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RESUMO

A suplementacdo da dieta com lecitina de soja influencia o metabolismo lipidico e
tem sido utilizada por pacientes diabéticos para reduzir as concentragdes de lipidios
plasmaticos. A adicdo da fosfatidilcolina, o principa componente da lecitina,
modifica as fung¢des de linfocitos em cultura. Se a fosfatidilcolina altera as funcdes
de linfacitos in vitro, ateracbes em células do sistema imunitario in vivo também
poderiam ocorrer. Investigar essa questéo foi o objetivo do presente trabalho. Foram
avaliados os efeitos da suplementacdo da dieta com lecitina de soja sobre a
capacidade fagocitaria de macréfagos e a proliferacéo de linfécitos de ratos Wistar
ndo-diabéticos e diabéticos induzidos por aloxana. A lecitina de soja foi
administrada diariamente na dose de 1 ou 2g/kg de peso corporal durante 7 dias.
Sangue, macrofagos peritoneais e linfécitos do linfonodo mesentérico foram
coletados para determinacdo do contelido de lipidios. O ensaio de fagocitose foi
realizado pela adicdo de zimosan corado com vermelho neutro. Linfocitos foram
estimulados com concanavalina A (ConA) e o ensaio da reducdo de MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)2,5-di phenyltetrazolium bromide) e a citometria de fluxo foram
empregados para avaliar o metabolismo e a proliferacdo de linfocitos,
respectivamente. A capacidade proliferativa dos linfocitos foi aumentada nos ratos
diabéticos suplementados em relacdo aos diabéticos ndo suplementados. Na mesma
condicdo, a capacidade fagocitaria foi aumentada com uma dose menor de lecitina
na dieta. Nos animais ndo diabéticos a suplementacdo com lecitina de soja
aumentou a capacidade fagocit&ria de macréfagos e diminuiu a resposta
proliferativa dos linfocitos. O metabolismo dos linfécitos também foi
significativamente aumentado. E provéavel que esses efeitos resultem da formagio
de moléculas bioativas e modificacbes nos sinais de transducéo intracelulares. Os
mecanismos pelos quais a fosfatidilcolina influencia a funcionalidade de
macréfagos e linfécitos foram, presumivelmente, independentes das propriedades
redutoras de lipidios, ja que as concentracBes de triacilgliceréis e colesterol
plasmaticas ndo foram modificadas. Em conclusdo, a suplementacdo da dieta com
lecitina a curto-prazo modifica a proliferacdo de linfécitos e a capacidade
fagocitéria de macrofagos, indicando um efeito imunomodul ador da fosfatidilcolina.
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ABSTRACT

Dietary soy lecithin supplementation influences lipid metabolism and it has been
used by diabetic patients to decrease plasma lipid levels. The addition of
phosphatidylcholine, the main component of lecithin has been reported to alter
lymphocyte function. As phosphatidylcholine alters lymphocyte function in vitro, it
should in turn affect immune cells in vivo. To investigate this question was the
purpose of this work. The effects of dietary soy lecithin upon macrophage
phagocytic capacity and lymphocyte proliferation of non-diabetic and alloxan
induced-diabetic Wistar rats were evaluated. Supplementation was carried out daily
with 1 or 2g/kg b.w. lecithin during 7 days. Blood was drawn from fasting rats and
macrophages and mesenteric lymphocytes were collected to determine the lipid
content. Neutral red stained zymosan was used to determine macrophage phagocytic
capacity. Lymphocytes were stimulated by concanavalin A (ConA) and the 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide dye reduction method (MTT
assay) and flow cytometry as a cell counter were employed to evaluate lymphocyte
metabolism and proliferative response, respectively. Lymphocyte proliferative
capacity was increased in diabetic rats supplemented with lecithin when compared
to non-supplemented diabetic group. In the same condition, phagocytosis by
resident macrophages was increased by a lower dose of dietary lecithin. In non-
diabetic rats, lecithin supplementation resulted in an increased phagocytic capacity
and a decreased response of lymphocyte proliferation. Lymphocyte metabolism was
aso significantly increased. It is probable that these effects are consequence of
bi oactive molecules formation and modifications on intracellular signal tranduction.
The mechanisms by which phosphatidylcholine influences macrophage and
lymphocyte function presumably were independent of lecithin lowering lipid
properties, as the used dose did not modify plasma triacilglycerol and cholesterol
levels. In conclusion, short-term lecithin supplementation modifies lymphocyte
proliferation rate and macrophage phagocytic capacity suggesting an
immunomodulatory effect of phosphatidylcholine.
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1. INTRODUCAO

A lecitina de soja € um suplemento alimentar utilizado para reduzir as
concentragcBes plasméticas de lipidios e contribuir para 0 emagrecimento, o que
pode estar relacionado ao seu papel capaz de aterar a absor¢do e o transporte de
lipidios plasméticos bem como o esvaziamento gastrico e a ingestdo de alimentos
(LEBLANC et al, 1998; MASTELLONE et al, 2000; POLICHETTI et al, 2000;
MEDIC et al, 2003; NISHIMUKAI; HARA; AOYAMAE, 2003). A lecitina
também influencia a meméria (LEVIN et al, 1986; BUCHMAN et al, 2001) e é
empregada nos tratamentos de doencas do figado (BUCHMAN et al, 1992;
NAVDER; BARAONA; LIEBER, 1997; ALEYNIK; LIEBER, 2003).

A lecitina foi primeiramente isolada da gema de ovo em 1846 por Gabley
(WILLIANS; LANSFORD, 1967), mas também pode ser obtida a partir de muitas
outras fontes animais e vegetais como figado, amendoim e, principalmente, soja
(ZEIZEL; 1988; HARWOOD, 1994). Além de estar presente nesses alimentos, a
lecitina € utilizada como emulsificante em produtos industrializados
(RADOMSKA; DOBRUCKI, 2000; MANCONI et al, 2003), fazendo parte da dieta
humana.

O principal congtituinte da lecitina de soja € a fosfatidilcolina
(HARWOOD, 1994). A molécula de fosfatidilcolina € composta por dois &cidos
graxos esterificados a um glicerol-3-fosfato e uma extremidade colina (Figura 1).
Os &cidos graxos sdo cadeias hidrocarbonadas hidrofébicas de tamanhos variados.
A lecitina de soja é rica principalmente em acido linoleico, o qual apresenta 18
carbonos, e por sua vez, € precursor do &cido araquiddnico. Ja o grupo fosfato e a
colina sdo hidrofilicos. Por isso essa molécula apresenta propriedade anfipatica,
comum a outras classes de fosfolipidios (fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol), sendo capaz de formar vesiculas em meio
aquoso e as bicamadas lipidicas.

A fosfatidilcolina é o principal fosfolipidio presente nas membranas

celulares e nas lipoproteinas (VAN MEER, 1989), participando de varios processos
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biologicos. Existem também diferentes espécies moleculares de fosfatidilcolina,
dependendo dos acidos graxos esterificados. Geralmente o acido graxo esterificado
na posicdo 1 do glicerol é saturado, e o &cido graxo esterificado na posicdo 2 é
insaturado. Um dos principais &cidos graxos poliinsaturados encontrados nessa
posicdo, na maioria dos fosfolipidios de membrana, € o &cido araguidénico
(SCHERPHOF, 1993; VOET; VOET; PRATT, 2000).

0
|
0  HC—0—C—Ry

Il I
Ry—C —0—CH 0 CH;

| | |
I—lEC—O—Fl'—O—CHz—CI—lz—rIf— CHy
on CH;

Figura 1 - Representacdo estrutural da molécula de fosfatidilcolina Em azul, &cidos
graxos, em preto, glicerol; em vermelho, grupo fosfato; e em verde a colina

Apesar dalecitina ser considerada por muitos um nutriente ndo essencial, 0s
produtos metabolicos da fosfatidilcolina participam dos sinais de transducéo
intracelulares e da sinalizag&o intercelular, fundamentais para o desencadeamento
de respostas fisiopatoldgicas. O acido fosfatidico, o diacilglicerol, a
lisofosfatidilcolina e o acido araguidénico estdo entre as principais moléculas de
sinalizacdo geradas a partir dafosfatidilcolina (CUI; HOUWELING, 2002). O &cido
araguidénico é precursor de mediadores quimicos da inflamagcdo tais como
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (EXTON, 1994; POMPEIA et al,
2000), que tém potentes propriedades pro-inflamatdrias e imuno-regulatérias
(CALDER, 1998b). A administracéo oral de fosfatidilcolina leva a0 aumento da
disponibilidade de colina para a sintese de novos substratos no organismo
(BUCHMAN et al, 1992). A colina é elemento consgtituinte, por exemplo, do fator
de agregacdo plaquetaria (PAF), da esfingomielina e da acetilcolina. O PAF é um
mediador de respostas inflamatorias sintetizado por células endoteliais e expresso
na superficie dessas células onde pode ativar células do sistema imunitario
(GRANGER; KUBES, 1994). Dietas deficientes em colina também diminuem a
imunocompeténcia em ratos (COURREGES et al, 2003). Portanto, a fosfatidilcolina
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e seus metabdlitos estdo relacionados com a funcionalidade de células do sistema
imunitério. A esfingomielina esta presente nas membranas de células neurais tendo
importancia fundamental para suas funcfes e a acetilcolina € um neurotransmissor
envolvido nas fun¢fes de meméria. Ja foi demonstrado que a deficiéncia de colina
na dieta afeta as funcdes do sistema nervoso (HOLMES-McNARY et al, 1997;
NAKAMURA et al, 2001).

A fosfatidilcolina tem ag&o na absor¢éo das gorduras da dieta no intestino
delgado, juntamente com os sais biliares, solubilizando os lipidios e proporcionando
um mecanismo de transporte desses até os enterdcitos (PHAN; TSO, 2001). A
fosfatidilcolina também é essencia para a sintese das lipoproteinas (ZEIZEL;
BLUSZTAJN, 1994). Quando um suprimento adequado de fosfatidilcolina ndo esta
disponivel, o figado € incapaz de exportar os triacilglicerdis, os quais se acumulam
no figado (TIJBBURG; VANCE, 1991). Sabe-se que a nutricdo parenteral com
deficiéncia de colina a longo-prazo, esta relacionada com o desenvolvimento do
figado gorduroso ou esteatose (BUCHMAN et al, 1992; ALLARD, 2002).
Pacientes submetidos a uma dieta deficiente em colina também apresentam
disfuncdes hepéticas stibitas (HAY ASHI et al, 1999). Portanto a fosfatidilcolina &
essencial para o funcionamento hepético, apresentando estreita relacdo com o
transporte plasmatico de triacilglicerdis e colesterol.

Adicionamente, a fosfatidilcolina suplementada na dieta, pode fornecer
fonte para sintese de outros lipidios nas células. O aumento da disponibilidade dessa
classe de fosfolipidio para 0 organismo pode aumentar o suprimento dos
metabdlitos, como colina, acido fosfatidico, diacilglicerol e acido araguidénico,
gerados a partir dela.

1.1. Digestéo e absorcéo dafosfatidilcolina
A fosfatidilcolina da dieta, asssm como os outros fosfolipidios e o

colesterol, ndo é hidrolisada no estdmago pelas lipases lingual e gastrica. Os

movimentos peristélticos que ocorrem no estdbmago fazem acdo mecénica para a
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emulsificacdo inicial dos lipidios da dieta. Os fosfolipidios presentes na dieta,
principa mente fosfatidilcolina, auxiliam nessa emulsificagdo, que € importante para
a posterior hidrdlise das gorduras da dieta pela lipase pancredtica no intestino
delgado (PHAN; TSO, 2001; SHEN; HOWLES; TSO, 2001).

