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RESUMO

Objetivo

Observar os efeitos da goma guar parcialmente hidrolisada no metabolismo de colesterol e na formacéao de
placa aterosclerética em aorta de camundongos deficientes no receptor LDL, euglicémicos ou com hiperglicemia
induzida por estreptozotocina.

Métodos

Trinta e seis camundongos deficientes para o receptor de LDL foram divididos em quatro grupos de nove
animais: grupos euglicémicos, alimentados com dieta aterogénica padrao (controle euglicémico) ou
suplementada com 7,5% de goma guar parcialmente hidrolisada (goma guar parcialmente hidrolisada
euglicémico) e grupos hiperglicémicos alimentados com dieta aterogénica padrao (controle hiperglicémico)
ou suplementada com 7,5% de goma guar parcialmente hidrolisada (goma guar parcialmente hidrolisada
hiperglicémico). Apoés quatro semanas de experimento foram medidos: ingestao alimentar, ganho de peso,
glicemia, colesterol plasmatico e hepatico, assim como lesao aterosclerdtica na aorta toracica e abdominal.

Resultados

Os resultados mostram que a suplementacao de goma guar parcialmente hidrolisada levou ao aumento do
colesterol hepatico e plasmatico em animais euglicémicos, mas sem aumento na area de lesdo aterosclerética
na aorta. Em animais hiperglicémicos, a reducdo no colesterol plasmatico ndo foi estatisticamente significante,
mas no que se refere a lesdo da aorta, observou-se reducao significante.

1 Departamento de Bioquimica e Imunologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais. Caixa
Postal 486, 30161-970, Belo Horizonte, MG, Brasil. Correspondéncia para/Correspondence to: J.I.A. LEITE.
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Conclusao

Os resultados sugerem que a goma guar parcialmente hidrolisada pode reduzir a aterosclerose associada ao
Diabetes Mellitus tipo 1.

Termos de indexacao: aterosclerose; colesterol; Diabetes Mellitus, fibras na dieta.

ABSTRACT

Objective

The objective of this study was to observe the effects of partially hydrolyzed guar gum on cholesterol metabolism
and atherosclerosis in the aorta of euglycemic and streptozotocin-induced hyperglycemic LDL receptor deficient
mice.

Methods

Thirty six LDL receptor deficient mice were divided into 4 groups of 9 animals: euglycemic groups fed on
hypercholesterolemic diet without or supplemented with 7.5% of partially hydrolyzed guar gum and
streptozotocin-induced hyperglycemic groups also fed an atherogenic diet without or supplemented with
7.5% of partially hydrolyzed guar gum. After 4 weeks of experiment, food intake, body weight, glycemia,
blood and liver cholesterol and atherosclerotic lesion in the aorta were determined.

Results

The results showed that partially hydrolyzed guar gum induced an increase in blood and liver cholesterol in
euglycemic mice when compared with euglycemic control groups at the end of the experiment. On the other
hand, although not affecting plasma cholesterol, hyperglycemic mice supplemented with partially hydrolyzed
guar gum had the lesion area in the aorta significantly reduced. In hyperglycemic animals, plasma cholesterol
did not decrease significantly but the lesion area in the aorta did.

Conclusion

The present study suggests that partially hydrolyzed guar gum can reduce the development of atherosclerosis
associated with type 1 diabetes mellitus.

Indexing terms: atherosclerosis, cholesterol; Diabetes Mellitus, dietary fiber.

INTRODUCAO como: obesidade, aumento de radicais livres,
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hipertensdo arterial sistémica, niveis elevados de

A doenca cardiovascular é a principal causa fibrinogénio? dislipidemias, entre outros:.

de mortalidade no mundo. Suas origens sdo
diversas, sendo que o aumento do colesterol na
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e/ou sua
oxidacao, sdo condicdes essenciais para a acele-
racao do processo. Entre os fatores de risco para

aterosclerose estdo hipertensao arterial, . . . _
tabagismo, dislipidemias, histéria familiar e idade. ~ Muito baixa densidade (VLDL), levando a hiper-

A causa das hiperlipidemias nos pacientes
diabéticos envolve a reducado da insulinemia que,
por sua vez, reduz a atividade da lipase de lipo-
proteina, enzima responsavel pela hidrélise de
triacilglicerdis de quilomicrons e lipoproteina de

