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RESUMO

Observa-se, nas ultimas décadas, um crescimento nas manifestacées de
doencas alérgicas, tanto em criangas quanto em adultos. Um desequilibrio no
consumo de dleos ricos em acidos graxos poliinsaturados 6mega 3 (n-3PUFA) e
6mega 6 (n-6PUFA) pode alterar a fungao imune e aumentar o risco de uma reacao
alérgica. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o possivel efeito protetor do
6leo de peixe (rico em n-8PUFA), na alergia alimentar a ovalbumina induzida
experimentalmente em camundongos. Para isso, foram avaliados os seguintes
parametros: perda de peso corporal, niveis séricos de IgE e IgG1, infiltrado de
eosindfilos, produgdo de muco pelas células caliciformes e adesao e rolamento de
células no endotélio. No modelo utilizado os camundongos foram sensibilizados com
OVA e desafiados colocando-se OVA na racao (PROTOCOLO 1) ou colocando-se
uma solucao de clara de ovo a 20% na mamadeira (PROTOCOLO 2). Em ambos os
protocolos os lipidios utilizados na racao eram 6leo de soja (racédo 1 - controle), éleo
de peixe (racao 2) ou uma mistura dos dois éleos (racao 3). Os niveis de IgE e IgG1
anti-OVA, o numero de eosindfilos e a area de muco no intestino e o numero de
células em rolamento no endotélio foram menores nos animais alérgicos que
consumiram ragdo constituida de oOleo de peixe ou da mistura dos 6leos em
comparacdo com aqueles que consumiram racao constituida apenas de 6leo de
soja. Isso ocorreu apenas no PROTOCOLO 1, indicando que os efeitos benéficos

dependem da via de administracdo do antigeno. Os resultados indicam que o 6leo



de peixe utilizado nesse estudo é capaz de interferir de forma benéfica em alguns

sinais da alergia observados nos animais alérgicos avaliados.
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ABSTRACT

The incidence of allergic disease is increasing in both children and adults. It is well
accepted that an imbalance in the consumption of oil rich in long-chain omega 3
polyunsaturated fatty acids (n-3PUFA) and long-chain omega 6 polyunsaturated fatty
acids (n-6PUFA) can modulate the immune function, increasing the risk of allergic
reactions. We investigated in this study the protective effect of fish oil (rich in n-
3PUFA) in a experimental model of food allergy induced in mice sensitized by
ovalbumin (OVA). In order to evaluate the progress of the allergy, we assessed the
weight loss over the time, serum levels of IgE and IgG1, eosinophil infiltration,
intestinal mucus production by goblet cells and leukocyte recruitment in the Gl
microvasculature. Mice were sensitized with OVA and challenged orally by adding
OVA to the chow (PROTOCOL 1) or by substituting the water source to an egg white
solution (20%; PROTOCOL 2). In both protocols the lipid source in the chow was
composed by soybean oil (chow 1 — control), fish oil (chow 2) or a mixture of the two
oils (chow 3). The ingestion of a fish oil loaded chow or a mixture of two oils led to
reduced levels of serum IgE and IgG, eosinophil infiltration, intestinal mucus
production and reduced rolling cells in the Gl microvasculature, in comparison to
controls (soybean oil as lipid source). These results were found only in PROTOCOL
1, showing that the benefic effects depend of the antigen vehicle. Taken together,
these data suggest that the regular consumption of fish oil may reduce several
classic signals of food allergy.

Key-word: fish oil, soybean oil, n-3PUFA, n-6PUFA, immune function, food allergy,

ovalbumin.



1 INTRODUGCAO

1.1 Alergia Alimentar

A alergia alimentar € a manifestagdo de uma resposta imune anormal aos
antigenos introduzidos no organismo por via oral e pode ser mediada ou nao
mediada por IgE (NETTLETON et al, 2009; MAYER, 2003). IgE & uma
imunoglobulina que circula como um anticorpo bivalente e esta presente
normalmente no plasma, em concentracoes abaixo de 1ug/mL. Ela é a marca de
doencas atépicas ja que, em condicbes de atopia grave, esse nivel pode aumentar
para mais de 1.000pg/mL (SAMPSON, 1999). Alergia alimentar tipicamente
mediada pelo anticorpo IgE é uma desordem que tem inicio rapido e é
desencadeada ap6s a ingestdo de determinados alimentos (SICHERER e
SAMPSON, 2009), por individuos previamente sensibilizados. Esse tipo de reacao
alérgica pode afetar um ou mais érgaos: a pele (urticéria), o trato respiratério (rinite e
asma), o trato gastrointestinal (dor e diarréia) e o sistema cardiovascular (choque
anafilatico). Estas reacdes podem ser desencadeadas por exposicao direta do érgao
envolvido ou por distribuicdo sistémica das proteinas apds ingestdao. Exemplos de
reacbes por exposicdo direta as proteinas alergénicas sado as reacgbes
gastrointestinais isoladas apds alimentagcdo, a asma e a rinite, que ocorrem apds
inalacédo e, também, a urticaria ap6s contato local com estas proteinas. Ja a reacao
sistémica mediada por IgE é denominada anafilaxia e é constituida por reacdes
alérgicas severas e potencialmente fatais (SICHERER, 2002).

A propenséao a producgéo de IgE sofre influéncia de varios genes hereditarios.
Provavelmente, mais de 20 genes estdo envolvidos no desenvolvimento de doencas

alérgicas (LEUNG, 1998). Relativamente, poucos alimentos sdo responsaveis pela



grande maioria dessas reacdes. Esses alimentos incluem leite, ovo, amendoim,
castanhas, peixes e frutos do mar. Alergias a ovos e a leite de vaca sdo observadas
com maior freqléncia em criangcas, enquanto frutos do mar e amendoim sdo as
causas mais comuns de alergia em adultos (SEIBOLD, 2005). Algumas
caracteristicas sdo comuns a maioria dos antigenos alimentares: eles séao
glicoproteinas hidrossollveis, pequenas mas de alto peso molecular (tamanho entre
10 e 70 KD) e relativamente estaveis ao calor, a acidez e a acao das proteases
(CIANFERONI e SPERGEL, 2009). Essas caracteristicas estruturais provavelmente
protegem os antigenos da desnaturacdao e degradacao no trato gastrointestinal e
permitem sua absorcao intacta, o que lhe conferem atividade imunogénica. Mesmo
assim, apenas esses fatores nao explicam totalmente a alergenicidade do alimento
(HELM et al., 2002).

Para que a reacdo alérgica a um alimento ocorra, antigenos devem ser
absorvidos pelo trato gastrointestinal, interagir com o sistema imunoldgico e produzir
uma resposta. Em condi¢cdes normais, a reacao alérgica a alimentos é evitada, pois
o trato gastrointestinal e o sistema imunolégico fornecem barreiras que impedem a
absorcao da maioria dos antigenos (SICHERER e SAMPSON, 2009). Isso leva a um
quadro de “tolerancia oral”, definida como a supressao especifica da resposta imune
celular e/ou humoral a um antigeno por administracédo prévia deste antigeno pela via
oral, sendo muito importante para prevenir reacées de hipersensibilidade aos
alimentos e aos antigenos bacterianos presentes na microbiota da mucosa intestinal
(FARIA e WEINER, 2005).