A fosfatidilcolina e o colesterol da dieta, os produtos da hidrélise dos
triacilglicerdis (digliceridios e acidos graxos) e outros triacilgliceréis néo
hidrolisados, entram no intestino delgado onde acontece a maior parte da digestéo
dos lipidios pela acdo combinada da bile e do suco pancreético. A bile € composta
de sais biliares, fosfatidilcolina e colesterol enddgeno e faz a emulsificagdo dos
lipidios da dieta no intestino delgado. Os lipidios e os sais biliares interagem
espontaneamente formando as micelas, que sdo agregados cilindricos que captam
lipidios e facilitam seu transporte através do meio aquoso (a camada ndo misturada)
até os enterécitos (MU; HOY, 2003). A fosfatidilcolina obtida da dieta é entdo
distribuida entre as micelas e a lipase pancreatica pode entéo hidrolisar os lipidios.
A fosfatidilcolina é parcidmente hidrolisada pela fosfolipase A, pancredtica
(PLA)). Essa fosfolipase hidrolisa a molécula na posicdo 2 do glicerol, liberando
um acido graxo e uma lisofosfatidilcolina. Também pode ser encontrada alguma
atividade dafosfolipase A, pancreatica (PLA;) (PHAN; TSO, 2001), que hidrolisaa

molécula na posi¢éo 1 do glicerol.

1.2. Transporte da fosfatidilcolina plasmatica através das lipoproteinas

Nos enterécitos pode haver ressintese de fosfatidilcolina A
lisofosfatidilcolina absorvida pode ser reacilada para formar fosfatidilcolina,
hidrolisada para formar glicerol-3-fosforilcolina, ou ainda combinar-se com outra
molécula de lisofosfatidilcolina, formando fosfatidilcolina e glicerol-3-
fosforilcolina. Os acidos graxos liberados sdo utilizados para a sintese de
triacilglicerdis e de outros fosfolipidios e a glicerol-3-fosforilcolina é transportada

pela veia porta para utilizacdo no figado. A fosfatidilcolina e outros fosfolipidios
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sdo utilizados tanto para a manutencéo e funcionalidade da membrana do enterdcito
guanto para aformac&o de novas lipoproteinas (PHAN; TSO, 2001).

As lipoproteinas formadas nos enterécitos sdo os quilomicrons e as VLDL,
que sdo liberados nos canais linféticos. Sabe-se que a absorcdo e o transporte de
lipidios da dieta nos canais linféticos requerem fosfatidilcolina ou seu precursor
biossintético, a colina (PHAN; TSO, 2001). Dos vasos linféticos essas lipoproteinas
alcancam, via ducto torécico, a corrente sanguinea, entrando em contato com outras
lipoproteinas plasmaticas e entdo ocorre a rapida transferéncia de proteinas entre
elas. Os lipidios dos quilomicrons sdo hidrolisados rapidamente pela atividade
lipolitica das lipases lipoproteicas e os acidos graxos e monogliceridios vao para 0s
tecidos. Formam-se entdo 0s quilomicrons remanescentes, que S30 ricos em
colesterol e podem ser removidos do plasma pelo figado. O figado entdo forma as
lipoproteinas VLDL. As apolipoproteinas e os triacilgliceréis das VLDL sio
removidos gradativamente, formando as IDL e, posteriormente, as LDL. Estas
Ultimas sdo captadas pelas células, através de endocitose mediada por receptor,
levando colesterol para as células (ALLARD, 2002). Os outros lipidios hidrolisados
pela acdo das lipoproteinas lipases podem entdo ser distribuidos para todas as
células do organismo. As lipoproteinas HDL sdo formadas no plasma a partir de
componentes obtidos através da degradacdo das outras lipoproteinas e elas

removem o colesterol dos tecidos.

1.3. Lecitinade soja e diabetes mellitus

Alguns estudos indicam que a administracdo de lecitina de soja a animais
experimentais induzidos a hipercolesterolemia reduz as concentracfes de colesterol
total, colesterol LDL e mantém ou aumenta as concentragdes de colesterol HDL em
comparacd com a suplementacdo da dieta com acidos graxos poliinsaturados
(ROSSENEU et al, 1979; ISHIDA et al, 1988; O'BRIEN; CORRIGAM, 1988;
JMENEZ et al, 1990; IWATA et al, 1992; POLICHETTI et al, 1996). Em

pacientes hipercolesterolémicos também ja foi demonstrada reducdo significativa
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das concentracGes de colesterol plasmaticas, o que ndo acontece em individuos
normolipidémicos (TOMPKINS, PARKIN, 1980; SIRTORI et al, 1985
KUROUSKA et al, 1997; MEDIC et al, 2003). Os mecanismos pelos quais a
lecitina de soja induz seus efeitos hipocolesterolémicos ou anti-aterogénicos nao
estdo esclarecidos. Estudos prévios demonstraram que a fosfatidilcolina pode ser
parcialmente absorvida intacta no intestino e incorporada preferencialmente nas
HDL (MEDIC et al, 2003), sugerindo que os efeitos anti-aterogénicos podem
resultar da relacdo entre os fosfolipidios e o colesterol HDL. Outros estudos
indicam que a suplementacdo com lecitina de soja poderia aumentar a
disponibilidade de fosfolipidios destinados a secrecéo biliar modulando a secrecéo
de &cidos biliares (RIOUX et al, 1994; LEBLANC et al, 1998; POLICHETTI et al,
2000).

A suplementacdo da dieta com lecitina de soja tem sido popularmente
utilizada para reduzir hiperlipidemias, inclusive por individuos com diabetes
mellitus. A diabetes mellitus € uma doenca que afeta 0 metabolismo ndo sb dos
carboidratos, mas também das gorduras e das proteinas. Com a deficiéncia da
secrecdo dainsulina pelas células B das ilhotas de Langerhans (diabetes tipo 1) ou 0
comprometimento na captacdo de glicose pelas células (diabetes tipo 2), ha um
aumento do catabolismo lipidico com conseqgiiente formacdo excessiva de corpos
cetdnicos e sintese diminuida de acidos graxos e triacilgliceris nas células
(LEWIS; STEINER, 1996; VERGES, 1999). As mudancas no metabolismo das
gorduras sdo expressas em acumulo de lipoproteinas ricas em triacilgliceréis e
aumento de colesterol VLDL e LDL (HIRANO et al, 1991; STEWART; LAKER;
ALBERTI, 1994; STEINER, 2001) e estdo também associadas com a reducdo no
HDL (BROWN, 1994; PARIS, SERRANO; GAMBOA, 1996; RASHID et al,
2003).

A velocidade de sintese de lipoproteinas VLDL ricas em triacilgliceréis
aumenta na diabetes e a hidrélise dessas lipoproteinas pela enzima lipase
lipoproteica esta diminuida, levando a hipertriacilglicerolemia (LEWIS; STEINER,
1996; BETTERIDGE, 2001). Além disso, 0 metabolismo das lipoproteinas ricas em
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triacilglicerdis esta intimamente relacionado com o metabolismo das LDL e HDL
(RASHID et al, 2003). A longa permanéncia das lipoproteinas ricas em
triacilglicer6is remanescentes na circulagdo resulta no aumento de triacilgliceréis
nas lipoproteinas LDL e HDL e sua hidrélise pela lipase hepética resulta em
particulas menores e mais densas de LDL e HDL (BETTERIDGE, 1994; MERO;
SYVANNE; TASKINEN, 1998; RASHID et al, 2003).

A didipidemia conseqliente da diabetes € um importante fator de risco de
doengas cardiovasculares (HAFFNER, 1999; GARBER, 2000; STEINER, 2001). O
risco de desenvolvimento da aterosclerose em diabéticos é de duas a quatro vezes
maior do que em pessoas nao-diabéticas (NATHAN; MEIGS; SINGER, 1997
STEINER, 2001) e a aterosclerose € a maior causa de morte em pessoas com
diabetes (GARBER E KARLSSON, 2001).

A regulacdo do metabolismo lipidico através de drogas ou aimentos
naturais, pode ser considerada um alvo importante de intervencéo terapéutica para
diminuir o risco de doengas cardiovasculares (SCHAEFER, 2002) e a
suplementacdo da dieta com lecitina de soja poderia contribuir para a reducéo de
hiperlipidemias consequientes de patologias diversas, incluindo a diabetes mellitus.

Embora estudos da suplementacdo da dieta com lecitina tenham
demonstrado que esta diminui consideravelmente as concentracdes plasmaéticas de
lipidios nos casos de didlipidemias (LEBLANC et al, 1998; MASTELLONE et al,
2000; POLICHETTI et al, 2000), os relatos dos efeitos da suplementagdo com
lecitina de soja, na diabetes, sd0 escassos. Ndo ha estudos in vivo sobre a
dependéncia da dose de lecitina de soja que promove esses efeitos no organismo

bem como a repercussao sobre outros sistemas.
1.4. Lipidiose sistemaimunitario
O sistema imunitéario € responsavel pela defesa do organismo contra

microrganismos invasores. As respostas imunitérias podem ser classificadas em

inatas ou adaptativas. As respostas inatas constituem a primeira linha de defesa do
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organismo e sa0 mediadas principalmente por células especializadas em fagocitar
corpos estranhos, os fagocitos (granulécitos e macrofagos), e essa atividade néo
exige prévia exposicdo dessas células aos organismos invasores. Ja as respostas
imunitérias adaptativas constituem uma imunidade duradoura e séo mediadas pelos
linfocitos. Essas células quando ativadas podem proliferar e produzir substancias
citotoxicas ou anticorpos especificos contra antigenos invasores (MEDZHITOV;
JANEWAY/, 1997; BORGHANS; NOEST; BOER, 1999).

Os macrofagos e linfocitos sdo agranul 6citos e mononucleares. M acréfagos
possuem receptores na sua superficie de membrana que lhes permite ligar-se a
constituintes comuns de muitas superficies microbianas, antes de fagocita-las. Esses
fagocitos podem captar antigenos e se deslocar para regides em que estdo
localizados os linfacitos, onde apresentam o antigeno aos linfécitos. Os linfocitos
estdo presentes como células circulantes no sangue e na linfa ou nos 6Orgaos
linféides, como baco, timo, linfonodos, medula 6ssea e placa de Peyer e podem ser
classificadosem T, B e NK (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 1995). Normal mente
essas células encontram-se no estado quiescente, mas na presenca de antigenos
tornam-se ativadas e proliferam rapidamente, o0 que faz com que a resposta
imunitaria sga eficiente contra antigenos invasores. Os linfocitos T quando
ativados, através da ligac&o de agonistas a seus receptores de membrana, proliferam
e podem secretar mediadores quimicos para outras células, como por exemplo as
infectadas por virus, ou funcionar como auxiliares ativando macréfagos e outros
linfocitos. Esses linfécitos proliferam in vitro quando estimulados por mitégenos
como a concanavalina A. Os linfocitos B ativados séo chamados de plasmdcitos e
s80 capazes de proliferar e secretar anticorpos contra antigenos invasores, as
imunoglobulinas. In vitro eles também proliferam em resposta a lipopolissacaridios
(ARDAWI; NEWSHOLME, 1985; CALDER, 1998a; JANEWAY et al, 2000).

Os lipidios da dieta afetam a concentragcdo plasmética de lipidios e sdo
capazes de modular a composicéo e as fungdes das células do sistema imunitério. O
consumo de lipidios na dieta com alta propor¢éo de acidos graxos saturados resulta

em aumento de colesterol e triacilglicerdis plasméticos (NICOLOS! et al, 2001). E
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além dos efeitos potenciais sobre as concentracdes de lipidios plasméticos, os
lipidios da dieta tém efeitos imunomodul atérios (KINSELLA et al, 1990; JEFFERY
et al, 1997; CALDER, 1998b; DE PABLO et al, 2000). A deficiéncia de acidos
graxos essenciais na dieta pode, por exemplo, reduzir a imunidade mediada por
células (CALDER, 2001a). Um alto teor de lipidios na dieta leva & diminuicdo da
proliferacdo de linfocitos, quando comparado com o baixo teor de lipidios, e a
reducdo no total de gordura dietética ingerida aumenta a proliferacdo de linfécitos
humanos do sangue estimulados, sugerindo que dietas com alto teor de lipidios
modulam a proliferacdo de linfécitos humanos (CALDER, 2001b).

Os mecanismos pelos quais acidos graxos saturados presentes na dieta
alteram as funcdes de células do sistema imunitério podem estar relacionados com
as concentragoes plasméticas de lipidios. JA se sabe que o colesterol altera algumas
fungdes de células do sistema imunitario in vitro e que existe uma correlagdo
positiva entre o colesterol no soro e a funcdo dessas células (CALDER; BEVAN;
NEWSHOLME, 1992).