O Diabetes Mellitus é considerado um importante
fator de risco independente para doenca arterial
coronéria, sendo caracterizado pelo Il National
Cholesterol Education Program (NCEP)' como um
equivalente de doenca coronariana, dada a sua
alta correlacdo com esta doenca cardiovascular.
A associacdo entre doenca aterosclerdtica e
Diabetes Mellitus pode ser atribuida a fatores

trigliceridemia e a reducao do fator de protecao
lipoproteina de alta densidade (HDL), formada a
partir dos remanescentes dessas lipoproteinas. A
reducgao de insulina também acelera a lipdlise no
tecido adiposo, promovendo importante liberacao
de acidos graxos livres, que funcionam como
substrato para a producdo de VLDL no hepa-
tocito*.
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A lipoproteina de baixa densidade (LDL) é
a principal transportadora de colesterol para os
tecidos periféricos. Essa lipoproteina liga-se as
células pelo receptor de LDL, que pode regular a
concentracdo intracelular de colesterol. Altas
concentragdes de colesterol intracelular regulam
negativamente a expressao do 4cido ribonucléico
(RNA) mensageiro do receptor LDL e da enzima
chave na sintese de colesterol (3-Hidroxi-3-metil-
-glutaril CoA redutase).

A delecdo do gene que expressa o re-
ceptor para LDL deu origem ao camundongo com
deficiéncia para o gene que expressa o receptor
de LDL (LDLr*). Esse animal possui aumento
significante nos niveis sanguineos das lipoproteinas
aterogénicas LDL e lipoproteina de densidade
intermediéria (IDL), apresentando um quadro de
hipercolesterolemia moderada semelhante aquele
descrito em humanos®. Esse modelo animal tem
sido extensivamente utilizado na investigacao de
mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
aterosclerose, como também em ensaios medi-
camentosos®.

A hipercolesterolemia e a formacdo das
lesdes aterosclerdticas nos camundongos LDLr
ocorrem pelo uso de uma dieta comercial, ou
podem facilmente ser aceleradas quando se tem
um suplemento contendo gordura e colesterol.
Dessa forma, esses animais fornecem um exce-
lente modelo para avaliacdo dos eventos
aterogénicos iniciais. As lesdes ateroscleréticas
nesses animais, uma vez caracterizadas, apre-
sentam-se semelhantes aquelas encontradas em
humanos’.

Afibra alimentar consiste em carboidratos
ndo digeriveis e lignina, intrinsecos de plantas
intactas. Além da ingestdo pela dieta, o aporte
diario de fibras pode ser alcancado pelo uso de
suplementos ou isolados de fibras®.

A goma guar é uma galactomananaisola-
da do endosperma da semente de guar, utilizada
como suplemento de fibra soltvel®. E eficaz na
diminuicdo da hiperglicemia pds-prandial e das
concentracdes de colesterol, tanto em estudos
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experimentais’ como em individuos saudaveis e
em diabéticos'. O mecanismo de acao da goma
guar e de outras fibras soltveis é baseado em sua
acao de sequestrar acidos biliares no duodeno.
Em conseqléncia, a excrecdo fecal de acidos bi-
liares aumenta nas fezes, diminuindo a quantidade
gue chega ao figado pela via entero-hepaética. Esse
aumento de excrecao leva a maior conversao do
colesterol hepatico em acidos biliares, reduzindo
a concentracao intra-hepatica de colesterol'?. Uma
das consequéncias da reducao do colesterol
intracelular é o aumento dos receptores LDL do
figado, aumentado o clearance dessa lipoproteina
do sangue'. Outros mecanismos também estu-
dados sao o aumento da viscosidade intestinal,
inibindo diretamente a absorcao de colesterol e a
sua producdo, como resultado da fermentacao
bacteriana, de acidos graxos de cadeia curta (como
o propionato), que inibiriam a colesterogénese
hepatica. Embora com efeitos fisiolégicos com-
provados, essa viscosidade elevada limita o uso
da goma guar ou sua incorporacao em alimentos.

A acgao hipoglicemiante esta relacionada
a reducdo na taxa de absorcdo da glicose
alimentar, devido ao aumento da viscosidade do
conteldo intestinal, que retarda o contato da
glicose com a area absortiva.