O trato gastrointestinal compreende a maior area de superficie no corpo
humano (aproximadamente 300m?®) e apresenta uma camada de células epiteliais

que separa o ambiente interno do externo (SICHERER e SAMPSON, 2009). A



mucosa intestinal € um importante 6rgdo de defesa que apresenta uma barreira
contra antigenos que passam pelo intestino. Todos os dias o sistema digestério
recebe uma consideravel quantidade de proteina dietética. A exposicao continua a
esses antigenos protéicos, além da exposicdo aos microorganismos, estimula o
organismo a formar barreiras de protecao contra a entrada deles, ou mesmo um filtro
seletivo. Dessa forma, em condicbes normais, esses fatores fazem com que a
reacao alérgica a alimentos ndao aconteca. Mesmo entrando proteinas ou peptideos
imunologicamente ativos, o ambiente celular regulador das mucosas leva a um
estado de tolerancia imunoldgica a essas proteinas, ja que a barreira € mantida pelo
sistema imune das mucosas (ISOLAURI, 1997).

As barreiras nao imunoldgicas sdao formadas por: 1) Enzimas proteoliticas
produzidas pelo trato gastrointestinal, responsaveis por degradar e transformar as
proteinas ingeridas em substancias menores para serem absorvidas pelos
enterécitos; 2) pH acido presente no estbmago, destruindo patégenos ou deixando-
os menos imunogénicos (SICHERER e SAMPSON, 2009; HEYMAN, 2005); 3)
Jungdes oclusivas presentes na membrana apical e basal das células epiteliais e
nos espacos paracelulares, responsaveis pela impermeabilidade de grandes
macromoléculas (SICHERER e SAMPSON, 2009); 4) Muco produzido por células
intestinais, responsaveis por aprisionar os antigenos e servir de reservatério para a
IgA secretéria (SICHERER e SAMPSON, 2009); e 5) Microbiota intestinal residente,
que ajuda a quebrar componentes alimentares que nao foram completamente
digeridos e também auxiliam na defesa natural contra a colonizagdo de patégenos
(KUDSK, 2002; SUZUKI et al., 2007).

Ja a barreira imunolégica é formada por: 1) Sistema imune inato (neutréfilos,

macrofagos, células natural killer, células epiteliais e receptores toll-like); 2) Sistema



imune adaptativo (linfécitos, placas de Peyer, IgA secretéria e citocinas) (SICHERER
e SAMPSON, 2009). IgA é o anticorpo mais abundante produzido no organismo.
Essa molécula pode aglutinar antigenos e aprisiona-los no muco intestinal,
facilitando a remocao destes patégenos do organismo. A importancia da IgA no
controle da absorgcdo dos antigenos alimentares pdde ser comprovada pela
observacdo de aumento dos niveis circulantes de complexos antigeno-anticorpo,
contendo antigenos derivados de alimentos em individuos portadores de deficiéncias
congénitas na secrecao de IgA. Entretanto, ndo se sabe se esta deficiéncia
predispée a alergia alimentar (MAYER, 2003; CUNNINGHAM-RUNDLES et al.,
2002). A IgA é importante para o estabelecimento da homeostasia imunolédgica do
intestino e protecdo imune (CERUTTI e RESCIGNO, 2008).

No entanto, mesmo com toda essa protecdo, alguns fatores provocam a
diminuicado das barreiras imunolégicas e nao imunolégicas da mucosa digestiva,
ocorrendo uma absorcado exacerbada de macromoléculas da dieta e a quebra da
tolerancia oral. Estima-se que a alergia alimentar mediada por IgE é encontrada em
1 a 2% da populacdo, atingindo aproximadamente 8% das criancas (HELM e
BURKS, 2000). Ela é mais comum em criancas ja que as funcbes de barreira sao
incompletamente desenvolvidas na primeira infancia, aumentando a propenséo de
reacdes alérgicas a alimentos (ISOLAURI, 1997). Estudos epidemiol6gicos recentes
mostram que a alergia alimentar estd aumentando e identificam o poder da
influéncia ambiental na promocao desse desequilibrio, aumentando a incidéncia da
sensibilizagado oral (KIMBER e DEARMAN, 2002; PATEL et al., 2009). Um fator
potencialmente responsavel por isso € a “hipétese da higiene” desenvolvida por
David Strachan, em 1989, que verificou que o numero reduzido de filhos em uma

familia poderia ter relagcdo com o aumento na incidéncia de doencgas atépicas ja que



a maior higiene pessoal e ambiental prevenia infeccdes no comeco da infancia e,
portanto, dificultava a transmissao pelo contato ndo higiénico com irmaos mais
velhos (NETTLETON et al., 2009; ADLER, 2005). A caréncia de infecgbes intensas
em paises industrializados devido ao aumento da higiene, vacinacdo e uso de
antibiéticos podem alterar o sistema imune que responde inapropriadamente a
substancias inécuas (YAZDANBAKHSH et al., 2002). Kucukosmanoglu e col., em
2006, investigaram a correlacdo entre sarampo e atopia comparando dois grupos de
criangas com e sem o sarampo. Eles concluiram que criancas com histérico de
sarampo tinham menor freqiiéncia de sintomas de doencas alérgicas e criangas que
nao tiveram sarampo desenvolveram sensibilidade. Da mesma forma, Foliaki et al.,
em 2009, encontraram uma associacdo de sintomas de asma, rinoconjutivite e
eczema em criancas de 6 e 7 anos e uso de antibidtico no primeiro ano de vida. A
hipotese para explicar tal fato € que a limitada exposicao atual a patégenos, como
virus e bactérias, nos primeiros anos de vida resulta numa estimulacao insuficiente
de células do tipo Th1 (células associadas a infecgbes virais e bacterianas e
doencas autoimunes) que contrabalancearia a resposta pro-alérgica das células Th2
(associadas com infec¢cdes helminticas e doencas alérgicas), conseqlentemente,
resultando na predisposicéao a alergia.

Outro fator para o aumento da alergia alimentar seria o aumento da
permeabilidade intestinal, ocasionado por infec¢des e inflamacgdes entéricas e pelo
aumento do uso de antiacidos que interfere no pH géastrico. A destruicdo de epitopos
potencialmente imunogénicos pelos acidos gastricos e enzimas do lumen
provavelmente representa um mecanismo eficiente suficiente para garantir defesa
imunoldgica contra antigenos dietéticos (SAURER e MUELLER, 2009). Dessa forma,

0 aumento no uso de medicamentos anti-Ulceras, responsaveis pelo tamponamento



do pH gastrico e inativagdo da maioria das proteases gastricas, reduz essa defesa e
aumenta a possibilidade do desenvolvimento da alergia (UNTERSMAYR et al,
2005).

Outra hip6tese que explicaria 0 aumento na incidéncia de doencas atépicas,
principalmente nos paises ocidentais, seria a mudanga nos habitos alimentares
dessa populacdo, com o aumento no consumo alimentos ricos em acidos graxos
6mega 6 e reducdo no consumo de alimentos ricos em acidos graxos émega 3 e
com a reducgdo na ingestao de antioxidantes (PATEL et al., 2009) contribuindo para
maior producao de substancias relacionadas a alergia. Além disso, a introducao de
novos alimentos e alimentos modificados na alimentacao atual poderia também
gerar uma reacao entre o anticorpo contra um diferente, mas similar, antigeno,
provocando uma reagao alérgica ao mesmo (NETTLETON et al., 2009). Porém, o
trabalho de Lee e col. (2006), demonstrou que a modificacdo genética da batata nao
aumentou o risco do potencial alergénico da mesma.

Outro fator importante para o aumento da incidéncia de doencgas atépicas foi
demonstrado por Yang e col., em 2006. Segundo ele, em individuos geneticamente
suscetiveis, o0 estresse contribui para o desenvolvimento de alergias alimentares por
aumentar a permeabilidade transepitelial em um evento dependente de liberagdo do
hormonio corticotrépico (CRH).

