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RESUMO

A aterosclerose é vista hoje como doenca inflamatéria cronica. Recentemente, rinites
alérgicas e asma tém sido relacionadas com risco aumentado para aterosclerose em
humanos. Paradoxalmente, aterosclerose € uma doenga com predominancia de resposta
Th1, enquanto em alergias as respostas Th2 sdo dominantes. A associagao entre alergia
alimentar e aterosclerose, no entanto, ainda deve ser definida. Para investigar tal
associagao, utilizamos camundongos C57BL/6 e camundongos deficientes para o
receptor de LDL alimentados com dieta aterogénica. A alergia alimentar foi induzida pela
ingestdo de solugao de clara de ovo por camundongos previamente sensibilizados com
ovalbumina. O grupo controle ndo foi sensibilizado. A alergia foi confirmada pela alta
producao dos anticorpos IgE e IgG1 anti-ovalbumina e aversao a solugéo de clara de ovo
nos camundongos alérgicos, sem que houvesse injuria intestinal. No entanto,
camundongos LDLr-/- alérgicos apresentaram reducéo de IgE ao término do experimento
quando comparado ao tempo inicial e menor aversao do que camundongos C57BL/6
alérgicos . Esses perdem gordura abdominal enquanto em camundongos LDLr-/- néo foi
vista diferencga. Os resultados sugerem que camundongos LDLr-/- sdo mais resistentes ao
modelo de alergia do que camundongos C57BL/6. Foi observado perfil lipidico pro-
aterogénico com redugcdo de HDL em camundongos LDLr-/- e C57BL/6 sensibilizados.
Além disso, a deposicao lipidica na aorta abdominal e toracica, a area, composicao da
placa aterosclerética e o status oxidativo ndo foram afetados em camundongos LDLr-/-
alérgicos. Em conclusdo, a alergia alimentar levou a um perfil lipidico pré-aterogénico,
sem alterar o estresse oxidativo e o tamanho da lesdo em camundongos C57BL/6 e

deficientes para o receptor de LDL.

Palavras chave: aterosclerose, alergia alimentar, metabolismo lipidico, LDLr nocaute.
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ABSTRACT

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease. Recently, Allergic Rhinitis and Asthma
have been linked with enhanced risk for atherosclerosis in humans. Paradoxically,
atherosclerosis is a Th1-cell- driven disease while, in allergies, Th2- type cell responses
are dominant. To investigate the effect of food allergy in this process and in lipid profile,
C57BL/6 and low density lipoprotein receptor deficient mice were fed atherogenic diet. The
food allergy was induced in ovalbumin-sensitized mice by the egg-white solution intake.
The control group was not sensitized. Allergy was confirmed by the high production of anti-
ovalbumin IgE as well as anti-OVA IgG1 antibodies in both mice strain, without intestinal
injury detection. However, LDLr-/- allergic mice had reduced IgE level of oral challenger to
the end of the experiment and less aversion compared to C57BL/6 allergic mice. This mice
lost abdominal fat while in LDLr-/- was not seen difference. The results suggest that LDLr-
/- was more resistant of food allergy model than C57BL/6 mice. C57BL/6 and LDLr-/-
sensitized mice had a pro-atherogenic profile associated to HDL reduction. Lipid
deposition in thoracic and abdominal aorta, area and composition of atherosclerotic plaque
and oxidative stress marker were not affect in LDLr/- allergic mice. In conclusion, the food
allergy was able to alter the lipid profile without affecting the oxidative stress and the
atherogenesis in C57BL/6 and LDLr-/- mice.

Key words: atherosclerosis, food allergy, lipids metabolism, LDLr Knockout.
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1- INTRODUGAO



Introducgéo

Uma pessoa que vive em uma sociedade ocidental ingere, em média, de 2 a 3
toneladas de alimentos em sua vida (SAMPSON, 1999a). Do total de nutrientes ingeridos,
cerca de 20% sao de proteinas. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (WHO) e a
Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO), um adulto
saudavel deve ingerir para cada quilograma do seu peso corpoéreo, 0,8 g de proteinas.
Esta recomendacéao leva em consideragao o papel estrutural e energético das proteinas.

Aproximadamente 30 quilos de proteinas alimentares encontram o intestino
humano durante um ano e de 130 a 190 gramas de proteinas s&o absorvidas diariamente
(BRANDTZAEG, 1998). No entanto, as proteinas podem escapar ou resistir a digestao e
passar para o0 lumem intestinal em uma forma intacta, acarretando uma resposta
imunoldgica que pode desencadear um quadro de alergia alimentar (UNTERSMAYR e
JENSEN-JAROLIM, 2006).

A alergia alimentar é uma resposta adversa as proteinas alimentares sendo uma
doenca inflamatéria cronica que acomete o intestino, prevalente em criancas. Os
alimentos que mais comumente provocam alergia sao: leite de vaca, ovos, soja, trigo,
amendoim, peixes, castanhas e crustaceos (BOCK, 1986).

Em 2004, Saldanha e colaboradores descreveram um modelo de alergia alimentar
experimental utilizando camundongos BALB/c. Esses animais foram previamente
sensibilizados com um antigeno presente na clara de ovo, a ovalbumina, e novamente
entravam em contado com o alérgeno por via oral. Observou-se que além da produgao de
imunoglobulinas E especificas para o antigeno e uma suave inflamagédo na mucosa
intestinal, os camundongos perdiam peso.

Em 2006, Moreira investigou a perda de peso observada em camundongos
alérgicos. A suplementagao protéica da solugdo de clara de ovo foi substituida por dieta
balanceada contendo clara de ovo liofilizada como unica fonte protéica. No entanto, os
animais continuavam perdendo peso. Foi levantada a hip6tese de que o emagrecimento
ocorria devido as alteragdes metabdlicas causadas pela reagao de hipersensibilidade
imediata. Além disso, uma das alteragdes notadas foi o aumento de colesterol no figado
dos camundongos com alergia alimentar. Essas alteragbes podem predispor a outras
condigdes patoldgicas tais como a aterosclerose.

A aterosclerose € uma doenga cardiovascular que tem como origem primaria

alteragdes no metabolismo de lipideos e a consequente hiperlipidemia (ROSS, 1999). A
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Introducgéo

doenca esta fortemente associada a um estado inflamatério que pode ser perpetuado por
uma infecgéo ou por outra doencga inflamatéria (MAGEN et al., 2005).

Tanto a alergia alimentar como a aterosclerose apresentam um forte componente
imunoldgico envolvido. Mas as respostas imunolégicas de cada patologia s&o opostas. Na
aterosclerose, ha prevaléncia de uma resposta Th1 (NICOLETTI et al., 2000; BUONO et
al., 2005), enquanto na alergia alimentar ocorre uma reagao de hipersensibilidade
imediata com resposta Th2 (UNTERSMAYR e JENSEN-JAROLIM, 2006). A associagao
entre alergia alimentar e aterosclerose ainda nao foi evidenciada. Porém, estudos
recentes demonstraram a associagao entre alergias respiratorias e aterosclerose em
estudos epidemiolégicos (KNOFLACH et al., 2005; ONUFRAK et al., 2006).

