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Resumo Geral

RESUMO GERAL

O aumento na ingestdo de fibras alimentares sollveis proporciona importante
efeito no metabolismo da glicose e dos lipidios. A farinha de konjac
(Amorphophallus konjac c. koch) por formar solugées aquosas de alta viscosidade,
apresenta efeitos fisioldégicos compativeis aos das fibras soltveis. Assim, o
objetivo deste estudo foi: a) avaliar um modelo de diabetes nao insulino
dependente em ratos Wistar recém nascidos, induzido pela administracao de
streptozotocina (STZ); b) avaliar a indugéo da hipercolesterolemia nos ratos Wistar
com diabetes neonatal induzido por streptozotocina (Dn-STZ), e c) verificar o
efeito da farinha de konjac sobre os lipides plasmaticos [colesterol total (CT),
triglicerideos (TG), lipoproteina de baixa densidade-colesterol (LDL-c), lipoproteina
de alta densidade-colesterol (HDL-c)], e hepaticos (CT e TG), assim como
comparar o efeito hipocolesterolémico da fibra konjac com aquele induzido por
dois farmacos hipolipemiantes que atuam através de diferentes mecanismos de
acao (colestiramina e pravastatina), utilizando, para tanto, ratos Wistar com
diabetes neonatal e hipercolesterolemia induzida. Para a avaliagdo da inducdo do
diabetes nao insulino dependente os ratos Wistar, machos e fémeas, apés dois
dias do nascimento, receberam, por via intraperitoneal, 100 mg/kg pc de STZ em
tampao citrato pH 4,5. O grupo controle recebeu volume equivalente de tampao
citrato. A confiirmagdo da indugdo do diabetes foi realizada através da
determinacdo da glicemia de jejum e pds prandial, a qual foi avaliada 45 min apos
o recebimento de solucéo de glicose (2,0 g/kg pc) por sonda oro-gastrica, através
do meétodo glicose-oxidase. A glicemia em jejum dos animais diabéticos (Dn-STZ)
nao diferiu (p < 0,05) do grupo controle, em ambos os sexos. Todavia, a glicemia
pos-prandial foi mais elevada no grupo Dn-STZ, diferindo (p< 0,05) do controle,
tanto nos ratos machos quanto nas fémeas. Assim, o Dn-STZ caracteriza-se como
um modelo de diabetes nédo insulino dependente, podendo, assim, ser utilizado
como modelo experimental para a avaliagdo de patologias nas quais o diabetes
mellitus constitui um importante fator de risco a salde. Para induzir a

hipercolesterolemia, os ratos diabéticos Dn-STZ, machos e fémeas, com 7
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Resumo Geral

semanas de idade, receberam dieta semi-purificada (AIN-93/M), sem e com
suplementacdo de colesterol (2 g%), por 8 semanas. O nivel de colesterol
plasmatico total (CT) foi determinado apds jejum de 18 horas, por método
enzimatico. Verificou-se a ingestdo de dieta e ganho de peso durante o periodo
experimental. Os valores de CT foram mais elevados (p < 0,05) no grupo de
animais diabéticos que recebeu dieta com colesterol (DHc) do que nos demais
grupos [controle (C), diabéticos (D) e controle com dieta com colesterol (CHc)],
tanto para os ratos machos quanto para as fémeas. Os grupos sem adi¢cdo de
colesterol (C e D) nao diferiram entre si (p < 0,05), em ambos os sexos. Assim, a
hipercolesterolemia pode ser induzida em ratos Wistar, com diabetes neonatal,
quando alimentados com dieta suplementada com colesterol, possibilitando a
utilizagdo destes animais como modelo experimental para estudos de
hiperlipidemia associada ao diabetes. Para a verificagdo do efeito da farinha de
konjac sobre os lipides plasmaticos foram utilizados os ratos diabéticos
hipercolesterolémicos, machos e fémeas, com 15 semanas de idade, os quais
foram mantidos em gaiolas metabdlicas, com acesso a agua e dieta ad /ibitum,
recebendo, por 4 semanas, dieta semi-purificada (AIN-93/M) com adigao de 5% de
gordura de coco e 2 g% de colesterol em substituicao ao 6leo de milho.Todos os
animais diabéticos hipercolesterolémicos apresentaram reducgao significativa (p <
0,05) no nivel de CT plasmatico como conseqiéncia dos diversos fratamentos
(konjac 2,5 % e 10,0 %; pravastatina 0,1 % e colestiramina 2,5%), sendo que o
grau de redugdo devido a farinha konjac variou entre 28 % a 35 %. Todos os
tratamentos diminuiram (p < 0,05) os niveis de LDL-c, sendo que os grupos
tratados com a farinha de konjac nao diferiram entre si (p < 0,05). Ainda, nos ratos
machos os tratamentos nado interferiram (p < 0,05) nos niveis de HDL-c
plasmatico, enquanto que nas fémeas, todos os tratamentos reduziram (p < 0,05)
os niveis plasmaticos de HDL-c em relagéo ao grupo DHc, com excegéo do grupo
tratado com konjac a 2,5 %, o qual apresentou os maiores niveis (p < 0,05) dessa
fracéo do colesterol. Em relagao aos triglicerideos plasmaticos, a farinha de konjac

apresentou elevada capacidade hipotrigliceridémica. Quanto ao colesterol e
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triglicerideos hepaticos, com excegéo do grupo que recebeu konjac a 2,5 %, todos
os tratamentos propiciaram reducéo (p < 0,05) tanto dos niveis de CT como de
TG em relagdo ao grupo DHc. Assim, os resultados obtidos indicaram elevado
potencial terapéutico para a farinha konjac no controle e tratamento do perfil
lipidico em animais diabéticos hiperlipidémicos consequentes da ingestao de dieta

aterogénica.



Introdugio Geral

INTRODUGAO GERAL

As doencas cardiocirculatorias sdo as principais responsaveis pela
morbimortalidade no mundo ocidental. Entre elas, tem papel de destaque, pela
sua elevada prevaléncia e gravidade, a doenca aterosclerética coronaria (DAC).
Individuos com taxas de colesterol sérico elevadas, apresentam alto indice de
morte por DAC, sendo que a redugédo do colesterol e, especialmente do LDL-
colesterol, reduz tanto a morbidade quanto a taxa de mortalidade.

O diabetes, por alterar fatores tais como colesterolemia, trigliceridemia,
funcdo plaquetaria, morfologia vascular e concentragées de insulina, pode
contribuir para o aumento do risco da doenca cardiovascular.

A modificagdo de habitos alimentares deve representar a medida inicial
para a prevencao das doengas cardiovasculares, principalmente da reducao de
colesterol dietético. Todavia, o tratamento dietético oferece limitagdes que o
tornam insuficiente, requerendo, em muitos casos, intervencdo farmacologica
associada e, ainda, mudancgas de outros habitos, tais como um maior controle do
tabagismo e reducgéao do sedentarismo.

O aumento na ingestédo de fibras alimentares promove efeitos benéficos a
saude do homem. Assim, tem sido verificado que as fibras sollveis apresentam
importantes efeitos fisiolégicos, diminuindo a velocidade de esvaziamento gastrico
e reduzindo a elevagéao da glicemia pés-prandial e do colesterol sérico, enquanto
que as fibras insoluveis, por outro lado, diminuem o tempo de transito intestinal,
aumentam o volume fecal e reduzem a absorgao da glicose.

A farinha de konjac obtida por moagem do tubérculo da planta
Amorphophallus konjac (c. kock), também conhecido como inhame elefante,
contem aproximadamente 60 a 80% de glicomanana, polissacarideo de alto peso
molecular que se caracteriza pela presenga de cadeias de D- manose e D- glicose
em uma propor¢do de 1,6:1,0, com ligagbes B 1-4, e apresenta baixa
concentragao de proteinas, lipideos e vitaminas. O konjac sendo uma fibra
alimentar soluvel, aumenta o tempo de esvaziamento gastrico e reduz a absorcao

intestinal da glicose e do colesterol.
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Individuos diabéticos podem apresentar, ao longo da vida, um quadro de
aterosclerose, com niveis plasmaticos elevados de LDL-colesterol e VLDL-
colesterol e niveis baixos de HDL-colesterol, como consequéncia de alteragées no
metabolismo do colesterol. Assim, para uma melhor avaliagdo da morfologia
especifica, assim como de parametros bioquimicos e metabdlicos, faz-se
necessario a realizagéo de estudos de dislipoproteinemia associadas ao diabetes
em modelos animais. Embora as respostas metabdlicas verificadas nesses
animais possam diferir daquelas encontradas no homem, para que possa ocorrer
uma extrapolagdo segura quanto ao uso de compostos quimicos, quer seja pela
dieta ou por outra via de administragdo, € de suma importancia que modelos
animais sejam disponibilizados para atender as caracteristicas especificas dos
estudos experimentais. Sabe-se que coelhos, hamsters e ratos respondem de
forma diferente a hipercolesterolemia induzida pela dieta, sendo que os niveis de
colesterol total plasmatico sdo mais faciimente alterados em coelhos e hamsters
do que em ratos. Entretanto, muitos estudos sugerem que os niveis plasmaticos
de colesterol em ratos com diabetes induzido sdo elevados, quando alimentados
com dieta rica em colesterol, e que estao diretamente relacionados com o grau de
hiperglicemia. Por outro lado, a indugéo do diabetes em ratos adultos através da
administracdo de streptozotocina (STZ) ou aloxana, promove o desenvolvimento
do diabetes mellitus insulino dependente (DMID), com niveis de glicemia
plasmatica muito elevados, sendo que os animais apresentam-se mais sensiveis
aos efeitos deletérios da doenga, impossibilitando estudos de meéedia e longa
duragdo. Por outro lado, diferentemente dos ratos adultos, o diabetes neonatal
induzido por streptozotocina (Dn-STZ) caracteriza-se por uma deficiéncia
transitéria das células B, com o desenvolvimento do diabetes mellitus n&o insulino
dependente (DMNID), com niveis normais de glicemia plasmatica no estado de
jejum e elevagdo moderada dos niveis da glicemia apés a ingestao de alimentos.
Estes animais apresentam uma maior sobrevida, permitindo o estudo de outras
patologias associadas ao diabetes mellitus.

A associacdo entre o diabetes neonatal e a hipercolesterolemia induzida

tem sido pouco explorada, entretanto, tem sido sugerido que os niveis plasmaticos
6
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de colesterol, em ratos com diabetes induzido, sdo mais elevados do que em ratos
nao diabéticos, os quais estao diretamente relacionados com o grau de
hiperglicemia. Todavia, no que se refere ao efeito hipocolesterolémico de fibras
alimentares em modelo experimental com diabetes neonatal induzido, verifica-se
que os dados disponiveis na literatura s&o praticamente inexistentes. Assim, o

presente trabalho objetivou:

1. Avaliar um modelo de diabetes nao insulino dependente em ratos Wistar,
machos e fémeas, recém nascidos, com a administragéo de streptozotocina
(ST2);

2. Avaliar a indugao da hipercolesterolemia em ratos Wistar, adultos, com
diabetes neonatal induzida por streptozotocina (Dn-STZ) e;

3. Verificar o efeito da farinha de konjac sobre os lipides plasmaticos
[colesterol total (CT), triglicerideos (TG), lipoproteina de baixa densidade-
colesterol (LDL-c), lipoproteina de alta densidade-colesterol (HDL-c)], e
hepaticos (CT e TG), assim como comparar seu efeito hipocolesterolémico
com aquele induzido por dois farmacos que atuam através de mecanismos
diferentes de agéo hipolipemiantes (colestiramina e pravastatina), utilizando
os ratos Wistar, adultos, com diabetes neonatal e hipercolesterolemia

induzida.
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Capitulo 1

FIBRAS ALIMENTARES E DOENGA CARDIOVASCULAR

RESUMO

A modificagdo dos habitos alimentares deve representar a medida inicial
para a prevencao das doengas cardiovasculares. Todavia, em muitos casos, o
tratamento dietético, oferece limitagbes que o tornam insuficiente requerendo
intervencao farmacoldgica associada. Alimentos ricos em fibras apresentam
importante efeito no metabolismo lipidico, sendo as fibras sollveis bastante
efetivas na redugao do colesterol sérico. O efeito hipocolesterolémico primario
dessas fibras € mediado pela redugdo na absorgao intestinal de lipides, colesterol
e de acidos biliares, com conseqliente aumento da excregao fecal interferindo na
biossintese hepatica de colesterol a partir da inibicdo da hidroximetilglutaril-CoA
redutase (HMG-CoA redutase) através do &cido propidnico formado pela
fermentacdo no célon. Assim, é importante o conhecimento da relacéo entre as
fibras alimentares e a hipercolesterolemia, no sentido de promover beneficios a

salde do homem.

Palavras chaves: fibra sollvel, hipercolesterolemia, doengas cardiovasculares

ABSTRACT

The changes of dietary habits could represent the initial step to prevent
cardiocascular diseases. However, in many cases the dietetic treatment is limited,
making it necessary to associate pharmacological treatment. Fiber rich diets bring
important effects on the lipid metabolism, being the soluble fibers very effective in
the reduction of serum cholesterol. The hypocholesterolemic primary effect of
these fibers is mediated by the reduction of lipids, cholesterol and bile acids, the
effect on intestinal absorption with consequent increase of fecal excretion. Also,
dietary fibers interfere on the cholesterol hepatic biosynthesis by the inhibition of
HMG-CoA reductase, through the propionic acid formed by the fermentation on the

11



Capitulo 1

gut. So, it is important to know the relationship among dietary fibers and

hypercholesterolemia, in order to promote benefits on human health.

Index terms: soluble fiber, hypercholesterolemia, cardiovascular diseases.

INTRODUGAO

A doenga coronariana & um dos principais problemas de saude
apresentados, principalmente, pelos paises industrializados (Zock, 1998). O
aumento no risco da doenca cardiovascular, correlaciona-se com elevagdes do
colesterol e triglicerideos séricos (Anderson et al., 1990b; Kramer et al., 1994;
Bertolami & Faludi, 1996).

O diabetes pode contribuir para o aumento do risco da ocorréncia de
doenga cardiovascular por induzir a hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia,
alteragcdo da funcgao plaquetaria, alteracdo na morfologia vascular e redugdo na
concentragao plasmatica de insulina (Steiner, 1981).

A modificagao dos habitos alimentares é fator essencial para a prevengao
das doencgas cardiovasculares. O tratamento dietético, todavia, oferece limitagdes
que o tornam insuficiente em muitos casos, requerendo intervengao farmacoldgica
associada (Hegsted & Ausman, 1988; Guimaraes, 1992; Santos, 1994).

Dietas ricas em fibras alimentares promovem efeitos benéficos para a
saude do homem, tendo sido verificado que alimentos ricos em fibras soluveis
apresentam importante efeito no metabolismo da glicose e de lipidios (Cavalcanti,
1989; Periago et al., 1993; Anderson et al., 1994; Areas & Reyes, 1995).