Dessa forma, durante a disfuncdo da mucosa, causada por imaturidade,
infeccdo ou hipersensibilidade, o padrdo normal de tratamento do antigeno é
prejudicado, levando a uma resposta imune anormal e a sensibilizacdo (ISOLAURI,
1997).

Normalmente antigenos da dieta penetram na mucosa intestinal através das

células M situadas nas placas de Peyer, estruturas linféides que, em conjunto,
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formam o GALT (Gut associated lymphoid tissue). As células M sao adaptadas para
interagirem diretamente com moléculas e particulas do limen intestinal e realizar a
transcitose deste material para o interior da célula. O antigeno absorvido interage
entdo com células apresentadoras de antigenos (APCs). Uma vez processadas por
essas células, ocorre a apresentacao dos antigenos provenientes destas moléculas
para linfécitos T helper (Th). Na alergia alimentar, os antigenos levam a ativacéao de
células T helper 2 (Th2) e sintese de IgE especifico para o alérgeno. A
apresentacao destes peptideos acontece por via de moléculas MHC classe Il. Esta
fase é conhecida como sensibilizacao alérgica (SAMPSON, 1999).

Os linfécitos Th2 e seus produtos, como as interleucinas (IL) IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9, IL-10, IL-13 ativam linfocitos B especificos para os antigenos alergénicos. Sob
a influéncia do ligante CD40 e das citocinas, principalmente IL-4, produzidas pelos
linfécitos Th2, os linfécitos B sofrem a troca de isotipo da cadeia pesada e produzem
IgE (BACHARIER e GEHA, 2000). A IgE especifica para o alérgeno produzida pelos
linfécitos B entra na circulacdo e se liga aos receptores Fc nos mastdcitos dos
tecidos, de modo que essas células ficam sensibilizadas e prontas para reagir a um
encontro subsequente com o alérgeno (SAMPSON, 1999).

Quando uma nova exposicdo ao antigeno acontece, ocorre uma reacao
imediata iniciada pelo crosslinking de IgE com o antigeno, seguido pela ativagao e
liberacdo de granulos pelos mastécitos. Estes mediadores sao responsaveis pelos
sintomas das reacdes alérgicas tanto imediatas quanto tardios (Figura 1). Na reacao
alérgica imediata, os granulos liberados sdo mediadores pré-formados, como

histamina, prostaglandina D2 (PGD,), fator ativador de plaquetas (PAF) e outros

(BINGHAM e AUSTEN, 2000). As primeiras modificacbes, como vasodilatacdo e

aumento da permeabilidade vascular, referem-se a eventos vasculares, com inicio
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apos 15 a 30 minutos. Isso gera eritema na pele e edema no subcutadneo do trato
respiratério ou digestivo. Tanto no trato respiratério como no digestivo, mediadores
podem estimular a produgdo de muco. No trato gastrointestinal estes mediadores
geram um desequilibrio eletrolitico com perda de ions e agua, levando a um estado

de diarréia e aumento da permeabilidade a macromoléculas (WASSERMAN, 1983).
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Figura 1: Mecanismo da alergia alimentar

A reacao alérgica imediata é seguida por uma resposta de fase tardia que é
causada pela liberacao de leucotrienos (LT) (lipidios da familia dos eicosandides que
participam do processo de inflamagao cronica) e citocinas e quimiocinas (pequenas
proteinas sollveis envolvidas na emissdo de sinais em uma resposta imune) pelos
mastécitos ativados. Esses mediadores recrutam outros leucdcitos, incluindo
eosindfilos e linfocitos Th2 para o local de inflamagéao (LUKACS, 2001).

Algumas citocinas sao liberadas pelos mastécitos na inflamacao alérgica e
sao responsaveis principais pela reacao tardia. Elas incluem os fatores de necrose
tumoral (TNF), as interleucinas, como IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, os fatores

inibidores da migracao de macrofagos (MIP), como MIP-1a, MIP-13 e os fatores



12

estimuladores de granulécitos-mondcitos (GM-CSF). A IL-4 é primariamente
envolvida na promoc¢ao da diferenciacao e proliferacao de células Th2 e na sintese
de IgE (WILLS-KARP e FINKELMAN, 2008). Berin e col., em 1999, demonstraram
que o aumento da producédo de IL-4 em condigdes alérgicas pode ser um fator
predisponente para inflamacao, seguida de um aumento do acesso dos antigenos
do lumen intestinal ao sistema imune das mucosas sendo, portanto, importante na
regulacdo da barreira intestinal. A IL-13 tem um papel importante na hipersecrecao
de muco pelas células epiteliais na reacao alérgica (WILLS-KARP e FINKELMAN,
2008). O TNF ativa a expressao endotelial das moléculas de adesao responsaveis
pelos infiltrados de células mononucleares e polimorfonucleares (BINGHAM e
AUSTEN, 2000). A IL-5 regula o -crescimento, diferenciacdo, ativacdao e
sobrevivéncia dos eosindéfilos e promove sinais essenciais para amplificacdo e
recrutamento desse leucécito nos locais da inflamagéao alérgica (ROTHENBERG,
1998). Estudo realizado por Foster e col., em 1996, mostrou que camundongos
deficientes em IL-5, a eosinofilia, danos no pulm&o e hiperreatividade respiratéria
normalmente resultada de aeroalérgenos foi abolida, indicando que a IL-5 e os
eosindfilos sdo mediadores centrais na patogénese da alergia respiratoria.

Os eosindfilos sao células que em condigcdes normais estdo espalhadas na
lamina propria da mucosa gastrica e intestinal. Entretanto, em pacientes com alergia
alimentar, a distribuicdo, o numero, a morfologia e também o comportamento
funcional dessas células estao alterados (MISHRA et al., 1999; SCHWAB et al.,
2003). No local da lesao, sob o estimulo de citocinas e quimiocinas, os eosinofilos
podem liberar citocinas pré-inflamatérias, quimiocinas e mediadores lipidicos. Essas
moléculas podem induzir a producdo de moléculas de adesdo, o aumento da

permeabilidade vascular e a producdo de muco (ROTHENBERG et al., 2006).
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Desordens eosinofilicas gastrointestinais sdo desordens caracterizadas por um
aumento no infiltrado inflamatério na mucosa gastrointestinal rico em eosinéfilos. A
patogénese parece envolver predisposicdo genética, exposicdo a alérgenos
alimentares e ambientais e ativacdo do sistema imune mediada por IgE. Evidencias
relacionam essas desordens a um grupo de desordens imunes, como alergia
mediada por IgE (DEHLINK e FIEBIGER, 2009). Estudo realizado por Foroughi e
col., em 2007, mostrou que terapia medicamentosa com anti-IgE reduziu a
eosinofilia periférica e sintomas gastrointestinais e reduziu o nimero de eosinofilos
no antro gastrico e duodeno em pacientes com desordens eosinofilicas
gastrointestinais. Isso demonstrou que o processo mediado por IgE contribui para a
geracao da inflamagéao eosinofilica.

O aumento da transmigracdo de células sanglineas através do endotélio
vascular é considerado uma importante contribuicdo para a patogenia da doenca
inflamatéria aguda e crénica (MORENO, 2009). O extravasamento dos leucécitos do
sangue para o local da inflamacéo envolve interagdes adesivas entre as células e o
endotélio. Inicialmente ocorre o rolamento das células, no qual o contato do leucécito
com o endotélio é mediado pela familia das selectinas, que sdo glicoproteinas
expressas por leucocitos (L-selectina), plaquetas (P-selectina) e endotélio (P- e L-
selectina). Logo em seguida, ocorre uma adesao firme dos leucécitos no endotélio
sendo mediada por interacées das integrinas B2, como Mac-1 e LFA-1, com
receptores endoteliais da familia das molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1) e
das integrinas 1, VLA-4, ao receptor endotelial molécula de adeséo celular vascular
1 (VCAM-1). Apbs esses processos, 0s leucécitos usam processos de transmigracao
para ultrapassar a barreira endotelial e alcancar a circulagdo sanguinea e se

direcionar aos locais da inflamacdo. Para isso, eles usam a rota transcelular,
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passando dentro das células endoteliais, ou pela rota paracelular, por meio das

juncdes endoteliais (LANGER e CHAVAKIS, 2009).

