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RESUMO

A regulacio do metabolismo lipidico com drogas
ou alimentos naturais é um alvo importante para
diminuir o risco de doencas cardiovasculares. O
objetivo deste estudo foi verificar o efeito da lecitina
de soja na dislipidemia e na hipertrofia ventricular de
camundongos hipercolesterolémicos. Utilizaram-se
quatro grupos de camundongos LDLr-/- com 3 meses de
idade que receberam a seguintes dietas: Grupo S- racdo
padrao; Grupo S+Lec- raciao padrio e lecitina de soja;
Grupo HL- racio hiperlipidica; e Grupo HL+Lec-
racdo hiperlipidica e lecitina de soja. Apds 15 dias, o
sangue foi coletado para anadlise sérica dos lipideos
e da proteina C reativa. O ventriculo esquerdo foi
separado, a proporcio peso ventricular (mg) pelo peso
do animal (g) foi calculada e, em seguida, processado
histologicamente. Cortes histolégicos foram corados
com hematoxilina/eosina e picrosirius red para avaliar
alteracoes morfologicas e morfométricas ventriculares.
A lecitina de soja apresentou efeito antidislipidémico e
aumentou os niveis séricos de HDL nos camundongos do
grupo S+Lec. Entretanto, nos camundongos do grupo
HL+lec, a lecitina de soja ndo preveniu a dislipidemia,
apenas aumentou o nivel sérico do HDL. Este efeito
nestes animais influenciou no processo inflamatoério
cardiovascular, reduzindo o nivel sérico de proteina
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C reativa; e prevenindo a hipertrofia ventricular
esquerda. A utilizacio da lecitina de soja representa um
tratamento e/ou uma prevencio alternativa de baixo
custo para as dislipidemias ndo associadas com dieta
hiperlipidica. Contudo, a lecitina de soja aumenta os
niveis séricos do HDL prevenindo o desenvolvimento
da HVE mesmo em dislipidemias associadas com dieta
hiperlipidica.

Palavras-chaves: Lecitina de soja. Dislipidemias.
Hipertrofia ventricular esquerda e camundongo.

INTRODUCAO

A regulagdo do metabolismo lipidico através de
drogas ou de alimentos naturais ¢ um alvo importante
a intervengdo terapéutica no intuito de diminuir o risco
de doencas cardiovasculares (Schaefer, 2002), pois as
dislipidemias sdo fatores relevantes de riscos no contexto
das doengas cardiovasculares, e as intervengdes apropriadas
podem ter impacto no tratamento clinico (Kingsbury
& Bondy, 2003). As dislipidemias primarias, ou sem
causa aparente, podem ser classificadas genotipicamente
ou fenotipicamente. Na classificacdo genotipica, as
dislipidemias se dividem em monogénicas- causadas por
mutagdes em um so gene, ¢ poligénicas - causadas por
associagoes de multiplas muta¢des que, isoladamente, ndo
seriam de grande repercussdo. A classificagdo fenotipica
ou bioquimica compreende quatro tipos bem definidos:
hipercolesterolemia isolada, hipertrigliceridemia isolada,
hiperlipidemia mista e nivel plasmatico de HDLc baixo.

O risco do desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares esta relacionado diretamente aos niveis
plasmaticos de LDL colesterol (LDLc) e inversamente
a concentracdo de HDL colesterol (HDLc) (Castelli et
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al.,1977). A dislipidemia estd associada ao aumento de
radicais livres em modelos humanos e animais (Davi et al.,
1997), e sua relagdo com a doenga coronaria aterosclerdtica
e hipertrofia ventricular esquerda (HVE) foi demonstrada
em diferentes estudos (Kannel et al., 1979; Garcia et al.,
2008). Por outro lado, a redu¢do da morbimortalidade por
doengas cardiovasculares, a interrupg¢ao, a regressdao ¢ a
prevencao da doenga aterosclerdtica e da HVE através de
drogas redutoras do colesterol plasmatico, também tem
sido referida por inimeros estudos (Garcia et al., 2008;
Buchwald et al., 1990; Ornish et al., 1990; Brown et al.,
1990).