Os efeitos das lipoproteinas sobre a funcionalidade de células do sistema
imunitario também ja foram demonstrados in vitro, e as lipoproteinas VLDL, LDL e
HDL inibem a proliferacdo de linfocitos (DE DECKERE et al, 1988). Estudos que
examinaram os efeitos da alimentagdo de ratos contendo lipidios de diferentes
composicbes de é&cidos graxos sobre as concentracbes e composicbes de
lipoproteinas plasméticas demonstraram que estas sofrem modificagtes no perfil de
&cidos graxos de acordo com a dieta e, assim, inibem a proliferacdo de linfocitos
(JEFFERY et al, 1996). Macrofagos fagocitam avidamente lipoproteinas LDL,
acumulando colesterol e podendo transformar-se em foam cells (células espumosas)
descritas nos processos de aterosclerose (TABAS, 1997). A incorporacdo de lipidios
pelos macrofagos é importante na modulagéo da fluidez de suas membranas, o que
determina sua capacidade fagocitéria e de adesdo (CALDER et al, 1990).

A reducdo das concentragOes séricas de écido araquidbnico, como resultado
da composicdo lipidica da dieta, pode diminuir a formacdo de moléculas

sinalizadoras importantes para as respostas imunitérias, como prostaglandinas e
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leucotrienos, (CALDER, 2001b e 2002), o que demonstra mais uma vez que a
composicao de lipidios no plasma tem influéncia sobre o sistema imunitério. Como
as concentracbes plasmaticas de lipidios modificam as respostas imunitarias, a
suplementacdo com lecitina de soja, aterando as concentracbes de lipidios
plasmaticos em ratos pode modular as funcdes de células como macrofagos e
linfécitos.

Os lipidios da dieta poderiam também afetar as funcdes de macréfagos e
linfécitos através de alteragdes na composicdo dos fosfolipidios da membrana
plasmatica e consequentes modificagdes nas propriedades fisicas dessas células
como fluidez de membrana ou de regifes especificas da membrana, aterando a
habilidade da célula em responder a estimulos. A influéncia dos lipidios da dieta
sobre as células do sistema imunitério pode também resultar da ateracdo na sintese
de mediadores quimicos formados a partir dos fosfolipidios de membrana, que
poderiam reduzir a afinidade de substratos para enzimas que sintetizam moléculas
de sinalizagdo (CALDER, 2001b e 2002).

Tem sido demonstrado que a adicdo de fosfatidilcolina in vitro apresenta
efeitos sobre as células do sistema imunitario. Macréfagos incorporam fosfolipidios
avidamente (NISHIYAMA-NARUKE; CURI, 2000) e linfécitos apresentam
reducdo na capacidade proliferativa e producéo de citocinas (NISHIYAMA et al.,
2000). In vivo a administracdo de fosfatidilcolina também poderia apresentar
modulagdo na funcionalidade de macrofagos e linfocitos. Adicionamente, o
contetido de fosfolipidios nessas células pode ser modificado, na medida em que se
aumenta o fornecimento de fosfatidilcolina na dieta.

GUIMARAES et al (1995) demonstraram que a composicdo de &cidos
graxos do figado é diferente da dos 6rgdos linféides e que os lipidios da dieta
modificam a composicdo de acidos graxos dos 6rgaos linfoides, como bago, timo e
linfonodo mesentérico, mas ndo a proporcdo de &cidos graxos saturados,
monoi naturados e poliinsaturados do figado, um 6érgdo metabdlico que exerce vérias
funcbes complexas, como as incluidas no metabolismo de glicose e lipidios. Os

&cidos graxos poliinsaturados da dieta influenciam a producdo de eicosanoides
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(INUI et al, 1996; KUMAMOTO et al, 1998; IHARA et al, 1998) e a
disponibilidade de &cidos graxos precursores pode ser um fator regulador da
biossintese de eicosandides nos tecidos linféides (KINSELLA et al, 1990), o que
afetaria a funcionalidade das células do sistema imunitério. Mudancas na atividade
enzimética nesses tecidos, devido ao tipo de dieta, também poderiam estar alterando
suas fungdes. Assim, a lecitina de soja suplementada na dieta também poderia

interferir no contetido de lipidios em érgaos linfoides e no figado.

LECITINA
Il

?
DIABETES —| DISLIPIDEMIA |—

SISTEMA
IMUNITARIO

\ f

Figura 2 — Representacdo esquemética da hipotese.

Baseado no fato de que a disponibilidade de lipidios altera a funcionalidade
de linfocitos e macréfagos, a hipotese é de que a suplementacdo da dieta com
lecitina de soja, dependendo da dose administrada, influencia as concentragoes
plasméticas de colesterol e triacilgliceréis e pode, conseguentemente, alterar a
funcionalidade do sistemaimunitério ou ainda ter efeitos diretos sobre a capacidade

fagocitaria de macréfagos e o metabolismo e a proliferacéo de linfécitos (Figura 2).
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2. OBJETIVOS

2.1. Verificar os efeitos da suplementacdo da dieta de ratos Wistar normais e
diabéticos com diferentes doses de lecitina de soja sobre a capacidade fagocitaria de
macrofagos e 0 metabolismo e a proliferacdo de linfocitos;

2.2. Determinar as concentracOes séricas de glicose, triacilglicerdis, colesterol e
fosfolipidios nos animais normais e diabéticos que receberam essas diferentes doses
de lecitina de soja suplementada na dieta;

2.3. Investigar os efeitos dessa suplementacdo e suas diferentes doses sobre o
contetdo de triacilglicerdis, colesterol e fosfolipidios do figado, baco e timo, bem
como sobre a quantidade de fosfolipidios em macréfagos e linfécitos.

2.4. Determinar o niUmero e a contagem diferencial de leucdocitos do sangue nos

animais ndo-diabéticos e diabéticos suplementados com lecitina de soja.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animas

Ratos Wistar machos com peso corpéreo de 200+20g foram obtidos do
Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana, e
foram mantidos nesse local numa sala sob ciclo claro/escuro 12/12 horas a
temperatura de 23°C e recebendo &gua e alimento (racéo animal contendo 52% de
carboidratos, 21% de proteinas e 4% de lipideos da NUVILAB CR1, Nuvital
nutrientes Ltda) ad libitum. Os ratos foram divididos em grupos e acondicionados
em caixas de plastico com 4 animais cada. Os grupos foram denominados: grupo
controle (C); grupo suplementado 1 (Sl1); grupo suplementado 2 (S2); grupo
diabético (D); grupo diabético suplementado 1 (DS1); e grupo diabético
suplementado 2 (DS2). O peso dos animais foi monitorado a cada 2 dias em balanca
digital Urano Modelo VDI 10000/1. Os procedimentos utilizados foram aprovados
pela Comissio de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Setor de Ciéncias

Biolodgicas da Universidade Federal do Parana (certificado n° 14).

3.2.  Tratamento dos animais

3.2.1. Indugdo de diabetes

Para inducéo de diabetes, os grupos de ratos denominados D, DS1 e DS2
foram tratados com injegdo (i. v.) de 45mg de aoxana/kg de peso corporal (Sigma -
100mg de aloxana em 5mL de salina 0,9%) em dois dias consecutivos. Os grupos C,
Sl e S2 receberam apenas injecdo de salina 0,9%. Um jejum de 12 horas precedeu a
injecdo em ambos os dias e somente apds duas horas a partir da injecdo os animais
voltaram a receber &gua e comida. Foram considerados diabéticos os animais que

apresentaram concentracdo plasmaética de glicose superior ou igual a 220 mg/dL.
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3.2.2. Suplementacdo com lecitina de soja

Os grupos de ratos denominados S1 e DS1 receberam suplementacdo de 19
de lecitina de sojalkg de peso corporal; os grupos denominados S2 e DS2 receberam
a dose de 29 de lecitina de sojalkg de peso corporal; os outros grupos (C e D) ndo
receberam suplementacdo. A lecitina de soja (Herbarium) foi administrada
oralmente durante 7 dias consecutivos a partir de dois dias ap6s a inducdo de

diabetes ou injecdo de salina.

3.3. Sacrificio dos animais e coleta das amostras

Apbs os 7 dias de suplementacdo, os ratos foram sacrificados por
decaptacéo sem anestesia para coleta de sangue. O sangue foi colocado sem anti-
coagulante em tubos de ensaio de 10 mL e centrifugado a 1500 rpm durante 5
minutos a 4°C (centrifuga Eppendorf modelo 5810R), para obtencdo do soro
(sobrenadante). Os macrofagos peritoneais residentes foram coletados em tubos
estéreis, apoOs injecdo intraperitoneal de 40 mL de salina estéril & temperatura
ambiente e massagem abdominal de 30 segundos, através de laparotomia mediana e
aspiracao do fluido com uma pipeta Pasteur de pléstico.

Os linfonodos mesentéricos foram cirurgicamente removidos, coletados em
tubos contendo salina estéril. Os linfécitos foram entdo separados pela compressao
mecénica dos linfonodos em malhas de ago. Os macrofagos foram centrifugados a
1200 rpm por 8 minutos (centrifuga Eppendorf modelo 5810R). O precipitado
celular de macrofagos foi ressuspenso em meio de cultura estéril RPMI com SFB
(10%, v/v) e antibidticos (100 U/mL de penicilina, 100 ng/mL de estreptomicina),
sendo uma aliquota dessas células diluida com azul de Tripan para contagem na
camara de Neubauer. A suspensdo de linfocitos foi filtrada (filtro Whatman 105 cat.
no.2105-841, UK) e lavada por 3 vezes (centrifugando-se a 1200 rpm por 8 minutos
a 10 °C em centrifuga Eppendorf modelo 5810R e retirando-se o sobrenadante).

Foram col etados também érgdos como timo, baco e figado, os quais foram pesados.
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3.4. Determinacdes séricas

Foram redizadas determinacbes séricas de glicose, triacilglicerdis,
colesterol total e colesterol HDL por métodos espectrofotométricos. Foram
empregados sistemas colorimétricos e enzimaticos, cujos procedimentos técnicos

utilizados seguiram os protocol os descritos nos kits comercial mente disponiveis.

3.4.1. Determinagdo daglicemia

A determinagdo da concentragdo de glicose circulante foi realizada pelo
método enzimatico colorimétrico, utilizando o kit glicose PAP Liquiform da Labtest
Diagnostica (TRINDER, 1969; SACKS et al, 2002). A glicose na amostra sofre a

seguinte reagao:

li id
g Jlicoseoxidase

Glico » &cido gluconico+H,0, «———>

2 H,0,+fenol +4-aminoantipirina PX2%® | cromdgeno+4 H,0,

A intensidade de cor emitida é diretamente proporciona a quantidade
de glicose na amostra do soro. A leitura de absorbancia foi feita no
espectrofotdometro Ultrospec 2000 (Pharmacia) a 505 nm. A concentragéo de glicose

foi expressaem mg/dL, e calculada pelaformula:

[Glicose] = absorbanciadaamostra x N
absorbancia do padréo

onde,

[Glicose] = concentragdo de glicose na amostra (mg/dL)

N = concentragdo no padréo (100 mg/ dL)
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3.4.2. Determinagao de triacilglicerolemia

A triacilglicerolemia foi determinada pelo método enzimatico
colorimétrico que utiliza quatro enzimas, conforme o kit triacilglicer6is GPO-ANA
da Labtest. O glicerol liberado pela hidrdlise do triacilglicerol contido no soro,
catalisada pela lipase da lipoproteina € convertido pela acdo da glicerolquinase em
glicerol-3-fosfato, que é oxidado a dihidroxiacetona e perdxido de hidrogénio na
presenca de glicerolfosfato oxidase. A reacdo de acoplamento entre o peréxido de
hidrogénio, 4-aminoantipirina e ESPAS é catalisada pela peroxidase produzindo a
guinonei mina gue tem maximo de absorbancia em 540nm (TRINDER, 1969). O Kit
€ composto de: solucdo tampdo 50mmol/L, pH 6,5; acetado de Mg 5mmol/L,
ESPAS 1 mmol/L, 4-aminoantipirina 0,7 mmol/L, ATP 0,3 mmol/L,
glicerolquinase 3 800U/L, glicerolfosfato 3 2500U/L, lipase da lipoproteina
3 100KU/L, peroxidase 3 350U/L, azida sddica 1,54mmol/L. As amostras foram
preparadas de acordo com as instrugdes do fabricante, e apds a leitura da

absorbancia em 540nm, a concentracdo de triacilglicerdis foi calculada em mg/dL.