Este estudo visa investigar o efeito da alergia alimentar na aterosclerose em um

modelo de camundongo LDLr nocaute.

1.1-Objetivo Geral

Avaliar o efeito da alergia alimentar crénica na aterogénese, no metabolismo
lipidico e estresse oxidativo em camundongos C57BL/6 e deficientes para o gene do

receptor de LDL.

1.2-Objetivos Especificos

v' Constatar a indugdo da alergia alimentar experimental por meio da dosagem de
anticorpos séricos IgE e 1gG1 especificos anti-ovalbumina no soro dos

camundongos.

v Averiguar o modelo de alergia alimentar nos camundongos deficientes para o gene
do receptor de LDL com relagdo aos seguintes parametros: concentragcbes de
imunoglobulinas séricas, ingestdo da solugdo de clara de ovo, peso corpéreo,
peso de gordura abdominal e histologia do intestino quando comparado a

camundongos selvagens.

v' Avaliar o efeito da alergia alimentar crénica no metabolismo lipidico hepatico e

cecal e nas concentragdes séricas de colesterol total, triacilgliceréis, de HDLc e

16



Introducgéo

das fragcbes aterogénicas em camundongos C57BL/6 e deficientes para o gene do

receptor de LDL.

Determinar o efeito da alergia alimentar no estresse oxidativo por meio da
mensuragao da peroxidacao lipidica no figado e da quantificagdo indireta da

oxidacgao de lipoproteinas LDL nos camundongos LDLr-/-.

Pesquisar se a alergia alimentar é capaz de alterar a aterogénese na aorta
toracica e abdominal e no sinus aortico em camundongos C57BL/6 e LDLr-/- e se
essa afeta o numero de células inflamatérias e a estabilidade da placa por meio da

medida de deposi¢cédo de coldgeno em camundongos LDLr -/-.
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Revisdo da Literatura

2.1 — Alergia alimentar

A alergia alimentar pode ser definida como uma resposta imunoldgica adversa as
proteinas alimentares que afeta em torno de 6% das criangas e de 3 a 4% dos adultos
(SICHERER e SAMPSON, 2006).

Os alimentos que comumente provocam alergia sao: leite de vaca, ovos, soja, trigo,
amendoim, peixes, castanhas e crustaceos (BOCK, 1986) . A maioria dos alérgenos
alimentares sao glicoproteinas soluveis em agua, com tamanho de 10 a 70 KD que séao
estaveis ao calor, acido e a proteases (BREITENEDER e MILLS, 2005).

As reacOes alérgicas aos alimentos podem afetar a pele, causando urticaria e
angioedema, o trato respiratdrio, ocasionando rinite e asma, o trato gastrointestinal,
provocando diarréia, vOmito e célica e o sistema cardiovascular acarretando choque
anafilatico (SICHERER, 2002). Essas reacgdes alérgicas podem aparecer em poucos
minutos ou horas apés a ingestao do alimento. Os sintomas variam dependendo da idade
do individuo, do alérgeno envolvido, da quantidade de alimento ingerido, dentre outros
fatores (BURKS et al., 1998).

O trato gastrointestinal € o sitio de absor¢do de nutrientes e de defesa contra
antigenos sendo a maior parte do sistema imunoldgico. Este ndo somente captura mais
antigenos do que qualquer outra parte do corpo, como também discrimina organismos
invasivos de antigenos proprios como proteinas alimentares e bactérias comensais
(MOWAT, 2003).

Aproximadamente 30 quilogramas de proteinas alimentares encontram o intestino
humano durante um ano. Diariamente, sdo absorvidas de 130 a 190 gramas de proteinas
(BRANDTZAEG, 1998). As proteinas sado assimiladas de modo eficiente apds a agao de
enzimas gastricas, pancreaticas e outras proteases, 0 que resulta na redugao da maioria
das proteinas da dieta a uma mistura de aminoacidos livres, dipeptideos e tripeptideos
que podem ser absorvidos pelas células epiteliais intestinais (ERICKSON e KIM, 1990).
Oligopeptideos com 8 aminoacidos ou menos nao reagem com o MHC, sendo, entao,
ignorados pelo sistema imunolégica. No entanto, as proteinas podem escapar ou resistir a
digestdo e passar para o lumem intestinal em uma forma intacta (UNTERSMAYR e
JENSEN-JAROLIM, 2006).

Os antigenos podem entrar na lamina propria intestinal através das células M e
apos serem reconhecidos pelas células dendriticas, sdo apresentados a linfocitos T nas
placas de Peyer. Alternativamente, esses antigenos ou células dendriticas provenientes

das placas de Peyer podem ter acesso a linfonodos drenantes com subsequente
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reconhecimento pelas células T nos linfonodos mesentéricos. Outra forma de entrada do
antigeno seria através das células epiteliais. Neste caso, existe a possibilidade dos
enterdcitos expressarem MHC de classe Il agindo como células apresentadoras de
antigeno (APCs) locais. Nos dois casos, as células T CD4" reativas expressam integrinas
a4p7 e receptor de quimiocina CCR9, abandonam os linfonodos mesentéricos e se
dirigem para os ductos linfaticos eferentes ganhando entdo, a circulagdo sanguinea
através do ducto toracico e retornando para a mucosa intestinal por meio de veias da
lamina proépria. As células T que reconhecem antigenos nos linfonodos mesentéricos
podem se disseminar diretamente para a corrente sanguinea através do sistema
imunoldgica periférico. Os antigenos também podem ter acesso direto a corrente
sanguinea no intestino e interagir com as células T nos tecidos linfoides periféricos
(MOWAT, 2003).

Na grande maioria das vezes, a resposta imunolégica as proteinas da dieta leva a
tolerancia oral. No entanto, pode ocorrer hipersensibilidade alimentar, dependendo da
comunicagado de numerosas células imunocompetentes e de como e onde esse antigeno
€ apresentado a essas células (UNTERSMAYR e JENSEN-JAROLIM, 2006). A tolerancia
oral se refere a um estado de inibicdo ativa da resposta imunoldgica a antigenos
provenientes do trato oral (CHEHADE e MAYER, 2005). Essa pode ser induzida em
camundongos apdés a administragcdo de altas doses do antigenos, poucas vezes,
induzindo a anergia de linfécitos, ou de repetidas pequenas doses (FRIEDMAN e
WEINER, 1994) que sdao mediadas pelas células T reguladoras em adi¢cdo as células T
CD8" supressoras. Alguns fatores estdo envolvidos na indugdo da tolerancia oral. Dentre
estas variaveis estdo incluidos a genética, a idade, a estrutura antigénica e a composicao
das proteinas alimentares, a integridade da barreira epitelial e o grau de ativagdo do
sistema imunolégica que é dependente do perfil de citocinas e da expressao de células
co-estimulatérias pelas APCs da mucosa (BRANDTZAEG, 2002).