Os inibidores da hidroximetelglutaril-coenzima-A
redutase (HMG-CoA redutase), também conhecidos
como estatinas, sdo o grupo de farmacos mais potentes
e eficazes para reduzir o colesterol total (CT) e o LDLc
(Kastelein et al., 2008). Desde que foram aprovados
para uso no tratamento da hipercolesterolemia pelo FDA
em 1987, diversos estudos clinicos demonstraram que
esses medicamentos sdao capazes de reduzir eventos
cardiovasculares, quer na prevengdo primaria e/ou
prevencao secundaria da doenca arterial coronariana
(Downs et al., 1998; Shepherd et al., 1995). Entretanto,
devido ao elevado custo dos medicamentos redutores do
colesterol plasmatico e a perspectiva de uso prolongado,
os pacientes t€ém recorrido a tratamentos alternativos para
o controle das dislipidemias. Estes tratamentos tém sido
utilizados de forma empirica, carecendo de metodologia de
estudo que permita conclusdes mais confidveis.

Nas ultimas décadas, associou-se o consumo de
soja a reducdo de doengas cardiovasculares. Em adicdo,
evidéncias epidemioldgicas sugeriram que populagdes que
consomem dietas ricas em soja e derivados apresentaram
uma menor taxa de mortalidade por doengas coronarianas
(Lichtenstein, 1998).

De modo geral a ampla utilizacdo da soja pela
populagdo e a importancia do melhor conhecimento de
seu efeito sobre a dislipidemia e a HVE, representaram
o fundamento desta proposta de estudo, que visou
verificar o efeito da lecitina de soja na dislipidemia e
na hipertrofia ventricular esquerda de camundongos
hipercolesterolémicos.

MATERIAL E METODOS

Protocolo animal

Os experimentos foram realizados em camundongos
homozigoticos para a auséncia do gene do receptor de LDL
(LDLr-/-) gerados no background C57BL6, machos, com
3 meses de idade e pesando 22 + 3 gramas. Os animais
foram criados no biotério da Universidade José do Rosario
Vellano (Alfenas, MG, Brasil) com controle de temperatura
e ciclo claro/escuro (12 horas), divididos em quatro grupos
experimentais: Grupo S (n=12), camundongos LDLr-
/- que receberam ragdo padrdo para roedores (Nuvital®)
por 15dias; Grupo S+lec (n=12), camundongos LDLr-
/- que receberam ragao padrdo para roedores (Nuvital®) e
tratamento com lecitina de soja durante 15 dias na dose de
2g/kg de peso corporal, administrada por gavagem, uma
vez ao dia; Grupo HL (n=12), camundongos LDLr-/- que
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receberam racdo hiperlipidica contendo 20% de gordura
total, 1,25% de colesterol e 0,5 % de acido célico por
15dias; e Grupo HL+Lec (n=12), camundongos LDLr-
/- que receberam ragdo hiperlipidica contendo 20% de
gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5 % de acido colico
¢ tratamento com lecitina de soja durante 15 dias na dose
de 2g/kg de peso corporal, administrada por gavagem,
uma vez ao dia. A lecitina de soja foi manipulada em 6leo
mineral numa concentragdo de 50mg/0,2mL. Todos os
animais receberam as respectivas dietas e agua ad libitum.

Apds 15 dias de experimento, os camundongos
permaneceram por jejum de 12 horas, foram pesados (g)
e em seguida anestesiados por via intraperitonial (IP)
utilizando-se xilazina (Rompun®) da Bayer e Ketamina
(Dopalen®) da Vetbrands, nas concentragdes de 6 e 40
mg/Kg, respectivamente. O sangue foi coletado por
puncdo do plexo venoso retro-orbital para andlise sérica
de triglicérides, colesterol total, suas fragdes (LDL, HDL,
VLDL) e da proteina C reativa.