A relacéo entre fibra e dislipidemia tem sido relatada como um fator
importante sobre os niveis de colesterol, os quais sdo reduzidos a partir da adigao
de fibra na dieta (Arvill & Bodin, 1995; Kritchevsky, 1997; Jenkins, et al., 1998). A
reducéo na absorgao de acidos biliares, devido a ligacdo dos mesmos com a fibra
no lumen intestinal, € um possivel mecanismo pelo qual as fibras alimentares
reduzem os niveis de lipidios séricos (Kritchevsky & Story, 1986). Ainda, estudos
sugerem que o propionato, produzido pela fermentacdo bacteriana das fibras no
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cdlon, pode exercer um controle na sintese do colesterol (Hillman et al., 1988:
Bergman, 1990).

A farinha de konjac obtida do tubérculo de Amorphophallus konjac (c. koch)
(com 60-80% de glicomanana), conhecida como konjac manana, é
frequentemente utilizada como ingrediente em produtos alimentares japoneses
(Cheng-Yu, et al, 1990; Fujiwara et al., 1991). Atualmente, devido as suas
propriedades fisico-quimicas, vem sendo utilizada em uma gama de produtos
alimenticios para melhorar ou potencializar algumas propriedades relacionadas
com a textura destes (Fujiwara et al., 1991; Barry & Bigner, 1996; Nishinari et al.,
1992; Kohyama & Nishinari, 1997; Yoshimura et al., 1998; Miyoshi et al., 1998:
Jantarat, et al. 1998; Chin, et al., 1999; Yoshimura & Nishinari, 1999). Quando
hidratada, em temperatura ambiente, a farinha de konjac forma solugdes aquosas
de alta viscosidade (Tye, 1991; Shelso et al., 1996), apresentando efeitos
fisiologicos compativeis aos das fibras sollveis, destacando-se os efeitos
hipoglicémicos e hipocolesterolémicos (Kiriyama et al., 1974; Aoyama et al., 1988;
Shimizu et al., 1991; Arvill & Bodin, 1995; Min et al., 1997). O presente artigo tem
como objetivo apresentar os principais efeitos das fibras alimentares e em

particular o konjac na prevengao e tratamento de determinadas cardiopatias.

DOENCAS CARDIOVASCULARES

As doengas cardiocirculatorias sao as principais responsaveis pela
morbimortalidade no mundo ocidental. Entre elas, a doenga aterosclerética
coronaria (DAC) tem papel de destaque, pela sua elevada prevaléncia e gravidade
(Guimaraes, 1992). Cabe destacar que, na mulher, a doenca coronariana
comecou a se manifestar, aproximadamente, uma década mais tarde do que no
homem, estando associada com diabetes e hipertensdo e tendo indice de
mortalidade, apds o infarto do miocardio, mais elevado do que nos homens
(Walter et al., 1995).

Os fatores de risco da doenga coronariana diferem na mulher e no homem,
em alguns aspectos importantes. Na mulher, os niveis de HDL-colesterol sdo

13



Capitulo 1

elevados e de LDL-colesterol sdo baixos até a menopausa, porém, esses niveis
sdo mais elevados na pés-menopausa do que no homem (Guimaraes, 1992;
Walter et al., 1995). Em geral, individuos com taxas de colesterol sérico elevadas
(maiores do que 250 mg/dL), apresentam alto indice de morte por DAC, sendo que
a redugao do colesterol e, especialmente do LDL-colesterol, reduz tanto a
morbidade quanto a taxa de mortalidade (De Franga & Korolkovas, 1995).
Conseguientemente, o controle do nivel de LDL-colesterol € o principal objetivo da
terapéutica hipolipemiante (Anderson et al., 1990b; Kramer et al., 1994; Bertolami
& Faludi, 1996). Assim, a modificacdo de habitos dietéticos deve representar a
medida inicial para a prevencdo das doengas cardiovasculares, sendo
recomendado a redugdo na ingestdo de gorduras saturadas e aumento das
insaturadas, bem como a reducdo de colesterol dietético. Essas modificacbes
dietéticas sao responsaveis por aproximadamente 10 a 20 % da reducgéo da
colesterolemia (Santos, 1994), contribuindo com a reducao na mortalidade por
doenca cardiovascular (Guimaraes, 1993). Todavia, o tratamento dietético, oferece
limitacdes que o tornam insuficiente em muitos casos, requerendo, portanto,
intervencao farmacoldgica associada (Guimaraes, 1992). Ainda, mudangas de
habitos tais como um maior controle do tabagismo e redugédo do sedentarismo,
também contribuem para a redugao da doenca cardiovascular (Giannini, 1992).

Os niveis séricos elevados de colesterol aumentam a taxa de mortalidade.
A relagao entre a taxa de mortalidade e niveis séricos de colesterol, levou comités
oficiais americanos, canadenses e europeus a estabelecerem uma faixa de risco
moderado entre 200 a 239 mg/dL de colesterol e para risco elevado valores iguais
ou superiores a 240mg/dL para os americanos e 250 mg/dL para os europeus. No
Brasil, o Grupo de Estudos e Pesquisas em Aterosclerose-GEPA, recomendou a

adogédo dos valores americanos (Consenso, 1996).

Fatores de risco na doenga cardiovascular
A identificacdo dos fatores de risco através de estudos populacionais,
constitui um marco na medicina clinica e na epidemiologia. A hiperlipidemia,
hipertensdo arterial e tabagismo compdéem a linha de frente destes fatores,
14
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secundados pelo diabetes, sedentarismo, obesidade, estresse psicolégico e
comportamento, sexo masculino e hereditariedade (Guimaraes, 1992: Guimaraes,
1993.).

O aumento do risco da doenga cardiovascular, ocorre com elevacdes do
colesterol sérico, assim como dos triglicerideos (TG), sendo que os niveis de HDL-
colesterol sédo inversamente relacionados ao risco da doenga cardiovascular
(DCV). Sua fungao protetora esta relacionada com o transporte do colesterol dos
tecidos extra-hepaticos para o figado. Enquanto que LDL-colesterol tem mostrado
ser um grande fator de risco (Aberg et al., 1985) pelo aumento da formacgéo de
placas de gordura adrtica sendo assim, precursor de complicagdes de lesdes
ateroscleréticas (Durrington et al., 1988; Anderson et al., 1990a).

A dieta & um fator de risco independente sobre os niveis séricos de lipidios.
A ingestao de colesterol, tal como a hipertensdo e o tabagismo, sdo relatadas
como risco independente no aumento de colesterol sérico, sendo que a ingestao
diaria de 200 mg de colesterol esta associada com 30% do aumento da doenga
cardiovascular. (Hegsted & Ausman, 1988).

A obesidade também € um dos fatores de risco na doenca cardiovascular.
Especificamente, a distribuicdo da gordura corpérea € considerado um importante
progndstico. A obesidade também esta associada a hipertensao e intolerancia a
glicose (Hubert et al., 1983; Anderson et al., 1990b).

O diabetes, por alterar fatores tais como colesterolemia, trigliceridemia,
funcao plaquetaria, morfologia vascular e concentragcdes de insulina, pode

contribuir para o aumento do risco da doenga cardiovascular (Steiner, 1981).

Mecanismos para o tratamento das dislipidemias

De acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia (Consenso, 1996), a
terapéutica de comprovada eficiéncia contra cardiopatias decorrentes das
dislipidemias é a prevencgao.

A terapéutica deve iniciar-se com mudangas no estilo de vida que

compreendem habitos alimentares adequados, busca e manutencdo do peso
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ideal, atividade fisica regular, combate ao tabagismo e promocdo do equilibrio
emocional. Quando os objetivos propostos nao sao atingidos, deve ser
considerada a introdugéo de drogas isoladas ou associadas.

Os farmacos utilizados na terapia das DCV incluem os
hipocolesterolémicos, antilipidémicos, anti-hiperlipoproteinémicos e reguladores de
lipideos. Podem atuar promovendo reducédo da sintese de VLDL-c e de LDL-c
reducao da sintese enddgena de colesterol por inibigédo da hidroximetilglutaril CoA-
redutase (HMG-CoA redutase), aumento da excrecdo de colesterol e de acidos
biliares e interrupgdo do seu ciclo entero-hepatico e inibicao da acil-colesteril-acil-
transferase (ACAT), enzima responsavel pelo depdsito de colesterol nas células
(De Franga & Korolkovas, 1995). Entre as substéancias que atuam sobre a reducao
do nivel sanglineo de colesterol e sua fracdo LDL-colesterol, encontram-se
resinas sequestrantes de acidos biliares e antioxidante do LDL-c (Guimaraes,
1992).

Excrecao de acidos biliares - A principal via para a eliminacado do colesterol no
organismo de mamifero, & através da conversédo hepatica do colesterol em acidos
biliares. Essa regulagdo representa um importante papel na manutencao da
homeostase do colesterol e acidos biliares. Para a conversao do colesterol em
acidos biliares, a principal via € através da catalise pela enzima colesterol 7 o-
hidroxilase microssomal hepatica (Myant & Mitropoulos, 1977).

A acédo hipocolesterolémica € aumentada quando solugbes viscosas
encontram-se no intestino adsorvendo os acidos biliares e, assim, reduzindo a
reabsorcdo dos mesmos (Aoyama et al., 1988; Moundras, et al., 1995; Smit et al.,
1995). A colestiramina, resina sintética de troca aniénica, € um conhecido inibidor
da absorgao de acidos biliares, que interfere na circulacao entero-hepatica de
acidos biliares (Aoyama et al., 1988; Smit et al., 1995).

Inibicao da sintese de colesterol- A inibicdo da sintese de colesterol, pela agao
de inibidores especificos da HMG-CoA redutase tais como as estatinas, constitui

uma via importante para reduzir o colesterol sérico, bem como os triglicerideos
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promovendo, ainda, um aumento moderado do HDL- colesterol (Bradford et al.,
1991; Kramer et al., 1994; De Franga & Korolkovas, 1995; Vanhanen & Miettinen,
1995; Pau et al., 1995; Hasler-Rapacz et al., 1996).

EFEITO HIPOCOLESTEROLEMICO DAS FIBRAS ALIMENTARES

O grau de solubilidade das fibras alimentares é uma caracteristica que
influencia nas suas propriedades funcionais. As fibras sol(veis aumentam o tempo
de transito intestinal, diminuem a velocidade de esvaziamento gastrico e reduzem
a elevagéo da glicemia poés-prandial e do colesterol sérico. As fibras insoluveis, por
outro lado, diminuem o tempo de transito intestinal, aumentam o volume fecal e
reduzem a absor¢do da glicose (Cavalcanti, 1989; Anderson et al. 1990a3;
Hughes, 1991; Periago, et al., 1993; Areas & Reyes, 1995).

As caracteristicas fisico-quimicas das fibras alimentares contribuem para a
modificagao de alguns fatores de risco da doenga coronariana. Tem sido verificado
que os niveis de colesterol sérico s@o reduzidos pela adigdo de fibra soluvel na
dieta (Arvill & Bodin, 1995; Kritchevsky, 1997; Jenkins, et al., 1998).

Componentes da dieta como fibras de legumes e outros vegetais
apresentam resposta na alteragao do metabolismo lipidico, em humanos e animais
de experimentagao, com reducao dos lipidios circulantes e aumento da excregao
fecal de acidos biliares. Estas mesmas fibras reduzem os niveis de glicose pés-
prandial, insulina e outros horménios (Vahouny, 1982; ; Arvill & Bodin, 1995
Kritchevsky, 1997; Jenkins, et al., 1998; Hyun et al, 1998; Feldman, 2001).

Estudos epidemiolégicos realizados com 68.782 mulheres, com idade entre
37 e 64 anos e 43.757 homens, com idade entre 40 e 75 anos, com diagnostico
prévio de angina, infarto do miocardio, cancer, hipercolesterolemia ou diabetes,
sugeriram que a ingestao de fibra constitui um fator importante na prevengao da
doenga coronariana (Rimm et al., 1996; Wolk et al., 1999).

Muitos estudos com animais e humanos procuram comprovar o efeito

hipocolesterolémico das fibras alimentares sollveis de diferentes fontes de
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alimentos como por exemplo a fibra de aveia, konjac manana, pectina, quitosana,
goma guar, farelo de arroz (Aoyama et al. ;1988; Labell, 1992; Fernandez et al.,
1992; Matheson et al.,, 1994; Winblad, 1995) e ainda, os possiveis mecanismos
com que essas fibras reduzem os niveis de colesterol plasmaticos, quer seja pela
sua alta viscosidade atuando como adsorvente, captura de acidos biliares e
colesterol, ou, ainda, por interferéncia com a formagéao de micelas que & essencial
para a absor¢dao do colesterol. Esse efeito € mediado pela interferéncia com a
absorcao de acidos biliares, por adsor¢ao ou seqiiestro no Iimen intestinal bem
como a depressao na absorgéo do colesterol no intestino, resultando no aumento
da excregao fecal. A redugao da reabsorgao no intestino e consequente aumento
na excre¢ao fecal, traduz-se no aumento do desvio do colesterol para a sintese de
acidos biliares no figado, aumentando a regulacao dos receptores de
lipoproteinas, ao mesmo tempo em que reduz as concentragbes plasmaticas de
colesterol (Kritchevsky & Story, 1986, Anderson et al., 1990a; Truswell & Beynen,
1992; Moundras et al., 1994; Kritchevsky, 1997).

Fermentagao das fibras e hipercolesterolemia

O grau de fermentacdo das fibras alimentares depende da solubilidade,
estrutura e grau de lignificagdo das mesmas (Nyman et al., 1989).

Alimentos com teores elevados de fibra solivel e um baixo grau de
lignificacdo s@o usualmente mais susceptiveis a degradacao bacteriana. Dessa
forma, fibras alimentares de farelo e alguns graos integrais de cereais sao
bastante resistente a degradagao bacteriana (Nyman et al., 1985; Nyman et al.,
1986).

No intestino grosso, as fibras podem ser fermentadas por acao de bactérias
anaerodbicas, produzindo acidos graxos de cadeia curta, com predominancia dos
acidos propibnico, butirico e acético, assim como diéxido de carbono, hidrogénio e
metano. Ainda, o tipo de fibra soluvel utilizada podera produzir concentragdes
diferentes de acetato e propionato. Assim, Moundras et al. (1994) verificaram, em
ratos, cuja dieta foi adicionada de pectina e goma arabica, que a produgao de
propionato é baixa e a captura hepatica de acetato é relativamente alta com essas
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fibras, enquanto que na dieta contendo goma guar e pB-ciclodextrina, a producéo
de propionato é elevada e a captura hepatica de acetato é baixa.

Estudos tém sugerido que o propionato, produzido pela fermentacdo das
fibras por bactérias no célon, pode exercer um controle na sintese do colesterol
(Hillman et al., 1988; Bergman, 1990). Possivelmente, o abaixamento do pH pelos
acidos graxos de cadeia curta, produzidos pela fermentacdo no célon, diminui a
solubilidade e a reabsorgéo dos acidos biliares (Rémésy et al., 1993).

