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Resumo

Com o objetivo de avaliar os efeitos da suplementacio de lecitina de soja sobre o perfil hematolégico,
8 caes da raca Beagle foram divididos de forma aleat6ria em grupo controle (C) e grupo suplementado
com 2 g/kg de lecitina de soja (LS) na racio e avaliados por um periodo de 60 dias. As coletas de
sangue para os ensaios hematolégicos foram feitas nos dias 1, 30 e 60, com os animais em jejum de 14
horas. Os dados foram analisados utilizando o programa estatistico Estat® 2.0, com o delineamento
inteiramente casualizado, adotando o esquema fatorial 2x2x3. Os resultados nao mostraram diferencas
da acdo do aditivo sobre o nimero de eritrécitos, leucocitos totais, neutrédfilos segmentados e bastonetes,
linfocitos e mondcitos. Os resultados obtidos neste estudo constituem o primeiro relato da agao da
lecitina de soja em cies, portanto, mais estudos sao necessarios para avaliar sua real efetividade.

Palavras-chave: Caes. Hematologia. Lecitina de soja.

Abstract

The aim of this work was to evaluate the effects of dietary soybean lecithin on the hematologic
profile of 8 adult healthy beagles, divided randomly into 2 groups: C — control group and
LS — group supplemented with 2g/kg of soybean lecithin, evaluated for a 60 days period.
Blood samples were collected at day 1, 30 and 60, with the animals fasted for 14 hours.
Statistical analysis was performed using Estat® 2.0 and a 2x2x3 factorial analysis. The
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hematological profile of the supplemented group showed no alterations in total erytrocytes
count, total leucocytes count, neutrophil, lymphocytes and monocytes counts considering
that the results found in this study represent the first report about the effects of soybean
lecithin in dogs, further studies in these field are required to evaluate its real effectivity.

Keywords: Dogs. Hematology. Soyabean lecithin.

INTRODUCAO

Alecitina ¢ uma mistura de fosfolipidios (fosfatidilcolina, fosfatidilinositol e fosfatidiletanol),
triacilgliceréis e glicolipidios presente em diversas fontes vegetais e animais, como soja e outros graos,
gérmen de trigo, peixe e figado (GORMLEY, 1997).

De todos os fosfolipidios presentes na lecitina, a fosfatidilcolina é singularmente o mais
importante. Sua molécula é composta por acidos graxos esterificados a uma molécula de glicerol-3-
fosfato e colina, servindo como fonte principal deste nutriente, importante para a fun¢ao hepatica,
usado na sintese dos componentes estruturais de todas as membranas celulares, na sinalizagdo molecular
e como fator de ativagao plaquetaria. A colina também ¢ precursora de um importante neurotransmissor,
a acetilcolina, envolvida principalmente no controle muscular (MILLER, 2002).

Alguns autores afirmaram que o alto consumo de soja e de seus subprodutos pode reduzir o
risco de cancer NAGATA, 2000; NAGATA et al., 2002) e a incidéncia de doencas cardiovasculares (ITO
et al., 2003; ZHANG et al., 2003). Dietas contendo fosfatidilcolina reduziram o nimero de nédulos
tumorais no figado de ratos, conservando a fun¢ao hepatica desses animais (SAKAKIMA et al., 2007).

A fosfatidilcolina também pode interferir no metabolismo do colesterol e outros lipidios, pois
exerce um importante papel na absor¢ao intestinal de lipidios por elevar a solubilidade das micelas lipidicas
e fornecer revestimento da superficie para a formacgao de quilomicrons, além de alterar a composigao dos
depdsitos de gordura, removendo colesterol dos tecidos (STRAYER, 1996; YONGZHI et al., 2001).
Lechowski et al. (1999) verificaram que roedores suplementados com lecitina durante 36 dias tiveram
reducao significativa das concentragoes de colesterol total, triacilglicerdis e de HDL. J4 em macacos,
Wilson, Meservey e Nicolos (1998) notaram que apos 8 semanas de suplementa¢io com lecitina, houve
diminuicao das concentracoes de colesterol e de LDL, mas nenhum efeito sobre a de HDL.