Analises séricas dos lipideos

O soro foi obtido por centrifugacao do sangue (3000
rpm por 10 min) de 6 animais de cada grupo. Os lipideos
(triglicérides, colesterol total e HDLc) foram mensurados
por métodos enzimaticos colorimétricos utilizando
protocolos descritos nos kits comerciais (In Vitro®) por
automagdo (Aparelho Humastar 300%). O VLDLc foi
calculado pela divisdo dos niveis séricos de triglicérides
por 5. O LDLc foi determinado pela formula: LDLc =
Colesterol total-(HDLc+VLDLc) (Friedewald et al., 1972),
e todos os resultados foram expressos em mg/dL.

Analise sérica da proteina C reativa

O soro sanguineo foi obtido do sangue de 6 animais
de cada grupo. A determinagdo quantitativa da concentragdo
sérica da PCR foi através de turbidimetria e fotometria
(Aparelho Humastar 300%) expressando os resultados em
mg/dL (Lima et al., 2000).

Analises morfométricas e histologicas

Apds toracotomia, o coracdo foi removido e o
ventriculo esquerdo foi isolado e pesado a fresco (mg).
Calculou-se a propor¢do do peso ventricular esquerdo
(mg) pelo peso corporal (g) para determinar a existéncia
de hipertrofia ventricular esquerda. O ventriculo esquerdo
foi fixado por 24 horas em formalina a 10%. Em seguida,
foi incluido em parafina para cortes histologicos de quatro
micrometros de espessura, segundo Junqueira et al.,
(1979). Cortes histologicos foram corados com picrosirius
red e com hematoxilina/ eosina para analise quantitativa do
colageno e para analise morfométrica dos cardiomiocitos,
respectivamente. Foram obtidas quatro fotomicrografias
(200x), a partir de um mesmo ponto pré-fixado dos
cortes transversais do ventriculo de cada camundongo,
utilizando-se a camara digital acoplada ao programa Leica
IMS50 (versdo 1.20). Foram medidos os diametros de 8 a
12 cardiomidcitos de cada corte histologicos, totalizando
12 cortes histologicos em cada animal. Os cortes corados
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com picrosirius red foram analisados com luz polarizada.
Cada fotomicrografia foi analisada pelo software LGMC-
image versdo 1.0, por meio do qual foram adquiridas as
porcentagens fracionais de colageno (Garcia et al., 2008)
referentes as areas marcadas em vermelho pelo picrosirius
red. Todas as analises histologicas foram executadas por
um Unico examinador, utilizando o método duplo cego.

O uso dos animais ¢ o protocolo experimental foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade José¢ do Rosario Vellano (UNIFENAS), sob
o parecer numero 05A/2008.

Métodos estatisticos

Os dados foram expressos como média + Erro
Padrdo da Média (EPM). A analise de variancia (ANOVA),
seguida do teste de Tukey, foi utilizada para comparar
as médias entre diferentes grupos. As diferengas foram
consideradas significativas quando o valor de p<0,05.

RESULTADOS

Na andlise sérica dos lipideos observou-se a
diminui¢do do colesterol total (CT) no grupo S+Lec em
relacdo ao grupo S (Tabela 1). Entretanto, os grupos HL e
HL+Lec apresentaram hiperlipidemia mista severa (Tabela
1). A lecitina de soja preveniu o aumento do nivel sérico
de LDLc, VLDLc ¢ de triglicérides (TG) no grupo S+Lec,
comparado ao grupo S; porém, ndo preveniu no grupo
HL+Lec quando comparado ao grupo HL (Tabela 1). A
lecitina de soja aumentou o nivel sérico HDLc nos grupos
S+Lec e HL+Lec em relacdo ao grupo S e HL (Tabela 1).
Observou-se uma relagdo inversa entre os niveis séricos
da proteina C reativa ¢ os de HDL, mostrando diminui¢ao
desta proteina nos grupos S+Lec ¢ HL+Lec em relagdo aos
grupos S e HL (Tabela 1).