Ainda, cabe destacar que o propionato € o principal &cido graxo de cadeia curta
metabolizado pelo figado, sendo, particularmente, um substrato da
gliconeogénese, enquanto que uma grande fracdo de acetato é metabolizada
pelos tecidos extra hepaticos. Assim, outro mecanismo para a redugao dos niveis
séricos de colesterol pode ser explicado através da agdo do propionato no figado,
o qual atua diminuindo a sintese de colesterol a partir da inibicdo da enzima
hidroximetilglutaril CoA- redutase (HMG-CoA redutase) (Hillman et al., 1988:
Bergman, 1990;). O efeito no metabolismo do colesterol pode ocorrer por ser o
propionato um inibidor na sintese de acidos graxos com conseqiiente produgéo de
VLDL pelas celulas hepaticas. Todavia, qualquer que seja o mecanismo de agéo
do propionato, sua concentragao portal parece nao ser um fator determinante para
a redugao de colesterol, visto que quando da introdugao de pectina, que produz na
fermentacéo colénica maior concentragao de acetato, mostrou-se também efetiva

na reducao do colesterol sérico (Moundras et al., 1994).

Efeito da fibra konjac na reducéo do colesterol

A farinha de konjac € obtida por moagem do tubérculo seco da planta
Amorphophallus konjac c¢. kock, também conhecido como inhame elefante,
contendo aproximadamente 60 a 80% de glicomanana, polissacarideo de alto
peso molecular, que se caracteriza pela presenca de cadeias de D- manose e D-
glicose em uma proporgao de 1,6:1,0, com ligagdes $ 1-4 (Min et al., 1997). Possui
cadeias laterais curtas e grupos acetil dispostos na posicdo C-6 das moléculas de

monossacarideos. O grau de hidratagéo & controlado pelo tamanho das particulas,
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enquanto que o grau de gelificagdo € controlado pela presenga de grupos acetil
(Nishinari, et al.1992). A farinha apresenta baixa concentracdao de proteinas,
lipideos e vitaminas (Cheng-Yu, 1990; Tye, 1991; Ohya et al., 1994; Min, et al.,
1997).

O konjac sendo uma fibra alimentar soluvel, diminui o tempo de
esvaziamento gastrico e reduz a absorcao intestinal da glicose e do colesterol
(Doi, 1982; Cheng-Yu, 1990). A sua degradacao pela fermentacdo bacteriana no
colon produz acido férmico, acido acético, acido propidnico e acido butirico, sendo
que a produgao desses acidos graxos varia de 17 a 48 % da concentragao inicial
do konjac manana (Matsuura, 1998). Assim, a agdo do propionato na sintese
hepatica de colesterol pode ser considerada como um outro mecanismo para a
reducé@o dos niveis séricos de colesterol (Hillman et al., 1988; Bergman, 1990;). A
efetividade das fibras sollveis na prevengao da hipercolesterolemia foi descrito
por Aoyama et al. (1988) utilizando konjac manana, pectina, quitosana e goma
guar em ratos hipercolesterolémicos.

Quando hidrolisado, a atividade hipocolesterolémica do konjac manana €
perdida, o que indica que esse efeito estd relacionado com a estrutura do
polimero. Efeito semelhante foi verificado com pectina e carragena (lde et al.,
1991).

A hipercolesterolemia induzida pela dieta com colesterol e acido cdlico, em
ratos, foi prevenida pela inclusdo de konjac manana (Shimizu et al., 1991), sendo
a sua atividade hipocolesterolémica atribuida a uma combinagao de efeitos
inibidores quais sejam: diminuicdo da absorgdo do colesterol no jejuno e da
reabsorcéo de acidos biliares no ileo (Kiriyama et al.,1974).

Shimizu et al (1991), verificaram que a atividade do konjac manana na
dieta, reduz a a¢ao do colesterol, observado ndo somente em hamsters com dieta
enriquecida com colesterol, como também nagueles em que a dieta controle
possuia baixa concentragao de colesterol (menor que 0,02%). Esses resultados
indicaram que a inibicdo na absorgéo intestinal do colesterol ndo é o principal
mecanismo para o esclarecimento da redugao da atividade do colesterol pelo
konjac manana, em hamsters. A propor¢cdo de acidos biliares nesses hamsters
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com suplementagdo de konjac manana, tende a diminuir, mas nao
significativamente, em relagdo ao controle. Possivelmente, o konjac manana
suprime a atividade da 7 a-dihidroxilagdo do acido célico por microorganismos
intestinais. Ainda, os autores verificaram um aumento na relagdo dos acido
quenodeoxicolico e célico na vesicula biliar nos hamsters com dieta suplementada
com konjac manana, deste modo, o tratamento reduziu a concentracao de acidos

biliares que retornariam ao figado pela circulagéo entero-hepatica.

CONSIDERAGOES FINAIS

As doencas cardiovasculares sdo importante causa de 6bitos em todo o
mundo, tanto para homens quanto para mulheres. No Brasil, nos ultimos anos,
tem sido observado um aumento na participagdo da mulher na percentagem dos
obitos em decorréncia das doengas coronarianas, sendo a hipercolesterolemia um
dos principais fatores de risco dessas doengas. Entretanto, individuos portadores
de niveis elevados de colesterol e doenga arterial coronariana (DAC), quando
submetidos a tratamento dietético e farmacolégico hipolipemiantes, apresentam
menor recorréncia de eventos coronarios.

Cabe destacar que a dieta constitui um importante fator para a reducéo da
hipercolesterolemia, através da reducao na ingestdo de gorduras saturadas e
aumento no consumo de fibra alimentar. As fibras, especialmente as sollveis,
apresentam resposta positiva na alteracdo do metabolismo lipidico, melhorando o
perfil lipidico dos individuos portadores de doengas cardiovasculares podendo,

ainda, ser utilizadas na prevenc¢ao dessas alteragbes metabolicas.
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AVALIAGAO DA INDUGCAO DE DIABETES NEONATAL COM
STREPTOZOTOCINA EM RATOS WISTAR

RESUMO

O propésito do presente trabalho foi avaliar o modelo de diabetes nao insulino
dependente em ratos Wistar recém nascidos, com a administracdo de
streptozotocina (STZ). Para tanto, ratos Wistar, machos e fémeas, foram
submetidos a indug&o do diabetes, apds dois dias do nascimento, recebendo, por
via intraperitoneal, 100 mg/kg pc de streptozotocina (STZ) em tampao citrato pH
4,5. O grupo controle recebeu volume equivalente de tampao citrato. Os animais
foram desmamados ap6s 21 dias, passando a receber ragdo comercial. A
confirmagao da indugéo do diabetes neonatal (Dn-STZ) foi verificada na sexta
semana de idade dos animais. Para comprovar a indugéo do diabetes foi avaliada
a glicemia em jejum e poés-prandial, a qual foi determinada 45 min apés o
recebimento de solugéo de glicose (2,0 g/kg pc) por sonda oro-gastrica. Foi
realizado o teste de tolerancia a glicose (TTG) nos ratos machos (C,n=9; Dn-STZ,
n=8) e fémeas (C,n=8; Dn-STZ, n=6), em jejum de 18 horas, sendo a glicose
plasmatica determinada ap6s 30, 60, 90 e 120 minutos da administracdo da
solugéo de glicose (2,0 g/kg pc), pelo método glicose-oxidase. O indice de
mortalidade foi de 4,6 %, ocorrendo morte somente nos animais Dn-STZ (machos
e fémeas). Ao final do experimento, somente os ratos machos apresentaram
diferenca (p< 0,05) no peso corpéreo, sendo maior no grupo controle do que no
Dn-STZ. A glicemia em jejum dos animais Dn-STZ néo diferiu (p < 0,05) do grupo
controle, em ambos os sexos. Todavia, a glicemia pés-prandial foi mais elevada
no grupo Dn-STZ, diferindo (p< 0,05) do controle, tanto nos ratos machos quanto
nas fémeas. No TTG a glicemia plasmatica foi mais elevada no grupo Dn-STZ,
com diferenga (p < 0,05) a partir de 30 min, para ambos os sexos. A curva
glicémica foi similar nos grupos Dn-STZ e controle, para ambos os sexos. Assim,
a Dn-STZ € um modelo de diabetes nao insulino dependente, permitindo que os

animais tenham uma elevada sobrevida podendo, consegiientemente, ser
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utilizado como modelo experimental para a avaliacao de patologias nas quais o

diabetes mellitus constitui um importante fator de risco a saude.

Palavras chaves: diabetes, diabetes neonatal, ratos diabéticos, streptozotocina.

ABSTRACT

The purpose of this work was to evaluate the model of induction of non-insulin
dependent diabetes in neonatal Wistar rats, using streptozotocin (STZ). Wistar
rats, males and females, two days old received 100 mg/kg bw streptozotocin in 0,1
M citrate buffer, pH 4,5, intraperitoneally. The control group received the
equivalent volume of citrate buffer. After 21 days old, the animals were fed with
commercial diet. To corroborate the diabetes induction, the fasting and
postprandial glycemia were evaluated on the 6 th week of age. The postprandial
glycemia was measured 45 min after the animals received 2 g/kg bw of glucose
solution by oral (intragastric) tube. The glucose tolerance test (GTT) was applied
on the males (C, n=9; Dn-STZ, n=8) and females (C, n=8; Dn-STZ, n=6). After 18
hour of food deprivation, glucose solution (2 g/kg bw) was administered orally, and
the plasmatic glucose, measured after 0, 30, 60, 90 and 120 min, by the glucose
oxidase method. The mortality rate was 4,6 %, and death were observed in the
Dn-STZ groups only (males and females). At the end of the experiment,
differences (p < 0,05) in body weight occurred only in the male rats, which
presented lower body weigh than the control group. The fasting glycemia was
similar in the Dn-STZ and control groups, for both sexes. The postprandial
glycemia was significantly higher in the Dn-STZ groups, than in the control group
for both, males and females rats. Plasmatic glycemia in the GTT was significantly
higher (p < 0,05) in the Dn-STZ groups, at 30 min, for both sexes. The glycemic
curve was equivalent in Dn-STZ groups and controls for both sexes. So, the non-

insulin dependent diabetes in neonatal Wistar rats model allow the animals to have
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a longer life expectancy, and showed to be an useful experimental model to

evaluate diseases in which diabetes mellitus seems to be a health risk factor.

Index terms: diabetes, neonatal diabetes, diabetes rats, and streptozotocin.

INTRODUGAO

A relagao entre o numero de células B no pancreas e a sua capacidade de
regeneragao € um fator importante na expressao do diabetes mellitus, sendo que,
a redugao do numero de células B tem importancia primaria no diabetes insulino
dependente (DMID; tipo I). Entretanto, tal fato € pouco esclarecido no diabetes
nao insulino dependente (DMNID; tipo Il) (Bonner-Weir et al., 1981).

Streptozotocina (STZ) € um derivado nitroso da glicosamina, utilizada para
induzir o diabetes mellitus em animais de laboratério. E um composto citotdxico
para as células p do pancreas (Roos et al. 1998), produzindo diabetes quando
utilizada em ratos adultos, em doses a partir de 25 mg/kg pc. Aumentando-se a
dose de STZ, obtém-se um aumento da severidade do diabetes. Em ratos recém
nascidos, um periodo transitério de hiperglicemia é verificado somente por alguns
dias (3 a 5 dias), apds o que a glicemia, no estado de jejum, retorna aos valores
normais. A maioria dos animais sobrevive chegando a fase adulta, com indice de
mortalidade inferior a 30%. Assim, diferentemente dos ratos adultos, o diabetes
neonatal induzido por streptozotocina (Dn-STZ) caracteriza-se por uma deficiéncia
transitéria das células g (Bar-On et al., 1976a; Bonner-Weir et al., 1981; Portha &
Picon, 1982; Portha, & Blondel, 1988; Portha et al., 1989; Kodama et al., 1993).

Muitos autores tém utilizado modelos experimentais de diabetes mellitus
em ratos adultos, geralmente caracterizando-se como diabetes insulino
dependente (DMID), com a indugédo do diabetes com streptozotocina (STZ), em
concentragdes que variaram de 25 a 100 mg/kg pc (Bar-On et al., 1976a; Bar-On
et al., 1976b; Bhandaru et al., 1982; Holmgren & Brown, 1993; Omoruyi &
Adamson, 1994; Garg et al., 1996; McLean et al., 1995; Hashitani & Suzuki, 1996;
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Shiet al., 1996; Tong et al., 1996; Tuitoek et al., 1996: Weber et al., 1996; Liu et
al., 1997; Cameron-Smith et al., 1997; Lee et al., 1998). Todavia, os animais com
diabetes insulino dependente (DMID) apresentam uma sobrevida baixa, dificultado
estudos de médio e longo prazo.

Junod et al., citado por Portha et al. (1989), reportaram a resisténcia de
ratos recém nascidos a STZ. Com 3 a 4 semanas de idade, os valores de glicemia
pos-prandial, insulina plasmatica e ganho de peso corpéreo nio diferiram em
relacao ao grupo controle. Contudo, com 8 semanas de idade, os animais tratados
com STZ apresentaram glicemia pos-prandial mais elevada em resposta ao teste
de tolerancia a glicose (TTG).

Portha et al. (1989), descreveram um modelo de diabetes neonatal, em
ratos Wistar, com indugdo por STZ no dia de nascimento. Neste modelo, foi
mostrado que a hiperglicemia plasmatica retorna aos niveis normais apoés a
primeira semana do nascimento, com recuperacdo da produgédo de insulina
pancreatica e da massa de células B. Isto caracteriza um modelo de diabetes, em
ratos, nao insulino dependente (DMNID), no qual os animais experimentais
apresentam uma maior sobrevida.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o modelo de indugcao
de diabetes mellitus n&o insulino dependente (DMNID), em ratos Wistar recém
nascidos, através da administragéo de streptozotocina.
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MATERIAL E METODOS

Reagentes

Para a indugcdao do diabetes foi utilizada Streptozotocina (N-
[metilnitrosocarbamoil]-D-glicosamina) (Sigma). A glicose plasmatica foi
determinada pelo método da glicose-oxidase utilizando o analisador de glicose

Dia-Screen.

Animais

Ratos Wistar adultos, machos e fémeas, foram obtidos do Centro de
Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, SP,
Brasil.

Procriagao dos animais

Os animais [machos (n=4) e fémeas (n=16)] foram mantidos em gaiolas
coletivas com acesso, ad libitum, a agua e ragao comercial (Labina, Sao Paulo). A
temperatura do biotério foi mantida a 22 + 2 °C, com ciclo claro/escuro de 12
horas (iluminagao das 6:00 as 18:00 h).

Para a procriacao, foi utilizado o método de harém (quatro fémeas para
cada macho), mantidos por 48 horas em gaiolas coletivas. As fémeas que se
encontravam no periodo gestacional, foram separadas em gaiolas individuais,

sendo monitoradas até o nascimento dos filhotes.