Uma falha nos mecanismos da tolerancia oral resulta em hipersensibilidade
alimentar (Figura 1-A) (CHEHADE e MAYER, 2005). Esta resposta imunolégica adversa
aos alimentos pode ser dependente de IgE ou ndo. O desenvolvimento de uma resposta
mediada por IgE a um alergénico é resultado de uma série de interacbes moleculares e
celulares envolvendo APCs, células T e células B. As APCs apresentam pequenos
fragmentos de peptideos em conjunto com as moléculas de MHC de classe Il as células

T. Estas células ligam o TCR ao complexo peptideo-MHC (Figura 1-B). Esta interacao,
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conhecida como "primeiro sinal", leva a proliferagéo de células T e a geragao de citocinas
que promovem o "segundo sinal", que por fim, leva a ativagao de células Th2 (Figura 1-
C). Os linfécitos Th2 e as citocinas liberadas por esses ativam linfocitos B especificos
para os antigenos alergénicos (Figura 1-D). Sob a influéncia do ligante CD40 e de
citocinas, principalmente IL-4, os linfocitos B sofrem a troca de isotipo de IgM para IgE
(Figura 1-E)(FULEIHAN, 1998). Os anticorpos IgE especificos para o antigeno se ligam
aos receptores de superficie de mastécitos, basodfilos, macréfagos e outras APCs,
armando o sistema imunoldgica para a reagao alérgica que ocorrera no préximo contato
com esse antigeno especifico (Figura 1-F) (SAMPSON, 1999b).

Em uma nova exposi¢cao ao antigeno, ocorre a ligagdo cruzada entre o antigeno e
a IgE ligada aos mastécitos com consequente degranulagcéo e secrecdo de mediadores
pré-formados como histamina, enzimas e fatores quimiotaticos (Figura 1-G).
Prostaglandinas e leucotrienos sdo formados no momento da degranulagdo. Esses
mediadores sdo responsaveis pelos sintomas das reacgbes alérgicas. Histamina,
prostaglandinas e leucotrienos promovem a vasodilatagdo, aumento da permeabilidade
vascular e contracdo da musculatura lisa. Fatores quimiotaticos atraem eosindfilos que
liberam outros mediadores prolongando a resposta alérgica (Figura 1-H) (ANDERSON,
1997; FULEIHAN, 1998).

A alergia alimentar conduz, portanto, a uma hiper atividade imunolégica e a um
quadro inflamatério (BUFE, 1998). As citocinas Th2 influenciam uma variedade de
eventos associados com a inflamacgao alérgica cronica. IL-4 e IL-13 estimulam a producéao
de IgE e 0 aumento da expressao das moléculas de adesao celular (VCAM-1) seletivas
para eosindfilos/basofilos. IL-5 e IL-9 induzem a maturacdo de eosindfilos. IL-3 e IL-9
promovem o desenvolvimento de mastécitos. IL-4, IL-9 e IL-13 aumentam a producdo de
muco pelas células caliciformes da mucosa (KAY, 2000).

Nas ultimas duas ou trés décadas, a prevaléncia de doengas alérgicas vém
aumentando consideravelmente, principalmente nos paises industrializados. A ligagcao
entre o aumento da incidéncia de alergias e o moderno estilo de vida com habitos de
higiene foi inicialmente sugerido, embazando a entdo, denominada, hipétese da higiene
(YAZDANBAKHSH et al., 2002).

Sintomas das reacgdes alérgicas sao consequéncias da resposta Th2. O balango
entre respostas Th1 e Th2 foi considerada central para a homeostase do sistema

imunoldgico. Inicialmente, assumiu-se que 0 aumento da higiene resulta em diminuigdo da
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exposicao a microorganismos, que induzem a atividade de células Th1. Essa resposta
poderia entdo, contra regular a resposta Th2. Tal desbalango imunorregulatério, no
entanto, ndo explica o simultdneo aumento da incidéncia de disordens imunolégicas como
doenca de Crohn’s, diabetes tipo 1 e esclerose multipla, todas direcionadas para uma
resposta Th1 (GUARNER et al., 2006).

A decisdo em gerar uma resposta imunolégica sistémica, com o potencial de
causar um dano no tecido ou inflamagdo ou uma resposta tolerogénica parece ser
determinada pelo impacto dos antigenos nas APCs e células T. Células TCD4+ virgens
sao ativadas por APCs e necessitam de uma co-estimulacdo apropriada para
diferenciagcao em células Th1 e Th2 com resultante polarizacdo na secrecao de citocinas.
Em determinadas circunstancias, as APCs podem induzir varios tipos de células T
reguladoras. Através da secrecéo de citocinas IL-10 e TGF-f, ou por meio da interagao
celular direta, células T reguladoras podem suprimir tanto respostas Th1 como Th2
(GUARNER et al., 2006).

Diversos patdégenos induzem células da imunidade inata e adaptativa a secretarem
altos niveis de citocinas imunosupressivas (IL-10 e TGF-8) (MCGUIRK et al., 2002).
Essas citocinas induzem células T reguladoras. Dessa forma, foi sugerido que certos
patdgenos desenvolvem estratégias para induzir células T reguladoras, de forma a conter
a resposta pro-inflamatdéria e prolongar sua sobrevivéncia no hospedeiro (HIGGINS et al.,
2003).

Recentemente acredita-se que somente disordens que envolvem defeito na
atividade de células T reguladoras tém sua incidéncia aumentada em sociedades
ocidentais. Individuos com predisposi¢céo alérgica possuem deficiéncia na atividade de
células T reguladoras (KARLSSON et al., 2004).
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Figura 1: Mecanismos celulares em resposta a alergia alimentar

Em individuos saudaveis, a ingestdo de antigenos in6cuos leva a uma resposta sistémica ndo responsiva
(tolerancia oral). Em pacientes alérgicos, ocorre a quebra da tolerancia oral (A). Em um micro ambiente da
mucosa intestinal com predominio de citocinas Th2, uma resposta Th2 especifica para o antigeno é gerada
quando fragmentos do antigeno s&o apresentados as células T virgens por meio de células apresentadoras
de antigeno, principalmente células dendriticas (B). Uma vez ativadas (C), as células TCD4" produzem IL-4
e IL-13 (D) que promovem a producao de IgE pelas células B (E) . As IgEs se ligam a receptores
especificos de células efetoras na alergia como mastécitos (F). Em uma subseqlente ingestdo, a
apresentagao de antigeno leva a uma rapida ativacdo de células T e secregdo de citocinas Th2,
promovendo a liberacdo de mediadores por basdfilos e eosindfilos. Ao mesmo tempo, fragmentos do
antigeno se ligam aos receptores de IgE em mastécitos promovendo a liberagdo de mediadores quimicos
pré-formados e levando a sintese de novos mediadores (principalmente histamina), responsavel pelos
sintomas clinicos (G e H). Fonte: (PRIOULT e NAGLER-ANDERSON, 2005).
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2.2-Modelo de alergia alimentar experimental

Modelos animais experimentais sao utilizados em pesquisas uma vez que
fornecem informagdes sobre a patofisiologia e os mecanismos envolvidos nas doencgas.
Especialmente em situagdes clinicas em que os 6érgaos alvo sao inacessiveis, como o
trato gastrointestinal no caso da alergia alimentar, esses modelos animais sé&o
insubstituiveis (UNTERSMAYR e JENSEN-JAROLIM, 2006).