3.4.3. Determinagao de colesterolemia

A colesterolemia foi determinada pelo método enzimatico, conforme kit
colesterol Liquiform da Labtest, utilizando-se associacdo da reacéo de oxidagéo
catalisada pela colesterol oxidase, apds hidrdlise dos ésteres de colesterol, com
leitura de absorbancia em 500 nm (TRINDER, 1969). O Kit de dosagem é
composto: tampdo 50 mmol/L contendo 0,01g/dL, pH 7.0, colesterol esterase
(®150U/L), colesterol oxidase (3175U/L), peroxidase (31000U/L), 4-
aminoantipirina 0,5nmol/L, fenol 2,4mmol/L, solucdo padrdo 200mg/dL,
preservativos e conservantes. As amostras foram preparadas de acordo com as
instrucdes do fabricante do kit, e apods a leitura da absorbancia em 500 nm, foi

calculada a concentragéo de colesterol em mg/dL.
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3.4.4. Determinagao de colesterol HDL

Foi utilizado o sistema enzimético do kit colesterol HDL da Labtest para
precipitacdo das lipoproteinas de baixa e de dta densidade (LDL e VLDL) e
determinacdo do colesterol HDL no sobrenadante apos centrifugacdo (WARNICK;
NAUCK; RIFAI, 2001). O kit contém: precipitante com &acido fosfotugstico
1,5nmol/L e cloreto de magnésio 54 mmol/L, solucdo padréo 20mg/dL de HDL e
reagente de cor - colesterol Liquiform Labtest. Apds a medida da absobancia das

amostras em 500nm, foi calculada a concentragdo de colesterol HDL em mg/dL.

3.4.5. Determinagéo de colesterol VLDL e LDL

Os valores das concentragdes do colesterol VLDL serdo obtidos pela divisdo
dos valores de triacilglicerdis por 5 e os valores do colesterol LDL pela subtracdo
de colesterol HDL e VLDL do colesterol total, de acordo com FRIEDEWALD,
LEVY e FREDRICKSON (1972).

3.4.6. Determinacdo de fosfolipidios no soro

Em eppendorfs de 2 mL foram colocados 0,4 mL de soro e a eles
acrescentados 0,5 mL de metanol e 1,0 mL de cloroférmio para extragdo lipidica
por método modificado do procedimento descrito por FOLCH e STANLEY (1957).
As amostras foram entdo centrifugadas a 14000 rpm por 2 minutos (centrifuga
Eppendorf modelo 5810R), e formaram-se duas fases no eppendorf: a fase superior
aguosa e afase inferior lipidica. Retirou-se a fase inferior, passando-a para um tubo
de ensaio, enquanto o que ficou no eppendorf foi misturado com 0,5 mL de
cloroférmio, agitado e centrifugado a 14000 rpm por 2 minutos (centrifuga
Eppendorf modelo 5810R). Novamente formaram-se duas fases. a superior aguosa
foi descartada e a inferior lipidica foi adicionada ao tubo de ensaio, que recebeu

entdo 0,5 mL de solucdo de Folch (cloroformio: metanol: &gua, na propor¢do 3:
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48:47). Os tubos foram centrifugados a 4000 rpm por 4 minutos (centrifuga
Eppendorf modelo 5810R), formando-se novamente duas fases. a superior aguosa
foi descartada e ainferior lipidicafoi levada para secar em banho-maria fervente. O
conteldo de fosfolipidios foi determinado como descrito por ANDERSON e
DAVIS (1982). Aos extratos lipidicos foram acrescentados 100ni de é&cido
sulfurico e as amostras foram aguecidas a 130°C por 25 minutos. Em seguida foram
acrescentados 50nL de peréxido de hidrogénio 6% para completa oxidacdo dos
compostos organicos apés 40 minutos. Foram entéo colocados 2 mL de agua e a
seguir 800mL de uma solucéo 1:1 de molibdato de amdnio e &cido ascorbico. Esta
solugdo, que deve ser preparada na hora, tem cor amarela e deve ser mantida em
gelo. A solugdo deve ficar azul somente quando reagir com o fésforo presente nas
amostras. As amostras, assim como os padrdes com concentragdes conhecidas de
fosfato de sodio bibasico foram lidas utilizando-se espectrofotdmetro Ultrospec
2000 (Pharmacia) a 824nm. A intensidade de cor emitida € diretamente
proporcional a quantidade de fosforo na amostra. A concentracéo de fosfolipidios
foi calculada de acordo com a equacéo da reta da curva padréo de concentrages

conhecidas e expressa em mol/L.

3.5. Determinacdo de triacilglicerdis e colesterol nos tecidos

Os tecidos (bago, timo e figado) foram mantidos em gelo. Bago, timo e
figado em pools foram homogeneizados com salina (300mg de tecido em 1mL de
salina). Em eppendorfs de 2mL foram colocados, em triplicata para cada grupo:
0,4mL do homogenato de bago; 0,4mL de homogenato de timo; 0,4mL do
homogenato de figado. A extracdo lipidica foi feita pelo método modificado de
FOLCH e STANLEY (1957). Para determinacé&o de triacilglicerdis e colesterol total
foram adicionados 100uL de etanol aos extratos lipidicos e desta solucdo, retirou-se
20uL para determinagéo de colesterol e triacilglicerdis utilizando kits comerciais da
Labtest conforme descrito nositens 3.4.2 e 3.4.3.
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3.6. Determinacdo de fosfolipidios nos tecidos e células

Os tecidos (bago, timo e figado) foram mantidos em gelo. Bago, timo e
figado foram homogeneizados em salina (300mg de tecido em 1 mL de salina). Em
eppendorfs de 2 mL foram colocados: 0,2 mL do homogenato de bago com 0,2 mL
de salina; 0,2 mL de homogenato de timo com 0,2mL de salina; 0,1mL do
homogenato de figado com 0,3 mL de sdlina; e 0,4 mL de soro. Macréfagos e
linfécitos foram colocados em eppendorfs, numa densidade de 6 x 10° células. Para
a extragdo lipidica também foi utilizado o método modificado de FOLCH e
STANLEY (1957), ja descrito. O contetido de fosfolipidios foi determinado como
descrito por ANDERSON e DAVIS (1982), também ja descrito. A leitura de
absorbéanciafoi feita no espectrofotdmetro Ultrospec 2000 (Pharmacia) a 824 nm. A
concentracdo de fosfolipidios foi calculada de acordo com a equacdo da reta da
curva padréo de concentragbes conhecidas e expressa em mg/g de tecido ou em

umol/ndmero de células.

3.7. Fagocitose (macr6fagos)

Os macréfagos foram colocados em placas de 96 escavacdes, com 2 x 10°
células por escavacdo e deixados para aderir por 30 minutos em estufa a 37°C com
ar umidificado com 5% de CO,, As escavagOes foram lavadas com salina (200uL) e
foram adicionados 100uL de meio de cultura e 10pL de solugéo de zimosan néo-
opsonizado (1 x 10° particulas’/mL) para incubacgo por 30 minutos. Depois foram
adicionados 200ul de fixador (4% formaldeido, 2% cloreto de sodio, 1% acetato de
célcio) para incubacdo por mais 30 minutos. Entéo o sobrenadante foi desprezado,
as escavagOes lavadas com salina e a placa centrifugada a 1500 rpm, por 5 minutos,
a 4°C (centrifuga Eppendorf modelo 5810R). O sobrenadante foi novamente
desprezado e foram adicionados 200uL de solucdo de extracdo (10% de é&cido

acético glacia e 40% etanol em &gua destilada) para nova incubagdo por 30
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minutos. As absorbancias foram obtidas em leitor de microplacas a 550 nm (PIPE;
COLES; FARLEY, 1995).

3.8. Cultivo celular

O precipitado celular de linfécitos foi ressuspenso em meio de cultura estéril
RPMI 1640com SFB (10%, v/V) e antibiéticos (100 U/mL de penicilina, 100 ng/mL
de estreptomicina), sendo feitas aliquotas para contagem na camara de Neubauer no
ML com azul de tripan. As células foram cultivadas em placas de 96 escavacdes (5
x 10° células/escavacdo). Os linfécitos foram ativados com mitégeno pela adicéo de
concanavalina A numa concentracdo final de 5 pg/mL. As células foram deixadas a
37°C naestufa com ar umidificado com 5% de CO, por 24, 48 ou 66 horas.

3.9. Metabolismo e Proliferacéo de linfécitos
3.9.1. Ensaio dareducéo de MTT

O ensaio da reducdo do MTT foi utilizado para avaliar o0 metabolismo dos
linfocitos. Apds 48 ou 66 horas de cultivo, as placas foram centrifugadas a 1200
rpm por 8 minutos (centrifuga Eppendorf modelo 5819R). O sobrenadante foi
desprezado e foram adicionados 100nL de uma mistura 1:10 de MTT (3-(4,5
dimethylthiazol-2-yl)2,5-di phenyltetrazolium bromide) (5 mg/mL) e meio de cultivo
com soro fetal bovino em cada escavacdo. As células foram deixadas na estufa
novamente por 3 horas e centrifugadas novamente a 1200 rpm por 8 minutos
(centrifuga Eppendorf modelo 5810R). O sobrenadante foi desprezado e foram
entdo aplicados 100m de dimetilsulféxido. As desidrogenases mitocondriais das
células ativas reduzem o MTT a um precipitado de cor parpura (formazan) que é
solubilizado pela subsequente adicdo do dimetilsulféxido. A absorbécia do
sobrenadante foi obtida em leitor de microplacas a 550 nm (MOSMANN, 1983).
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3.9.2. Andlise morfologica de linfécitos em cultivo

Apbs 66 horas de cultivo, antes da realizac8o da citometria de fluxo, foi feita
a fotomicrografia dos linfécitos em cultivo, utilizando-se microscopio invertido

LeicaDM IL com aumento de 400 x.

3.9.3. Ensaio no citbmetro de fluxo

O ensaio no citometro de fluxo foi utilizado para avaliar a capacidade
proliferativa dos linfocitos. Apos 24, 48 ou 66 horas de cultivo o contelido de cada
escavacao foi transferido para tubos especificos de citdmetro de fluxo e as mesmas
escavagoes foram lavadas com 300 nL de PBS que foram acrescentadas aos tubos
do citometro. Foi utilizado um citdmetro de fluxo (FACS Calibur Becton
Dickinson, CA, USA) para a coleta das células em 30 segundos e a contagem foi
feita com o software CELLQUEST (WANG; ZHENG, 2002).

3.10. Determinacéo do numero de leucdcitos do sangue e contagem diferencial

Para contagem do nimero de leucécitosmm?®, o sangue foi coletado com
anticoagulante EDTA (2mg de EDTA para cada mililitro de sangue). Foi adicionada
solucdo hemolitica e apds 15 minutos em banho-maria (37°C) as células foram
contadas na camara de Neubauer utilizando-se microscopio de luz (ML). A
porcentagem diferencial de leucécitos foi obtida por exame microscopico de
|&minas coradas com MayGrunwal d-Giemsa.

Gotas de sangue (sem anticoagulante) foram coletadas de cada anima em
laminas, a partir das quais foi realizado um esfregaco. A |amina foi coberta
completamente com MayGrinwald (eosina-azul de metileno 0,3% em metanol).
Apbs 3 minutos, o corante sobre a lamina foi diluido com gotas de agua destilada
(pH 6,8) e apbds 1 minuto, a ldmina foi lavada. Em seguida o corante Giemsa (1%

em metanol) foi diluido (1 gotaem 1mL de H,0 tamponada) e adicionado a lamina.
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Apbs 20 minutos esta foi lavada e deixada para secar ao ar. No dia seguinte foi feita
contagem diferencia utilizando-se ML (SILVA; HASHIMOTO, 2003).

3.11. Andlise estatistica
Os dados foram expressos como média + E.P.M. (Erro Padrdo da Média) de,
no minimo, 3 preparacdes, cada uma proveniente de animais diferentes. As

comparagdes entre grupos foram realizadas empregando-se o teste t de Student. As

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas para P< 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Peso dosanimais

A variagdo de peso corporal dos animais estudados esta apresentada na
Figura 3. N&o houve diferenca na variagéo de peso entre os grupos C (109% £ 1) e
S1 (107% = 2), bem como entre os grupos DS1 (91% * 2) e D (91% + 2) apds 0s
sete dias de suplementagdo (Figura 3). A variagdo do peso dos animais do grupo S2
(110% =+ 1) ndo foi alterada quando comparada com a do grupo C (109% =+ 1),
assim como a do grupo DS2 (97% + 2) quando comparada com a do grupo D
(100% =+ 2), apos os sete dias de suplementacdo (Figura 3). Os grupos de animais
diabéticos apresentaram diminuicéo estati sticamente significativa do peso corporal

em relacdo aos animais controle.