Inducao do diabetes neonatal

Apdés 48 h do nascimento, os ratos (n=86) receberam, por injecéao
intraperitoneal, 100 mg/kg pc de streptozotocina (STZ) em tampé&o citrato pH 4,5.
O grupo controle (n=34) recebeu volume equivalente de tampao citrato (Bonner-
Weir et al.,1981; Portha et al., 1989). Todos os animais foram mantidos, em
gaiolas coletivas, em amamentacao, até completarem 21 dias. Apoés o desmame,

os animais foram separados por sexo (grupos Dn-STZ n= 43 e grupos controle
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n=17 para cada sexo) e mantidos em gaiolas coletivas recebendo, ad libitum,
agua e ragao comercial para crescimento (Labina, Sdo Paulo) até completarem
seis semanas de idade.

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica de
Experimentagdo Animal do Instituto de Biologia, Universidade Estadual de

Campinas, Sao Paulo, Brasil.

indice de mortalidade apos a inducao do diabetes neonatal

Os animais foram monitorados diariamente, durante o periodo de
amamentacao e até completarem 6 semanas de idade, para que pudessem ser
identificados aqueles que apresentassem um quadro clinico de diabetes mais

severa, promovendo a morte do animal durante o periodo experimental.

Avaliagao da inducgédo do diabetes neonatal

A confirmacéo da indugdo do diabetes neonatal, foi verificada apés os
animais completaram seis semanas de idade, procedendo-se a avaliacdo da
glicemia em jejum de 18 horas e pos-prandial. A glicemia pés-prandial, foi
determinada apés 45 min do recebimento de solugao de glicose (2,0 g/kg pc) por
sonda oro-gastrica (Bonner-Weir et al., 1981). O grupo experimental com diabetes
induzido Dn-STZ, foi constituido por ratos machos (n=42) e fémeas (n=40). O
grupo controle foi constituido por 34 ratos (n= 17 para cada sexo).

Teste de tolerancia a glicose (TTG)

A distribuicdo dos animais, machos e fémeas, com 6 semanas de idade,
em grupos experimentais que foram submetidos ao TTG, é apresentada na
Tabela 1. A glicemia plasmatica foi determinada no estado de jejum de 18 horas e
apos 30, 60, 90 e 120 min da administragdo de solucdo de glicose (2,0g/Kg pc)

por sonda oro-gastrica (Bonner-Weir et al., 1981).

38



Capitulo 2

Tabela 1- Numero (n) e médias do peso (g £ DP) dos animais utilizados no
teste de tolerancia a glicose (TTG).

GRUPOS machos fémeas
n peso (9) n peso (g)
Controle (C) 9 260,22 8 158,75
+ 35,86 + 19,98
Diabético (Dn-STZ) 8 200,38 6 158,00
+23,05 +:13,72

Analise estatistica

As médias e os desvios padrdo para cada grupo foram calculadas, sendo
realizada a comparacdo entre os grupos por one-way ANOVA. O nivel de
significancia de 5% foi considerado indicativo de diferenca entre os grupos. Para
efeito dos calculos foi utilizado o programa estatistico Graph Pad (San Diego, CA)
PRISMF.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagao do indice de mortalidade

Durante o periodo experimental (6 semanas), nao foram verificadas mortes
no grupo controle. Entretanto, no grupo de animais diabéticos (Dn-STZ) verificou-
se 01 morte para machos e 03 mortes para as fémeas. A autopsia dos animais
indicou que as mortes ocorreram por consequéncia do diabetes induzido, a qual
se manifestou de forma severa, com redugdo acentuada de peso. Assim, o indice
total de mortalidade foi de 4,6 % o qual se encontra na faixa do indice relatado por
Portha et al. (1989), qual seja menor que 30% em ratos Wistar e menor do que o
descrito por Portha et al. (1979) em ratos Sherman (30 a 50%).
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Avaliacao da indugao do diabetes

Conforme apresentado na Tabela 2, o peso das fémeas diabéticas (Dn-
STZ), ap6s 6 semanas, nao apresentou diferenca (p < 0,05), enquanto que o peso
dos ratos machos Dn-STZ foi menor (p < 0,05), em relagao ao grupo controle.
Entretanto, apesar dos animais machos apresentarem maior interferéncia no
crescimento pela indugdo do diabetes neonatal do que as fémeas, prevaleceu a
caracteristica de maior crescimento para os animais machos, tendo sido verificada
diferenga (p < 0,05) entre o peso dos animais machos e fémeas tanto para os
grupos controle como diabéticos. Estes resultados diferem daqueles descritos por
Portha et al. (1979), que verificaram em ratos Sherman machos com diabetes
induzido por streptozotocina, 0 mesmo crescimento observado no grupo controle,
sendo que as fémeas apresentaram uma redugéo de 10% do peso corporeo em
relacao ao controle. Entretanto, corroboram os resultados de Hemmings &
Spafford (2000), que verificaram resisténcia no desenvolvimento do diabetes
induzido por STZ em ratos Fischer fémeas, assim como com aqueles relatados
por Cortright et al. (1996), os quais postularam que ratos machos sao mais
sensiveis aos efeitos deletérios do diabetes sobre o crescimento, do que as
fémeas.

A glicemia plasmatica de jejum nos animais Dn-STZ nao diferiu (p < 0,05)
do grupo controle, tanto para machos quanto para fémeas (Tabela 2). Entretanto,
a glicemia pos-prandial foi mais elevada (p < 0,05) nos grupos Dn-STZ do que nos
respectivos controles. A glicemia pés-prandial no diferiu entre os sexos do grupo
controle, entretanto, no grupo Dn-STZ, a glicemia foi maior (p < 0,05) nas fémeas.
Cabe mencionar, que os valores de glicemia plasmatica pos-prandial verificados
no presente estudo, foram maiores do que os reportados por Portha et al. (1989),
que relataram valores de 150 a 180 mg/dL para ratos Wistar Dn-STZ com 8
semanas, bem como por Portha et al (1979) que verificaram valores de 117 mg/dL
para fémeas Sherman, com 10 semanas de idade. Entretanto, foram menores do

que os valores descritos por Bonner-Weir et al.(1981) em ratos fémeas Sprague-
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Dawley Dn-STZ, com 6 semanas, nos quais os valores da glicemia pos-prandial
foram de 304 mg/dL.

Tabela 2- Valores_ de peso, glicemia (jejum e poés-prandial) em
ratos Wistar, machos e fémeas, diabéticos (Dn-STZ) e controle

Controle Diabéticos (Dn-STZ)

Parametros machos fémeas machos fémeas
(n=17) (n=17) (n=42) (n=40)

Peso (9) 24535 15335 192500 14362
+3377 +21,76 +29,93 + 25,83

Glicemia em jejum 87,82 79,94% 84,33 85,30
(mg/dL) + 8,14 +9,74 +9,85 + 9,64

Glicemia pos-prandial  137,00™ 13523% 223555  25552%
(mg/dL) + 1244 + 16,44 + 58,51 + 60,13

tre machos e fémeas controle Dn-STZ, e as

As letras "A e B" indicam comparagdo de médias en
grupo controle € 0 Dn-STZ para cada sexo

letras "a, b" indicam comparagao de meédias entre 0
Médias com mesma letra ndo sao significativamente diferentes (p = 0,05).

Teste de tolerancia a glicose (TTG)
Na Figura 1, pode ser verificado que, no teste de tolerancia a glicose (TTG),

os valores de glicemia plasmatica em jejum dos animais Dn-STZ nao diferiram (p

< 0,05) dos respectivos controles. Todavia, apos o recebimento da solucao de

glicose (2,0 g/kg pc), @ glicemia plasmatica foi muito mais elevada nos animais

Dn-STZ do que nos controles, com diferenca (p < 0,05) a partir dos 30 min. O pico

glicémico nos dois grupos, Dn-STZ e controle, foi verificado aos 60 min. Nos

grupos Dn-STZ, ap6s 90 min, os valores de glicemia pos-prandial nos ratos

machos foram mais elevados (p = 0,05) do que nas fémeas. Conforme verificado

na Figura 1, as fémeas apresentaram menor elevagao da glicemia plasmatica €

retorno mais rapido da glicemia para valores proximos aos niveis do inicio do
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teste, resultado semelhante aquele relatado por Hemmings & Spafford (2000) e
Cortright et al. (1996).

Foi verificado que ratos Wistar, machos ou fémeas, com diabetes neonatal
induzido por streptozotocina, apos 6 semanas de idade apresentaram valores de
glicemia plasmatica de jejum semelhantes ao controle. Sendo que a manifestacao
do diabetes nos ratos tratados foi confirmada pelo elevado nivel de glicose
plasmatica pos-prandial, em relagao aos seus respectivos controles. Esta
Caracteristica de diabetes nao insulino dependente (DMNID) permitiu que os
animais tivessem uma maior sobrevida, resistindo aos efeitos da doenga, sendo
assim, um modelo experimental adequado para ser utilizado em estudos de média
e longa duracao na avaliagéo de patologias nas quais o diabetes mellitus constitui
um importante fator de risco a saude, sem que ocorra alto indice de mortalidade
dos animais no periodo experimental.

350

—8— fémeas C
st —e— fémeas Dn-STZ
---®--- machos C
---®--- machos Dn-STZ

[h*]
w
o

Glicose (mg/dl)

0 30 60 90 120
Tempo (min)

Figura 1- Curva glicémica obtida no teste de tolerancia a glicose (TTG),

€m ratos machos e fémeas controle e Dn-STZ.
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CONCLUSOES

Os dados obtidos permitem concluir que a inducdo de diabetes neonatal
por streptozotocina (Dn-STZ) é um modelo de diabetes nao insulino dependente,
que permite que aos animais maior sobrevida podendo, assim, ser utilizado como
modelo experimental para a avaliacao de patologias nas quais o diabetes mellitus
constitui um importante fator de risco a satude.
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WISTAR COM DIABETES NEONATAL

47



Capitulo 3

INDUGAO DE HIPERCOLESTEROLEMIA EM RATOS WISTAR
COM DIABETES NEONATAL

RESUMO

O objetivo deste estudo foi o de avaliar a inducéo da hipercolesterolemia
em ratos Wistar com diabetes neonatal induzido por streptozotocina (STZ). Para
tanto, ratos, machos e fémeas com 7 semanas de idade, diabéticos e nao
diabéticos, foram submetidos & inducdo de hipercolesterolemia através da
ingestdo de dieta semi-purificada (AIN-93/M), sem e com suplementacédo de
colesterol (2 %) durante 8 semanas. Os niveis de colesterol plasmatico total (CT)
foram determinados ap6s jejum de 18 horas, por método enzimatico. Determinou-
se a ingestao de dieta e ganho de peso durante o periodo experimental. A
ingestao de dieta pelos animais dos grupos controle [controle sem colesterol (C) e
controle hipercolesterolémico (CHc)] foi menor (p < 0,05) do que nos diabéticos
[diabético sem colesterol (D) e diabético hipercolesterolémico (DHc)]. Quando os
animais do mesmo sexo foram comparados entre os diversos grupos, todos
apresentaram ganho de peso semelhante, com exce¢do dos animais machos do
grupo C, os quais apresentaram maior ganho de peso (p < 0,05). Os valores de
CT foram mais elevados (p < 0,05) no grupo DHc do que nos demais grupos (C, D
e CHc), tanto para os ratos machos quanto para as fémeas. Os grupos de animais
diabéticos e nao diabéticos (C e D), que receberam dieta sem adicao de
colesterol, nao diferiam entre si (p < 0,05) nos niveis de CT, para ambos 0s sexos.
Assim, a hipercolesterolemia pode ser induzida em ratos Wistar, com diabetes
neonatal, quando alimentados com dieta suplementada com colesterol,
possibilitando a utilizagao destes animais como modelo experimental para estudos

de hiperlipidemia associada ao diabetes.

Palavras chaves: colesterolemia, hiperlipidemia, diabetes neonatal. ratos

diabéticos.
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ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the induction of hypercholesterolemia on
Wistar rats with neonatal diabetes induced by streptozotocin (STZ). For this
purpose, male and female rats, 7 weeks old, diabetics and non-diabetics were
given semi-purified diet (AIN-93/M), with and without cholesterol supplementation
(2 %) for 8 weeks. The plasmatic total cholesterol level (TC) was measured by
enzymatic method, after 18 hours of fasting. The diet intake and weight gain were
verified during the experimental period. The diet intake of the control group
animals [control without cholesterol (C) and hypercholesterolemic control (CHc)]
was smaller (p < 0,05) than the diabetic groups [diabetic without cholesterol (D)
and diabetic hypercholesterolemic (DHc)]. When comparing animals of the same
sex, it was verified that all the groups showed similar weight gain, with the
exception of the male animals of the group C that showed higher weight gain (p <
0,05). The TC plasmatic level was higher (p < 0,05) in the DHc group than on the
others (C, D and CHc), for both males and females animals. The groups of
diabetic and non diabetic animals (C and D), with no cholesterol supplementation,
did not show difference (p < 0,05) between them in relation to TC, for both sexes.
In summary, hypercholesterolemia can be induced on Wistar rats with neonatal
diabetes, when fed a diet supplemented with cholesterol, making it possible to use
these animals as an experimental model to study hypercholesterolemia associated

to diabetes.

Index terms: cholesterolemia, hypercholesterolemia, neonatal diabetes, diabetic

rats.

50



Capitulo 3

INTRODUGAO

Tem sido relatado que o diabetes mellitus aumenta o risco da doenca
vascular apresentando, em geral, elevada relacdo com a hiperlipidemia,
hipertensdo e aumento da aderéncia de plaquetas no endotélio vascular
(Holmgrem & Brown, 1993).

A hiperlipidemia é uma caracteristica importante em pacientes com
diabetes nao insulino dependente (DMNID) (Durlach et al., 1996). Embora o
diabetes esteja associado a um estado anormal do metabolismo de carboidratos,
alteragbes no metabolismo de lipoproteinas sdo caracteristicas apresentadas na
sindrome diabética (Mathé, 1995). Ainda, nos individuos com diabetes insulino
dependente (DMID), com glicemia nao controlada, os valores de colesterol estao
aumentados (Feingold, 1989).

A maioria das manifestacdes da doenca cardiovascular, da coronariana, do
infarto e das doencas vasculares periféricas sdo mais comuns em pacientes com
diabetes mellitus nZo insulino dependente (DMNID) do que nos nao diabéticos.
Assim, o diabetes contribui para 0 aumento da morbidade e mortalidade por essas
doencas (Reaven & Greenfield, 1981; Howard, 1987; Feingold, 1989; Guimaraes,
1992; Mathé, 1995, Laakso, 1999;). Ainda, os fatores de risco convencionais, em
particular a dislipidemia (niveis elevados de LDL, TG e niveis baixos de HDL),
bem como a hiperglicemia contribuem, também, para as complicagdes
cardiovasculares nos pacientes com DMNID (Feingold, 1989; Semenkovich &
Heinecke, 1997).