Tabela 1 - Comparagao dos niveis plasmaticos de lipideos (mg/
dL) e séricos da proteina C reativa (mg/dL) entre camundongos
dos grupos S, S+Lec, HL e HL+Lec.

GRUPOS S S+Lec HL HL+Lec
Camundongos (N) 6 6 6 6

CT 249+162 181£11° 630+32¢ 634+3°
LDLc 142+92 96+7° 546+6° 562+8¢
VLDLc 2512 20+1° 28,5+1¢ 32+1¢
HDLc 59+22 64+2° 26+2° 40+3¢
TG 123,5+42 102+3° 143+7¢ 160+6¢
PROTEINA C REATIVA  6%0,5a 3,5+0,5° 14,5+1°¢ 4,5+0,5

Os valores foram expressos como média + EPM. Letras distintas indicam diferencas significantes
entre grupos (p<0,05).

Narazdo do peso ventricular esquerdo em miligramas
(mg) pelo peso do animal em gramas (g) verificou-se que a
lecitina de soja preveniu a hipertrofia ventricular esquerda
nos camundongos do grupo HL+Lec, observada somente
no grupo HL (Tabela 2). Essa hipertrofia ventricular deve-
se ao aumento do didmetro dos cardiomiocitos (Tabela
2) e ao aumento do deposito de colageno intersticial do
miocardio (Tabela 2 e Figura 1)
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Tabela 2 - Comparagao da proporgao do peso ventricular esquerdo
pelo peso do camundongo (mg/g); do didmetro de cardiomiodcito
(um) e da area intersticial de colageno do miocardio ventricular
esquerdo (%) entre camundongos dos grupos S, S+Lec, HL e
HL+Lec.

GRUPOS S S+Lec HL HL+Lec

Camundongos (n) 6 6 6 6

Peso ventricular esquerdo/peso a a a
do camundongo(mglg) 3,240,072 3.1+0,07¢  4,2+0,09°  3,0+0.07
Diametro dos cardiomidcitos 19+0.72 18+0.94 2421 0® 1941 22
() - - o o

Area intersticial de colageno no o a b a
miocardio esquerdo (%) 3,0£0,3 3,0£0,1 8,2+0,5 3,2+0,9

Os valores foram expressos como média + EPM. Letras distintas indicam diferengas significantes
entre grupos (p<0,05).

S+Lec

HL

HLA+Lec

Figura 1- Fotomicrografia mostrando a distribui¢do do colageno
intersticial (marcado em vermelho pelo corante picrosirius red)
no miocardio ventricular esquerdo dos camundongos dos grupos
S, S+Lec, HL e HL+Lec (aumento 200X), com predominio de
coldgeno na regido perivascular e intersticial nos camundongos
do grupo HL.

DISCUSSAO

Estudos evidenciaram que dietas enriquecidas
com lecitina modificaram a homeostasia do colesterol e
o metabolismo das lipoproteinas (Leblanc et al., 2003),
diminuindo os niveis plasmaticos do LDLc e aumentando
a sintese de HDLc pelo figado (Nicolosi et al., 2001). No
presente estudo, os efeitos da lecitina de soja demonstraram
ser benéficos em individuos com dislipidemia genética
(hiperlipidemia mista moderada) ndo associada as dietas
hiperlipidicas. Uma vez que, a lecitina de soja teve um
efeito antidislipidémico - reduzindo os niveis séricos
do CT, LDLc, VLDLc, TG - e aumentou o HDLc em
camundongos geneticamente dislipidémicos, alimentados
com dieta padrdo para roedores (grupo S+Lec). Entretanto,
quando estes animais receberam racdo hiperlipidica, a
lecitina de soja ndo preveniu a dislipidemia (hiperlipidemia
mista severa), apenas aumentou o nivel sérico do HDLc
(grupo HL+Lec).