Leblanc et al. (2003) observaram que a adigao de lecitina a roedores durante 14 dias
estimulou a secre¢io de acido biliar, fosfolipidios e colesterol na bile, e inibiu a enzima ACAT
(colesterol — aciltransferase), responsavel por distribuir o colesterol nos hepatécitos. Quando esta
enzima ¢ inibida, o colesterol ¢ direcionado a bile para sua eliminacao. Mastellone et al. (2000)
encontraram aumento das concentra¢oes de sais biliares, fosfolipidios e colesterol na bile de coelhos
suplementados com lecitina de soja.

A lecitina de soja também apresenta propriedades antioxidantes. Foi relatado por Aabdallah e Fid
(2004) um efeito neuroprotetor da lecitina, devido em parte a esta agdo, que protege tanto os acidos graxos
poliinsaturados, evitando sua oxidacao e producao de radicais livres, como as células de todo o organismo.

Atribui-se aos 4acidos graxos poliinsaturados da lecitina de soja, especialmente ao acido
linoleico, a renovacao dos tecidos e a regeneragao das células por estimular a divisdao celular, assim seu uso
topico tem indicacdo para protecdo, hidratacdo e cicatrizagao da pele (DECLAIR, 1994). Os fosfolipidios
sao componentes importantes das membranas celulares do organismo, incluindo as células sanguineas,
contribuindo na sua integridade estrutural, assim como na reparagao dos tecidos (STRAYER, 1990).

O sangue é composto por uma parte liquida — o plasma, formado por agua, sais minerais,
moléculas organico-proteicas e por elementos celulares: hemacias ou eritrocitos, leucocitos e plaquetas
(BEVILACQUA et al., 1992). A analise da série vermelha é constituida pela contagem de eritrécitos,
dosagem da hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentragao da hemoglobina corpuscular média (CHCM). A série branca,
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por sua vez, ¢ analisada por meio da contagem total de leucécitos e contagem diferencial de leucécitos:
neutr6filos (bastonetes e segmentados), eosinoéfilos, basoéfilos, linfécitos e monodcitos (GARCIA-
NAVARRO, 2005). A contagem de plaquetas, células responsaveis pelo processo de hemostasia, e a
dosagem de proteinas plasmaticas, em especial do fibrinogénio, proteina plasmatica importante na
coagulacdao sanguinea e na inflamac¢ao, também fazem parte da avaliagio hematoldgica de rotina na
medicina veterinaria (THRALL; WEISER, 2000).

Os eritrocitos sao produzidos na medula 6ssea e respondem por 40% de todo o volume
sanguineo. Por meio da hemoglobina se faz o transporte do O, dos pulmdes para os tecidos e de CO,
no sentido inverso (GARCIA-NAVARRO, 2005). O eritrécito do cao é um disco biconcavo anucleado,
com area central notadamente palida, quando visualizada em esfregagos sanguineos corados. A duragao
média da vida dos eritrécitos caninos ¢ de 120 dias (DUNCAN; PRASSE, 1982).

Os leucocitos sao as células brancas do sangue, formadas na medula 6ssea e compreendem
os granulécitos (neutréfilos, eosinédfilos e baséfilos), mondcitos e linfécitos (SODIKOFF, 2001);
desempenham atividade nos processos inflamatério e imunolégico dos tecidos por meio da quimiotaxia,
fagocitose, amebismo e diapedese (BEVILACQUA et al., 1992).