112 —C
. 110- = Sl
S 108 32
g 106 ——D
Q 104 ——DS1
8  1m- DS2
g 100 -
8 98 -
g ® — 11:
8 94 - 1
S 92 -

90 ‘ ‘ ‘

1 3 5 7

dias de suplementacéo

Figura 3 — Porcentagem de variagéo do peso corporal dos animais dos grupos controle (C),
suplementado com 1g de lecitina de sojalkg de peso corpora (S1), suplementado com 2g
de lecitina de sojalkg de peso corpord (S2), diabético (D), diabético suplementado com 1g
de lecitina de sojalkg de peso corporal (DSL), e diabético suplementado com 2g de lecitina
de sojalkg de peso corporal (DS2), do primeiro (100%) a0 s&timo dia de suplementacao,
em intervalo de dois dias. Valores expressos como média + EPM de 16 animais de cada
grupo.
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4.2. Determinacdes séricas

As concentracbes séricas de glicose, triacilglicerois, colesterol total e
colesterol HDL dos animais estudados estéo apresentadas na Tabela 1. Na Tabela 2
estdo os dados das concentracfes séricas de colesterol VLDL e LDL.

Os grupos de animais diabéticos apresentaram valores significativamente
maiores de glicemia que os animais controle, porém ndo apresentaram modificacoes
nas concentracdes de triacilglicerdis, colesterol total e colesterol HDL séricas.

As concentracBes séricas de glicose, triacilglicerois, colesterol total e
colesterol HDL dos animais do grupo suplementado com 1g de lecitina de soja’kg
de peso corpora (S1) ndo foram diferentes dos do grupo controle (C). O grupo DS1
também ndo apresentou diferenca em relagdo ao grupo D. Os mesmos parametros
nos grupos S2 e DS2 também ndo foram modificados quando comparados com 0s

referentes aos grupos C e D, respectivamente.

GRUPO  GL (mg/dL) TG (mg/dL) COL (mg/dL) HDL (mg/dL)

C 139,58+ 7,32 80,91+450 91,83+7,01 39,60+ 1,03
(n=29) (n=28) (n=28) (n=25)

S1 150,22+ 8,41 80,56+ 0,77/ 84,93+6,25 42,57 + 5,60
(n=11) (n=11) (n=4) (n=5)

2 149,34+ 7,49 83,82+441 96,05+798 4198+ 243
(n=29) (n=27) (n=27) (n=25)

D 302,69 + 16,59* 86,66 + 4,28 93,59+ 6,68 38,65+ 2,69
(n=28) (n=29) (n=21) (n=24)

DS1 327,22+ 2547 83,90+ 397 89,04+326 44,13+147
(n=7) (n=7) (n=4) (n=5)

D32 267,10+ 20,94* 80,03+824 92,19+720 37,65+ 285
(n=28) (n=25) (n=20) (n=23)

Tabela 1 — Glicose (GL), triacilglicerois (TG), colesterol total (COL) e colesterol HDL
(HDL). Grupos: controle (C), suplementado com 1g (S1), suplementados com 2g (S2),
diabéticos (D), diabéticos suplementados com 1g (DS1) e diabéticos suplementados com
29 (DS2) de lecitina de soja’kg de peso corporal. Valores de média+ EPM.

* diferenca estatistica quando comparado ao grupo C (P<0,05).

As concentragdes de colesterol VLDL e LDL ndo foram modificados com a

suplementacdo de 1 ou 2g de lecitina de sojalkg de peso corpora. Os grupos de
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animais diabéticos também ndo apresentaram valores de VLDL e LDL diferentes

em relacéo ao do grupo controle.

GRUPO VLDL (mg/dL) LDL (mg/dL)

C 16,18 + 0,90 (n=28) 36,05 + 5,08 (n = 25)
Sl 16,11+ 2,15 (n=11) 36,25+ 2,49 (n=4)
2 16,76 + 0,88 (n=27) 37,31 £ 4,67 (n=25)
D 17,33 + 0,86 (n=29) 37,61 £ 3,13 (n=24)
DS1 18,78 + 0,79 (n=7) 36,86 + 3,74 (n=4)
DS2 16,01 + 1,65 (n=25) 38,46 + 2,70 (n=23)

Tabela 2 — Colesterol VLDL (VLDL) e colesterol LDL (LDL). Grupos. controle (C),
suplementado com 1g (S1), suplementados com 2g (S2), diabéticos (D), diabéticos
suplementados com 1g (DS1) e diabéticos suplementados com 2g (DS2) de lecitina de
soja’kg de peso corporal. Valores de média+ EPM.

4.3. Fagocitose

Na fagocitose, houve aumento estatisticamente significativo do grupo DS1
(0,620 = 0,019) em relacéo ao grupo D (0,271 £ 0,017), sendo que esse valor foi
maior do que o do grupo C (0,359 + 0,012). Nao houve diferenca entre os grupos C
(0,359 £ 0,012) e S1 (0,412 £ 0,032). A fagocitose foi significativamente maior no
grupo S2 (0,464 + 0,018) quando comparada com o grupo C, porém ndo houve
diferenca entre os grupos DS2 (0,298 = 0,021) e D (0,271 + 0,017). O grupo D

apresentou menor fagocitose em relagéo ao grupo C (Figura 4).
4.4. Metabolismo e Proliferagéo
441. MTT
Os grupos de linfécitos estimulados com ConA apresentaram maior reducéo
do MTT do gue os grupos de linfocitos ndo-estimulados apds 48 horas de cultivo

(Figura 5). Quando a reducdo do MTT entre os linfécitos estimulados foi

comparada entre os grupos de animais estudados, o grupo S2ConA (0,672 £+ 0,077)
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apresentou aumento no metabolismo significativo em relagdo ao grupo CConA
(0,378 £ 0,041), no entanto o grupo DS2ConA (0,835 = 0,108) ndo apresentou
diferencas em relagdo ao grupo DConA (0,879 £ 0,099). Entre os grupos S1ConA
(0,527 + 0,112) e CConA ndo houve diferenca estatistica, nem entre 0S grupos
DS1ConA (0,794 + 0,122) e DConA. Os grupos DConA, DS1ConA e DS2ConA
apresentaram reducéo do MTT significativamente maior que o grupo CConA. A
partir desses resultados passou-se a utilizar somente a suplementagdo com a dose de

29 de lecitina de soja/kg de peso corporal.
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Figura 4 — Capacidade fagocitaria de macrofagos. Grupos. controle (C), suplementado
com 1g de lecitina de sojalkg de peso corporal (S1), suplementado com 2g de lecitina de
soja’kg de peso corpora (S2), diabético (D), diabético suplementado com 1g de lecitina de
soja’kg de peso corpora (DS1) e diabético suplementado com 2g de lecitina de soja’kg de
peso corporal (DS2). Os valores estdo expressos em média £+ EPM de quadriplicatas de 4
experimentos diferentes.

* diferenca estatistica quando comparado ao grupo C (P<0,05).
# diferenca estatistica quando comparado ao grupo D (P<0,05).

Os resultados do ensaio de MTT em linfécitos cultivados por 66 horas estéo
apresentados na Figura 6. Os grupos de linfdcitos estimulados com ConA
apresentaram maior reducdo do MTT do que os dos grupos de linfocitos néo-
estimulados. Entre os grupos estimulados, o grupo DS2ConA (1,301 + 0,105)
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apresentou metabolismo significativamente maior em relagdo aos do grupo CConA
(0,849 £ 0,093), e os grupos S2ConA (0,886 + 0,077) e DConA (0,902 = 0,098)

apresentaram metabolismo semel hante ao do grupo CConA.

1,200
* *
1,000 | 8 g §

§*
0,800

0,600

absorbancia

0,400 -

0,200

0,000 - —
C/CConA S1/S1ConA S2 /| S2ConA D/ DConA DS1/DS1ConA DS2/ DS2ConA
grupos

Figura 5 — Reducdo do MTT em linfdcitos cultivados por 48 horas. Grupos: controle (C),
suplementado com 1g (S1), suplementado com 2g (S2), diabético (D), diabético
suplementado com 1g (DS1), e diabético suplementado com 2g (DS2) de lecitina de
sojalkg de peso corpora e nos linfécitos dos respectivos grupos estimulados - (CConA,
S1ConA, S2ConA, DConA, DS1ConA, DS2ConA). Valores de média + EPM de
guadruplicatas de 4 experimentos diferentes.

§ diferenca estatistica quando comparado ao respectivo grupo ndo-estimulado (P<0,05).

* diferenca estatistica quando comparado a0 grupo CConA (P< 0,05).

4.4.2. Andlise morfol 6gica de linfécitos em cutivo

Fotomicrografias representativas dos grupos de linfécitos estimulados ou
ndo com ConA apds 66 horas de cultivo estdo apresentadas nas Figuras 7 e 8. Pode-
se observar que os linfécitos estimulados apresentam maior tamanho em relacéo aos

ndo estimulados. A presenca de linfocitos agrupados também pode ser observada.
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Figura 6 — Reducdo do MTT em linfdcitos cultivados por 66 horas. Grupos: controle (C),
suplementado com 2g (S2) diabético (D), e diabético suplementado com 2g (DS2) de
lecitina de sojalkg de peso corporal e nos linfécitos dos respectivos grupos estimulados
(CCon A, S2ConA, DConA, e DS2ConA). Valores de média + EPM de quadruplicatas de
4 experimentos diferentes.

§ diferenca estatistica quando comparado ao respectivo grupo ndo-estimulado (P<0,05).

* diferenca estatistica quando comparado a0 grupo CConA (P< 0,05).
# diferenca estatistica quando comparado ao grupo DConA (P< 0,05).

4.4.3. Citbmetro de fluxo

Os dados obtidos através dos ensaios de citometria de fluxo estéo
apresentados nas Figuras 9, 10 e 11. Conforme mostra a Figura 9, o nimero de
linfocitos estimulados com ConA foi maior do que o de linfécitos ndo-estimulados
dos respectivos grupos, exceto no grupo controle. O nimero de linfocitos, apos 48
horas de cultivo, ndo foi diferente entre os grupos CConA (119% + 14), S2ConA
(132% £ 7), DConA (137% + 13), e DS2ConA (133% * 15). Também ndo houve
diferenca significativa entre os grupos C, S2, D e DS2.

Na curva de tempo, apresentada na Figura 10, o grupo de linfécitos
estimulados com ConA apresentou aumento significativo de 46% apos 66 horas de
cultivo. O numero de linfécitos estimulados diminuiu em 25% apds 24 horas de
cultivo e aumentou em 13% apds 48 horas em relagdo ao de linfocitos néo

estimulados, mas essas diferengas ndo foram significativas. O nimero de linfocitos
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n&o-estimulados ou estimulados com ConA néo foi diferente em relagdo ao tempo O
(100%) apos 24, 48 ou 66 horas de cultivo.

A Figura 11 mostra o nimero de linfécitos dos grupos CConA, S2ConA,
DConA e DS2ConA em relacéo ao grupo C ndo estimulado (100%) apds 66 horas
de cultivo. Os vaores dos grupos S2ConA (124% + 9) e DConA (109% + 10)
foram significativamente menores gque os do grupo CConA (156% + 13). O grupo
DS2ConA (148% £ 14) apresentou porcentagem estatisticamente maior que a do
grupo DConA e semehante a do grupo CConA. O numero de linfécitos nao-
estimulados do grupo D (75% + 5) estava significativamente menor do que no
grupo C.

Na Figura 12 sdo mostrados graficos de dispersdo do volume celular e
granulosidade representativos (uma amostra de linfdcitos estimulados e néo-
estimulados), obtidos no citbmetro de fluxo apos 48 e 66 horas de cultivo. Os
gréficos de linfocitos estimulados com concanavalina A apresentaram populacdo de

células com maior tamanho.