A hiperlipidemia mista severa dos camundongos do
grupo HL pode ser considerada o fator metabdlico indutor
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do maior estresse oxidativo no sistema cardiovascular,
aumentando a peroxida¢d@o lipidica da molécula de HDL
e, consequentemente, sua remogdo hepatica (Christison
et al.,, 1996) com diminui¢do dos seus niveis séricos.
Devido a diminui¢do dos niveis séricos do HDL e das
suas fungdes antioxidante e antiinflamatdria, o processo
inflamatério cardiovascular nos animais do grupo HL
foi intenso, apresentando aumento dos niveis séricos da
proteina C reativa e consequente hipertrofia ventricular
esquerda, caracterizada por aumento dos didmetros dos
cardiomidcitos e depodsito de colageno intersticial. Esse
estresse oxidativo ja descrito neste modelo animal em
alguns estudos (Krieger et al., 2006) em decorréncia do
processo inflamatorio gerado pela dislipidemia (Garcia et
al., 2008), pode diminuir a biodisponibilidade do o6xido
nitrico, o principal antihipertréfico cardiaco endoégeno,
favorecendo a HVE nos camundongos do grupo HL.

O efeito da lecitina de soja no metabolismo
lipidico destes animais influenciou no processo
inflamatdrio cardiovascular, reduzindo o nivel sérico de
proteina C reativa e prevenindo a hipertrofia ventricular
esquerda nos camundongos do grupo HL+Lec. Tem
sido claramente demonstrado que a proteina C reativa
constitui um importante marcador de inflamagao vascular
subclinica cronica (inflamacdo de baixo grau) e de risco
cardiovascular (Zebrac et al., 2002A; Zebrac et al., 2002B;
Libby et al., 2002; Horne et al., 2000; Grundy et al., 1999
). Neste estudo sugerimos que o aumento da HDL sérico
observado nos camundongos HL+Lec pode ter prevenido a
inflamacdo e o estresse oxidativo, impedindo desta forma o
desenvolvimento da HVE.

Em conclusdo, a utilizagdo de lecitina de soja
representa um tratamento e/ou uma prevengdo alternativa
de baixo custo para as dislipidemias, melhorando o perfil
lipidico destas, principalmente quando ndo associadas a
dieta hiperlipidica. Contudo, observamos que a lecitina
de soja teve efeito preventivo no risco da HVE mesmo em
dislipidemias associados a dieta hiperlipidica, por aumentar
os niveis séricos do HDL nesta condi¢ao metabolica.
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ABSTRACT

Effect of soy lecithin on lipids and C-reactive protein
and the prevention of Left Ventricular Hypertrophy in
hyperlipidemic mice

The regulation of lipid metabolism with drugs or
natural foods is an important target for reducing the
risk of cardiovascular disease. The aim of this study
was to investigate the effects of soy lecithin on left
ventricular hypertrophy (LVH) and dyslipidemia in
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hypercholesterolemic mice. We used four experimental
groups of LDLr-/- mice (aged 3 months), which received
the following diets: Group S: standard diet, Group
S+Lec: standard diet and soy lecithin; Group HL:
hyperlipidic diet and Group HL+Lec: hyperlipidic diet
and soy lecithin. After 15 days on these diets, blood was
collected for analysis of serum lipids and C-reactive
protein. The left ventricle was dissected out and
weighed and the ratio of its weight to the body weight of
the animal was calculated, after which it was processed
histologically. Sections were stained with hematoxylin-
eosin and picrosirius red, to assess morphological
and morphometric changes in the ventricle. In Group
S+Lec, the soy lecithin had an antidyslipidemic effect
and enhanced the serum levels of HDL. However,
in the mice in group HL+Lec, soy lecithin did not
prevent dyslipidemia, only increasing the serum level
of HDL. These effects in these animals influenced the
cardiovascular inflammatory process, reducing the level
of serum C-reactive protein and preventing LVH. Soy
lecithin could thus be used as a treatment or a low-cost
alternative preventative measure against dyslipidemia
associated with a non-fat diet. However, soy lecithin
increases the serum level of HDL, reducing the risk of
LVH even in dyslipidemia associated with a high-fat
diet.

Keywords: Soy lecithin. Dyslipidemia. Left ventricular
hypertrophy, mice.
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