A goma guar parcialmente hidrolisada
(GGPH) tem sua viscosidade bastante reduzida,
fazendo, assim, com que essa fibra seja faciimente
adicionada a alimentos e aceita pelos consu-
midores. Seu uso como modulador do transito
intestinal, melhorando tanto a diarréia quanto a
constipacao intestinal, tem sido comprovado por
varios trabalhos''%. Porém, ndo esta claro que,
apos a perda da viscosidade, todos os efeitos da
goma guar (incluindo os efeitos hipocolesterole-
miante e hipoglicemiante) sejam mantidos. Por
esta razdo, o objetivo deste trabalho foi estudar,
em camundongos deficientes para o gene do
receptor LDL com hiperglicemia induzida por
estreptozotocina, se os efeitos metabdlicos da
goma guar sobre o metabolismo de colesterol e
de glicose continuam presentes.

Revista de Nutricao



566

L.R. FERNANDES et al.

METODOS
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Animais e dieta: foram utilizados 36
camundongos com 6 semanas de idade, homo-
zigotos para a auséncia do gene do receptor de
LDL (LDLr") gerados no background C57BL/6,
obtidos da Jackson Laboratories (EUA) e criados
no Biotério do Laboratério de Bioguimica Nutri-
cional, Instituto de Ciéncias Bioldgias, Universi-
dade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG). Os
animais LDLr” foram divididos em 4 grupos de 9
animais: camundongos euglicémicos ou diabéticos
alimentados com dieta controle, ou camundongos
euglicémicos ou diabéticos alimentados com dieta
controle, suplementados com 10% goma guar
parcialmente hidrolisada durante 4 semanas.
Todos os animais LDLr"- foram alimentados com
dieta aterogénica (Tabela 1).

Os animais tiveram livre acesso a dgua e
foram mantidos em ambiente com ciclo de 12h
de luminosidade controlada. Durante as quatro
semanas experimentais o peso corporal e a
ingestao alimentar foram avaliados semanalmente.
Foi realizado um controle alimentar entre os grupos
controle e GGPH para obter a mesma ingestao

Tabela 1. Composicao da dieta aterogénica utilizada para expe-
rimentos com animais LDLr" euglicemicos ou com
hiperglicemia induzida por estreptozotocina.

Componente# g/kg
Fuba 560
Caseina (99% proteina) 145
Celulose 125
Colina 10
Mistura mineral* 50
Mistura vitaminas* 10
Colesterol 10
Oleo de soja 10
Banha de porco 150
Alfa tocoferol** 0,04
Acido célico** 5

#Nas dietas ricas em goma guar parcialmente hidrolisada foram adi-
cionados 75g/kg de racao pronta; *Segundo AIN93-G?, confecciona-
dos por Rhoster, SP, Brasil, **Sigma, St Louis, MO, USA. Densidade
energética da dieta controle=3,83kcal/g e GGPH (goma guar par-
cialmente hidrolisada)=3,86kcal/g. Percentual protéico=14,5%,
GGPH=13,4%.

dietética final. No final do experimento, apds jejum
de 8 a 10 horas, os animais foram anestesiados
com Ketamina (130mg/kg) e Xilazina (5,0mg/kg),
exangiinados (para dosagens sanguineas) e
mortos por deslocamento cervical com posterior
retirada de érgéos. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo
n°038/03).

O diabetes foi induzido pela injecdo
intraperitonial de quatro doses de estreptozotocina
(80mg/100g peso), com intervalo de 48 horas
cada. A confirmacdo do Diabetes foi dada pela
glicemia acima de 200mg/dl.

No final do experimento, os camundongos
foram anestesiados e amostras de sangue foram
coletadas da aorta abdominal. Foram medidos
niveis de glicemia de jejum pelo método enzi-
matico, por kit comercial (Katal, Belo Horizonte).
Os niveis de colesterol foram medidos de acordo
com o método da colesterol oxidase utilizando kit
comercial (Katal, Belo Horizonte).

Os figados dos animais foram removidos,
lavados com solucdo salina, secos em papel filtro
e congelados a -20°C até posterior analise
(maximo 30 dias). Os lipideos e o colesterol he-
patico foram extraidos de acordo com o método
de Folch et al.”™ e a posterior dosagem foi feita
pelo kit comercial.