Individuos diabéticos tém mostrado, ao longo da vida, aumento da
aterosclerose decorrente dos niveis plasmaticos muito elevados de LDL-colesterol
e VLDL e niveis baixos de HDL-colesterol, o que indica que o diabetes altera o
metabolismo do colesterol (Bar-On et al.,, 1976a; Bar-On et al., 1976b: Steiner,
1981; Young et al., 1988; Feingold, 1989; Holmgrem & Brown, 1993: MclLean et
al., 1995, Mathé, 1995). Assim, para a realizagdo de estudos de
dislipoproteinemia associadas ao diabetes sdo necessarios modelos animais que

facilitem a avaliagdo da morfologia especifica, assim como de parametros
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bioquimicos e metabdlicos ndo acessiveis em humanos (Mathé, 1995). Ratos e
coelhos respondem de forma diferente a hipercolesterolemia induzida pela dieta.
Os niveis de colesterol plasmatico em coelhos sado mais faciimente alterados do
que em ratos (Xu et al., 1995). Tem sido sugerido que os niveis plasmaticos de
colesterol em animais com diabetes induzido sao elevados, e que estdo
diretamente relacionados com o grau de hiperglicemia (McLean et al., 1995
Feingold, 1989, Walter et al, 1995, Semenkovich & Heinecke, 1997,
Laakso,1999).

Bar-On et al., (1976 a) descreveram um modelo experimental para induzir a
hiperlipidemia em ratos Sprague-Dawley, machos, adultos. Neste modelo, os
animais foram capazes de desenvolver consideravel hiperlipidemia quando
mantidos em dieta com elevada concentracdo de sacarose. Por outro lado, a
hiperfagia apresentada pelos ratos diabéticos tem sido associada com a
hipercolesterolemia, devido ao aumento da ingestdo e da absorgcéo do colesterol
ingerido (Young, et al., 1988; Feingold, 1989; Holmgrem & Brown,1993; McLean et
al., 1995; Mathé, 1995). Em geral, ratos adultos com diabetes induzido por
streptozotocina (STZ), um modelo animal para o estudo do diabetes insulino
dependente, apresentam elevacdo nos niveis de ftriglicerideos plasmaticos e de
LDL e redugédo de HDL (Arbeeny et al., 1980; McLean et al., 1995).

Assim, o objetivo deste estudo foi o de avaliar um modelo de inducéo da
hipercolesterolemia em ratos Wistar, machos e fémeas, a partir de animais com

diabetes neonatal induzido por streptozotocina.
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MATERIAL E METODOS

Animais e Dieta

Ratos Wistar, machos e fémeas, com sete semanas de idade, com
diabetes neonatal induzido por streptozotocina (STZ) apés 2 dias do nascimento,
foram procriados a partir de matrizes do Centro de Bioterismo da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, SP, conforme descrito por
Gregorio et al. (2001).

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas com acesso, ad libitum, a
agua e dieta semi-.purificada, preparada conforme AIN-93/M (Reeves et al.,
1993), sendo que, em todas as dietas 5 % do 6leo de milho foi substituido por
gordura de coco. A dieta hipercolesterolémica foi preparada com o acréscimo de 2
% de colesterol p.a. em substituigao ao 6leo de milho (VETEC art. 967) (Holmgren
& Brown, 1993; Bertolotti et al., 1995; Kamata et al., 1996; Ness et al., 1996). Os
animais foram mantidos nas respectivas dietas por 8 semanas. A temperatura do
biotério foi mantida a 22 + 2 °C, com ciclo claro/escuro de 12 horas (iluminacao
das 6:00 as 18:00h). Os grupos experimentais sdo apresentados na Tabela 1.

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica de
Experimentagdo Animal do Instituto de Biologia, Universidade Estadual de

Campinas, Séo Paulo, Brasil.

Avaliacao da glicemia de jejum e pos-pandrial

A glicemia plasmatica foi determinada pelo método da glicose-oxidase
utilizando-se o analisador de glicose Dia-Screen, no estado de jejum de 18 horas
e apos 45 min do recebimento de solugao de glicose (2,0 g/kg pc) por sonda oro-

gastrica (Bonner-Weir et al., 1981).
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Avaliacao da ingestao de dieta e ganho de peso

O consumo de alimentos foi medido diariamente, procedendo-se o calculo
da média de consumo da dieta em fungdo dos animais encontrarem-se em gaiolas
coletivas. Para a avaliagdo de peso, procedeu-se a pesagem do animais,

semanalmente, durante o periodo experimental.

Avaliacao da Inducao da Hipercolesterolemia

Os valores de colesterol plasmatico total foram determinados ao final do
periodo experimental. Para tanto, apds jejum de 18 horas, procedeu-se a coleta
de sangue, pela cauda dos animais, em tubos heparinizados. O sangue foi
imediatamente centrifugado (2000 x g; 5 min) para separagdo do plasma e
determinacao do colesterol total por método enzimatico (Boehringer Mannheim,
art. 1497 448).

Analise Estatistica

As médias e o desvio padrao para cada grupo foram calculados, sendo
realizada a comparagdo entre os grupos por one-way ANOVA. O nivel de
significancia de 5 % foi considerado indicativo de diferenca entre os grupos. Para
efeito de célculos foram utilizados os programas estatisticos Microcal Origin
(verséo 3,5, 1994) e Grafic Pad (San Diego, CA) PRISMR (1996).
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Tabela 1- Distribuigao dos animais (machos e fémeas) nos grupos experimentais,
assim como peso (g) e glicemia (mg/dL) de jejum e pos-prandial, no
inicio do experimento.

Machos Fémeas
Grupos n  Peso(g) Glicemia (mg/dL) n Peso (g)  Glicemia (mg/dL)
jejum pos - jejum pos -
prandial prandial
Controle (C) 9 26022 8911%  139.44° 8 158,75  83,37° 137,00°
+3586 +7.39  +14,01 +19,98 +956 +2237
Controle a b a b
Hparoibsiers 8 22862 8637 134,25 9 14855 76,89° 13367
Iémico (CHe) +23,07 +919 +10,63 +2329 +936 +986
Diabético D) g 20262  8800° 25975° 6 158,00 80,83% 230,50°
+20,13 +1021  +67.62 +1372  +757 +27.45
Diabético 34 19065 8368° 21503° 34 14109 8253° 25004 °
hipercolestero
Iémico (DHc) +3133 +8098 + 53,76 +26,75 +860 +6344

As letras “a e b” indicam comparagé@o de médias entre os grupos para cada sexo e para cada parametro.
Médias com a mesma letra nao s&o diferem entre si (p < 0,05)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, cabe mencionar que, até o presente, a indugdo de

hipercolesterolemia em ratos com diabetes induzido por streptozotocina tem sido

descrita somente para animais adultos. Assim sendo, os resultados do presente

estudo, quanto a indugdo da hipercolesterolemia em ratos Wistar com diabetes

neonatal, serdo comparados com aqueles descritos na literatura para ratos

adultos.
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Avaliacado da glicemia de jejum e pés-prandrial

A glicemia plasmatica de jejum nos animais diabéticos nao diferiu (p <0,05)
do grupo controle, tanto para machos quanto para fémeas (Tabela 1). Entretanto,
a glicemia pos-prandial foi mais elevada (p < 0,05) nos grupos diabéticos do que
Os seus respectivos controles, conforme descrito por Gregorio et al. (2001), os
animais, nesta fase experimental, mantiveram as mesmas caracteristicas do

diabetes neonatal.

Avaliagao da ingestao de dieta e ganho de peso

No presente estudo a ingestao de dieta pelos animais diabéticos machos e
fémeas (Grupos D e DHc) foi maior (p < 0,05) do que nos respectivos controles
(Grupos C e CHc). Entretanto, nao foi verificada diferenga (p < 0,05) na ingestao
de alimentos entre os grupos de animais diabéticos (Grupos D e DHc), assim
como entre os animais dos grupos controle (Grupos C e CHc) (Figura 1). Ainda,
apesar dos ratos machos terem ingerido maior quantidade de dieta do que as
fémeas, essa diferenga nao foi significativa (p < 0,05).

Estes resultados reforgam a hipotese de que a hiperfagia associada ao
diabetes seja um dos fatores importantes para o aumento da absorcao do
colesterol, da sintese e da secregdao de colesterol enddégeno no intestino.
Certamente, o aumento na ingestao de dieta promove o aumento de colesterol
exégeno disponivel para absorgdo (Young et al., 1988; MclLean et al., 1995;
Mathé, 1995; Feingold, 1989).
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Ingestao de
dieta (g/dia)

femeas

Figural - Valores médios de ingestao de dieta (g/dia) por ratos machos e fémeas
nos grupos experimentais (C-controle; CHc-controle
hipercolesterolémico; D-diabético; DHc-diabético hipercolesterolémico)

Conforme apresentado na Figura 2, o ganho de peso das fémeas nao
diferiu (p < 0,05) entre os grupos controle e diabéticos, durante as 8 semanas em
que foram alimentados com dieta com ou sem suplementagao de colesterol. Nos
ratos machos, apesar de ter sido verificado um maior ganho de peso no grupo
controle (MC), essa diferencga (p < 0,05) dos demais grupos foi observada durante
todo o periodo experimental, qual seja desde o inicio do ensaio, sendo que a
tendéncia de ganho de peso foi similar a dos demais grupos. Os animais dos
grupos machos diabéticos que receberam colesterol (MCHc e MDHc) nao
diferiram (p < 0,05) entre si durante todo o periodo experimental. Entretanto, a
partir da 6° semana, o ganho de peso desses grupos diferiu (p < 0,05) do grupo

de animais diabéticos que nao receberam colesterol (MD).
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Figura 2- Evolugdo do peso corpéreo (g) dos animais controle e diabéticos
(ambos os sexos) na Indugdo da hipercolesterolemia (M:machos;
F:fémeas; C-controle; CHc-controle hipercolesterolémico; D-diabético;
DHc-diabético hipercolesterolémico)

Holmgrem & Brown (1993) verificaram em ratos Sprague-Dawley machos
adultos, ndo diabéticos e com diabetes induzido por STZ, que receberam dieta
com ou sem adigdo de 2 % de colesterol por um periodo de 8 semanas, que 0
ganho de peso dos animais diabéticos foi menor do que nos nao diabéticos,
resultados esses semelhantes aqueles verificados no presente estudo unicamente
para os ratos machos que n&o receberam dieta suplementada com colesterol
(grupos MC e MD), visto que os animais diabéticos e nao diabéticos que
receberam dieta suplementada com colesterol (MCHc e MDHc) nao diferiram

entre si (p < 0,05) (Figura 2).
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Inducao da Hipercolesterolemia

Os niveis de colesterol plasmatico total sao apresentados na Tabela 2. Em
geral, os animais que receberam dieta suplementada com colesterol (CHc e DHc)
apresentaram niveis de colesterol mais elevados (p < 0,05) do que aqueles que
receberam dieta sem colesterol (C e D). Os animais nao diabéticos e diabéticos
que receberam dieta sem colesterol (grupos C e D, respectivamente) nao
diferiram entre si (p < 0,05). Entretanto, os animais nao diabéticos e diabéticos
que receberam dieta adicionada de colesterol (CHc e DHc, respectivamente)
apresentaram diferenga (p < 0,05) entre si, sendo que os animais do grupo DHc
foram aqueles que apresentaram os maiores niveis de colesterol plasmatico,
seguidos do grupo CHc. Os valores de CT plasmatico foram mais elevados nas
fémeas em relagao aos machos, tendo sido verificada diferenga (p < 0,05) entre
0s sexos nos grupos C e DHc.

Resultados semelhantes aos obtidos no presente estudo tém sido relatados
por diversos autores (Bar-On et al., 1976a; McLean et al., 1995: Holmgrem &
Brown, 1993) utilizando, como modelo experimental para indugdo da
hiperlipidemia, ratos Sprague-Dawley adultos, com diabetes induzido por
streptozotocina (STZ). Esses autores reportaram que os niveis de colesterol
plasmaticos nos animais diabéticos, com dieta hipercolesterolémica foram mais
elevados em relagdo ao controle. Por outro lado, nos estudos de Heyde (1991)
com ratos Wistar fémeas n&o diabéticas, adultas jovens, com dieta
hipercolesterolémica a base de ovo desidratado, os valores de colesterol total
relatados foram mais elevados (132,0 mg/dL) do que os verificados neste estudo
para o grupo CHc, enquanto que para o grupo controle (C) os valores foram

similares.
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Tabela 2 - Valores de colesterol total (mg/dL) em ratos Wistar, machos e
fémeas, nao diabéticos (C) e diabéticos (D), alimentados com
dieta adicionada (Hc) ou néo de colesterol (2 %).

Grupos de Colesterol total (mg/dL)
Tratamentos

machos Fémeas

Controle (C) 64,45 76,93 %R
+5.61 + 5,33

Controle (CHc) 81,37 PAB 89,03 PAB
+5,73 + 11,84

Diabético (D) 65,71 A8 70,12 ©AB
+ 6,03 + 7,60

Diabético (DHc) 141,20 #F 188,97
+23,89 + 47 61

Letras a,b,c e d indicam comparagéo de médias entre os grupos controles (C e CHc) e os
diabéticos (D e DHc) para cada sexo e as A e B indicam comparagao de medias entre os sexos
para cada grupo. Médias com a mesma letra ndo diferem entre si (p < 0,05)

Cabe mencionar que Arbeeny et al. (1980), Nakai et al. (1985) e Bhandaru
et al. (1982), relataram niveis de CT plasmatico extremamente elevados (acima de
1000 mg/dL), em ratos diabéticos, adultos, discordando dos valores verificados
neste estudo, possivelmente, esta diferenca pode estar relacionada com o modelo
de diabetes utilizado.

Finalmente, cabe destacar que o diabetes induzido em ratos adultos &
manifestado como diabetes mellitus insulino dependente (DMID), cujos valores de
glicemia s@o, geralmente, extremamente elevados, tornando os animais mais
susceptiveis as manifestagbes clinicas da doencga, com alteragdes fisiologicas,
que interferem no ganho de peso e na manutencdo da estabilidade glicémica,
reduzindo sobremaneira a sobrevida durante o periodo experimental. Entretanto,
quando o diabetes neonatal é induzido, conforme realizado nos animais utilizados
no presente estudo, os ratos apresentaram caracteristicas clinicas do diabetes
mellitus na&o insulino dependente (DMNID), com valores glicémicos mais baixos

(Gregorio et al., 2001) e com alteragdes clinicas menos acentuadas, o que permite
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uma maior sobrevida para os animais. Conforme verificado (Tabela 2), este
modelo animal mostrou-se adequado para a indugdo da hipercolesterolemia,
apresentando-se apropriado para ser utilizado em estudos de média e longa
duragéo proporcionando, assim, a possibilidade da realizacdo de experimentagdes
relacionadas com tratamentos dietéticos ou farmacolégicos associadas as

desordens lipidicas.

CONCLUSOES

O diabetes neonatal induzido em ratos com STZ, permitiu que os animais
desenvolvessem  hipercolesterolemia quando  alimentados  com dieta
suplementada com colesterol. Tal fato proporcionou niveis de colesterol sérico
total muito mais elevados nos animais diabéticos do que nos nao diabéticos que
recebem a mesma dieta. A hiperfagia verificada nos animais diabéticos contribuiu
para o aumento na ingestao do colesterol dietético. Esta ingestso, provavelmente,
proporcionou o aumento significativo dos valores de colesterol plasmatico total
dos ratos, quando comparados com os animais ndo diabéticos que também
ingeriram colesterol.