Na indugdo da alergia alimental experimental parametros como a concentragao e
duracdo de exposicdo do alérgeno, o tipo de alimento que induz a alergia, o uso de
adjuvantes, além da idade e predisposi¢cao genetética do animal frente a alergia, devem
ser cuidadosamente escolhidos (HELM e BURKS, 2002).

A utilizagao de roedores para pesquisas em alergia alimentar apresenta vantagens
tais como a variedade de linhagens, além de incluir também animais geneticamente
modificados, e a possibilidade de utilizacdo de um grande numero de animais. No
entanto, a polarizacdo de células T para os fendtipos Th1 e Th2 sdao mais extremas em
roedores quando comparado a humanos (UNTERSMAYR e JENSEN-JAROLIM, 2006).

Camundongos BALB/c sdo a linhagem mais utilizada em modelos de alergia
alimentar experimental devido a grande producédo de IgE em resposta a sensibilizagao
com antigeno, semelhantes a vista em individuos atépicos (DEARMAN e KIMBER, 2005).

Um modelo experimental que representa a situagao clinica de pacietes atopicos foi
descrito por Saldanha et al.,, (2004). Nesse modelo, camundongos BALB/c foram
previamente sensibilizados com ovalbumina e, posteriormente, receberam clara de ovo "in
natura" a 20% como unica fonte de consumo liquido durante 3 semanas. Nessa condigao
de alergia moderada e persistente foi notado aumento dos titulos de anticorpos IgE e
IgG1 anti-ovalbumina, edema intestinal e aumento no numero de eosindfilos com pico
apos 48 horas de exposigao oral do antigeno. Apds 21 dias de continua ingestao de clara
de ovo, as alteracbes morfolégicas foram suaves no intestino com hiperplasia de
mastocitos e aumento da producdo de muco no local. Além disso, foi notada perda de
20% do peso dos camundongos apdés uma semana de ingestdo de ovalbumina. Essa
perda de peso nao foi associada a um estado de desidratagdo ou desnutricdo ja que as
concentragdes de albumina e o hematdcrito estavam normais (SALDANHA et al., 2004).

Posteriormente, Moreira (2006) investigou se a perda de peso estava relacionada

com um desequilibrio protéico devido a suplementacao de proteina contida na solugao de
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clara de ovo a 20%. No estudo, foi utilizada a dieta padrao para roedores AIN93G,
modificada, em que foi substituida a fonte protéica de caseina por clara de ovo liofilizada.
Porém, camundongos da linhagem BALB/c continuavam perdendo peso, descartando a
hipétese de caquexia devido a um desequilibrio nutricional. J& em camundongos da
linhagem C57BL/6, foi observada a manutengao do peso corpéreo com perda de gordura
abdominal (MOREIRA, 2006).

A perda de peso em camundongos alérgicos foi, entdo, associada a um maior
consumo energético devido ao quadro inflamatério sistémico promovido pela alergia
alimentar. Essa reacao de hipersensibilidade, além de ocasionar alteragdes imunoldgicas,
promoveu o aumento de colesterol no figado de camundongos C57BL/6 e BALB/c
sensibilizados (MOREIRA, 2006).

2.3 - Transporte de lipoproteinas

O sistema de transporte de lipideos envolve moléculas hidrofobicas do sitio de sintese
para o sitio de utilizagao através do plasma. Existem quatro tipos principais de lipideos
circulantes no plasma: colesterol, ésteres de colesterol, fosfolipideos e triacilgliceréis
(GENEST, 2003).

Devido a natureza hidrofébica de lipideos, estes sdo empacotados em particulas
esféricas de lipoproteinas (GENEST, 2003). As lipoproteinas sdo globulares, sendo uma
combinacao de lipideos com proteinas especificas. O nucleo da particula de lipoproteina
€ composto por triacilglicerideos e ésteres de colesterol. A membrana é composta por
fosfolipideos, pequena quantidade de colesterol livre e proteinas chamadas
apolipoproteinas, todos orientados de modo que suas porgdes polares estejam expostas
na superficie (CHAMPE, 1997).

De acordo com sua origem, composi¢ao, densidade e tamanho, as lipoproteinas
podem ser classificadas em: quilomicrons (QM), lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL), lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL), lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) e lipoproteinas de alta densidade (HDL) (GOTTO et al., 1986).

As apolipoproteinas (Apo), proteinas componentes das lipoproteinas, sdo um grupo
de proteinas de imensa diversidade estrutural, que conferem estabilidade as particulas de
lipoproteinas (apo-B, E, A-l, A-ll), bem como o seu direcionamento metabdlico, gracas a

interacdo com receptores celulares especificos que as reconhecem em células alvo (apo
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A-l, B-100, E). Além disso, as Apo atuam como cofatores para as enzimas envolvidas no
metabolismo de lipoproteinas (apo- Al, C-Il, C-lll) (SEGREST et al., 1992; MACKNESS e
DURRINGTON, 1995; GENEST, 2003).

Existem duas fungdes preponderantes do transporte de lipoproteinas. A primeira é
o eficiente transporte de triacilglicerdis do intestino e do figado para o sitio de utilizagcao
(tecido adiposo ou musculo) e, a segunda, o transporte de moléculas de colesterol do
tecido periférico para a sintese de membrana ou produ¢do de horménios esterdides, ou
ainda, para a sintese de acido biliar no figado (GENEST, 2003).

A maior porgdo da gordura ingerida esta na forma de triacilgliceréis. Depois da
ingestdo, as gorduras sdo emulsificadas por sais biliares formando micelas que depois
sdo hidrolisadas por lipases pancreaticas em acidos graxos livres, monoglicerideos e
diglicerideos (GENEST, 2003).

Os quilomicrons transportam os triacilglicerideos de origem alimentar. Sdo formados
no intestino, a partir da digestdo das gorduras alimentares e Apo B-48, E, A-1 e C
sintetizadas nos enterécitos. A composi¢cdo, o numero e o tamanho dos quilomicrons
formados dependem do suprimento e caracteristicas da dieta. A particula é rica
principalmente em triacilglicerdis. Uma vez sintetizados, os quilomicrons sao langados na
linfa intestinal, atingindo a circulagao geral através do ducto toracico, sofrendo a agao da
enzima lipase lipoprotéica que se encontra aderida a membrana basal das células
endoteliais dos capilares sanguineos (GOLDBERG, 1996).