1.2 Modelo experimental de alergia alimentar

A utilizacado de modelos animais é uma alternativa importante para o estudo
dos mecanismos envolvidos na reagao alérgica, bem como para o desenvolvimento
de estratégias clinicas que possam minimizar as reacdes adversas causadas por
estas condicdes patoldgicas. Especialmente em situagdes onde os érgaos alvo sao
inacessiveis, como o trato gastrointestinal na alergia alimentar, estes modelos
animais sao insubstituiveis.

Varias metodologias experimentais tém sido utilizadas com o intuito de alterar
os mecanismos de tolerdncia na mucosa intestinal e iniciar uma reacdo de
hipersensibilidade que mimetize a alergia alimentar humana. Geralmente, o
desenvolvimento destas metodologias requer a utilizagdo de vias nao fisiolégicas de
administracdo do antigeno, bem como o uso de adjuvantes indutores da producao
de citocinas pelas células Th2. Na maioria dos modelos animais, incluindo pequenos
animais de laboratério (camundongo e rato) e animais domésticos (cachorro e
porco), sado utilizadas via intravenosa, intraperitoneal, subcutédnea, ou intradérmica
para administracdo do antigeno com ou sem adjuvante (HELM et al., 2003).
Recentemente, Saldanha et al. 2004, desenvolveram um modelo de alergia crénica
no qual a resposta imune do tipo Th2 é induzida para um antigeno alimentar. Nesse
trabalho, camundongos da linhagem BALB/c recebem uma injecdo subcutanea
contendo o antigeno (ovalbumina) associado ao adjuvante hidréxido de aluminio.
Apébs a sensibilizacdo, os animais tém como Unica opc¢do liquida uma solucéo

contendo o mesmo antigeno. Esse desafio oral foi capaz de aumentar a producao de
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IgE e IgG1 anti-ovalbumina, aumentar a permeabilidade vascular, aumentar o
infiltrado de eosindéfilos na mucosa intestinal, hiperplasia de mastocitos e aumento
da producdao de muco. Um dos sinais sistémicos mais marcantes e ainda sem
explicacao foi o emagrecimento acentuado dos animais uma semana apds o inicio
da ingestdo do antigeno (SALDANHA et al., 2004). Moreira, em 2006, em seu
trabalho de mestrado, avaliou se a perda de peso corpéreo dos animais alérgicos
era de origem nutricional, uma vez que eles consumiam além da proteina da racao
comercial a proteina da solugcédo de clara de ovo, ou seja, uma dieta desbalanceada.
A partir de entao a solucao de clara de ovo foi substituida por uma dieta balanceada
no qual a proteina ovalbumina era acrescentada a ragao em substituicdo a proteina
utilizada anteriormente. Concluiu-se que os animais continuavam a emagrecer,

mostrando que a perda de peso corpéreo nao era de origem nutricional.

1.3 Acidos graxos poliinsaturados — caracteristicas e fontes alimentares

A dieta humana contém varios tipos de acidos graxos, consumidos em
diferentes quantidades, de acordo com padrdes e escolhas alimentares. Alguns
desses acidos graxos sao considerados essenciais pelo fato de o homem néo
conseguir produzi-los em seu organismo, devendo, portanto, ser consumidos na
dieta. A deficiéncia desses acidos graxos pode causar alteragées no crescimento, no
desenvolvimento e no funcionamento adequado do organismo (CALDER, 2006b; LE
et al., 2009). Acidos graxos poliinsaturados (PUFAS) sdo gorduras que contém duas
ou mais duplas ligacbes em sua cadeia carbbnica (CALDER et al.,, 2008). Eles
fazem parte da membrana celular e sdo muito importantes para a fluidez e regulacéao
da expressao génica e funcéo celular. Além disso, os PUFAS apresentam efeitos na

imunidade inata e adaptativa por meio de varios mecanismos (CALDER, 2006b; LE
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et al., 2009). PUFAS séo classificados como n-3 (Omega 3) ou n-6 (Omega 6) de
acordo com a localizacdo da ultima dupla ligacado em relagdo ao terminal metil, no
final da molécula. Acido linoléico (LA, 18:2n-6) e &cido linolénico (ALA, 18:3n-3), sdo
acidos graxos da familia do n-6PUFA e n-3PUFA, respectivamente, e sdo exemplos
de acidos graxos essenciais (CALDER et al., 2008; SHAIKH e EDIDIN, 2006). LA é
encontrado em 6leos vegetais, como éleo de milho, de soja e na margarina. ALA é
encontrado em éleo de linhaca e canola (CALDER, 2006b; CALDER et al., 2008).
Alimentos ricos em LA e ALA constituem a maior parte dos PUFAS da dieta,
principalmente apés a introducéo de 6leos vegetais de cozinha e margarina na dieta
ocidental, na década de 70 (CALDER et al., 2008; SIMOPOULOS, 2002).

LA e ALA passam por varios passos de saturacao, desaturacao e elongacao
gue resultam na formacao de PUFAS de cadeia longa (SHAIKH e EDIDIN, 2006). LA
pode ser convertido via acido y-linolénico (GLA, 18:3n-6) e acido di-y-linolénico (D-
GLA, 20:3n-6) em &cido araquiddnico (AA, 20:4n-6). Por uma série de reacdes
analogas a essa do LA, por meio das mesmas enzimas, o ALA pode ser convertido
em acido eicosapentaendico (EPA, 20:5n-3) e, entdo, em acido docosahexaendico
(DHA, 22:6n-3). Esses acidos graxos também podem ser obtidos por meio da dieta:
AA é encontrado em carnes e miudos e serve como precursor de eicosandides,
fundamentais no processo inflamatério (CALDER, 2006b). GLA e D-GLA séao
encontrados, por exemplo, no 6leo de primula e exercem um efeito antiinflamatério,
sendo um inibidor competitivo do AA no metabolismo dos eicosanodides (SHAIKH e
EDIDIN, 2006); EPA e DHA sao encontrados no peixe, principalmente nos 6leos de
peixes (atum, salméo, sardinha, arenque) (CALDER, 2006b) e apresentam maior
atividade imunomodulatéria do que ALA (SIMOPOULQOS, 2002). No entanto, esse

elongamento nao é muito eficiente e, possivelmente limitado pela idade e doencas.
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Por essas razbes, EPA e DHA sao considerados nutricionalmente essenciais (DE

CATERINA e BASTA, 2001).