Assim, ratos Wistar com diabetes neonatal induzido por STZ e com
hipercolesterolemia induzida pela dieta, podem ser utilizados como modelo

experimental para estudos de hiperlipidemias associadas ao diabetes mellitus.
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EFEITO DA FIBRA KONJAC SOBRE OS LIPIDES PLASMATICOS EM RATOS
WISTAR COM DIABETES NEONATAL E HIPERCOLESTEROLEMIA INDUZIDA

RESUMO

Este estudo teve como objetivo verificar o efeito da farinha de konjac sobre os
lipides plasmaticos [colesterol total (CT), triglicerideos (TG), lipoproteina de baixa
densidade-colesterol (LDL-c), lipoproteina de alta densidade-colesterol (HDL-c)] e
hepaticos (CT e TG), assim como comparar seu efeito hipocolesterolémico com
aquele induzido por dois farmacos que atuam através de mecanismos diferentes
de ag&o hipolipemiantes (colestiramina e pravastatina) em modelos de diabetes
neonatal e hipercolesterolemia induzida. Foram utilizados ratos, machos e fémeas,
com 15 semanas de idade, mantidos em gaiolas metabdlicas com acesso a agua
e dieta, ad /ibitum, recebendo dieta semi-purificada (AIN-93/M) com adigao de 5 %
de gordura de coco e 2 % de colesterol, por 4 semanas. Os animais diabéticos
hipercolesterolémicos (DHc) foram divididos nos seguintes grupos: DHc konjac 2,5
%; DHc konjac 10,0 %; DHc pravastatina 0,1 % e DHc colestiramina 2,5 %. Os
grupos controle nao diabéticos e diabéticos receberam dieta sem colesterol (C e
D) e com adigao de colesterol (CHc e DHc). A determinagao do CT plasmatico foi
realizada no inicio do experimento, ap6s jejum de 18 horas. Assim como, apds o
sacrificio dos animais, no final do experimento, procedendo-se a determinagao de
TG; CT; LDL-c e HDL-c plasmaticos, e de TG e CT hepaticos, por métodos
enzimaticos. Apesar da hiperfagia apresentada pelos animais diabéticos, esta nao
se manifestou em ganho de peso relevante em relacdo aos ratos nao diabéticos.
Todos os animais diabéticos hipercolesterolémicos apresentaram reducao
significativa (p < 0,05) no nivel de CT plasmatico como conseqiéncia dos diversos
tratamentos (konjac 2,5 % e 10,0 %; pravastatina 0,1 % e colestiramina 2,5%).
Sendo que, o grau de redugdo devido a farinha konjac variou entre 28 % a 35 %.
Todos os tratamentos diminuiram (p < 0,05) os niveis de LDL-c, sendo que os

grupos tratados com a farinha de konjac nao diferiram entre si (p < 0,05). Ainda,
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nos ratos machos os tratamentos nao interferiram (p < 0,05) nos niveis de HDL-c
plasmatico, enquanto que nas fémeas, todos os tratamentos reduziram (p < 0,05)
os niveis plasmaticos de HDL-c em relagao ao grupo DHc, com excegéo do grupo
tratado com konjac a 2,5 %, o qual apresentou os maiores niveis (p < 0,05) dessa
fragao do colesterol. Em relagéo aos triglicerideos plasmaticos, a farinha de konjac
apresentou elevado efeito hipotrigliceridémico. Quanto ao colesterol e
triglicerideos hepéaticos, com excegao do grupo que recebeu konjac a 2,5 %, todos
os tratamentos propiciaram reducao (p < 0,05) tanto dos niveis de CT como de
TG em relacdo ao grupo DHc. Assim, os resultados obtidos indicaram elevado
potencial terapéutico para a farinha konjac no controle e tratamento do perfil
lipidico em individuos diabéticos hiperlipidémicos que apresentem consumo de

dieta aterogénica.

Palavras chaves: konjac, fibra konjac, fibra solavel, colesterol,

hipercolesterolemia, ratos diabéticos, ratos hipercolesterolémicos.

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the effect of konjac flour on the plasmatic
lipids [total cholesterol (TC), triglycerides (TG), low density lipoprotein-cholesterol
(LDL-c), high density lipoprotein-cholesterol (HDL-c)], as well as on the hepatic
lipids (TC and TG) and to compare its hypocholesterolemic effect with two drugs
that act trough different hypolipedemic mechanism (cholestyramine and
pravastatin), using Wistar rats with neonatal diabetes and induced
hypercholesterolemia. So, Wistar rats, males and females, 15 weeks old were kept
in metabolic cages, with access to water and food ad /ibitum. The animals received
semi-purified diet (AIN-93/M) containing 5 % of coconut fat and 2 % of cholesterol,
for 4 weeks. The diabetic hypercholesterolemic animals (DHc) were divided in the
following groups: DHc konjac 2.5%, DHc konjac 10%, DHc pravastatin 0.1% and

DHc cholestyramine 2.5%. The control groups of non-diabetics and diabetics
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animals received diet without (D and C) and with (CHc and DHc) cholesterol. Total
cholesterol (TC) was measured at the beginning of the experiment, after 18 h
fasting. At the end of the experiment, the animals were killed, and plasmatic TC,
TG, LDL-c, and HDL-c, as well as CT and TG hepatic were determined by
enzymatic method. In spite of the hyperphagia shown by the diabetic rats, it was
not verified a relevant difference on body weigh gain of those animals in relation to
the non-diabetic rats. All the diabetic hypercholesterolemic animals showed a
reduction on the level of plasmatic TC, as a consequence of the different
treatments. In this regard the degree of reduction due to the konjac flour varied
between 28 % and 35 %. Similarly, the LDL-c levels were reduced due to the
different treatments, with no difference found among the groups treated with
konjac, for both males and females rats. Also, for the male animals the treatments
did not interfere on the HDL-c plasmatic levels, however for the females all the
treatments reduced the HDL-c plasmatic levels in relation to the DHc group, with
the exception of the group treated with konjac at 2.5 %, which showed the highest
level of this cholesterol fraction. In relation to the plasmatic triglycerides, konjac
flour showed a high hypotrigliceridemic capacity. With regards to cholesterol and
hepatic triglycerides, with exception of the group that received 2.5 %, konjac flour
all the treatments induced a reduction in relation to the DHc group. So, the results
indicated a elevated therapeutical potential of konjac flour on the control and
treatment of the lipids in diabetic hyperlipidemic individuals consuming of

atherogenic diet.

Index terms: konjac, konjac fiber, soluble fiber, cholesterol, hypercholesterolemia,

diabetics rats, hypercholesterolemic rats.
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INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), anualmente em
todo o mundo, as doencas cardiovasculares (DCV) sao responsaveis por 12
milhées de dbitos causando, aproximadamente, metade dos Obitos em diversos
paises desenvolvidos e sendo a principal causa de &bito em varios paises em
desenvolvimento, principalmente na populagdo adulta (Nicolau, et al., 1998;
Manfroi,et al.,1998; Da Silva, et al., 1998; Rabelo, et al., 1999).

No Brasil, as doengas cardiovasculares constituem importante causa de
mortalidade, tanto em homens quanto em mulheres (Santos & Maranhao, 1998).
Comparando as taxas de mortalidade de algumas cidades mais populosas do
Brasil com a de outros paises, foram verificados no Brasil valores elevados para o
conjunto das doencas cardiovasculares, sendo que, a participagdo das mulheres
na composicao dos obitos foi bastante elevada (Lotufo, 1998; Zock, 1998; Jorge,
et al.,, 1998; Haddad & Da Silva, 2000). Isso pode ser explicado pela alta
incidéncia dos fatores de risco na populacdo feminina brasileira associada a um
inadequado controle desses fatores, dentre os quais destacam-se a hipertenséao
arterial, o tabagismo, a obesidade e a hipercolesterolemia (Santos & Maranhao,
1998).

Dentre esses eventos, a elevagao sangiinea de colesterol e outros lipides
sao elementos preponderantes no processo da aterogénese e suas manifestagoes
clinicas (Rosa et al., 1998 a, b; Zock, 1998; Manfroi, et al., 1999), sendo que o
colesterol da lipoproteina de alta densidade (HDL-c) atua como agente atenuador
do processo da aterosclerose, enquanto que o da lipoproteina de baixa densidade
( LDL-c) atua como agente acelerador do processo e da instabilidade clinica.
Portando, medidas de redugao do colesterol total (CT), do LDL-c e o aumento do
HDL-c, com ou sem o uso de medicamentos, tem demonstrado reducao nos
eventos clinicos e possibilidade de redugdo da placa aterosclerética (Manfroi et
al.,1999).

Portadores de hipercolesterolemia e doenga arterial coronariana (DAC),
quando submetidos a tratamento dietético e farmacoldégico hipolipemiante,

apresentam menor recorréncia de eventos coronarios (Novazzi, et al., 1998; Jorge,
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et al, 1998). A dieta constitui um fator importante para a reducdo da
hipercolesterolemia, através da redugéo na ingestao de gorduras saturadas, assim
como do aumento no consumo de fibra alimentar (Clevidence,et al.,1992; Pados,
1993; Asp,1998; Zock, 1998: Fernandez, 2001) ou, ainda, utilizando-se de
alimentos que apresentem algum efeito sobre os niveis de colesterol.

Muitos estudos tém sugerido que as fibras dietéticas apresentam resposta
na alteragdo do metabolismo lipidico em humanos e animais experimentais,
(Vahouny, 1982), reduzindo o risco da doenga coronariana (Rimm et al., 1996:
Wolk et al., 1999). A relacao entre fibora e dislipidemia & particularmente
referendada sobre os efeitos nos niveis de colesterol que é reduzido a partir da
adicao de fibra na dieta (Arvill & Bodin, 1995; Kritchevsky, 1997: Jenkins, et al.,
1998). Introduzindo fibra solGvel e reduzindo as gorduras saturadas, ocorre uma
melhoria da hipercolesterolemia moderada. A alteragdo na viscosidade intestinal
promovida pela fibra soluvel & importante no controle do colesterol, reduzindo os
niveis de LDL-c (Fernandez, 2001). E atribuido as fibras dietéticas soltveis em
agua, que apresentam elevada viscosidade, o efeito na redugdo da
hipercolesterolemia, bem como da lipoproteina de baixa densidade (LDL-c),
trazendo beneficios para individuos que apresentam desordens no metabolismo
lipidico (Gallaher et al., 1993a; Gallaher et al., 1993b; Jensen, et al., 1993; Pados,
1993, Fernandez et al., 1995; Asp, 1998).

Tem sido proposto que hidrocoldides reduzem os niveis de colesterol,
porém, a viscosidade destes compostos limitam seu uso na dieta humana (Levrat-
Verny, et al., 2000). Konjac manana, também conhecida como farinha de konjac,
obtida do tubérculo de Amorphophallus konjac (c.koch), é constituida de
glicomanana, um polissacarideo de alta viscosidade, caracterizado como fibra
solivel (Doi, 1982; Cheng-Yu, 1990; Min et al,, 1997), tem demonstrado ser
efetivo na reducdo dos niveis do colesterol, devido a sua alta viscosidade
(Gallaher, et al., 2000). Konjac manana quando usada no tratamento convencional
do diabetes nao insulino dependente, melhora tanto o controle glicémico quanto o
perfil lipidico (Vuksan, et al., 1999).
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Assim, este estudo teve como objetivo verificar o efeito da farinha de konjac
sobre os lipides plasmaticos [colesterol total (CT), triglicerideos (TG), lipoproteina
de baixa densidade-colesterol (LDL-c), lipoproteina de alta densidade-colesterol
(HDL-c)] e hepaticos (CT e TG) e, ainda, comparar seu efeito hipocolesterolémico
com aquele induzido por dois farmacos, que atuam através de diferentes
mecanismos de acdo hipolipemiantes (colestiramina e pravastatina), utilizando-se

ratos Wistar com diabetes neonatal e hipercolesterolemia induzida.

MATERIAL E METODOS

Materiais

A farinha de konjac utilizada neste estudo foi doada pela FMC do Brasil Ind.
Com. Ltda / Divisao de Ingredientes e Alimentos.

A pravastatina sodica e a colestiramina foram doadas pela Bristol-Myers

Squibb Brasil S.A. / Divisao Médica Cardiovascular.

Animais e Dieta

Foram utilizados ratos Wistar adultos, machos e fémeas, com 15 semanas
de idade, diabéticos e nao diabéticos, hipercolesterolémicos e nao
hipercolesterolémicos, com diabetes neonatal e hipercolesterolemia induzida
conforme descrito por Gregorio et al., (2001a, b).

Os animais foram mantidos, durante 4 semanas, em gaiolas metabdlicas
com acesso a agua e dieta ad libitum. Foram utilizadas dietas semi-purificadas,
conforme AIN-93/M (Reeves et al., 1993) com adicdo de 5% de gordura de coco
em substituicao ao 6leo de milho, sendo que a dieta hipercolesterolémica foi
adicionada de 2 % de colesterol (Vetec, ref. 967) (Holmgren & Brown, 1993;
Bertolotti, et al., 1995; Kamata et al., 1996; Ness, et al., 1996). Os grupos de
animais diabéticos hipercolesterolémicos que foram submetidos ao tratamento,

receberam dieta adicionada de farinha de konjac, pravastatina e colestiramina, em
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substituicdo a sacarose, e os grupos controles (ndo diabéticos e diabéticos)
receberam dieta com e sem adigdo de colesterol.

Os grupos experimentais sdo apresentados na Tabela 1. Os animais foram
mantidos nas respectivas dietas por 4 semanas. A temperatura do biotério foi
mantida a 22 + 2 °C, com ciclo claro/escuro de 12 horas (iluminagao das 6:00 as
18:00 h).

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica de
Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia, Universidade Estadual de
Campinas, Sao Paulo, Brasil.

Tabela1- Distribuicao dos animais por grupos experimentais, sexo, peso (g)
e colesterol total (CT) plasmatico (mg/dL) no inicio do tratamento

Fémeas Machos
Grupos
n Peso (g) CT n  Peso(g) CT

(mg/dL) (mg/dL)

Controle (C) 8 251.25 76,93 9 426,78 64,45
#1752 +5,33 + 31,56 + 5,61

Controle hipercolesterclémico g 240,89 89,03 8 442 12 81,55
(GHB) £+1371  +11,83 +3245  +573

Diabético (D) 6 256,67 70,12 8 404,37 65,71
+ 14,67 +7,60 + 40,67 +6,03

Diabético hipercolesterolémico 6 259,17 205,11 6 390,17 116,43
(DHe) £2704  +2125 +4874  +14,00
Diabético hipercolesterolémico 7 24228 240,54 9 381,22 146,92
B e +4984 4186 +4986  +2667
Diabético hipercolesterolémico 6 250,83 191,59 6 386,67 142,29
rofe IREoROhe e 0 £2376  +41,55 +4840  +19,58
Diabético hipercolesterolémico 7 228,43 151,05 T 374,14 162,26
Eg:zssﬁi?:ao)’q% (DHe £2134  +18,41 +4315  +18,76
Diabético hipercolesterolémico 7 220,00 171,95 6 356,17 131,73
Colestiramina 2,5% (DHc +25 38 +43.06 2676 +10.03

Colestiramina)

73



Capitulo 4

Ingestao de dieta e Ganho de peso
Foi medida a ingestdo diaria de dieta dos animais. Para a avaliacao de
peso, procedeu-se a pesagem dos animais a cada semana durante o periodo

experimental.