Sob a acdo da lipase lipoprotéica (LLP), os quilomicrons tém os triacilgliceréis
hidrolizados, liberando acidos graxos livres que, quando armazenados, serao utilizados
como fonte de energia. As lipoproteinas resultantes, agora de menor tamanho, sao
denominadas quilomicrons remanescentes e sao, entdo, captadas no figado por
receptores de alta afinidade que possibilitam a utilizacdo do colesterol e dos fosfolipideos
fornecidos pela dieta (GENEST, 2003).

O figado “re-empacota” os lipideos e os secreta diretamente no sangue em VLDL
(lipoproteinas de muito baixa densidade), rica em triacilgliceréis que contém apo B-100 e
apo-Al. Estas lipoproteinas adquirem apo C-ll e apo E das particulas de HDL circulantes.
Nos capilares, as VLDL sao hidrolizadas sob a agao da lipase lipoprotéica, da mesma
maneira como ocorre com os quilomicrons. As apo C e E sao transferidas a HDL. Os
ésteres de colesterila sao transferidos da HDL para a VLDL em uma reacido de troca

concomitante em que o triacilglicerol ou fosfolipideo é transferido da VLDL a HDL. Essa
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troca é realizada através da proteina de transferéncia de éster de colesterol (CETP)
(CHAMPE, 1997; GENEST, 2003).

Apds a hidrélise de triacilgliceréis, as VLDL sao denominadas VLDL
remanescentes ou IDL e contém Apo-B100 e Apo-E na sua superficie. Cerca de 50% das
particulas de IDL sdo removidas da circulagao pelo figado, através da ligagao de Apo-E
com o receptor de remanescentes (receptor de Apo-E) ou da ligagédo de Apo B-100 ou
Apo-E com o receptor de LDL. Os 50% restantes sao convertidos em LDL pela lipase
lipoprotéica hepatica ou transformados em LDL no soro apds a perda de Apo-E, dentre
outras modificagbes (ALVAREZ-LEITE, 1993; RADER, 1995).

As particulas de LDL apresentam como componentes o colesterol e a apo-B 100.
Normalmente, as LDL contem apenas de 4 a 8% de sua massa como triacilgliceréis
(GENEST, 2003). A funcéao principal das particulas de LDL é fornecer o colesterol aos
tecidos periféricos. Isto ocorre através da deposicdo de colesterol livre nas membranas
das células a medida em que entram em contato com a superficie celular e através da
ligacdo aos receptores nas superficie das membranas que reconhecem a apo-B 100
(CHAMPE, 1997). A unica molécula de Apo B-100 contida na LDL é reconhecida tanto
nos tecidos extra-hepaticos quanto no figado pelos receptores de LDL (ALVAREZ-LEITE,
1995).

Os receptores de LDL s&o agrupados em fendas nas membranas celulares. O lado
interno da fenda é estabilizado pela proteina clatrina. A LDL é internalizada via receptor
por endocitose. A vesicula contendo a LDL perde a clatrina e se funde a vesiculas
maiores denominadas endossomos. A LDL entdo, se separa de seu receptor e a
lipoproteina é degradada por enzimas lisossOmicas liberando colesterol, aminoacidos,
acidos graxos e fosfolipideos (Figura 2). O conteudo de colesterol celular é regulado pela
sintese de colesterol via HMG CoA redutase, pela esterificacdo de colesterol intracelular
via acil CoA colesterol aciltransferase (ACAT), pela sintese de receptor de LDL e por
efluxo de colesterol livre na membrana por particulas de HDL (CHAMPE, 1997; GENEST,
2003).
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Figura 2 - Passos seqlienciais na via do receptor de LDL.

(1) ligagao da LDL ao receptor — (2) internalizagdo da LDL — (3) formagao dos endossomos — (4) hidrélise
dos componentes — (5) reciclagem dos receptores. Fonte: (JEON e BLACKLOW, 2005).

A HDL possui como apolipoproteina principal a apo A-l. Esta liporpoteina é
sintetizada pelo intestino e figado. O colesterol livre em contato com HDL nascente é
substrato para a enzima plasmatica lecitina: colesterol acil transferase (LCAT) e ativada
pela apo A-1, resultando na formacao de ésteres de colesterol e aumento do tamanho da
particula de HDL. Os ésteres de colesterol podem ser transferidos para as lipoproteinas
que contém Apo B pela CETP e em seguida retornar para o figado via receptor de LDL
(ALVAREZ-LEITE, 1993). O colesterol esterificado proveniente da HDL é degradado,
podendo ser reempacotado por lipoproteinas ou ser convertido em acidos biliares

(CHAMPE, 1997). O metabolismo de lipoproteinas pode ser visualizado na figura a seguir:
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Figura 3: Metabolismo de lipoproteinas.

Os quilomicrons contém apoB-48 e principalmente triacilglicerdis. Lipase lipoprotéica, com seu
cofator apoC-Il, hidrolisa os QM que sdo captados pelo figado pela ligacdo da apoE. O figado libera os
lipideos como VLDL com apoB-100. VLDL é hidrolisada em IDL, a qual pode ser captada pelo figado. IDL
também pode sofrer hidrélise pela lipase hepatica e se tornar LDL. Células hepaticas e periféricas removem
a LDL da circulagao quando apoB-100 se liga ao receptor de LDL. HDL remove o excesso de colesterol das
células para o figado para excregao na bile. O metabolismo das lipoproteinas esta simbolizado por linhas
solidas. O transporte de colesterol, quando nao contido nas lipoproteinas, esta indicado por linhas
pontilhadas. Fonte: (RADER, 1995).

A HDL é considerada fator de risco negativo para as doengas cardiovasculares
devido a seu importante papel no transporte reverso de colesterol, removendo-o do tecido
periférico (ROSENSON, 2004). J&4 o aumento dos niveis de LDL causa disfungéo
endotelial, inflamacéo, formagcao de células espumosas e instabilidade da placa sendo
associado, portanto, com o aumento de risco para aterosclerose (ROSENSON e
TANGNEY, 1998). Além da LDL, as lipoproteinas ricas em triacilgliceréis como os
quilomicrons, as VLDL e as IDL, também apresentam potencial aterogénico, apesar do

maior componente da placa ateromatosa ser o colesterol esterificado.
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2.4 - Patogénese da Aterosclerose

A aterosclerose é uma doenga inflamatdria progressiva caracterizada pelo acumulo
de células imunoldgicas, principalmente macréfagos e células T, bem como de células
musculares lisas, matriz extracelular, lipideos e de debris acelulares nas grandes artérias.
A leséo aterosclerética primaria ou estria gordurosa consiste no acumulo de macréfagos
repletos de colesterol que sdo denominados células espumosas (foam cells) no
subendotélio (LUSIS, 2000; LIBBY, 2002; HANSSON e LIBBY, 2006).