A deposicao lipidica nas aortas en face foi
detectada utilizando o corante Sudan V. As aortas
foram dissecadas removendo toda a adventicia a
partir da valvula adrtica até a bifurcacao iliaca. A
arvore adrtica foi aberta longitudinalmente e fixada
overnight com solucao de formol-sacarose (4,0%
paraformoldeido, 5,0% de sacarose, 20umol/l de
BHT, e 2umol/l EDTA, pH 7,4) a 4°C. Depois de
fixadas, as aortas foram submetidas a uma solucdo
de 70,0% de etanol durante 5 minutos, poste-
riormente foram coradas por 10 minutos sob
agitacdo, numa solucao filtrada contendo 0,5%
de Sudan IV, 35,0% de etanol e 50,0% de acetona
e descoradas por 5 minutos em solucao de 80,0%
de etanol. As imagens das aortas coradas com
Sudan IV foram capturadas por scanner, conge-
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ladas e medidas utilizando-se programa analisador
de imagens KS300. Os calculos das lesdes das
aortas foram feitos como porcentagem da lesdo
em relacdo a area total da aorta. O valor médio
por grupo foi utilizado para comparacoes
estatisticas.

A comparacdo dos dados obtidos entre os
grupos LDLr" controles e suplementados com
GGPH, diabéticos ou euglicémicos foi feita
utilizando-se anélise de variancia e correcao de
borrefoni, calculado pelo programa Sigma Plot
(Scientific Graphing Software, Jandel Corporation).
Foi considerado um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Os resultados obtidos com animais LDLr"-
mostram que nao houve diferencas estatisticas no
consumo alimentar entre os grupos controle e
suplementado com GGPH. Porém, animais diabé-
ticos apresentaram um consumo maior de racao,
comparados aos nao diabéticos (Tabela 2).

Em relacdo a evolucdo ponderal, ndo
houve diferencas estatisticas entre os grupos
(Tabela 2). Estes resultados sdo esperados devido
a hiperfagia caracteristica de animais com redugao
da concentracao de insulina.

Quanto ao colesterol sérico, nota-se que a
ingestdo de goma guar parcialmente hidrolisada
ndo promoveu a sua redu¢do. Houve um aumento
na colesterolemia dos animais euglicémicos
recebendo o hidrolisado, em relacdo aos controles.
Essa mesma tendéncia foi vista nos animais
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diabéticos, porém sem significancia estatistica
(Figura 1).

A goma guar parcialmente hidrolisada
também aumentou a concentracdo hepatica de
colesterol em animais euglicémicos. Essas alte-
racdes nao foram notadas em animais diabéticos,
como também os teores de lipideos hepaticos totais
(Tabela 2). Embora modificacdes no metabolismo
de colesterol tenham sido estatisticamente
diferentes nos grupos de animais euglicémicos,
nao houve diferencas significantes na area da
aorta toracica e abdominal afetada por lesoes
aterosclerdticas nesses animais. Em animais
diabéticos, por outro lado, houve uma reducao
estatisticamente significante da area afetada,
sugerindo um efeito benéfico do hidrolisado nesses
animais (Figuras 2 e 3).
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Figura 1. Colesterolemia inicial (TO) e final (T4) de camundon-
gos LDLr euglicémicos ou hiperglicémicos receben-
do dieta controle (CT) ou contendo 7,5% de goma
guar parcialmente hidrolisada (GGPH) por 4 sema-
nas.

*p<0,05 em relagdo ao grupo CT euglicémico na mesma sema-

na.

Tabela 2. Consumo alimentar, evolugdo ponderal e lipideos hepéticos de animais LDLr” euglicemicos ou com hiperglicemia induzida

por estreptozotocina suplementados ou ndo com 7,5% de goma guar parcialmente hidrolisada (GGPH).