Os neutrofilos sao os leucocitos que aparecem em maior nimero no esfregaco sanguineo.
Possuem nucleo segmentado, unidos por filamentos de cromatina e granulos citoplasmaticos (CARR;
RODAK, 2000). A segmentaciao do nucleo acompanha o envelhecimento da célula, assim os neutrofilos
jovens tém o nucleo em forma de bastao nao segmentado e sio chamados de bastonetes (GARCIA-
NAVARRO, 2005). Suas principais fung¢ées incluem a fagocitose e a atividade bactericida, desempenhadas
por meio da quimiotaxia e migracao pela parede vascular DUNCAN; PRASSE, 1982). Também elaboram
poderosas enzimas proteoliticas que podem agir dentro da célula para a destruicdo de particulas
fagocitadas, ou serem liberadas e atuar fora do corpo celular (THRALL; WEISER, 2007). Por serem a
primeira linha de defesa do sistema imunolégico (SODIKOFF, 2001), ¢ de fundamental importancia sua
constante sintese pela medula 6ssea, o que demanda grandes quantidades de substrato. A lecitina, por
estimular a divisdo celular, fornecendo fosfolipidios, tem papel relevante na manutencao da integridade
das membranas (STRAYER, 1996), ajudando as células a executarem com eficiéncia suas fungdes.

Os mondcitos sao os maiores leucocitos circulantes, apresentam intensa capacidade
fagocitica e representam a segunda linha de defesa do sistema fagocitico circulante (SINK; FELDMAN,
20006). Transmigram entre células endoteliais por diapedese e alojam-se em outros tecidos, onde
recebem diferentes nomes de acordo com a localizacao: histiécitos (tecido conjuntivo e musculos),
células de Kupffer (figado), microglia (cérebro), macréfagos alveolares (pulmio), células de Langherans
(pele), osteoclastos (tecido dsseo). Os macréfagos, dentro das lesdes inflamatdrias cronicas, se
diferenciam em células epiteliloides ou podem unir-se para formar cé/ulas gigantes de corpo estranho ou células
gigantes de Langhans (JAIN, 1993; THRALL; WEISER, 2007).

Basofilos originam-se da célula precursora mieloide, a mesma célula progenitora dos
mastocitos (CARR; RODAK, 2000). Sao células grandes que apresentam o nucleo redondo com
muitos granulos metacromaticos, sao raras no sangue e na medula 6ssea de cides (JAIN, 1993).
A funcao precisa dos basoéfilos ainda nao foi delineada, mas sabe-se que seus granulos contém
heparina e histamina, importantes mediadores na modulag¢ao da resposta inflamatéria, nas reagdes
de hipersensibilidade imediata e na inibicio do mecanismo de coagulacao (SINK; FELDMAN,
20006). Alteracoes na membrana plasmatica destas células podem comprometer a resposta ante os
antigenos (CALDER, 2002).

Os eosinofilos contém proteinas que se ligam e lesionam a membrana de parasitas. Sao
responsaveis pelo mecanismo de defesa contra os estagios larvarios de parasitas. Além disso, estio
envolvidos na modula¢ido de reagoes alérgicas inflamatérias e de imunocomplexo (THRALL; WEISER,
2007). Possuem habilidade em fagocitar particulas, mas, quando comparados aos neutréfilos, essa
habilidade ¢ limitada (SODIKOFF, 2001). Em areas de inflamacao alérgica, os eosinéfilos sao atraidos
pela histamina liberada dos baséfilos e mastocitos, migrando para o local inflamado, onde seus granulos
acidofilos liberam conteddo citotéxico para o meio extracelular e compdem sua atividade defensiva
juntamente com a a¢ao fagocitaria de complexos antigeno-anticorpo (SINK; FELDMAN, 20006).
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Os linfécitos sao as células que especificamente reconhecem e respondem aos antigenos
estranhos e formam o centro do sistema imunologico. Estdo presentes como células circulantes no sangue
ou na linfa, como cole¢oes de células nos 6rgaos linfoides ou como células dispersas em outros tecidos
(CALDER etal., 2002). Os linfocitos maduros se encaixam em duas populagdes principais: células T e células
B, dependendo em qual 6rgao linfoide primario ocorre o amadurecimento. As células T amadurecem no timo,
ja as células B podem amadurecer dentro de varios 6rgaos diferentes, como Bursa de Fabricius nas aves,
medula 6ssea nos primatas e roedores, e placas de Peyer nos ruminantes e suinos (TTZARD, 2002). A
diferenciagao dos linfécitos B e T, feita por meios imunocitoquimicos, é impossivel de ser vista no esfregaco
sanguineo, ja que ambas as células sio morfologicamente indistinguiveis (GARCIA-NAVARRO, 2005).

