positiva entre 

leptina e gordura da carcaça, e os depósitos de gordura RET e TAM. Assim, a 

concentração sérica de leptina na prenhez parece refletir o conteúdo de gordura 

abdominnal, enquanto na restrição protéica, reflete o conteúdo de gordura corporal total.
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O conjunto de resultados obtidos neste estudo nos permite concluir que a restrição 

protéica durante a prenhez não alterou os perfis séricos de insulina e leptina, os quais 

também não se correlacionaram com a ingestão alimentar. As correlações desses 

hormônios com a adiposidade resultaram, predominantemente, do efeito do estado 

fisiológico em relação ao estado nutricional, possivelmente devido ao tempo de 

exposição à restrição protéica. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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