1.4 Acidos graxos poliinsaturados e funcéo imune

Numerosos trabalhos tém revelado o papel modulador dos acidos graxos
dietéticos na resposta imune. No entanto, o mecanismo celular e molecular dos
efeitos imunomodulatérios ainda nao foram totalmente entendidos (HWANG, 2000).
Na década de 70 comecou-se a publicar estudos mostrando o papel dos PUFA no
desenvolvimento e funcionamento do sistema imune e mostrando que havia
diferencas entre o n-6 e n-3PUFA nesse sistema (FRITSCHE, 2006). Foi observado
que esquimés nativos da Groelandia e Japoneses tinham alta ingestao dietética de
n-3PUFA de cadeia longa advindos de peixes e tinham baixa incidéncia de infarto no
miocardio e inflamacao crénica ou desordens auto-imunes, quando comparados com
aqueles que foram viver no ocidente (SIMOPOULOS, 2002). E especulado que a
razdo de n-6PUFA para n-3PUFA pode ser um importante fator na modulacdo da
inflamacédo e auto-imunidade (SHAIKH e EDIDIN, 2006). Ha 40.000 anos atras, na
era paleolitica, a dieta humana era rica em acidos graxos saturados. Era muito pobre
em n-3 e n-6PUFA, porém apresentava quantidades similares desses acidos graxos.
Uma dramatica mudanca na dieta e estilo de vida humana ocorreu nos ultimos
10.000 anos, com a revolugédo agricola, no qual os cereais e graos, ricos em n-6
PUFA, foram introduzidos. Isso causou um desequilibrio no consumo de PUFA
(RUSSO, 2009). Hip6teses mostram que a mudanca na razao de n-3 para n-6PUFA,
devido ao aumento no consumo de n-6PUFA na dieta ocidental, pode ser
responsavel pelo aumento na incidéncia de doencgas inflamatérias relativas a

populagcdes no qual a ingestdo de n-6PUFA é menor e a de n-S3PUFA é maior, como
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na dieta mediterranea. A dieta ocidental apresenta uma razdo de n-6PUFA para n-
3PUFA de 20-30:1, enquanto em populacées que apresentam o peixe como base
dietética, a razao é de 1-2:1 (SHAIKH e EDIDIN, 2006). A razao 6tima de ingestao
de n-6 e n-3PUFA indicada varia de acordo com o tipo de patologia a ser
considerada, como por exemplo, uma razdo de 2-3:1 suprime inflamagdo em
pacientes com artrite reumatdide e uma razao de 5:1 é benéfica em pacientes com
asma (SIMOPOULOS, 2008). Ainda evidencias mostram que uma IDR (Ingestao
Diaria Recomendada) aceitavel para EPA e DHA é uma ingestdao de 250 a 500mg
por dia (HARRIS et al., 2009). Esses achados levaram os profissionais a
encorajarem a populacao geral a consumirem mais n-3PUFA. A industria alimenticia
subseqientemente produziu um grande numero de alimentos, como leite, ovos,
queijos e pastas enriquecidos com n-3PUFA (RIEDIGER et al., 2009). Outra solugcéao
clinica para mudar a razdo entre o consumo de n-3 e n-6PUFA tem sido a
suplementacao de 6leo de peixe em capsulas. Embora o mecanismo molecular do
Oleo de peixe em capsula ainda ndo ser totalmente entendido, ela tem sido
anunciada como benéfica para desordens inflamatérias (SHAIKH e EDIDIN, 2006).

Por varios anos numerosos estudos tém tentado descobrir mecanismos pelos
quais os lipidios dietéticos promovem efeito na fungdo imunolégica. Algumas
hip6teses tém sido sugeridas como possiveis mecanismos para isso: mudancgas na
expressao génica e na sinalizagdo celular, diferencas no metabolismo de
eicosanoides, mudancas na organizacao e fluidez das membranas celulares e
producéo de peroxidos lipidicos (SHAIKH e EDIDIN, 2006).

A principal chave que liga os acidos graxos a resposta imune e inflamacgao é a
producdo de certos metabdlitos dos acidos graxos, os eicosandides (FRITSCHE,

2006; CALDER et al., 2009). Eicosandides, no qual incluem as prostaglandinas
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(PG), os leucotrienos (LT), os tromboxanos (TX) e outros derivados, sdo mediadores
lipidicos formados durante a estimulagdo tecidual pela acdo de enzimas
ciclooxigenase (COX) e lipooxigenase (LOX). Eles atuam préximos aos receptores
celulares e sdo inativados por enzimas catabdlicas, tudo de maneira muito rapida.
Essa combinacéo transitéria deles os torna importantes na modulacao da resposta
fisiolégica ao estimulo (LANDS, 2001; CALDER et al., 2008). Eles estao envolvidos
na regulacdo da inflamacdo, agregacdo plaquetaria e vasoconstricio ou
vasodilatacao (RIEDIGER et al., 2009). Além disso, alguns eicosandides, por
promoverem a sintese de IgE e de citocinas do tipo Th2, estdo envolvidos na
promocao da sensibilizacao a alérgenos (CALDER et al., 2008).

Os eicosanoides sao produzidos tanto por n-3 quanto por n-6PUFA, porém,
devido a membrana das células inflamatérias conterem maiores concentracées de
AA, pelo tipo de alimentagao ocidental, este € usualmente o maior substrato para a
sintese desses mediadores (RIEDIGER et al., 2009; CALDER et al., 2008). Esse AA
€ entdo mobilizado por enzimas, como a fosfolipase A2, liberando acidos livres que
atuam como substrato para as enzimas COX e LOX na sintese de eicosandides. n-6
e n-3PUFA competem entre si na formacao de PG, ja que EPA e AA competem
pelas mesmas enzimas COX e LOX. A razdo n-6:n-3PUFA parece determinar o
direcionamento das enzimas. O aumento no consumo de peixe e éleo de peixe
resulta no aumento da propor¢céo de n-3PUFA na membrana fosfolipidica de células
inflamatoérias em relagéo ao AA e, conseqliientemente, na diminuicdo na producéo de
PG e LT derivados do AA (PGE2, TXB2, LTB4, LTE4, 5-HETE). Comparado com
EPA, AA produz eicosanoides potencialmente mais inflamatérios e pré-agregadores

plaquetarios. Esse fator € importante ser considerado devido a abundéancia de n-
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6PUFA na dieta atual, em relagdo aos n-S8PUFA (CALDER et al, 2008;

SIMOPOULOQOS, 2002; RIEDIGER et al., 2009)
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Figura 2: Acidos graxos poliinsaturados na membrana celular
Modificado de: HELLER et al., 2003; CALDER, 2006a; SERHAN et al., 2008.

Em adicao, juntamente com os mediadores pro-inflamatérios PG e LT, o AA
pode gerar as lipoxinas (LXs) e lipoxinas ativadas por aspirina. Estes sao
mediadores lipidicos que atuam reduzindo a inflamacao e promovendo a resolucao.
Esse achado enfatiza que a visdo das acdes do n-6 e n-3PUFA na inflamagéo e
homeostase esta incompleta (SCHWAB et al., 2006; SERHAN e CHIANG, 2008).
Recentemente, descobriu-se que os n-3PUFA podem também gerar mediadores
lipidicos que sdo potentes anti-inflamatérios e promovem a neuroprotecado e pro-
resolugdo. O EPA é precursor da resolvina da série E (RvEs) que promove a
resolucao da inflamacgéao por parar a transmigracao e recrutamento de leucécitos. O
DHA é precursor da resolvina da serie D (RvDs) e das protectinas (PDs),
responsaveis por bloquear o NFkB nas micréglias e limitar a infiltracdo de
polimorfonucleares na inflamacao do cérebro e da pele e nas peritonites e aceleram

a resolucao (SERHAN et al., 2008). Essa nova familia de mediadores quimicos
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derivados de EPA e DHA, resolvinas e protectinas, qualificadas como agonistas da
resolucdo juntamente com os agonistas da resolucdo derivados do n-6PUFA, as
lipoxinas, formam uma nova area da imunomodulacao e protecao tecidual (SERHAN
e CHIANG, 2008).

O papel funcional do peixe deve ser mais pesquisado, abrindo novos
caminhos para terapias que controlam a inflamacdo e melhoram a resolugdo de

patologias (SERHAN e CHIANG, 2008).