Em resposta ao estimulo antigénico, os linfécitos T secretam citocinas, pequenas moléculas
proteicas cuja fungao é promover a proliferacao dos linfécitos, ativagiao de outros tipos celulares, incluindo
os linfécitos B, células NK (natural killer) e macréfagos. Os linfécitos B se diferenciam em plasmocitos e
produzem anticorpos que fazem parte da resposta imunoldgica humoral (CALDER et al., 2002).

Os lipidios da dieta podem modificar a concentragio plasmatica de lipidios, e com isso, as
fungoes de linfécitos e também de macréfagos. A ingestao de altas quantidades de lipidios resulta na
diminui¢ao das fungdes imunologicas, em compara¢ao com dietas pobres em lipidios, por induzir alteracoes
na composicao dos fosfolipidios da membrana plasmatica e consequentes modificagdes nas propriedades
fisicas destas células, como fluidez de membrana, alterando a capacidade das células em responder aos
estimulos (CALDER et al., 2002). Assim, a suplementa¢ao com lecitina de soja pode afetar a concentracao
plasmatica de lipidios e modular a composicio e as fung¢oes das células de defesa (MIRANDA, 2005).

Dessa forma, este trabalho teve o objetivo de investigar se a adi¢do de lecitina de soja na
racao de caes afeta os parametros hematoldgicos (eritrograma, leucograma), servindo como um estudo
inicial para introdugao deste suplemento na dieta para a espécie.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 8 caes da raga Beagle, pertencentes ao Laboratério de Estudos em Nutrigao
Canina (LENUCAN) da UFPR, adultos, machos e fémeas, com pesos médios de 13,410 * 0,210 kg,
vacinados, desverminados e clinicamente sadios, divididos aleatoriamente em 2 grupos: grupo controle
(C) e grupo suplementado com 2 g/kg de peso corporal de lecitina de soja (LS) na racao. Os animais eram
alimentados 2 vezes ao dia e a agua era fornecida ad /ibidum. O periodo experimental foi de 60 dias.

As coletas de sangue foram feitas aos dias 1, 30 e 60. Foram coletados 3 ml de sangue por
meio de venopuncao jugular. As amostras foram acondicionadas em frascos contendo EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético) a 10%. As contagens totais de eritrocitos e de leucocitos foram realizadas
com auxilio do contador automatico de células CC-530 (Cellm®). A contagem diferencial de leucécitos
foi realizada em esfregacos sanguineos utilizando o kit corante Panético Rapido (Laborclin).

A estatistica descritiva foi realizada utilizando o programa estatistico Estat®, versao 2.0. As
comparagoes entre os grupos foram realizadas empregando-se o esquema fatorial 2x2x3 (tratamento, sexo,
tempo). Os dados foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo Teste de Tukey. O delineamento
foi inteiramente casualizado. As diferencas foram consideradas significativas para valores de p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A contagem das células sanguineas nos grupos esta mostrada na Tabela 1. Houve diminuigao
significativa do nimero de mondcitos, nos primeiros 30 dias, e do numero de bastonetes, no ultimo més
do experimento no grupo suplementado. Entretanto, como o grupo controle também apresentou essas
mesmas alteracOes, foi concluido que se devem a mudancgas no ambiente, as quais prejudicaram todos
os caes durante o periodo experimental, como estresse por dominancia, tanto entre os machos, como
entre as fémeas, infestagcdo por pulgas e otite externa, sem relacio com o suplemento. De acordo com
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Jain (1993), a diminui¢ao do numero de bastonetes nao tem significado clinico, em face de sua ampla
faixa de ocorréncia (0 a 300 /ul), ja a monocitopenia transitéria pode ser vista em estagios iniciais de
estresse; mas mesmo com essa variagao, as contagens celulares dos animais estio dentro dos padroes
considerados normais pelo autor. Nao foram encontradas diferencas nas demais contagens de células
sanguineas entre o grupo teste e o grupo controle.