Embora qualquer artéria possa ser afetada, os principais alvos da aterosclerose
sao a aorta e as artérias coronarias e cerebrais. Como consequéncia clinica, ha o infarto
do miocardio, a isquemia cerebral e o aneurisma aértico (ALVAREZ-LEITE et al., 2003).
Em humanos, a aterosclerose tem inicio na vida fetal, progride lentamente durante a
infancia e a adolescéncia e entdo, pode acelerar na vida adulta resultando em eroséo ou
ruptura da placa (BINDER et al., 2002). A estria gordurosa pode usualmente ser
encontrada na aorta na primeira década de vida, nas artérias coronarias na segunda
década de vida e nas artérias cerebrais na terceira ou quarta décadas de vida (LUSIS,
2000).

Os principais fatores de riscos para aterosclerose estdo descritos na tabela 1, os
quais podem ser agrupados, em nao modificaveis, modificaveis pelo estilo de vida,

modificaveis pelo uso de drogas e fatores de risco ndo-tradicionais (SCOTT, 2004).
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Tabela 1: Fatores de Risco para Aterosclerose

Fatores de risco da aterosclerose

Nao modificaveis

Idade

Etnia

Género (masculino)

Historia familiar

Modificaveis pela mudanga do estilo de vida

Dieta com alta quantidade de gordura saturada e colesterol,
e baixa quantidade de frutas, vegetais e graos integrais
Obesidade

Sedentarismo

Tabagismo

Modificaveis por drogas

Dislipidemias

Hipertenséao

Nao tradicionais

Elevados niveis de Lp (a)

Elevados niveis de homocisteina

Agentes infecciosos

A hipercolesterolemia parece ser um pré-requisito absoluto para o inicio e

progressao da lesao aterosclerética. O sistema imunoldgico, em um contexto mais amplo,

juntamente com o colesterol, € um dos fatores dominantes na modulagao da aterogénese.

A aterogénese pode ser afetada por outros processos inflamatérios como em doengas

agudas e cronicas e em infecgdes (BINDER et al., 2002).

Tal resposta inflamatéria ocorre em estimulo a presenca de um agente inflamatario,

sendo este, normalmente, a LDL oxidada. A agregacgao de lipoproteinas tem sido proposta

como sendo primordial na aterosclerose e a agregagao da LDL oxidada tem sido
observada em lesbes ateroscleréticas (ROSENSON, 2004). (GOLDSTEIN et al., 1979)

foram os primeiros a propor que uma modificacdo da LDL como a oxidagao, seria pré-

requisito para a captagao pelo macrofago e desenvolvimento da placa.

31



Revisdo da Literatura

As particulas de LDL difundem-se passivamente através das células endoteliais e
sua retencao na parede do vaso envolve interacdes entre a apolipoproteina B, presente
na particula desta lipoproteina, e os proteoglicanos da matriz (LUSIS, 2000). Neste
estagio a LDL encontra-se minimamente oxidada (mm LDL) apresentando oxidacéo de
seus lipideos e com pequena alteragédo na apo B (BERLINER et al., 1995). A acumulagao
desta na camada intima, contribui significativamente para o recrutamento de mondcitos, ja
que a LDL estimula o endotélio a produzir moléculas pré-inflamatorias, incluindo
moléculas de adesdo e fatores de crescimento (LUSIS, 2000). Os mondcitos, entéo,
diferenciam-se em macrofagos e devido a sua enorme capacidade oxidativa os lipideos
da LDL sao adicionalmente oxidados e a parte protéica da LDL também é modificada, o
que impede o reconhecimento da lipoproteina pelo receptor de LDL (BERLINER et al.,
1995).

A captacdo da LDL oxidada se da, entdo, por meio de receptores scavengers
especificos ou removedores. Os receptores scavengers tais como CD36 e SR-A,
internalizam a LDL oxidada (BINDER et al., 2002), ja que essa contém grupos acetil ou
analogos que sao reconhecidos apenas por estes receptores. Como nao ocorre controle
do conteudo de colesterol internalizado por feedback negativo, 0 acumulo de colesterol
conduz a formacéao de células espumosas (foam cells) e, conseqlientemente, das estrias
gordurosas (Figura 4) (LUSIS, 2000).
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Figura 4: Infiltragao da LDL na artéria e formagao de célula espumosa

Em casos de hipercolesterolemia, o excesso de LDL infiltra na artéria e é retido na camada intima,
particularmente nos sitios em que a hemodindmica é favoravel. Modificagbes oxidativas e enzimaticas na
particula de LDL promovem o inicio do processo inflamatério com indugao da expressdao de moléculas de
adesao no endotélio. As particulas de LDL modificadas sdo captadas através de receptores scavengers de
macrofagos formando as células espumosas.Fonte:(HANSSON, 2005).

O recrutamento de mondcitos via LDL oxidada induz as células da parede do vaso
a secretarem moléculas quimiotaticas como a MCP-1 (proteina 1 quimioatrativa de
mondcitos), ativa as células endoteliais a produzirem moléculas de adesao para
monocitos e células T, induz a expressao do fator estimulador de colénias de mondcitos
(MCSF) que facilita a transformacgéao fenotipica de mondcitos em macrofagos, e estimula a
proliferacdo de células musculares lisas (GLASS e WITZTUM, 2001).

A adesédo e rolamento de leucdcitos na superficie endotelial podem ser mediados
por moléculas de adesao. Células endoteliais expressam VCAM-1 que é responsavel pelo

recrutamento preferencial de mondcitos e possui papel primario na regulagdo do estimulo
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pré-inflamatério. Além da molécula 1 de adesao da célula vascular (VCAM-1), a molécula
1 de adesao intercelular (ICAM-1), a P-selectina e a E-selectina também tém o mesmo
papel na interagcdo entre células envolvidas na aterosclerose (LUSIS, 2000; GLASS e
WITZTUM, 2001; LIBBY, 2002).

Locais com alta expressao de moléculas de adesdo estdo associados a regides
que apresentam baixa tensao de cisalhamento (shear stress) e fluxo sanguineo oscilatério
ou turbulento, como por exemplo, areas de ramificagdes e curvaturas de vasos
(VANDERLAAN et al., 2004). As células endoteliais nestes locais apresentam formas
poligonais e sem orientagdo, contribuindo para um aumento da permeabilidade a LDL,
tornando-se, assim, locais de preferéncia para a formacdo das lesdes aterosclerdtica
(LUSIS, 2000).

A entrada de diferentes tipos de leucécitos na parede da artéria € mediada por
molélulas de adesdo e por fatores quimiotaticos. A firme adesdo destas células no
endotélio € mediada pela integrina VLA-4 (very late activation antigen), presente nestas
células, que interage com a VCAM-1 do endotélio (LUSIS, 2000).

Na placa aterosclerética humana, aproximadamente 40% das células expressam
marcadores de macrofagos, 10% s&o células T CD3" e o restante s&o células musculares
lisas (HANSSON e LIBBY, 2006).