1.5 Acidos graxos poliinsaturados e alergia alimentar

Paralelamente ao crescimento das doencas alérgicas (asma, rinite alérgica,
alergia alimentar e dermatite atopica) em paises ocidentais nas ultimas décadas,
observa-se a baixa ingestdo de n-S3PUFA nesses paises (CALDER e PRESCOTT,
2004).

O aumento no consumo de n-6PUFA resulta no aumento da produgédo de
eicosanoides derivados de AA, como a PGE.. A PGE: é responsavel pela sintese de
IgE, como resultado da indugéo da diferenciacdo das células B na presenca de IL-4
(CALDER, 2006b; LAITINEN e ISOLAURI, 2005). Também ¢é responsavel pela
inibicdo da producdo de citocinas tipo Th1, como IFN-y e IL-2, e promocdo da
producéo de citocinas tipo Th2, como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Esse fendtipo tipo Th2
fundamenta a doenca atépica. Além disso, AA aumenta produgdo de LTB4, que
induz um aumento significativo da expressdo de moléculas de adesdao (MORENO,
2009), promove atracao, adesao e degranulacao de leucécitos e producéo de IgE
por células B (CALDER, 2006b; SALA-VILA et al., 2008).

Pelo fato do n-3PUFA atuar como antagonista da producdo de mediadores

derivados de AA surgiu-se a hipétese de que uma baixa ingestao de n-3PUFA,
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juntamente com uma alta ingestdao de n-6PUFA, esta associada com as causas de
doencas atdpicas (SALA-VILA et al., 2008). Oddy e col., em 2004, por exemplo,
demonstraram que dieta rica em n-3PUFA e pobre em n-6PUFA protege criancas
com sintomas de asma. O aumento da transmigragéao de células sangiineas através
do endotélio vascular é considerado uma contribuicdo importante para a patogenia
da doenca inflamatéria aguda e crénica (MORENO, 2009). Sperling e col., em 1993,
reportaram que a suplementacdo de n-3PUFA reduz adesdo e migracdo de
neutroéfilos. Moreno, em 2009, comparou o efeito do LTB4 (eicosandide derivado de
AA) e do LTB5 (eicosandide derivado de EPA) na expressao das moléculas de
adesdo e encontrou uma menor inducdo da adesado de polimorfonucleares em
células endoteliais pelo LTB5.

No entanto, descobertas mais recentes de que o AA também aumenta
mediadores anti-inflamatérios e de resolugdo da inflamagédo, como a lipoxina Ag,
podem explicar o motivo pelo qual uma pequena deficiéncia desse acido graxo pode
resultar num estado de atopia (CALDER, 2006b). De uma forma semelhante,
resolvinas e protectinas, produzidas a partir do n-S3PUFA, sdo importantes na fase de
resolucao da inflamacao (SERHAN et al., 2008).

Estudos tém se mostrado controversos quanto a atuacdo dos PUFA nas
doencas alérgicas. Gestantes e lactantes que consomem altas quantidades de n-
3PUFA podem ter um efeito protetor contra o desenvolvimento de alergias em
recém-nascidos. Isso foi demonstrado em estudo realizado por KRAUSS-
ETSCHMANN e col., em 2008, no qual observaram a reducado da concentragéo de
citocinas do tipo Th2 (IL-4 e IL-13) e aumento de TGF- em corddes umbilicais de
recém nascidos. Estudo publicado por Koch e col., em 2008, mostrou uma melhora

nos sintomas de eczema atdpico em pacientes que receberam suplementacéo de
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DHA. Ainda, a suplementacdo de Oleo de peixe apresentou-se benéfico para
criangas com asma, reduzindo os sintomas da mesma (NAGAKURA et al., 2000). No
entanto, nenhum efeito na alergia e asma de criancas de cinco anos que
consumiram grandes quantidades de n-3PUFA desde os seis meses de idade foi
observado (ALMQVIST et al., 2007). Outro estudo mostrou um aumento na secrecao
de citocinas tipo Th2 por esplendcitos de ratos alimentados com dieta rica em 6leo
de peixe (PETURSDOTTIR e HARDARDOTTIR, 2008), indicando ainda mais a
controvérsia nos resultados que associam 0s graxos e as doencas alérgicas.

Individuos que apresentam alergia alimentar devem fazer uma dieta
eliminando os alimentos que provocam a reacao, porém a retirada do antigeno da
dieta nao tem se mostrado satisfatéria, podendo provocar inadequagdes nutricionais,
principalmente em pacientes com alergias alimentares multiplas (ALDAMIZ-
ECHEVARRIA et al, 2008; LAITINEN e ISOLAURI, 2005). Estudos tém sido
realizados com o intuito de se encontrar estratégias ndo invasivas para reduzir os
sintomas da alergia ou preveni-la. Claramente, é importante que se saiba mais sobre
o metabolismo dos acidos graxos na atopia e também sobre a associagcado entre a
biodisponibilidade dos &cidos graxos, a geracdo de mediadores eicosandides
especificos e a resposta inflamatéria (SALA-VILA et al., 2008).

Dessa forma, apds perceber a importancia de se estudar estratégias nao
invasivas para melhorar os sintomas da alergia e apds observar estudos que
relacionam os 6leos alimentares com sistema imune, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito dos 6leos de peixe e soja, vendidos comercialmente, na

alergia alimentar a ovalbumina induzida experimentalmente em camundongos.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:
Avaliar o possivel efeito protetor do éleo de peixe (rico em n-3PUFA), vendido
comercialmente, na alergia alimentar a ovalbumina induzida experimentalmente em

camundongos.

2.2 Objetivos especificos:

e Analisar o perfil lipidico do 6leo de peixe utilizado no preparo das ragdes do
presente estudo e compara-lo com o perfil lipidico do 6leo de soja.

e Verificar se a ingestao dietética de béleo de peixe previne ou ameniza 0s
efeitos da alergia alimentar em camundongos. Para isso, foram avaliados os
seguintes parametros:

1. Niveis séricos de IgG1 e IgE anti-ovalbumina;

2. Infiltrado de eosinéfilos na mucosa intestinal;

3. Producao de muco intestinal;

4. Adesao e rolamento de células no endotélio intestinal;

5. Peso corporal e gordura periuterina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Analise do perfil de lipidios do dleo de peixe utilizados na dieta

3.1.1 Analise do dleo de peixe

A andlise foi realizada pelo Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias
Exatas da Universidade Federal de Minas Gerais/UFMG. Primeiramente foi realizada
a hidrolise de lipideos. Para isso, dissolveram-se, em tubo criogénico de capacidade
de 2ml, aproximadamente 5 mg do 6leo em 100 ul de uma solucao de etanol (95%)/
hidréxido de potassio 1mol/l (5%). Apds agitacao em vortex por 10 s, o 6leo foi
hidrolisado em um forno de microondas doméstico (Panasonic Piccolo), a poténcia
de 80W (Potencia 2), durante 5 minutos. Apés resfriamento, adicionaram-se 300ul
de agua. A fase aquosa foi entdo acidificada com 100 ul de &cido cloridrico
concentrado e os acidos graxos livres extraidos com 600 pl de acetato de etila. Apds
agitacao em vortex por 10 s e repouso por 1 min, uma aliquota de 300ul da camada
organica foi retirada, colocada em tubos de microcentrifuga e seco por evaporacao,
obtendo-se assim os acidos graxos livres.