Segundo Dhabhar e McEwen (1997), em situagoes de estresse agudo, ocorre uma estimulagao
do sistema imunolégico, ja em condi¢des de estresse cronico, o sistema imunoldgico sofre supressao.
Em diferentes espécies de mamiferos, a contagem absoluta e relativa de neutroéfilos segmentados tende
a aumentar durante o estresse agudo, como observado em humanos (ISOWA et al., 2003; ZORRILA
et al., 2001), em macaco rhesus (MORROW-TESCH; McGLONE; NORMAN, 1993), em macaco-de-
cheiro (COE; HALL, 1996) e em hamsters (BILBO et al., 2002).

Além do estresse, é sabido que a quantidade de lipidios e os tipos de acidos graxos presentes na dieta
também podem afetar as fun¢des do sistema imunoldgico. A deficiéncia de acidos graxos essenciais na dieta
pode reduzir a imunidade mediada por células. Os linfécitos sao as principais células envolvidas nas respostas
imunologicas adaptativas e a composicao de acidos graxos destas células e de todas as outras do sistema
imunologico ¢ alterada de acordo com os lipidios da dieta, consequentemente alterando a capacidade destas
células em produzir substancias envolvidas na imunorregulacao, como os eicosanoides (CALDER et al., 2002).

A influéncia dos lipidios da dieta sobre as células do sistema imunoldgico também pode
resultar da alteracao 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 sinaliza¢dao, uma
vez que alteragcdes na composicao dos fosfolipidios da membrana plasmatica e consequentes modificagdes
nas propriedades fisicas dessas células, como fluidez de membrana ou de regides especificas da membrana,
alteram a habilidade da célula em responder estimulos (CALDER, 2001).

Ap6s 24 meses de suplementagio com lecitina oral, Tompkins e Parkin (1980) nio
observaram modificagcdes no perfil hematologico de individuos sadios. Em grupos de roedores sadios
e diabeticamente induzidos, Miranda (2005) verificou que a suplementagao com lecitina de soja na dieta
durante 7 dias nao afetou a contagem das células brancas do sangue.

Observamos também diferengas nas contagens de leucécitos totais e neutréfilos segmentados
entre os sexos (Tabela 1). As fémeas apresentaram maior contagem dessas células. Em primatas, Cunha
et al. (2005) nao observaram diferengas entre os sexos, na contagem de neutroéfilos e leucocitos totais.

TABELA 1 - Médias das contagens de células sanguineas nos grupos experimentais, durante o periodo de estudo

Fator Hemacias Leucécitos Segmentados Bastonetes Monocitos Linfécitos  Eosinofilos
(milhdes/ul)  (/ul) (/ul) (/ul) (/ul) (/ul) (/ul)
Controle 7,14 9358,33 6153,83 108,33 528,33 2348,17 244,67
Lecitina 6,94 8783,33 5692,17 180,08 629,83 1991,67 289,58
Macho 7,14 8550%" 5317,58%" 154,25 546,92 2331,17 225,08
Fémea 6,94 9591,674 6528,42% 134,17 611,25 2008,67 309,17
Dia 01 7,43 9537,5 6522,5 145,25%  764,75% 1833,88 271,13
Dia 30 6,81 8325 5194,75 239,754 360,63% 2294 235,88
Dia 60 6,88 9350 6051,75 47,635 611,884 2381,88 294,38
s'(%) 0,68 10,60 0,13 28,14 0,56 51,51 18,93
CV*(%) 4,15 14,15 11,99 46,58 7,75 23,74 22,65
p ns’ <0,05 <0,05 <0,01 <0,05 ns’ ns’
Padrio* 552a8,5 6000217000 3000211500 02300  150a1350 1000 a 4800 1002 1250

" Letras diferentes indicam diferenca dentro da mesma coluna, pelo teste de Tukey.
' Devio padrio.