Euglicémico Hiperglicémico
Controle GGPH Controle GGPH
Consumo alimentar (g/animal/semana) 14,7 (1,5) 14,5 (1,6) 33,8 (9,8) 32,9 (7,5)
Peso (g) Inicial 15,4 (1,2) 16,1 (0,6) 16,8 (0,8) 16,8 (0,6)
Final 13,6 (1,0) 15,2 (0,5) 15,2  (0,9) 15,9 (1,1
Lipideos hepéticos (mg/g tecido) 125,0 (10,8) 158,0 (85,0 142,0 (12,0) 158,0 (5,0
Colesterol hepatico (mg/g tecido) 16,2 (1,4) 23,6 (1,5)* 23,8 (3,3) 25,8 (1,4)

* p<0,05 entre controle e GGPH do mesmo grupo. Teste “t” de student.
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Figura 2. Percentagem de lesdo em aorta toracica/abdominal de
camundongos LDLr” euglicémicos e hiperglicémicos
(n= 6 por grupo), recebendo dieta controle ou suple-
mentada com 7,5% de goma guar parcialmente
hidrolisada (GGPH) por 4 semanas. Coloragdo SUDAN
IV, que cora em vermelho especificamente lipideos.

*p<0,05 em relacao ao grupo CT diabético
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Figura 3. Aorta toracica/abdominal de camundongos LDLr"
euglicémicos e hiperglicémicos, recebendo dieta con-
trole ou suplementada com 7,5% de goma guar par-
cialmente hidrolisada (GGPH) por 4 semanas. Colora-
¢ao SUDAN IV, que cora em vermelho especificamente
lipideos.

DISCUSSAO
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Os efeitos mais relevantes da goma guar
parcialmente hidrolisada (GGPH) estdo ligados a
sua capacidade de sofrer fermentacao bacteriana
e modular a microbiota intestinal, sendo sua
administracdo benéfica em casos de hipotrofia
intestinal, diarréia, entre outros®. Alguns trabalhos
indicam que o 4cido graxo de cadeia curta, acido
propibnico, produto da fermentacado bacteriana

de fibras no intestino', tem efeito hipocoleste-
rolémico por reduzir a colesterogénese hepatica.
Estudos anteriores deste grupo de pesquisa-
dores':'8, utilizando goma guar ndo hidrolisada
administrada a ratos isentos de germes (nos quais
nao ocorre fermentacdo intestinal) ou hetero-
xénicos (colonizados com microbiota humana) nao
reforcam esta hipdtese. Os resultados desses
estudos mostraram que a acdo da goma guar em
reduzir o colesterol plasmatico foi maior em
animais isentos de germe (sem a producao de
acido propibnico) que nos animais heteroxénicos.
Além disso, ndo houve diferencas na colestero-
génese hepatica' com o uso dessa fibra, como o
visto em estudos com acetato C™.

Embora estudos sugiram que a goma guar
parcialmente hidrolisada reduz a velocidade de
absorcao de lipideos no intestino, por reduzir a
emulsificacdo pelos acidos biliares?, o efeito em
longo prazo de GGPH ainda ndo esta confirmado
na literatura®. Um estudo realizado em ratos
jovens?' mostrou a reducao do colesterol e triacilgli-
cerdis sanguineos e hepaticos, quando alimen-
tados com dieta padrdo e 6,0% de GGPH.
Entretanto, esses efeitos nao foram vistos em ratos
de oito meses de vida?. Favier et al.?, estudando
o metabolismo de colesterol em ratos alimentados
com dieta contendo 0,4% de colesterol e
suplementada com goma guar altamente viscosa
ou GGPH, encontraram menor colesterol sérico,
maior excrecao fecal de esteréides com balanco
negativo de colesterol com o uso de goma guar.
A goma guar parcialmente hidrolisada teve efeitos
nulos na colesterolemia e um balanco ligeiramente
positivo de colesterol no organismo. Os resultados
deste estudo estdo em desacordo com os descritos
acima, pois houve um aumento tanto no colesterol
plasmatico quanto hepatico em camundongos
euglicémicos suplementados com GGPH. Essas
diferencas podem ser devidas aos diferentes
delineamentos experimentais. Yamada et al.?’
utilizaram ratos alimentados com dieta padrao,
enquanto neste estudo foram utilizados camun-
dongos que desenvolvem hipercolesterolemia e
placas ateroscleréticas, consumindo dietas atero-
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génicas. Favier et al.?, por sua vez, utilizaram
0,4% de colesterol enguanto este estudo utilizou
mais que o dobro (1,0%) de colesterol, além de
0,5% de acido colico. As particularidades no perfil
de lipoproteinas e no metabolismo de colesterol
podem ter levado aos diferentes resultados. Talvez,
o efeito na reducdo da emulsificacéo lipidica possa
ter sido superado pela presenca de colesterol e
de &cidos biliares na dieta estudada. Igualmente,
a maior quantidade de colesterol e acidos biliares
na dieta pode ter induzido a um balanco mais
positivo, como sugerido pela intensa hipercoles-
terolemia, reduzindo as possiveis diferencas que
a GGPH causaria na absorcdo intestinal. Em
adicdo, produtos do metabolismo da GGPH no
figado podem estar, de alguma forma, aumen-
tando o clearance ou reduzindo a exportagao de
lipoproteinas nesses camundongos.