Os acidos graxos livres foram metilados com 100 ul BF3 / metanol 14%) e
aquecidos durante 10 minutos em banho de agua a 80°C. Foram em seguida
analisados por Cromatografia Gasosa. As analises foram realizadas em um
cromatografo a gas Varian CP-3380 equipado com detector por ionizacdo de
chamas. Utilizou-se uma coluna DB-wax (J%W Scientif) 30m X 0,25mm com
gradiente de temperatura: 80°C, 1min, 7°C/min até 240°C; injetor (split de 1/100) e

detector a 260°C. Hidrogénio como gas de arraste (2 ml/min) e volume de injecao
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de 1ul. A identificacdo dos picos foi feita por comparacdo com padrdoes de acidos

graxos metilados SUPELCQO37.

3.1.2 Analise comparativa do 6leo de peixe com 6leo de soja

O perfil de acidos graxos do 6leo de peixe foi comparado com o perfil de
acidos graxos do 6leo de soja da marca Lisa® usada nesse presente estudo. O perfil
de acidos graxos do 6leo de soja foi obtido a partir do trabalho de SANIBAL e

MANCINI FILHO (2004).

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos, fémeas, da linhagem BALB/c, recém
desmamados, com quatro semanas de vida, em média. Os animais foram adquiridos
do CEBIO (Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG) e mantidos no
Biotério do Departamento de Patologia Geral em estantes com controle de luz e
temperatura em gaiolas de plastico, contendo, no maximo, 5 animais/gaiola. Os
procedimentos experimentais realizados neste projeto de mestrado foram
executados de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal,
adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal —CETEA/UFMG
(Protocolo 214/07).

Assim que os animais chegaram ao Biotério do Departamento de Patologia,
eles receberam uma solugéo de 0,08% de Ivermectina (lvomec ® - Bayer) colocada
na mamadeira, durante uma semana. Esse é um protocolo de vermifugacao,
utilizado anteriormente ao inicio dos experimentos. A cada dois dias as gaiolas foram

lavadas e a maravalha foi trocada.
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3.3 Dieta e tratamento

A racdo dos animais foi preparada de acordo com recomendacdes da
AIN93G. A racao € composta de 20% de proteina (na forma de caseina), 62,95% de
carboidrato (na forma de amido de milho e acucar) e 7% de lipidios (na forma de
6leo de soja e/ou 6leo de peixe), além de celulose, minerais, vitaminas, BHT, colina
e metionina (Tabela 1). Os animais iniciaram a dieta trés semanas antes da indugao
da alergia alimentar.

Foram preparadas trés racdes no qual a diferenca entre elas era o tipo de
6leo que compunha a ragao:

- Racao 1: Racao controle. O 6leo utilizado no preparo desta é o 6leo de soja,
rico em n-6PUFA (7% de 6leo de soja).

- Racao 2: Racao tratamento. Ragao no qual o 6leo de soja foi totalmente
substituido pelo 6leo de peixe, rico em n-3PUFA (7% de 6leo de peixe).

- Racao 3: Racao tratamento. Racédo no qual 40% do total do éleo de soja foi
substituido pelo 6leo de peixe (4,2% de 6leo de soja + 2,8% de dleo de peixe). A
proporcéo de n-6PUFA para n-3PUFA nessa racao € de 1,5:1.

As dietas foram conservadas em freezer a -20°C e trocadas a cada 2 dias
para evitar oxidagcédo dos 6leos. Foi adaptado nas gaiolas um papel protetor no local

onde a racao é colocada, a fim de evitar incidéncia direta da luz sob a mesma.
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Tabela 1: Ingredientes da racao (baseado na dieta AIN-93G)

Ingrediente g/kg dieta
Fonte Protéica:

Caseina (day 0-21) 200
ou

Ovalbumina (dia 21 - 28) 200
Fonte lipidica:

Oleo de soja (Ragéo 1) 70

ou

Oleo de peixe (Ragao 2) 70

ou

Oleo soja/peixe (Ragao 3) 42/28
Amido de milho 529.5
Sacarose 100
Fibra (Celulose) 50
Mineral mix (AIN-93G-MX) 35
Vitamina mix (AIN-93-VX) 10
L-Cisteina 3
Bitartarato de colina (41.1% choline) 2.5
4-butil-hidroquinona 0.014

3.4 Inducao da alergia alimentar

A inducado da alergia alimentar foi feita por meio da injecdo de albumina da
clara de ovo (OVA) (Five times crystallized, hen’s egg albumin, Grade V, SIGMA
Chemical Co., St. Louis, MO, USA), na dose de 10ug, adsorvida em hidréxido de
aluminio (1mg) e salina (0.2mL) por via sub-cutanea no dorso (dia 0). Estes animais
receberam, 14 dias depois da primeira injecdo de OVA, um reforco contendo o
antigeno diluido em salina. Para o desafio alergénico, os camundongos
sensibilizados receberam no dia 21 uma solucdo de 20% de clara de ovo
desidratada, da marca comercial Luz alimentos LTDA, como Unica fonte de liquido,
ou uma ragao no qual a proteina caseina era substituida pela clara de ovo
desidratada, constituindo a Unica fonte protéica.

O grupo controle recebeu uma solucao de hidréxido de aluminio e salina no

dia 0 e apenas salina no dia 14. A partir do dia 21, os animais receberam a mesma
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solucao de 20% de clara de ovo desidratada, como Unica fonte de liquido ou a racao
com a clara de ovo no lugar da caseina. O tempo do desafio oral, no qual os animais
ficaram ingerindo o antigeno, foi de 7 dias. No dia 28 ocorreu a eutanasia dos

animais e retirada do material a ser analisado.

3.5 Elaboracao do desenho experimental

Os animais foram subdivididos em: 1) grupo controle (animais nao
sensibilizados ou OVA-) e; 2) grupo alérgico (animais sensibilizados ou OVA+).
Ambos os grupos apresentavam animais que consumiam as trés diferentes ragoes
preparadas.

Foram realizados dois protocolos. A diferenca entre eles foi o meio pelo qual
o antigeno foi oferecido, conforme a figura abaixo:
Dia - 21 — Inicio da ragao balanceada, utilizando os diferentes 6leos.
Dia 0 — Sensibilizacao.
Dia14 — Reforgo imunolégico.
Dia 21 — Desafio utilizando solucdo de clara de ovo (20%) como Unica fonte de
liqguido (PROTOCOLO 1) ou ragéao contendo a OVA (PROTOCOLO 2).

Dias 28 — Eutanasia dos animais para avaliacdo sorolégica e histologica.

Dias
-21 0 14 21 28
| | | | |
Inicio do Sensibilizagio Reforgo Desafio Eutanasia
Tratamento Imunolégico Oral

Figura 3: Desenho experimental
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3.6 Avaliacao do peso corporal e tecido adiposo periuterino.

O peso corporal foi avaliado uma vez por semana, desde o inicio do
experimento (dia 0) até o final (dia 28). Durante a eutandsia, o tecido adiposo
periuterino foi retirado e pesado. O peso deste tecido foi correlacionado ao peso

corporeo do animal.

3.7 Obtencao de soro

Sangrias foram feitas ao término de cada experimento, a partir de vasos
axilares, em animais anestesiados com xilasina (10 mg/kg) e ketamina (100 mg/kg).
Ap6s coagulacao, o sangue foi centrifugado (3000 rpm) por 10 minutos para retirada
do soro que foi colocado em tubos individuais e congelados a -20°C para posteriores

andlises.