Os macréfagos sao as células imunolégicas mais numerosas na placa
aterosclerdtica e seu acumulo progressivo e ativagdo na parede do vaso sao
responsaveis por um importante passo para a formagdo da placa aterosclerédtica
(BERLINER et al., 1995; HANSSON, 2005). Os macrofagos secretam uma variedade de
produtos pré-inflamatérios que afetam a progressdo da lesdo e a estabilidade da placa
como o fator de necrose tumoral (TNF-a) e a interleucina IL-1p, quimiocinas e enzimas
como a mieloperoxidase, que é uma fonte potencial de estresse oxidativo e inflamacgao
(BINDER et al., 2002; LIBBY, 2002). Além disto, estas células expressam moléculas de

MHC de classe Il, podendo apresentar antigenos as células T (Figura 5).
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Figura 5: Papel do macréfago na inflamacao da artéria

Mondcitos sédo recrutados pelo endotélio ativado e se diferenciam em macréfagos. Diversas moléculas
endégenas e microorganismos podem se ligar através de receptores Toll-like dos macréfagos, induzindo
sua ativagdo e levando a liberagdo de citocinas inflamatdrias, quimiocinas, radicais de oxigénio dentre
outras moléculas que acarretam dano tecidual. Fonte: (HANSSON, 2005).

As células T sao componentes da lesao primaria e avangada. A razéo de células T
CD4" e T CD8" na placa avangada € similar aquela encontrada no sangue periférico. Em
modelos experimentais de aterosclerose foi detectada expanséao oligoclonal de células T
CD4" ativadas em resposta aos antigenos locais como LDL oxidada, HSP 60 (proteina 60
de choque térmico) ou outros antigenos derivados de patégenos como microorganismos.
A ativagdo de células T pode ocorrer em linfonodos regionais possivelmente apds
apresentacao do antigeno por células dendriticas que trafegam da placa para o linfonodo
(HANSSON e LIBBY, 2006).

A maioria das células T CD4" apresentam o fenétipo de células T helper 1 (Th1) e
secretam as citocinas IFN-y, IL-12, IL-15, IL-18 e TNF, em contraste, poucas células
produzem citocinas Th2 como a IL-4 e IL-5. O IFN-y é uma importante citocina que

acelera a aterosclerose devido a sua agdao em macrofagos, aumentando a produgao de
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oxido nitrico e de citocinas pro-inflamatdrias, além de causar decréscimo na produgao de
colageno (HANSSON, 2005; HANSSON e LIBBY, 2006). Duas citocinas anti-inflamatdérias
contrabalangam a acao das células T: TGF-p e IL-10. A citocina anti-inflamatéria TGF-f €
secretada por macréfagos, células musculares lisas e por células T reguladoras estando
envolvida com a estabilidade da placa pois estimula a sintese de coladgeno e modula a
atividade de células T (Figura 6) (BINDER et al., 2002; HANSSON e LIBBY, 2006).
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Figura 6: Efeito das células T ativadas na inflamacao da placa aterosclerética.

Antigenos sédo apresentados pelas células dendriticas e macréfagos as células T que, entdo, sao ativadas.
A maioria das células T ativadas produzem citocinas Th1 que ativam macréfagos e células do vaso
exacerbando a inflamagado. Células T reguladoras regulam este processo secretando citocinas anti-
inflamatoérias como TGF-3 e IL-10. Fonte: (HANSSON, 2005).
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A resposta Th1 é predominante na placa aterosclerética tanto em humanos quanto
em modelos animais. Essa hipotese é suportada por estudos com camundongos
C57BL/6, propensos a resposta Th1, que desenvolvem estrias gordurosas quando
alimentados com dieta aterogénica, enquanto os animais BALB/c, favoraveis a resposta
Th2, sao resistentes a aterogénese (PAIGEN et al., 1985). Em outro estudo a delegéo de
STAT6, fator de transcricao essencial para a diferenciagcao de células Th2, faz com que
camundongos BALB/c tornem-se susceptiveis a aterosclerose (HUBER et al., 2001). Em
concordancia com este estudo, camundongos hipercolesterolémicos deficientes para o
fator de transcricao de inducdo do fendtipo Th1 denominado T-bet apresentam reducéao
da leséo aterosclerética (BUONO et al., 2005).

Componentes da imunidade inata também estdo envolvidos na lesdo
aterosclerdtica. Ocorre deposicdo de complexos do complemento como C3, C4 e terminal
C5b-C9 e imunoglobulinas IgM, estas ultimas tém sido encontradas no local da lesdo com
epitopos especificos para LDL oxidada (BINDER et al., 2002).

O acumulo de células imunoldgicas e lipideos na intima ocorre durante o primeiro
estagio da formagao da placa. Estrias gordurosas sao prevalentes em individuos jovens,
nunca causam sintomas e podem progredir para uma lesao aterosclerética madura ou
desaparecer com o tempo (HANSSON e LIBBY, 2006).

A transicdo de uma estria gordurosa relativamente simples para uma mais
complexa é caracterizada pela emigragao de células musculares lisas da camada média
para a intima. Essas proliferam, captam lipoproteinas modificadas contribuindo para a
formacao de células espumosas e sintetizam proteinas da matriz extracelular provocando
o desenvolvimento da capa fibrosa (GLASS e WITZTUM, 2001). Esta capa fibrosa é
formada por matriz extracelular derivada das células musculares lisas. As lesdes fibrosas
podem tornar-se altamente avangadas e complexas, com a presenca de calcificacao,
erosao ou ulceragao e hemorragia (LUSIS, 2000).

O risco de erosao ou ruptura da placa é dependente de fatores como tamanho do
centro necrético rico em lipideos, da espessura da capa fibrosa, da extensdo da
inflamacao e das forcas hemodindmicas. Para que a placa torne-se vulneravel devem
ocorrer modificagcdes no componente lipidico, nas células musculares lisas e no endotélio.
Um pré-requisito para a formacado de capa fibrosa é a formagcao de um centro necrético
lipidico. Também ocorre morte de células musculares lisas que formam a capa fibrosa

com reducgao da producao de matriz extracelular que acarreta vulnerabilidade da placa e
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possivel ruptura. A disfuncdo endotelial e a morte celular sao fatores que predispde a
erosao e ao inicio de eventos aterotrombdéticos (LINDSTEDT e KOVANEN, 2004).

2.5 - Aterosclerose em modelos murinos

Nas ultimas décadas, um numero substancial de estudos em aterosclerose tém
sido realizados em diferentes modelos animais. Recentemente, estd aumentando
consideravelmente o numero de estudos in vivo usando modelos de camundongos
geneticamente modificados. Isto se deve as vantagens oferecidas ao utilizar estes
modelos como rapida reproducgéo e viabilidade de numerosos descendentes congénitos,
conhecimento amplo da sua genética, novas ferramentas biolégicas e recursos,
manutencdo facil devido ao pequeno tamanho dos animais possibilitando o uso de um
numero grande de camundongos ao mesmo tempo e formacéao relativamente rapida das
lesdes aterosclerdticas (OHASHI et al., 2004; VANDERLAAN et al., 2004).