Lipidios Plasmaticos

Os niveis de colesterol total (CT) plasmatico no inicio do experimento foram
determinados por método enzimatico (Boehringer Mannheim, art. 1 497 448). Para
tanto, apds jejum de 18 horas procedeu-se a coleta de sangue, pela cauda dos
animais, o sangue foi imediatamente centrifugado para separacdo do plasma e
dosagem do colesterol total (CT).

No final do experimento, apds jejum de 18 horas, os ratos foram
anestesiados e amostras de sangue foram coletadas por puncao cardiaca. O
sangue foi imediatamente centrifugado para separagao do plasma, procedendo-se
a determinacgao de triglicerideos (TG); colesterol total (CT); lipoproteina de baixa
densidade-colesterol (LDL-c) e lipoproteina de alta densidade-colesterol (HDL-c),
por kits enzimaticos (Laborlab ref. 04400; Boehringer Mannheim ref. 1 497 448 e
ref. 543 004, respectivamente).

Lipidios Hepaticos

Apods o sacrificio dos animais, o figado foi retirado, lavado em solucao
salina a 0,9% e estocado a -18 °C para posterior andlise.

A dosagem de triglicerideos (TG) e colesterol total (CT) no tecido hepatico,
foi realizada por métodos enzimaticos (Laborlab ref. 04400 e Boehringer
Mannheim ref.1 497 448, respectivamente), apos a extragdo com isopropanol
(Merck), mantendo o extrato a 4 °C por 48 horas, conforme metodologias descritas
por Haug & Hostmark, (1987) e Huang et al., (1961).
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Analise Estatistica

As médias e o desvio padrao para cada grupo foram calculados, sendo
realizada a comparagao entre os grupos por one-way ANOVA. O nivel de
significancia de 5% foi considerado indicativo de diferenga entre os grupos. Para
efeito de calculos foi utilizado o programa estatistico Microcal Origin (versao 3.5;
1994) e Grafic Pad (San Diego, CA) PRISM® (1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos modelos experimentais tém sido descritos na literatura com o
intuito de melhor entendimento dos efeitos das fibras alimentares sobre o
metabolismo lipidico. Geralmente, estes estudos envolvem ratos, coelhos, cobaias
e hamsters com hipercolesterolemia induzida pela dieta (Shimizu, et al., 1991;
Gallaher et al.,. 1993b; Fernandez, et al., 1995.; Younes, et al., 1995; Turley &
Dietschy, 1995; Bagger et al., 1996; Camaron-Smith, et al.,1997; Shen et al., 1998,
Ranhotra et al., 1998; Gallaher et al., 2000; Levrat-Verny, et al., 2000; Terpstra, et
al., 2000; Fernandez, et al., 2000). Ainda, tem sido sugerido que 0s niveis
plasmaticos de colesterol em ratos com diabetes induzido sdo mais elevados do
que em ratos nao diabéticos e que estes indices estao diretamente relacionados
com o grau de hiperglicemia (Feingold, 1989; McLean et al., 1995, Walter et al.,
1995; Semenkovich & Heinecke, 1997, Laakso, 1999). Assim, no presente estudo
foram utilizados ratos Wistar com diabetes neonatal e hipercolesterolemia
induzida, modelo experimental que nao tem sido relatado na literatura para
estudar o efeito hipocolesterolémico das fibras alimentares.

Cabe mencionar, outrossim, que as concentragdes de 2,5 % e 10,0 % de
farinha de konjac utilizadas na dieta tiveram como propoésito avaliar diferengas
entre uma concentragdo elevada e outra proxima a utilizada do farmaco
colestiramina (2,5 %), o qual tem como mecanismo de agao o aumento na
eliminacao fecal dos acidos biliares e redugéo da sua reabsorgdo, sendo indicadas
na literatura concentragées que variam de 1a 3 % (Shand & West, 1995, Mabayo,

et al., 1995; Bertolotti, et al., 1995). Por outro lado, o farmaco pravastatina, que
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tem acao inibidora da hidroximetilglutari Coenzima A redutase (HMG-CoA
redutase), enzima responsavel pela sintese de colesterol hepatico, com
consequente reducdo dos niveis de colesterol plasmaticos, foi utilizada na
concentracao de 0,1 %, conforme descrito por Shand & West (1995) e Ness et al.
(19986).

Ingestao de dieta e Ganho de peso

Conforme verificado na Figura 1, a ingestao de dieta por parte dos animais
de todos os grupos diabéticos foi significativamente maior (p < 0,05) que nos
grupos controles, sendo que, dentro dos respectivos grupos (controles e
diabéticos), nao foi observada diferenca (p < 0,05) no consumo de alimento, tanto
para os ratos machos quanto para as fémeas, assim como nao foi verificada
diferenca (p < 0,05) em relagdo ao sexo. Esses resultados corroboram dados da
literatura que indicam que a hiperfagia € uma caracteristica do diabetes (Young et
al.,1988; Mathé, 1995; Feingold, 1989). Ainda, cabe ressaltar que nao foi
verificada diferenca na ingestao de dieta entre os grupos tratados com farinha de

konjac nas concentragées de 2,5 % e 10,0 %.

iDmachosm;
|Eféemeas |

5y

20
15 |

P
th O

Ingestao de dieta em g/dia

R
Grupos experimentais 9

Figura 1- Média da ingestao de dieta (g/dia) nos grupos estudados, durante o
periodo experimental de 4 semanas (C: controle; D: diabético; Hc:
hipercolesterolémico; K: konjac)
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Em relagao ao ganho de peso corpéreo, apesar das fémeas apresentarem
menor peso corpéreo, todos os grupos apresentaram uma taxa de ganho de peso
[(peso final-peso inicial)x100 /peso inicial] semelhante (6.4 % e 7 % para fémeas e
machos, respectivamente). Assim, apesar dos animais diabéticos terem
apresentado maior ingestao de dieta, essa hiperfagia ndo se manifestou em um

ganho relevante de peso corpéreo (Figura 2).
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Figura 2 - Curva de evolugdo de peso corpéreo para ratos machos e fémeas,
nos grupos estudados, durante o periodo experimental de 4 semanas
(C: controle; D: diabético; Hc: hipercolesterolémico; K: konjac; Prav.:
pravastatina; Colestir.: colestiramina).
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Lipidios Plasmaticos

Na Figura 3 é apresentado o perfil dos lipideos plasmaticos. Apesar dos
animais dos grupos controle nao diabéticos (grupos C e CHc) e diabéticos (grupos
D e DHc) terem, na sua maioria, apresentado aumento no nivel de colesterol total
(CT) no periodo do ensaio, esse ganho nao foi significativo (p < 0,05). Por outro
lado, todos os grupos dos animais diabéticos hipercolesterolémicos apresentaram
reducéo significativa (p < 0,05) no nivel de CT como consequéncia dos diversos
tratamentos. Os grupos que receberam tratamento da hipercolesterolemia com
farinha de konjac, apresentaram uma redugao significativa (p < 0,05) nos valores
de CT. Ainda, nos grupos dos animais machos o grau de redugéo (28% a 30 %) foi
independente da quantidade de farinha incorporada na dieta (2,5 % ou 10,0 %).
Entretanto, nos grupos das fémeas essa redugao foi significativamente maior (35
%) (p < 0,05) no grupo que recebeu konjac a 10,0 %, em relagdo ao que recebeu
Konjac a 2,5 % (28 %) (Figura 4). Em geral, estes resultados assemelharam-se
aqueles relatados por diferentes autores que avaliaram a agao
hipocolesterolémica de fibras alimentares sollveis em individuos diabéticos
(Bhardwaij, et al., 1994; Fernandez, et al., 1995; Vuksan et al, 1999, Anderson, et
al., 2000; Chandalia et al., 2000; McLntosh & Miller, 2001). Todavia, a redugao do
CT plasmatico pela farinha de konjac foi menor (p < 0,05) do que aquela obtida
com os farmacos hipocolesterolémicos, nos quais foram verificadas redugoes nos
niveis de CT na faixa de 40% a 50%, em relagao aos niveis iniciais de CT.

Cabe salientar, que nos grupos (machos e fémeas) tratados com
pravastatina e colestiramina os valores de CT plasmaticos foram acentuadamente
reduzidos (p < 0,05) em relagdo ao grupo DHc, sendo que os valores de CT foram
proximos e nao diferiram (p < 0,05) dos valores verificados nos grupos CeD
(grupos sem adicéo de colesterol na dieta), sendo que nas fémeas foram menores
(p < 0,05) do que aqueles apresentados pelo grupo CHc. Estes resultados
concordam com os descritos nos estudos de Garg & Grundy (1994), que relataram
em pacientes diabéticos nao insulino dependente e hipercolesterolémicos a

redugdo acentuada de colesterol total e LDL-c, com o uso de colestiramina e,
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ainda, por Novazzi et al. (1998) que verificaram a reducgéo nos niveis de CT e LDL-

¢ e aumento HDL-c em homens e mulheres portadores de hipercolesterolemia.

machos |3 CTinicial | fémeas iEICT inicial

= |
| CT final | @ CThnal |

Colesterol Total
Plasmatico (mg/dl)

Colesterol Total Plasmatico
(mg/dl)
8 8

Grupos experimentais Grupos experimentais

Figura 3- Valores de colesterol total (CT) plasmatico (mg/dL) no inicio e
final do periodo experimental (4 semanas) em que os ratos Wistar
foram submetidos a tratamento da hipercolesterolemia (C: controle;
D: diabético; Hc: hipercolesterolémico; K: konjac; Prav.: pravastatina;
Colestir.: colestiramina).

79




Capitulo 4

DHc Colestiramina | Fémeas
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Figura 4— Valores percentuais da redugao de colesterol apds o tratamento dos
animais (C: controle; D: diabético; Hc: hipercolesterolémico; K: konjac),
no final do periodo experimental de 4 semanas.

Os valores plasmaticos de triglicerides (TG), lipoproteina de baixa
densidade-colesterol (LDL-c) e lipoproteina de alta densidade-colesterol (HDL-c)
verificados no final do periodo experimental sdo apresentados na Figura 5. Nos
ratos machos e fémeas, os valores de LDL-c aumentaram significativamente (p <
0,05) no grupo DHc, em relagdo aos grupos C, D e CHc, sendo que no grupo DHc
esses niveis foram maiores (p < 0,05) nas fémeas do que nos machos. Por outro
lado, tanto nas fémeas como nos machos, em relagao ao grupo DHc, todos os
tratamentos (konjac e drogas hipolipemiantes) diminuiram (p < 0,05) os niveis de
LDL-c, sendo que os grupos tratados com a farinha de konjac (concentragdes de
2,5 % e 10,0 %) nao diferiram entre si (p < 0,05). Ainda, foi verificada diferenga (p

< 0,05) entre os tratamentos com konjac e com as drogas hipolipemiantes, com
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excegao dos machos em que unicamente foi verificada diferenca (p < 0,05) em
relacdo ao grupo tratado com colestiramina. Fernandez et al., (2000) também
observaram redugao no LDL-c plasmatico com a adicao de colestiramina e de
amido resistente (fibra soluvel) na dieta de cobaias, sendo que a redugao
verificada com colestiramina foi 3 vezes maior. Quanto as drogas
hipoglicemiantes, nao foi verificada diferenga (p < 0,05) entre elas, embora atuem
através de mecanismos diferentes e o modelo experimental utilizado possa ter
propiciado uma melhor agao por parte da colestiramina (interferéncia na absorgao
dos acidos biliares) em relagao a pravastatina (inibicao da sintese endogena de

colesterol).

DHc Colestiramina

machos fémeas

DHc Pravastatina
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CHc

c
S |

R R U S e
Valores de TG, LDL-c e HDLc- plasmaticos (mg/dl)

Figura 5- Niveis plasmaticos de TG, HDL-c e LDLc (mg/dL) em ratos machos
e fémeas (C:controle; D: diabético; He:hipercolesterolémico; K:konjac:)
no final do periodo experimental de 4 semanas.
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Em relagdo aos niveis plasmaticos de HDL-c, nos ratos machos nao foi
verificada diferencga (p < 0,05) entre os grupos DHc, D, CHc e C. Entretanto, nas
fémeas, apesar de nao ter sido verificada diferenga (p < 0,05) entre os grupos de
animais nao diabéticos (C e CHc), assim como entre os diabéticos (D e DHc),
foram verificados niveis mais elevados (p < 0,05) nos grupos de animais
diabéticos em relacdo aos nao diabéticos. Ainda, nos ratos machos os tratamentos
(tanto konjac quanto os farmacos) nao alteraram (p < 0,05) os niveis de HDL-c
plasmaticos, enquanto que nas fémeas, todos os tratamentos reduziram (p < 0,05)
os niveis plasmaticos de HDL-C em relagao ao grupo DHc, com excegao do grupo
tratado com konjac a 2,5 %, o qual apresentou os maiores niveis (p < 0,05) dessa
fracao do colesterol.

Em geral, os niveis de TG plasmatico, tanto para fémeas quanto para
machos, foram mais elevados (p < 0,05) no grupo diabético alimentado com dieta
hipercolesterolémica (DHc) em relagao aos grupos D, CHc e C sendo que, quando
alimentados com dieta sem colesterol, os animais diabéticos apresentaram
maiores niveis de TG do que os n&o diabéticos (C), corroborando a caracteristica
hipertrigliceridémica do diabetes. Todos os grupos de animais, machos e fémeas,
que receberam konjac ou drogas hipolipidémicas, apresentaram menor nivel
(p < 0,05) de TG do que o grupo DHc, sendo que nas fémeas néo foi verificada
diferenca (p < 0,05) entre o konjac e os farmacos, € nos machos unicamente a
colestiramina foi mais eficiente do que o konjac, o que indica a elevada

capacidade hipotrigliceridémica do konjac.

Lipidios Hepaticos

Os niveis de colesterol total (CT) e triglicerideos (TG) hepaticos sao
apresentados na Figura 6. A ingestdo de colesterol, em ratos machos e fémeas,
propiciou um aumento significativo (p < 0,05) dos niveis de colesterol, tanto nos
animais ndo diabéticos (grupo CHc em relagao ao C), como nos diabéticos (grupo

DHc em relacdo a D). Resultados semelhantes foram obtidos para os niveis de
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TG. Ainda, o diabetes propiciou (p < 0,05) hipertrigliceridemia hepatica (grupo D
em relagao a C e grupo DHc em relagao a CHc). Quanto aos tratamentos com
farinha de konjac e farmacos, todos propiciaram reducdo (p < 0,05) tanto dos
niveis de CT como de TG em relagdo ao grupo DHc, com excegao do grupo que
recebeu konjac a 2,5 %, tanto nos ratos machos como nas fémeas. A diminuicao
dos niveis de colesterol e triglicerideos hepaticos, como consequéncia da ingestao
de fibras alimentares tem sido relatada por diversos autores, utilizando diferentes
modelos experimentais (Shimizu, et al., 1991, Gallaher et al., 1993b, Younes et al.,
1995, Ranhotra et al., 1998, Fernandez et al., 2000, Gallaher et al., 2000).