3.8 Dosagem dos anticorpos IgE anti-ovalbumina

A dosagem de anticorpos foi feita por meio do teste de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), que segue a metodologia descrita a seguir: Microplacas de
poliestireno foram incubadas a 4°C, com anticorpo de rato anti-IgE de camundongo
na concentracao de 1:250 diluidos em 50uL de tampéao carbonato pH=9.6, por poco,
durante uma noite. Posteriormente, as placas foram lavadas com salina-Tween e
incubadas por 1 hora com 200uL de solucédo caseina a 0,25% em PBS, por poco,
para bloqueio a temperatura ambiente. A solucdo foi desprezada e as placas
incubadas por 2 horas com 50uL por pogo de soro total dos animais a serem
testados. As placas foram lavadas com solugédo salina-Tween e incubadas por 1
hora a temperatura ambiente com 1uL de OVA-Biotina em 50uL de PBS-caseina,

por poc¢o. As placas foram novamente lavadas com salina-Tween e incubadas, no



31

escuro, com 50uL por poco de estreptoavidina-peroxidase na concentracdo de
1:5000 por 45 minutos a temperatura ambiente. As placas foram lavadas com salina-
Tween, incubadas e protegidas da luz, por 15 minutos a temperatura ambiente com
100uL, por pogo, de tampao citrato pH=5.0 contendo H,O, e ortofenileno-diamino
(OPD). As reacoes foram interrompidas, apds 15 minutos, pela adicdo de 20uL por
poco de HoSO4 2N. Em todas as placas foram colocados um controle positivo padrao
(pool de plasmas de animais imunes), um controle negativo (pool de plasma de
animais normais), além de um controle da propria placa (branco). A densidade 6ptica
foi obtida em leitor de ELISA com filtro de 490 nm. Os resultados foram amostrados
em unidades arbitrarias (UA) a partir do padrao positivo considerado como 1000

unidades.

3.9 Dosagem sérica dos anticorpos IgG1 anti-ovalbumina

A dosagem de anticorpos foi realizada por meio do teste de ELISA (Enzime
Linked Immunosorbent Assay). Microplacas de poliestireno (Nunc, Roskilde,
Denmark) foram incubadas overnight (4°C), com 2 ug de OVA diluidos em 100uL por
poco de tampao carbonato pH=9,6 (Coating Buffer). Apés 18 horas, no minimo, as
placas foram lavadas duas vezes com salina fisiol6gica contendo 0,05% de Tween
20 (SIGMA Chemical Co., St Louis, MO, USA — solugéo salina Tween) e incubadas,
por uma hora, com 200uL de solucdo de caseina a 25% em PBS (PBS/caseina), por
poco, para bloqueio, a temperatura ambiente. A solucao de bloqueio foi desprezada
e as placas incubadas, por 1 hora (37°C), com 100 pL por poco de seis diluicdes
seriadas dos soros a serem testados, iniciando com a diluicdo 1:100 (fator de
diluicao seriada = 0,5, diluicées 1:100 a 1:3200). As placas foram lavadas seis vezes

com salina-Tween e incubadas, por 1 hora (37°C) com 100 uL por poco de uma
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solucdo contendo anticorpos de cabra anti-lgG1 (Goat anti-mouse 1gG1, Southern
Biothecnology Associates, Birmingham, AL, USA), diluidos a 1:20000. As placas
foram novamente lavadas com salina-Tween e incubadas por 1h (37°C) com
anticorpos de coelho anti-lgG de cabra conjugados com peroxidase (Rabbit anti-goat
IgG-HRP, Southern Biothecnology Associates, Birmingham, AL, USA). As placas
foram novamente lavadas seis vezes com salina-Tween e incubadas, no escuro,

com 100 uL por poco de tampao citrato (pH=5,0) contendo H202 e ortofenileno-

diamino (OPD). Apds 20 minutos, a reagao foi interrompida pela adicao de 20 pL por

poco de HZSO4 a 2%. A densidade Optica foi obtida em Leitor de ELISA automatico

(EL800, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) com filtro de 492 nm. Em
todas as placas foi corrido um controle positivo padrao (pool de soros de animais
sensibilizados), um controle negativo (pool de soros de animais controles), além de
um controle da propria placa (branco).

Os resultados foram expressos como unidades arbitrarias (UA), sendo
atribuido um valor de 1000 unidades ao controle positivo e as amostras na diluigéo

de 1:1600 comparadas a este valor.

3.10 Avaliacao morfoldgica da alergia

O intestino foi lavado com salina fisiolégica para retirada das fezes e entédo
dividido em quatro partes: da parte proximal para a distal, seu tamanho dividido em
20%, 30%, 30% e 20%. Essas porc¢des foram designadas: duodeno, jejuno proximal,
jejuno distal e ileo, respectivamente. Este procedimento foi adotado por ndo haver
separacdo macroscopica nitida entre as por¢des do intestino delgado em
camundongos, e foi utilizado o critério baseado em FERRARIS et al. (1992). A

alergia alimentar foi avaliada morfologicamente pelo segmento do jejuno proximal,
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que foi retirado e fixado em formol tamponado a 10%, desidratado em solugdes
decrescentes de alcodis e incluido em parafina. Cortes de 4 um foram obtidos e

corados e posteriormente analisados usando microscopio 6ptico convencional.

3.10.1 Avaliacao da presenca de muco intestinal

A avaliacdo da presenca de muco intestinal foi feita por meio do método de
coloracdo por PAS (Periodic Acid Schiff). Neste método, os cortes foram
desparafinados, hidratados, banhados na solucdo de acido peridédico durante 5
minutos e entdo mergulhados no Reativo de Schiff durante 10 minutos ou mais, até
que atinjam uma tonalidade rosa palida. As células caliciformes ficaram
evidenciadas em um tom rosa escuro.

As laminas foram montadas e foram capturadas imagens de trés campos do
jejuno proximal a partir de uma microcamera JVC TK-1270/RGB. As imagens foram
analisadas com a utilizacdo do software Imaged loucher. Para a determinacédo da
area das células caliciformes, todos os pixels verdes foram selecionados para a
criagcdo de uma imagem binarizada e subsequente calculo da area total. O resultado

foi expresso em porcentagem de area de muco/area total.

3.10.2 Avaliacao do numero de eosinéfilos

Para a identificagdo e contagem dos eosinéfilos, os cortes do jejuno proximal
foram corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e as laminas foram
examinadas em microscépio Optico (OLYMPUS B201). Dez campos foram
escolhidos aleatoriamente, em um aumento de 40X (53.333um2/campo) para a
contagem do numero de eosindfilos. O resultado foi expresso em numero de

eosinofilos/campo.
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3.11 Avaliacao de rolamento e adesao celular por Microscopia Intravital (MIV)
Para visualizacao do recrutamento de leucdcitos in vivo, os animais foram
anestesiados e submetidos a um acesso cirdrgico para exposicdo do intestino
delgado. Os animais foram mantidos sob temperatura constante (34°C) e os vasos
intestinais foram visualizados utilizando microscopia intravital com microscépio de
Epi-fluorescencia (OLYMPUS BX41). O corante rodamina foi usado para
visualiza¢do do rolamento e adeséao celular na vasculatura intestinal. O rolamento foi
avaliado contando-se o numero de células que passaram por um determinado ponto
durante 3 minutos, expressando-se o numero de células/minuto. Foi considerada
aderente, a célula que permaneceu estacionaria por pelo menos 30 segundos. Foi
contado o numero de células aderentes no espaco de 100um durante 5 minutos,

sendo o valor expresso em numero de células/100um.

3.12 Analise estatistica

A analise das diferencas na resposta entre grupos relacionados foi feita pela
analise de variancia (ANOVA). Para comparagdes pareadas entre grupos foi usado
ANOVA de Tukey. Nas analises das diferencas na resposta entre grupos
relacionados foram feitas utilizando-se teste t de Student. O nivel de significancia foi
considerado quando p<0.05. As andlises foram realizadas com o auxilio dos

softwares de estatistica: GraphPad InStat® e GraphPad Prisma®3.