4.5. Contelido de triacilglicerdis e colesterol nos tecidos

Os resultados obtidos das determinagGes do contelido de triacilgliceréis e
colesterol no figado, baco e timo dos animais estudados estdo apresentados na
Tabela 3. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos C e S1 ou C e S2, nem

entre os grupos D e DS1 ou D e DS2 em nenhum dos tecidos.

4.6. Contetido de fosfolipidios no soro, tecidos, macréfagos e linfécitos

Os dados do contelido de fosfolipidios do soro e dos tecidos estéo
apresentados na Tabela 4. A suplementagdo com lecitina de soja ndo aterou as
concentracdes de fosfolipidios do soro, do figado, do baco e do timo. O contetido de
fosfolipidios em macrofagos e linfécitos esta apresentado na Tabela 5. Nao houve

diferenca estatistica entre 0s grupos.
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Figura 7 — Fotomicrografia representativa de linfocitos obtidos do linfonodo mesentérico
de ratos ndo estimulados em cultivo de 66 horas. Aumento de 400 x.

Figura 8 — Fotomicrografia representativa de linfocitos obtidos do linfonodo mesentérico
obtidos do linfonodo mesentérico estimulados com Concanavalina A em cultivo de 66
horas. Aumento de 400 Xx.
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Figura 9 — Proliferacéo de linfocitos apos 48 horas de cultivo. Grupos. controle (C),
suplementado com 2g de lecitina de sojalkg de peso corporal (S2), diabético (D), e
diabético suplementado com 2g de lecitina de sojalkg de peso corporal (DS2) estimulados
ou ndo com Concanavalina A. Os valores referem-se a porcentagem em relagdo ao grupo
controle ndo estimulado (100%) e estéo expressos como média + EPM de quadruplicatas
de 4 experimentos diferentes.

§ diferenca estatistica quando comparado ao respectivo grupo ndo-estimulado (P<0,05).

@ linfocitos nao-
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Figura 10 — Numero de linfécitos ndo estimulados e estimulados com Concanavalina A,
em O, 24, 48 e 66 horas de cultivo. Valores apresentados em porcentagem, considerando o
nimero de células na O hora como 100%. Valores expressos como média + EPM de 4
experimentos diferentes.

* diferenca estatistica quando comparado aos linfécitos ndo estimulados (P< 0,05).
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Figura 11 — Proliferacdo de linfécitos ap6s 66 horas de cultivo. Grupos. controle (C),
suplementado com 2g de lecitina de sojalkg de peso corporal (S2), diabético (D), e
diabético suplementado com 2g de lecitina de sojalkg de peso corporal (DS2) estimulados

ou ndo com Concanavalina A. Os valores referem-se a porcentagem em relagdo ao grupo

controle ndo estimulado (100%) e estéo expressos como média + EPM de quadruplicatas
de 4 experimentos diferentes.

§ diferenca estatistica quando comparado ao respectivo grupo ndo-estimulado (P<0,05).
* diferenca estatistica quando comparado ao grupo CConA (P< 0,05).

# diferenca estatistica quando comparado ao grupo DConA (P< 0,05).

& diferenca estatistica quando comparada ao grupo C (P< 0,05).

4.7. Peso dostecidos

Os dados de peso do figado, baco e timo dos animais estdo apresentados na
Tabela 6. O bago e 0 timo dos grupos D e DS2 apresentaram peso absoluto
significativamente menor quando comparados com o dos animais controle. Nao
houve diferenca estatistica entre o peso absoluto do figado entre os grupos. A
suplementacdo com lecitina de soja ndo modificou esses parametros. Os pesos
relativos dos tecidos estéo apresentados na Tabela 7. Nos grupos D e DS2 0 peso
relativo do timo foi significativamente menor que em relagdo ao controle, 0 que néo

aconteceu com 0 peso relativo do bago. Ja o peso relativo do figado nos grupos D e
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DS2 foi significativamente maior em comparagdo com o do controle. Os pesos

relativos ndo foram alterados pela suplementagdo com lecitina de soja.
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Figura 12 — Representacd0 esquemética do nimero de linfocitos (adquiridos em 30
segundos no citdmetro de fluxo) ndo estimulados e estimulados com Concanavalina A dos
animais do grupo C, apos 48 e 66 horas de cultivo. O eixo das absissas refere-se ao
tamanho das células (FSC-H) e o eixo das ordenadas refere-se a granulosidade (SSC-H)
das células. Os valores das escalas sdo arbitrarios.
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TGno COL no TG no COL no TG no COL no
figado figado baco baco timo timo

C 462+046 205+0,28 096+024 3,19+0,19 480%x120 169%0,12
(n=13) (n=19) (n=13) (n=19) (n=13) (n=19)

S1 359+201 194+020 091+056 3,69+0,18 6,87+£0,65 1,37+0,37
(n=5) (n=5) (n=4) (n=4) (n=2) (n=4)

2 427+047 226+£025 084+£009 326+£0,28 523+x129 214+021
(n=11) (n=19) (n=15) (n=19) (n=18) (n=16)

D 346+053 234+046 0,78+0,08 323+042 7,33+£1,27 1,04+0,36
(n=12) (n=11) (n=12) (n=11) (n=4) (n=2)

DS1 342+043 208+0,18 092+0,68 286+051 895+0,43 1,90+ 0,89
(n=5) (n=5) (n=5) (n=8) (n=2) (n=2)

DS2 327+064 219+046 060+0,05 3,10+044 6,83+1,42 1,03+0,31
(n=12) (n=11) (n=12) (n=11) (n=6) (n=3)

Tabela 3 — Triacilglicerdis e colesterol total no figado baco e timo dos grupos controle (C),
suplementado com 1g (S1), suplementado com 2g (S2), diabético (D), diabético
suplementado com 1g (DS1) e diabético suplementado com 2g (DS2) de lecitina de sojalkg

de peso corporal (em mg/g de tecido). Vaores de média+ EPM.

GRUPO FLnosoro FLnofigado FL nobago FL no timo

C 4,492 + 1,379 0,216 £ 0,041 0,062 + 0,003 0,093 + 0,004
(n=7) (n=16) (n=16) (n=12)

S1 3,177+ 1,118 0,133+ 0,049 0,050+ 0,013 0,055 + 0,015
(n=7) (n=8) (n=5) (n=6)

2 4,466 + 1,129 0,197 +£ 0,043 0,052+ 0,005 0,084 + 0,006
(n=9) (n=15) (n=16) (n=13)

D 3,422+ 0,968 0,182+ 0,034 0,060+ 0,005 0,087 + 0,011
(n=9) (n=12) (n=12) (n=4)

DS1 3,501 + 1,563 0,142+ 0,055 0,054+ 0,009 0,073+ 0,017
(n=5) (n=8) (n=5) (n=7)

DS2 4,228 + 0,907 0,165+ 0,035 0,063+ 0,006 0,087 + 0,024
(n=9) (n=12) (n=12) (n=6)

Tabela 4 — Fosfolipidios (FL) do soro, do figado, do baco e do timo dos grupos controle
(C), suplementado com 1g (S1), suplementado com 2g (S2), diabético (D), diabético
suplementado com 1g (DS1) e diabético suplementado com 2g (DS2) de lecitina de sojalkg
de peso corporal (em mg/g de tecido). Vaores de média+ EPM.
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GRUPO FL nos macréfagos FL nos linfécitos

C
S1
2
D
DS1
D&2

0,20 + 0,05
0,21+ 0,04
0,23+ 0,05
0,19+ 0,01
0,16 + 0,03
0,22 + 0,02

0,20+ 0,04
0,19+ 0,04
0,20+ 0,04
0,12 + 0,03
0,15+ 0,03
0,10 + 0,03

Tabela 5 — Fosfolipidios (FL) de macréfagos e linfocitos dos grupos controle (C),
suplementado com 1g (S1), suplementado com 2g (S2), diabético (D), diabético
suplementado com 1g (DS1) e diabético suplementado com 2g (DS2) de lecitina de sojalkg
de peso corporal (em pmol/10’células). Valores de média+ EPM de 16 determinactes.

GRUPO figado baco timo

C 8,67+ 0,34 0,72+ 0,09 0,37+ 0,01
2 8,89+ 0,26 0,61+ 0,05 0,33+ 0,02
D 8,12+ 0,26 0,47 + 0,03* 0,15 + 0,02+
D2 7,47 + 0,23 0,37 + 0,06* 0,13 + 0,03~

Tabela 6 — Peso absoluto em gramas do timo dos grupos controle (C), suplementado com
2g/kg de peso corporal (S2), diabético (D) e diabético suplementado com 2g/kg de peso
corporal (DS2). Vaores de média+ EPM de 12 animais de cada grupo.

* diferenca estatistica em relagdo ao grupo C (P<0,05).

GRUPO figado Bago timo

C 3,34+ 0,08 0,27 + 0,03 0,14 £ 0,01
2 3,53+ 0,09 0,29 + 0,06 0,13+ 0,01
D 4,06 + 0,08* 0,30+ 0,05 0,08 + 0,01*
D2 3,94 + 0,06~ 0,20 + 0,03 0,07 + 0,01*

Tabela 7 — Peso relativo (% em relacdo ao peso corporal total) do figado, baco e timo dos
grupos controle (C), suplementado com 2g/kg de peso corporal (S2), diabético (D) e
diabético suplementado com 2g/kg de peso corporal (DS2). Valores de média + EPM de
12 animais de cada grupo.

* diferenca estatistica em relagcéo ao grupo C (P<0,05).
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4.8. Numero de leucdcitos do sangue e contagem diferencial

O nimero de leucécitos/mm® esté apresentado na Tabela 8 e a contagem de
linfocitos, bastonetes, segmentados e mondcitos na Tabela 9. O nimero total de
leucocitos ndo foi diferente entre os grupos. Na contagem diferencial observa-se
uma diminuicdo de linfacitos do grupo diabético em relacéo ao controle e aumento
de segmentados.

GRUPO  leucécitosymm® de

sangue
C 9788 + 1304
2 9525 + 1252
D 6133 £ 994
D2 6700 £ 844

Tabela 8 — Nimero de leucécitosmm?® de sangue dos animais dos grupos controle (C),
suplementado com 2g/kg de peso corporal (S2), diabético (D) e diabético suplementado
com 2g/kg de peso corpora (DS2). Valores de média + EPM de 8 animais do grupo C, 8
do S2, 3do D, 4 do DS2 cada grupo.

GRUPO linfocitos bastonetes segmentados mondcitos

C 65+1  9+2 22+3 4+1
2 62+2 T2 26+ 2 5+1
D 47+6*  9%2 40 + 5* 4+1
DS2 55+7 72 34+ 4 4+1

Tabela 9 — Contagem diferencial de leucdcitos dos animais dos grupos controle (C),
suplementado com 2g/kg de peso corporal (S2), diabético (D) e diabético suplementado
com 2g/kg de peso corpora (DS2). Valores de média + EPM de 8 animais do grupo C, 8
do S2, 6 do D, 4 do DS2 cada grupo.

* diferenca estatistica em relagcéo ao grupo C (P<0,05).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos da suplementacdo da dieta de ratos
Wistar diabéticos e ndo diabéticos com lecitina de soja sobre funcdes de células do
sistema imunitério e sobre as concentracfes de lipidios no plasma, figado e tecidos
linféides. Estudos da administracdo de lecitina de soja na dieta tanto em animais
experimentais quanto em humanos tém enfatizado principa mente suas propriedades
redutoras de lipidios plasmaticos (WILSON; MESERVEY; NICOLOSI, 1998;
POLICHETTI et al, 2000; MASTELLONE et al, 2000; LE BLANC et al, 2003;
MEDIC et al, 2003). Adicionamente a lecitina promove modificagbes no
metabolismo das lipoproteinas (WILLIANS; WERTH; WOLF, 1984; MARTINS;
LENZO; REDGRAVE, 1989; JIMENEZ et al, 1990) e da atividade de enzimas
envolvidas na transferéncia de lipidios, além de aumento da secrecdo biliar de
colesterol e diminuicdo da absorcdo de colesterol da dieta (POLICHETT et al,
2000; LE BLANC et al, 2003; MASTELLONE et al, 2000).