Embora alguns estudos citados acima
mostrem efeitos da GGPH nos lipideos hepéticos
e plasmaticos, os resultados podem apenas levar
a sugestao de seu possivel efeito na aterosclerose.
Este parece ser o primeiro trabalho mostrando os
efeitos de goma guar parcialmente hidrolisada
diretamente na formacao de placa aterosclerética.

Os relatos do efeito da GGPH no meta-
bolismo lipidico de diabéticos sdo ainda mais
escassos e ndo ha estudos associando GGPH,
Diabetes e desenvolvimento de aterosclerose. Os
resultados desta investigacdo mostram que o uso
de GGPH pode retardar o desenvolvimento da
placa em animais hiperglicémicos, o que traria
beneficios adicionais com o uso da fibra nessa
doenca.

Independentemente dessas alteragdes no
metabolismo de lipideos, camundongos diabéticos
tiveram reducdo estatisticamente significante na
glicemia de jejum. A fermentacao de goma guar
nativa ou hidrolisada produz quantidades
aumentadas de acido butirico, e ambos (fibra e
butirato) sdo capazes de reduzir a glicemia em
ratos?*. Os resultados deste estudo estdo de acordo
com os da literatura, mostrando a reducao da
glicemia com o uso de GGPH. A reducédo da
glicemia estd associada a redugao da aterosclerose
em animais hiperglicémicos em uso de GGHP. Nos
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animais euglicémicos ndo houve diferencas entre
o tamanho de placas entre os grupos controle e
GGPH. Os resultados sugerem que a GGPH afeta
a aterogénese por mecanismos relacionados ao
Diabetes em si, e ndo apenas a colesterolemia,
uma vez que os niveis de colesterol ndo foram
diferentes entre os grupos GGPH euglicémico e
hiperglicémico ao final do experimento (Figura 1).

O Diabetes Mellitus evolui com o apare-
cimento de varios fatores contribuintes para a
aterosclerose, como: aumento dos acidos graxos
livres e das lipoproteinas aterogénicas e reducdo
da fracao protetora HDL; aumento da oxidacdo
de LDL pelos produtos finais de glicacao; e
alteracdes no endotélio vascular em decorréncia
da hiperglicemia?®.

A estreptozotocina, agente indutor do
Diabetes utilizado neste estudo, causa uma
inflamacdo nas ilhotas de Langerhans e super-
producao de radicais superédxido e oxido nitrico,
sendo este Ultimo citotédxico para as células 8 do
pancreas?. £ bem conhecido que processos
inflamatérios e estresse oxidativo aceleram a
aterosclerose, tanto pela maior producao de
citocina como pela ativacao de linfocitos T, ambos
envolvidos na producao de moléculas de adesao
e na maior migracdo de leucécitos plasmaticos
para o subendotélio de artérias, e ainda pela
ativacdo de componentes trombogénicos?”’. Como
dito acima, a GGPH reduziu as lesdes apenas em
animais LDLr" diabéticos, mas ndo em animais
euglicémicos. Estes resultados sugerem gue os
mecanismos de tal efeito devem estar associados
a hiperglicemia e ao estresse oxidativo, induzidos
pela estreptozotocina, e ndo apenas a hiperco-
lesterolemia.

Assim, os resultados neste estudo mostram
gue a goma guar parcialmente hidrolisada pode
reduzir a aterosclerose associada ao Diabetes
Mellitus.
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