% Coeficiente de variacio.

* Nio significativo.

* Valores padrio de referéncia para cies adultos, conforme JAIN (1993).

Rev. Acad., Ciénc. Agrir. Ambient., Curitiba, v. 7, n. 3, p. 289-297, jul./set. 2009



294 MARCONCIN, S. A. et al.

Em experimentos para definir valores de referéncia de células sanguineas em caes, Hadidian
e Pawlowski (1964) demonstraram contagens de eosinofilos significativamente maiores em fémeas do
que em machos da raca Beagle; ao contrario de Brunk (1969), que relatou um maior nimero de
eosinéfilos em beagles machos ao comparar com as fémeas, mas nao encontrou diferengas entre sexos
na contagem das demais células sanguineas. Com o mesmo objetivo, Reber et al. (1961) também nao
observaram diferencgas significativas entre os sexos na avaliagao do hemograma em caes da raga Beagle.

A suplementac¢ao da dieta com lecitina de soja tem sido popularmente usada no tratamento
de ateromas, hipercolesterolemia, embolismo gorduroso e para melhorar o perfil lipidico; Fujikawa
(1991) reportou que a lecitina em doses diarias de 1,5-2,2¢ reduziu o colesterol sérico em pacientes
aterosclerdticos. Ishinaga, Sugiyama e Mochizuki (1994) mostraram forte correlagiao inversa entre a
ingestao diaria de fosfolipidios e o colesterol em mulheres japonesas. Ishida et al. (1988) relataram que
a lecitina de soja diminuiu o colesterol total em ratos suplementados, mostrando um papel importante
na regulacao do metabolismo lipidico. Evans et al. (2007) afirmaram que a lecitina de soja na dose de
20 g/dia melhorou o petfil lipidico de mulheres na fase pds-menopausa. Também nas condiges
hepaticas induzidas por medicagao, alcool, virus e toxinas, por seu efeito hepatoprotetor (LECHOWSKI
et al., 1999; PODOBED et al.,, 1995); no tratamento da obesidade, pois a lecitina apresenta efeitos
sobre o esvaziamento gastrico e ingestao de alimentos. Conforme Nishimukai et al. (2003), ratos
recebendo dieta com varios niveis de lecitina apresentaram menores propor¢des de esvaziamento
gistrico e ingestio alimentar, em comparacio aos ratos que nio receberam suplementacio. F recomendada
nos casos de alteragoes de memoria e disturbios mentais (BUCHMAN et al., 2001); para estabiliza¢dao
das membranas celulares, por ser o elemento funcional e estrutural (AABDALLAH; EID, 2004;
IPATOVA et al., 2004) e como agente imunomodulador (CALDER, 2001).

Em virtude da escassez de relatos especificos sobre alteragcoes ocorridas no hemograma com
o uso da lecitina de soja em animais ou seres humanos em toda a literatura pesquisada, e independente
dos resultados encontrados neste estudo, pesquisas sobre seus efeitos em caes sao requeridas, ja que a
lecitina de soja apresenta variadas fungdes e efeitos multiplos, tornando seu uso indicado tanto na
alimentacdo e nutricao animal, mantendo a integridade do organismo, assim como na terapia de doencas
do metabolismo e do sistema imunitario.

CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho mostraram que a adi¢ao de lecitina de soja na ragao de cies
sadios durante 60 dias nao afetou o perfil hematolégico dos animais.
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