Os animais diabéticos induzidos por aoxana apresentam hipoglicemia
transitoria devido a elevacéo aguda da concentracdo de insulina em decorréncia da
destruicdo das células p-pancredticas pela aloxana (LENZEN; PANTEN, 1988;
WEEKERS et al, 2003), seguida por hiperglicemia e hipoinsulinemia, estabelecida
apos 24 - 48 horas. A concentracdo sérica de glicose nos animais diabéticos se
apresentou elevada em relacdo a dos animais do grupo controle durante todo o
periodo experimental (Tabela 1) e a suplementagdo com lecitina de soja ndo foi
capaz de diminuir a glicemia N&o existem relatos sobre modificagbes na
concentragao de glicose pela suplementacdo com lecitina. A deficiéncia de insulina
influencia o metabolismo de lipidios, sendo que individuos diabéticos apresentam
disipidemias (STEWART; LAKER; ALBERTI, 1994; STEINER, 2001). Neste
estudo, o grupo de animais diabéticos ndo apresentou diferencas na lipidemia em
relacdo a0 grupo controle. Esse dado possivelmente explica o fato de a
suplementacdo da dieta com lecitina de soja ndo ter causado ateragdes

significativas nas concentracdes sericas de triacilglicerdis e colesterol (Tabelas 1 e
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2). De fato, estudos demonstram que a diminuicdo de lipidios plasméticos pela
utilizacdo da lecitina é observada apenas quando h& hiperlipidemia, e ndo em
estados normolipidémicos (WILSON; MESERVEY; NICOLOSI, 1998). Outra
possibilidade seria o fato do tempo de suplementagdo ser curto para causar tais
alteracBes, ja que em outros estudos a suplementacao € realizada por periodos mais
longos.

A suplementacdo da dieta com lecitina de soja alterou as fungdes de células
do sistema imunitario, independentemente de modificacOes significativas nas
concentracBes séricas de colesterol e triacilglicerdis. A capacidade fagocitéria de
macrofagos e a proliferacdo de linfocitos foram influenciadas pela adicéo de lecitina
a dieta. E importante ressaltar que a suplementacZo foi realizada por um periodo
curto de tempo (7 dias) e foi observado um aumento de 29% na capacidade
fagocitaria (Figura 4). Esses efeitos podem resultar da alta incorporacdo de
fosfatidilcolina pelos macréfagos, assim como foi demonstrado previamente in vitro
(NISHIYAMA-NARUKE; CURI, 2000). A incorporacdo de lipidios influencia a
capacidade fagocitaria através de modificagbes na fluidez de membrana, na funcéo
de receptores e na transducdo de sinais intracelulares (CALDER et al, 1990). Os
resultados da fagocitose neste estudo indicam que os efeitos sdo dependentes da
dose (Figuras 4) assim como os observados na presenca de outros lipidios tais como
&cido linoleico (TRICON et al, 2004), acido y-linolénico (PETERSON; THIES,
CALDER, 1999; KAKU et al, 2001), acido eicosapentaenodico (KEW et al, 2003),
&cido araquidonico (POMPEIA; CURY-BOAVENTURA; CURI, 2003) sobre as
fungdes de células imunitérias. Durante a fagocitose ocorre a liberagdo de &cido
araguidénico a partir dos fosfolipidios pela acdo da fosfolipase A, citossolica
(GIROTTI et al, 2004). Este é um dos primeiros eventos que seguem a estimulacéo
de macrofagos (BALSINDE et al, 1992), levando a producdo de eicosandides.
Assim, além dos conhecidos efeitos bioldgicos diretos dos acidos graxos sobre as
funcbes de macréfagos, o acido linoleico, principa écido graxo contido na lecitina
de soja, poderia influenciar indiretamente a fagocitose através da formacédo e

liberac&o de &cido araquiddnico.
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A significativa reducéo na capacidade fagocitaria dos animais diabéticos,
guando comparada a do controle (Figura 4), corrobora com estudos que
demonstram que as respostas i munitarias mediadas por células estdo diminuidas em
diabéticos (PTAK et al, 1998; LOFFREDA et al, 1998; LIU et al, 1999;
LLORENTE et al, 2000; ZYKOVA et al, 2000; OLUBADEWO; SPITZER, 2003;
WEEKERS et al, 2003). Possiveis explicacdes para esse fendbmeno sdo as alteracdes
metabdlicas e 0 estresse oxidativo. A deficiéncia de insulina reduz a conversdo de
&cido linoleico a &cido araquidénico pela inibicdo da atividade das enzimas D6-
desaturase e D5-desaturase (HOLMAN et al, 1983; BROWN; LINDSAY;
RIEMERSMA, 2000; BRENNER, 2003). A sintese e liberacdo de &cido
araguidénico e consequentemente a producdo de eicosandides estdo prejudicadas
em diabéticos (CHO; NAKAMURA; CLARKE, 1999; TSIMARATOS ¢t al, 2001).
Como os &cidos graxos essenciais tém papel fundamental na funcdo de macréfagos
(LEFKOWITH et al, 1991; POMPEIA et al, 2000; CALDER, 2003), essas
anormalidades no metabolismo poderiam estar relacionadas com a reducéo da
fagocitose pelos macréfagos nos animais diabéticos. O desequilibrio oxidativo-
antioxidativo nos animais diabéticos (DOBRIAN et al, 1996; CERIELLO, 2003;
CHUNG et al, 2003; GOUTY et al, 2003; KIL et al, 2004; MENON et al, 2004)
facilita a oxidacdo das cadeias de acidos graxos poliinsaturados dos fosfolipidios de
membrana dos macréfagos, aterando a funcionalidade dessas células nos animais
diabéticos. Considerando a suplementacdo da dieta dos animais diabéticos com
lecitina de soja e a consequente incorporacdo de fosfatidilcoling, também é
relevante mencionar que a oxidacdo da fosfatidilcolina gera molélulas PAF-like, que
podem atuar nas células da mesma forma que o PAF, sendo capazes de ativar
células que apresentam receptor para PAF (PATEL et al, 1992; McINTYRE;
ZIMMERMAN; PRESCOTT, 1999), mediando respostas imunitérias. Em
macrofagos, o PAF estimula o burst oxidativo, a liberacgo de acido araquidénico e
seus metabdlitos (protaglandina E e tromboxano B2) e o espraiamento
(RANDRIAMAMPITA; TRAUTMANN, 1989). Outros estudos ja demonstraram
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gue esse mediador inflamatério (PAF) altera a fagocitose pelos macréfagos de
modo dose-dependente (ICHINOSE et al, 1994).

A fagocitose faz parte da resposta imunitaria inata e um prejuizo nessa
funcéo pode contribuir para a prevaléncia de infeccBes aumentadas em diabéticos
(GEERLINGS; HOEPELMAN, 1999; LLORENTE et al, 2000). Neste trabaho, a
suplementacdo com lecitina (1g/kg de peso corporal) modificou a funcdo de
macréfagos nos animais diabéticos, aumentando sua capacidade fagocitaria, 0 que
certamente representa um beneficio para sua resposta imunitéaria. No entanto, deve
ser levado em consideracdo que macrofagos também participam nas respostas
inflamatdrias envolvidas nos processos de aterosclerose (OSTERUD; BJORKLID,
2003; OSIECKI, 2004). Possivelmente, um aumento na capacidade fagocitaria de
macrofagos tenha implicacbes nesses processos. Além disso, outras fungdes
importantes para a atividade microbicida dos macréfagos poderiam ser modificadas
pela fosfatidilcolina, como a producdo de espécies reativas de oxigénio e espécies
de nitrogénio, a adesdo e o espraiamento. Estudos da adicdo de outros lipidios in
vivo (YAQOOB; CALDER, 1995; MILES, WALLACE; CALDER, 1999) ein vitro
também ja demonstraram ateracOes sobre essas fungdes (CALDER, 1990;
POMPEIA et al, 2003), as quais, no caso de doengas cronicas inflamatdrias, podem
ser deletérias ao organismo (POMPEIA et al, 2000; CATHCART, 2004; OSIECKI,
2004). Posteriormente, essa hipotese deve ser testada.

A interacdo entre macrofagos e linfocitos é um evento importante para a
resposta imunitaria (LUCEY; CLERICI; SHEARER, 1996) e a transferéncia de
lipidios entre essas células constitui um mecanismo de modulacdo das suas fungbes
(PERES et al, 1997; HOMEM DE BITTENCOURT JUNIOR; CURI, 1998). Em
estudos prévios foi demonstrado que a fosfatidilcolina é transferida de macréfagos
para linfécitos resultando em modulacéo da funcdo de linfocitos (NISHIY AMA-
NARUKE; CURI, 2000). Sobretudo, um efeito direto da fosfatidilcolina sobre a
proliferacdo de linfécitos e producdo de citocinas in vitro foi demonstrado
(NISHIYAMA et al, 2001). Considerando a relevancia dos linfécitos na resposta

imunitéria e os estudos in vitro mencionados acima, os efeitos da suplementacdo da
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dieta com lecitina de soja no metabolismo e proliferacdo de linfocitos foram
investigados.

A producdo de formazan (MTT no estado reduzido), a qual reflete a
atividade de enzimas intracelulares (MOSMANN, 1983), aumentou
significativamente nos linfécitos estimulados com concanavalina A (Figura 5). A
estimulag@o dos linfécitos com esse mitégeno envolve a ativacdo de uma cascata
complexa de reacfes bioguimicas, que promovem a entrada das células no ciclo
celular, e os linfdcitos quiescentes se transformam em linfoblastos metabolicamente
ativos (DORN et al, 2002). E possivel que o aumento da disponibilidade de &cido
araquidonico ou de outros produtos resultantes da hidrélise de fosfatidilcolina esteja
envolvido no metabolismo aumentado dos linfécitos do grupo de animais
suplementados com 2g/kg de lecitina de soja (Figura 5). Os efeitos da
suplementagdo da dieta com lecitina de soja sobre o metabolismo de linfécitos
também foram dependentes da dose. Em contrapartida, a suplementacdo com
lecitina de soja nos animais diabéticos ndo aterou a producdo de formazan nos
linfécitos estimulados cultivados por 48 horas (Figura 5). Assim, a adicéo de
lecitina na dieta por um curto periodo de tempo aumentou significativamente o
metabolismo de linfacitos estimulados (aproximadamente 1,8 vezes) na auséncia do
estado diabético. Esses resultados indicam que, sob condicdes patol 6gicas, alecitina
de soja apresenta um efeito diferente sobre as células do sistema imunitario. Esse
fato também pode ser fundamentado pelas diferencas evidentes observadas no perfil
metabdlico de linfécitos em resposta a ConA quando 0s grupos controle e
diabéticos sdo comparados (Figura 5). O metabolismo dos linfécitos estimulados
dos animais diabéticos aumentou 2,3 vezes em relacdo ao dos animais controle
(Figura 5). OTTON, MENDONCA e CURI (2002) demonstraram a reducéo do
metabolismo de linfécitos em diabéticos pela determinacdo da atividade de enzimas
envolvidas no metabolismo de glicose e glutamina. Embora os resultados parecam
controversos, o metabolismo, no presente estudo, foi mensurado através do ensaio
da reducédo do MTT, que reflete a atividade das desidrogenases mitocondriais e

enzimas relacionadas a ativacdo celular. O aumento da atividade metabdlica dessas
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células poderia refletir indiretamente a proliferacdo celular. No entanto, células
estimuladas produzem mais formazan que células em repouso (MOSMANN, 1983),
0 que € compativel com um estado de ativacdo celular que ndo envolve
necessariamente aumento de atividade proliferativa. De fato, foi demonstrado que o
aumento da atividade mitocondrial € independente da sintese de DNA (WANG,;
ZHENG, 2002). Com base nesses dados, foi avaliado se o aumento na producgédo de
formazan pelos linfécitos foi acompanhado de modificagdes no nimero de células.
N&o foram observadas alteracdes no nimero de células paraelas as do metabolismo
(Figura 9). Como o mitégeno induz uma resposta proliferativa, esperava-se que o
nimero de linfécitos estivesse aumentado; mas, particularmente no grupo controle,
ISSO ndo ocorreu. Apesar disso, pbde-se constatar uma evidente alteragdo
morfoldgica (tamanho e granulosidade) nas populacdes de linfocitos (Figura 12)
(DORN et al, 2002). Assim, o periodo de 48 horas de cultivo ndo foi suficiente para
a observagao dos efeitos da suplementagéo com lecitina de soja sobre 0 aumento do
nimero de linfocitos. 1sso indica que os eventos metabdlicos e a divisdo celular
ocorrem em diferentes periodos de tempo.