Colesterol Triglicerideos
Emachos
Ofémeas

\EImachos
‘Ofémeas |

Valoes de triglicerideos
hepaticos (mg/dl)

Valores de colesterol total
hepatico (mg/dl)
.:ms..&-.-:-ﬁ:'»mw et

Grupos experimentais Grupos experimentais

Figura 6-— Valores de colesterol total (CT) e triglicerideos (TG) (mg/dL)
hepaticos (C:controle; D:diabético; He:hipercolesterolémico; K:konjac;
Prav.:pravastatina; Colestir..colestiramina)
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Finalmente, cabe salientar que os seguintes mecanismos de agao tem sido
postulados para explicar a agédo hipocolesterolémica das fibras alimentares
soluveis:

» Aumento na excregao fecal de esterois neutros e de acidos biliares, alterando o
metabolismo de acidos biliares por inibigdo na sua reabsorg¢ao (Shimizu et al.,
1991, Younes, et al,, 1995; Levrat-Verny et al., 2000; Gallarher et al., 2000).

» Aumento da viscosidade intestinal, proporcionando uma menor absorgao de
gordura e de colesterol, e, consequentemente, aumento da sua excrecao
(Gallarher et al., 1993a; Gallarher et al., 1993b; Jensen et al., 1993; ; Hecker et
al., 1998; Gallarher et al., 2000);

» Supressao na sintese hepatica de colesterol reduzindo a concentracao de
HMG-CoA redutase (Longauer et al., 1992; Marlett et al., 1994; Winblad et al.,
1995; Turley & Dietschy, 1995; Levrat-Verny et al., 2000).

Conforme dados da literatura, o potencial de controle do perfil lipideo
plasmatico por parte das fibras alimentares € controverso. Em individuos
diabéticos, alguns autores tem relatado resultados benéficos propiciados pelas
fibras alimentares soluveis (redugédo do CT, TG ou LDL-c ou aumento do HDL-c)
(Gregorio et al., 1997; Frias & Sgarbieri 1998; Chandalia et al., 2000; Vuksan et
al., 2000). Outros autores, tem relatado que as fibras alimentares soluveis nao
interferem no perfil lipidico (Bhardwaj et al., 1994, Jensen, et al., 1993 e 1997,
Hecker et al., 1998, Lovegrove et al.,, 2000). Certamente, os resultados obtidos
foram influenciados pelo tipo de fibra estudada, assim como pelo modelo
experimental utilizado (individuos diabéticos ou nao e/ou hipercolesterolémicos ou
nao). Os nossos resultados indicaram o elevado potencial terapéutico da farinha
konjac no controle e tratamento do perfil lipidico em animais diabéticos

hiperlipidémicos que apresentaram consumo de dieta aterogénica.
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CONCLUSOES

A farinha de konjac adicionada a dietas hipercolesterolémicas reduziu os
niveis de colesterol total (CT) triglicerideos (TG) e LDL-colesterol (LDL-c)
plasmaticos, assim como do CT e TG hepaticos em ratos. Assim, a farinha de
konjac pode ser recomendada na suplementacdo de dietas indicadas na

prevencgéao e/ou tratamento de hiperlipidemias.
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EFEITO DO KONJAC SOBRE A TOLERANCIA A GLICOSE EM RATOS
AREAS, MA."; GREGORIO, S.R.?; MOURA, MR.L®. & REYES, F.G.R."
"-FEA/IB-UNICAMP, 2-IN/NUT.USU-RJ, *-FF-UFRJ-RJ
FEA/UNICAMP — Campus Universitario CEP 13083-970 — Campinas -SP
Dietas com elevado teor de fibras podem ser benéficas para o tratamento do
diabetes mellitus por reduzirem a glicemia pés-prandial. Farinha de konjac,
normalmente referida como konjac manana, € um pé de coloragéo clara obtido do
tubérculo da Amorphophallus konjac (c. Koch), membro da familia Araceae.
Caracteriza-se como fibra solGvel com elevada capacidade de formar solugdes
viscosas. Os seus efeitos fisiolégicos tém sido associados a essa caracteristica
fisico-quimica, visto que as solugdes aquosas com alto grau de viscosidade,
diminuem o contato do quimo geleificado com a mucosa intestinal, assim como a
acao de enzimas, retardando e/ou reduzindo a absor¢cdo de nutrientes. Deste
modo, a viscosidade proporcionada pela farinha de konjac no trato gastrintestinal
podera influenciar os niveis de glicose sanguinea pés-prandial. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da farinha de konjac na absorgéo de glicose, utilizando-
se o teste de tolerancia a glicose (GTT). O ensaio foi realizado em ratos Wistar
machos, adultos, com 313 + 16,3 gramas de peso corpéreo. Apés 18 horas de
jejum os animais receberam 2mL de solugdo de glicose (1,5g/Kg/peso corporeo)
por sonda oro-gastrica, sem e com a adi¢cdo de farinha de konjac (0,1 e 0,3g/Kg
peso corporeo). A glicemia foi determinada (método glicose-oxidase) no estado de
jejum e apos 30, 60, 90 e 120 min., da administracdo oral das solugdes. Os
resultados mostraram que aos 30 min., a glicemia dos animais que receberam a
farinha de konjac a 0,1g/Kg p.c. foi significativamente inferior (p < 0,05) entre os
grupos, embora tenha sido observado retardo fisiologico na absor¢édo da glicose,
nos animais que receberam farinha de konjac. As diferentes concentracées de
farinha de konjac, quando comparadas entre si, ndo apresentaram diferencas
significativas (p < 0,05) na glicemia pés-prandial. Os resultados obtidos indicam
que a farinha de konjac, por retardar a absorgao de glicose, pode ser utilizada na

reducao dos niveis glicémicos pos-prandial.
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EFFECT OF KONJAC FLOUR (Amorphophallus konjac) ON GLUCOSE
TOLERANCE IN NORMAL AND DIABETIC RATS
M. R. L. Moura, S. R. Gregorio, M. A. B. Reis, M. A. Areas and F. G. R. Reyes, Univ.
Federal do Rio de Janeiro - FF, Univ. Gama Filho, Univ. Santa Ursula - D.N. and
Univ. Estadual de Campinas - IB and FEA, BRASIL

Dietary fiber could be beneficial for the treatment of diabetes mellitus due to the
lowering of the postprandial glycemia. Konjac mannan, normally refered as konjac
flour, is a white colour powder obtained from the tuber of Amorphophallus Konjac (c.
koch). Its physiological effects have been associated to its capacity to form viscous
solutions. The aim of this study was to evaluate the effect of Konjac flour on the
glucose absortion, in normal and diabetic rats, using the glucose tolerance test
(GTT). The assay was carried out in adults male Wistar rats. The diabetes was
induced with aloxan monohydrate (40mg/kg body weight). After 18 h fasting state, the
animals received 2.5 - 3.0 ml glucose solution (1.5 g/kg body weight.) by oral
(intragastric) tube, with and without Konjac flour addition (0.1 g/ kg body weight).
Glycemia was determined (glucose - oxidase method) in the fasting state and after
30, 60, 90 and 120 min., administration of the solutions. At 30 min. the glycemia of
the normal and diabetic animals that received 0.1g Konjac flour / kg body weight was
significantly lower (p < 0,05) in relation to their control. After 60, 90 e 120 min, there
was no significant differences (p < 0,05) among the groups, even though, the
glycemia of the animals that received konjac flour was slightly lower. The results
indicated that the konjac flour was able to delay the postprandial blood glucose peak

concentration suggesting its use as diabetic therapeutical coadjuvant.
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THE EFFECT OF KONJAC FLOUR ON THE BLOOD LIPID
PROFILE IN DIABETIC RATS

S.R. Gregorio, L.L. Cruz, M.R. Moura, M.A. Reis,M.A. Areas and F.G.R. Reyes.
Univ.Gama Filho /Univ. Santa Ursula-DN, UNE E. Guzman y Vale -Lima-Peru-DB,
Univ. Federal do Rio de Janeiro-FF, Univ. Estadual de Campinas-IB/FEA BRAZIL

The soluble dietary fibers could show beneficial effects on the plasma lipid profile
and glucose leves for the treatment of diabetes. Konjac flour (Amorphophalus
konjac) has recently been introduced in Brazii and MERCOSUL members
countries as a food additive.

The purpose of this work was to study the effect of konjac flour on plasma total
cholesterol (TC), ftriglycerides (TG), plasma cholesterol-lipoproteins (c-LDL, c-
VLDL and c-HDL), serum glucose level, food intake and body weight gain in male
diabetic Wistar rats (343.86 g + 27.27). Diabetes was induced with alloxan
monohydrate (40mg/kg body weight). The animals were fed with semi-purified diet
without (control, n=8) or with (treated, n=13) Konjac flour addition (5% w/w), during
15 days. TC, TG, lipoproteins and serum glucose were determined by enzymatic
procedures. The food intake and weight gain were recorded at every three days.
The levels of TC, c-LDL, were slightly lower in the animals treated with Konjac,
although there was not significant difference (p < 0.05) among the treated and
control groups. c-HDL was significantly lower in the treated group (p < 0.05). At the
end of the experiment, the mean weight loss was 9.4 g and 31.7 g in the Konjac
and control groups, respectively. This difference was significant (p < 0.05). It
should be mentioned that the animals fed with Konjac flour showed a much better

life quality in terms of reduced mortality and weight loss.
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ANEXO IV

EFEITO DA FARINHA DE KONJAC E DA POLPA DE LARANJA SOBRE A
TOLERANCIA A GLICOSE EM RATOS

RESUMO APRESENTADO NA:
X1l REUNIAO ANUAL DA FEDERAGAO DE SOCIEDADES DE BIOLOGIA
EXPERIMENTAL - FeSBE
27-30/08/1997, CAXAMBU - MINAS GERAIS
PT. 09.023
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EFEITO DA FARINHA DE KONJAC E DA POLPA DE LARANJA SOBRE A
TOLERANCIA A GLICOSE EM RATOS.
'Moura, M. R. L 2Areas, M.A. 3Gregorio, S. R., & “Reyes, F. G. R. 'Univ. Federal

do Rio de Janeiro - FF: 2UNICAMP-IB; *Univ. Gama Filho e Univ. Santa Ursula -
D.N.; * UNICAMP- FEA

Objetivo: Avaliar o efeito da farinha de konjac e da polpa de laranja na absorgao
de glicose, em ratos, utilizando-se o teste de tolerancia a glicose (GTT).

Métodos e Resultados: Os ensaios foram realizados em ratos Wistar machos,
adultos, que receberam apos 18 horas de jejum, solugéo de glicose (1,5g/Kg peso
corpéreo) por sonda oro- gastrica, sem (controle farinha konjac-CFK) e com
adicéo de farinha de konjac (FK 0,1g/Kg peso corpéreo) e sem (controle polpa de
laranja-CPL) e com polpa de laranja (PL 0,15g/Kg peso corpéreo). A glicemia foi
determinada (método glicose-oxidase) no estado de jejum e apos 30, 60, 90 e 120
min., da administracdo oral das solugdes. Os resultados estado apresentados a
seguir:

Tabela - Efeitos da farinha de konjac e da polpa de laranja na glicemia
(mg/dl), em ratos Wistar

Grupos Tempo (min)
n 0 30 60 90 120

CFK 6 625 139,12 142,00 131,12 108,37
+12,12 +15,16 + 20,71 +12,71 + 14,06

FK 6 79,20 118,00 * 132,80 135,80 127,20
+6,45 +12,58 + 16,96 + 11,63 + 11,69

CPL 8 52,75 98,62 94 12 79,37 67,62
+15,61 + 8,79 + 13,09 +21,62 +19,33

PL 8 4775 87,15 72.37* 8712 57.50
+9,31 + 8,91 + 10,50 +12,10 +11,10

(*) indica diferenca significativa (p < 0,05) para os grupos que receberam FK e PL, em relacao
aos respectivos controles

Conclusido: Os resultados obtidos indicam que a farinha de konjac e a polpa de
laranja retardam a absorg@o de glicose, podendo, assim, serem utilizadas na

reducdo dos picos glicémicos pés-prandiais.
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ANEXO V

NEONATAL DIABETES INDUCTION WITH STREPTOZOTOCIN (n-STZ) IN
WISTAR RATS ( MALES AND FEMALES)

RESUMO APRESENTADO NO:
17th INTERNATIONAL CONGRESS OF NUTRITION 2001
27-31/08/2001, VIENA - AUSTRIA

Poster, sessao 3.7 / Diabetes mellitus
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NEONATAL DIABETES INDUCTION WITH STREPTOZOTOCIN (n-STZ)
IN WISTAR RATS (MALES AND FEMALES)
S.R. Gregorio, M.A. Areas & F.G.R. Reyes
Gama Filho University-DN, Campinas State University-IB/FEA, BRAZIL

The diabetes neonatal STZ (n-STZ) is characterized for one deficiency transient
and nature with decrease of B cell number and volume, and in insulin content,
when compared with to diabetes STZ adult rats. The purpose of this work was to
produce the diabetes non-insulin-dependent diabetes mellitus model in neonatal
Wistar rats. Wistar rats, males and females, after two day old neonates were
injected intraperitoneally with 100 mg/kg/bw streptozotocin in 0,1 M citrate buffer,
pH 4,5. The control group was injected with the equivalent volume of citrate buffer.
The diabetes n-STZ group and the control were arranged with 34 rats (n= 17 for
both sexes). Body weight, fasting and postprandial glycemia were verified in the
animals over 6th week of age. The glycemia was tested (glucose-oxidase method)
45 min after administration 2,0 g/kg/bw of glucose solution by oral (intragastric)
tube. The glucose tolerance test (GTT) was evaluate in the males (n=8) and
females (n=6) rats, in the fasting state and after 30, 60, 90 e 120 min of
administration of the glucose solution. The body weight was significantly lower (p <
0,05) only of male diabetic group (208,94g) than the control group (245,35g). The
fasting glycemia was no significant differences among the groups in both sexes.
Although, postprandial glycemia was significantly higher (p < 0,05) in the diabetes
n-STZ groups than the controls groups, for males (244,82mg/dl and 137,00mg/dl)
and females (283,82mg/dl and 135,23 mg/dl), respectively. Glycemia values in the
GTT were significantly higher (p < 0,05) in diabetes n-STZ animals after 30 min.
Glycemic peak occurred with 60 min. The n-STZ diabetes is a non-insulin-
dependent diabetes mellitus model, allowing animals have more lifetime and best

resistance, for studying diseases whose diabetes is an important risk factor.
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