A partir desses resultados foi realizada uma curva de tempo versus nimero
de linfdcitos estimulados e ndo-estimulados. O aumento significativo no nimero de
linfécitos (proliferacéo) foi observado apenas nas 66 horas de cultivo (Figura 10).
Concomitantemente, alteragbes morfologicas qualitativas evidentes foram
observadas (Figuras 7 e 8), tais como distribuicdo e tamanho das células. Nos
gréficos de dispersdo obtidos no citémetro de fluxo, observou-se, também em 66
horas, 0 aparecimento de uma populacdo adicional de linfécitos apresentando maior
tamanho e granulosidade (Figura 12) em relacdo ao grupo de linfécitos néo-
estimulados. Assim, a proliferagdo de linfocitos foi estimada apds 66 horas de
cultivo. Apesar do metabolismo de linfocitos aumentado inicialmente (Figura 5), a
suplementacdo da dieta com lecitina de soja reduziu a capacidade proliferativa de
linfécitos (Figura 11) nos animais ndo-diabéticos. Esses dados sugerem que o
envolvimento da suplementacdo com lecitina de soja no metabolismo de linfécitos é

independente dos mecanismos de proliferacdo. A reducdo da resposta proliferativa
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estd de acordo com estudos que mostram que a adicdo de fosfatidilcolina a
linfocitos em cultivo resulta na inibicdo da proliferacdo celular (NISHIY AMA-
NARUKE e CURI, 2000; NISHIYAMA et al, 2000). Muitos mecanismos podem
estar envolvidos nos efeitos anti-proliferativos da fosfatidilcolina, como por
exemplo, dteracdo da atividade de enzimas que participam da sinalizagéo
intracelular e diminuicdo da capacidade de linfécitos de produzir interleucina-2 (IL-
2). Adicionamente, assim como nos macrofagos, o &cido araquiddnico, cujo
precursor (&cido linoléico) é o principal acido graxo presente na lecitina de soja, em
altas concentracdes reduz a proliferacdo de linfécitos (KELLY; PARKER, 1979;
CALDER, 2002).

Nos animais diabéticos a proliferacdo de linfocitos estava reduzida em
comparacdo com o grupo controle (Figura 11), embora inicialmente essas células
tenham apresentado o metabolismo aumentado (Figura 5). Portanto, os linfécitos do
grupo diabético podem ter apresentado maior atividade metabdlica que os linfocitos
do grupo C (Figura 5) devido ao aumento da atividade de enzimas néo relacionadas
a proliferacdo. A glutationa Stransferase tem a habilidade, assim como as
desidrogenases mitocondriais, de reduzir o MTT in vitro, podendo influenciar os
resultados do ensaio (YORK et al, 1998). A atividade da glutationa S-transferase ja
foi detectada em linfocitos cultivados estimulados (JONES et al, 1988). Essa
enzima catalisa a conjugacao da glutationa (DICKINSON; FORMAN, 2002), a qual
tem importante papel para a defesa antioxidante (WU et al, 2004), a uma variedade
de compostos dletrofilicos (STRANGE; JONES; FRYER, 2000) e poderia ter a
atividade aumentada nos animais diabéticos, uma vez que o desequilibrio oxidativo-
antioxidativo contribui para a producdo de compostos formados pela reacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) com lipidios poliinsaturados n-6 das
membranas celulares (STRANGE; JONES; FRYER, 2000; MEGLI; SABATINI,
2003; ORZECHOWSK, 2003).

Outros estudos ja demonstraram a reducdo da proliferacdo de linfocitos do
linfonodo mesentérico de ratos diabéticos induzidos por aloxana, medida por meio
da incorporacdo de timidina radioativa em DNA (OTTON et al, 2002). Além da
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funcionalidade prejudicada, o nimero de linfocitos € menor devido a maior
proporcdo de apoptose no estado diabético, tanto em animais como em humanos
(OTTON et al, 2004). Corroborando esse dado, o presente estudo demonstrou
menor nimero de linfécitos ndo-estimulados do grupo diabético quando comparado
com o controle (Figura 11). Além da reducdo da capacidade proliferativa de
linfécitos, os animais diabéticos tiveram o peso dos 6érgéos linfoides, como baco e
timo, reduzidos (Tabela 6). A reducéo do peso dos tecidos linfoides jafoi observada
em animais diabéticos induzidos por aloxana (WEXLER; LUTMER, 1975; PTAK;
CZARNICK; HANCZAKOWSKA, 1975). As dtas concentragdes de glicose
sanguinea nos animais diabéticos (Tabela 3) ou muitos outros fatores, como, por
exemplo, a auséncia de insulina ou 0 aumento de corticosteréides (WEXLER e
LUTMER, 1975; PTAK; CZARNICK; HANCZAKOWSKA, 1975;
BALASUBRAMANIAN; HOFERT; HEDRICK, 1985), influenciam a reducéo do
peso desses 6rgdos. No entanto, 0 peso relativo do bago nos animais diabéticos ndo
foi diferente quando comparado com o dos animais controle (Tabela 7), sugerindo
gue a reducdo nesse 6rgdo seja um reflexo da diminuicéo de peso generalizada nos
animais diabéticos (Figura 1). Porém, o peso relativo do timo foi estatisticamente
menor nos animais diabéticos (Tabela 7), 0 que sugere diminuicdo da proliferacdo
das células desse tecido. As diferencas em relagdo a diminuicdo relativa de peso
entre baco e timo nos animais diabéticos podem ser atribuidas a efeitos especificos
sobre determinada populacdo de células encontradas nos tecidos. O timo apresenta
predominantemente linfécitos T, sensiveis a agdo dos corticosterdides, e o baco
além de linfocitos T apresenta grande quantidade de linfécitos B e macréfagos
(ABBAS;, LICHTMAN; POBER, 1995).

A reducdo do numero de linfécitos no sangue no grupo de animais
diabéticos também foi encontrada neste estudo. A linfopenia em animais diabéticos
jafoi relatada em outros estudos (JUNG; KAMIYAMA; AGUI, 1999; TANAKA et
al, 2000), sendo explicada por aumento de apoptose de linfécitos T periféricos
(JUNG; KAMIYAMA; AGUI, 1999).

A suplementacdo da dieta com lecitina de soja aumentou a capacidade
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proliferativa de linfécitos nos animais diabéticos (Figura 11), demonstrando
novamente que os efeitos da suplementacdo com lecitina de soja sdo diferentes entre
animais ndo-diabéticos e diabéticos. Nesse caso, em razéo do desbalanco oxidativo,
também é relevante considerar a participacdo das moléculas oxidadas de
fosfatidilcolina (PAF-like). Linfécitos apresentam receptores para PAF, o qua
estimula sua proliferacdo (BEHRENS; GOODWIN, 1990). De fato, as moléculas
PAK-like tém agdo pro-inflamatéria podendo ativar os linfécitos e aterar sua
funcionalidade. Estudos demonstram que o PAF-like est4 envolvido na ativacdo de
linfécitos (GRALER; GOETZL, 2002; FEI et al, 2003). Isso poderia explicar
também porque nessas células a reducdo do MTT continuou aumentada apos 66
horas de cultivo (Figura 6). O aumento do metabolismo dessas células pode ser
decorrente da maior ativacéo causada por moléculas PAF-like. Além disso, nesse
caso, em que a proliferacdo de linfécitos estava aumentada, a reducdo do MTT
aumentada paralelamente pode ter maior influéncia do aumento do nimero de
células.

Os valores de peso absoluto ou relativo dos 6rgédos linféides estudados (baco
e timo) ndo foram modificados pela suplementagcdo com lecitina de soja (Tabelas 6 e
7). E provavel que o curto periodo de suplementacio ndo seja suficiente para
alteracBes dessa magnitude, apesar do aumento da proliferacdo de linfécitos nos
animais diabéticos suplementados. Além disso, os efeitos da suplementacdo com
lecitina sobre a funcionalidade de linfocitos podem ser especificos para cada 6rgéo
linféide, ja que estes apresentam diferentes populagdes de linfocitos. Possivel mente,
aincorporagdo de fosfatidilcolina € diferente entre varios 6rgéos, como demonstrado
para outros lipidios (GUIMARAES et al; 1995), contribuindo para respostas
diferentes das células. Outros estudos devem ser realizados para avaliar os efeitos da
lecitina na proliferacdo de linfocitos do baco e do timo.

A composicdo lipidica desses 6rgdos também ndo foi modificada (Tabelas 3
e 4). Em macréfagos peritoneais e linfocitos do linfonodo mesentérico, que
apresentaram modificagdes na sua funcionalidade em resposta a suplementacdo com

lecitina de soja, ateragbes no conteido de fosfolipidios também ndo foram
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encontradas (Tabela5). E possivel que a suplementacio da dieta com fosfatidilcolina
influencie a composicdo de &cidos graxos da membrana dos tecidos, porém para
detectar essas modificacdes, seria necessaria a utilizacdo de métodos mais sensiveis.
Além disso, outros mecanismos podem estar envolvidos nas ateragbes sobre a
funcionalidade de macro6fagos e linfécitos, como a formac&o de moléculas bioativas
a partir da fosfatidilcolina e modificagbes em microdominios de membrana,
alterando cascatas de sinalizagdo intracelular.

O numero de linfécitos do sangue dos animais diabéticos suplementados néo
foi diferente do encontrado nos animais controle (Tabela 9), o que pode significar
uma tendéncia de melhora em relacdo a linfopenia encontrada nos animais
diabéticos. No entanto, esse nimero também ndo foi diferente do dos animais
diabéticos.

O contetido de lipidios do figado também foi avaliado, uma vez que véarios
estudos sobre os efeitos da suplementagdo com lecitina de soja demonstraram
reducdo das concentragbes de triacilglicer6is e colesterol nesse 0rgdo
(MASTELLONE et al, 2000; LE BLANC et al, 2003). Os mesmos efeitos n&o foram
observados no presente estudo (Tabela 3), o que pode estar relacionado com
diferencas na dose e tempo de suplementacdo, ou ainda com a utilizagdo de
diferentes métodos de avaliacdo do contelido lipidico. Ja o contetido de fosfolipidios
do figado permaneceu inaterado com a suplementacdo (Tabela 4), conforme
demonstrado previamente (MASTELLONE et al, 2000). Com relagdo ao peso do
figado dos animais estudados, foi observado maior peso relativo do figado nos
animais diabéticos. Embora os mecanismos envolvidos ndo estejam esclarecidos, a
hepatomegalia é frequiente em diabéticos (HERRMAN et al, 1999). A suplementacdo
com lecitina de soja ndo apresentou efeitos sobre esse parametro.

O acréscimo na quantidade de gordura total na dieta com a suplementacéo
com lecitina de soja ndo promoveu ganho excessivo de peso nos animais (Figura 3),
0 que seria indesgjavel. Portanto, no caso da utilizagdo dessa suplementacdo com a
finalidade de melhorar pardmetros imunitérios ou reduzir as concentracdes de

lipidios plasméticos, isso pode representar um efeito positivo.
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Esses resultados em conjunto demonstram que a suplementacdo da dieta
com lecitina de soja é capaz de modificar a funcionalidade de macréfagos e
linfécitos. Portanto, a suplementacdo da dieta com lecitina de soja poderia ser
importante na modulagdo das respostas imunitarias em diabéticos. Considerando
que alteracOes nesses tipos celulares afetam o curso de respostas inflamatorias, que
incluem os processos ateroscleréticos, sdo necessarios mais estudos a respeito dessa
suplementacdo. O entendimento dos mecanismos pelos quais a lecitina de soja
modula essas func¢des pode fornecer estratégias eficazes de intervencéo nutricional

em condicdes patol bgicas.
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6. CONCLUSAO

A suplementacdo da dieta com lecitina de soja modifica, de modo dose-
dependente, a proliferacéo de linfécitos e a capacidade fagocitéaria de macrofagos,
indicando um efeito imunomodulador da fosfatidilcolina. Os efeitos sobre a
funcionalidade das células imunitarias sdo independentes dos efeitos redutores de

triacilglicerdis e colesterol plasmaticos.
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