Porém, os camundongos selvagens sao naturalmente resistentes ao
desenvolvimento da aterosclerose. Estes animais transportam a maior parte do colesterol
em Lipoproteinas de Alta Densidade (HDL) e possuem baixos niveis de colesterol em
Lipoproteinas de Muito Baixa densidade (VLDL) e Lipoproteinas de Baixa Densidade
(LDL) (HOFKER et al.,, 1998). Em humanos, a LDL é a principal transportadora de
colesterol no plasma (MOUGENQOT et al., 1997). Apesar desta diferenga, camundongos e
humanos possuem, com poucas excegdes, 0 mesmo conjunto de genes que controlam o
metabolismo de lipoproteinas (HOFKER et al., 1998).

A aterosclerose em camundongos foi primeiramente observada em 1969
(THOMPSON, 1969). Uma lesao foi induzida em camundongos C57BL/6 quando estes
foram alimentados com dieta rica em 50% de gordura por 5 semanas. No entanto, houve
alta taxa de mortalidade ao se utilizar esta dieta. Posteriormente, camundongos C57BL/6
submetidos a uma dieta rica em 15% de gordura por 10 semanas foi constatado a
presenca de placa ateromatosa e baixa mortalidade (PAIGEN et al., 1985). Apesar do
camundongo C57BL/6 ser susceptivel ao desenvolvimento da aterosclerose com a
indugao através da dieta, a lesdo se restringe ao arco aértico. Posteriormente, o uso deste
modelo diminuiu com a utilizagdo dos camundongos geneticamente modificados que
exibem lesbes extensas (OHASHI et al., 2004).
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Os camundongos modificados geneticamente sao gerados por modulagdo génica,
onde ocorre a eliminagcdo de um alelo especifico responsavel por codificar uma proteina
com alto grau de especificidade. Os camundongos mais utilizados para o estudo da
aterosclerose sdo gerados pela modulagdo genética da apo E (apolipoproteina E) e do
LDLr (receptor para LDL), ambos fundamentais para o metabolismo de lipidios
(DAUGHERTY, 2002).

A deficiéncia do receptor de LDL causa pronunciada hipercolesterolemia com
complicagdes cardiovasculares em humanos. Em 1993, foi criado o camundongo
deficiente para o receptor de LDL através de genes alvo em células embriologicas. Estes
camundongos mostram um aumento de duas vezes nos niveis de colesterol total devido a
alta nos niveis de LDL, quando submetidos a dieta com 10% de gordura. No entanto, os
camundongos LDLr-/- ndo desenvolvem aterosclerose quando alimentados com dieta
regular (ISHIBASHI et al., 1993). Apesar disso, esse modelo apresenta lesdo ateromatosa
mais extensa do que o modelo de camundongos selvagens C57BL/6 alimentados com
dieta Ocidental (MASUCCI-MAGOULAS et al., 1997). Além disso, o perfil de lipideos do
plasma em camundongos LDLr-/- € mais similar a humanos com hiperlipidemia do que o
modelo de apo E-/- (OHASHI et al., 2004). As lesbes formadas apresentam morfologia
simples, consistindo predominantemente por macréfagos repletos de lipidios. Algumas
das caracteristicas das lesdes avangadas, como calcificagdo e nucleo necrético, sao vista
somente se esses camundongos forem alimentados com dieta aterogénica por um longo
periodo (DAUGHERTY, 2002).

E importante ressaltar que o desenvolvimento de aterosclerose destes modelos
murinos, como em virtualmente todos os modelos experimentais de aterosclerose é
dirigido por elevagbes extremas nos niveis de colesterol circulante que resultam na
formacéao de lesbes extensivas em uma escala de tempo que oscila de semanas a meses.
Em contraste, o desenvolvimento de aterosclerose em humanos evolui sobre décadas,
apresentando menos células envolvidas na lesdao daquelas observadas em modelos
murinos. Apesar disso, os estudos in vivo realizados nos animais fornecem aproximacao
do papel de genes envolvidos na patogénese da aterosclerose, bem como elucidam o

mecanismo pelo qual esta se desenvolve (GLASS e WITZTUM, 2001).
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2.6— Associacao entre doencas inflamatérias e aterosclerose

Em mais de 50% dos pacientes com aterosclerose ndo tém sido identificada a
presenca de fatores de risco tradicionais como hipertensdo, habito de fumar,
hipercolesterolemia e diabetes indicando que fatores de risco adicionais que predispde a
aterosclerose ainda nao foram identificados (EPSTEIN et al., 1999).

A relacao entre infecgao e aterosclerose foi estabelecida ja que diversos estudos tém
correlacionado infecgdo com bactérias, virus e protozoarios na aterogénese (FAHDI et al.,
2003). Esses estudos levam em consideragdo que a aterosclerose € uma doenca
inflamatdria crénica e que a infecgao pode ter papel importante na perpetuacédo do estado
inflamatério (MAGEN et al., 2005).

Recentes estudos tém demonstrado que a inflamagdo e o sistema imunoldgico
contribuem significativamente para a aterogénese. Infecgdes microbianas que envolvem
ativagdo do sistema imunoldgica estdo associadas com lesdo vascular (OHASHI et al.,
2004). Os principais microorganismos estudados sao Chlamidia pneumonia, herpes
simplex virus e cytomegalovirus (LANGHEINRICH e BOHLE, 2005).

Elevados titulos de anticorpos contra C. pneumonia foram detectados em pacientes
com doenca arterial coronariana (SAIKKU et al., 1988). A infecgdo com C. pneumonia em
modelos animais de aterosclerose foi capaz de acelerar a lesdo aterosclerética em
camundongos apo E-/- (BURNETT et al., 2001) e em LDLr-/- alimentados com dieta
aterogénica (HU et al., 1999). Isto pode ser devido a agao direta do microorganismo na
placa ou ao aumento da sinalizagcdo de mediadores inflamatérios (KALAYOGLU et al.,
2002).

O herpesvirus mais estudado em aterosclerose € o cytomegalovirus. Este foi
detectado em lesbes ateroscleréticas humanas (KWON et al., 2004), pode modular as
células imunolégicas e ativar as células do vaso, além de aumentar a aterosclerose em
modelos animais (HSICH et al., 2001; VLIEGEN et al., 2002; BURNETT et al., 2004;
GREDMARK et al., 2004).

Outro microorganismo cuja relagcdo com a aterosclerose tem sido investigada é o
Helicobacter pylori, mas os estudos sao conflitantes. Em um estudo populacional
realizado por (SINGH et al., 2002) foi encontrada correlagdo positiva entre a infecgéo
bacteriana e doenga coronariana, porém outros estudos falharam ao tentar detectar este
microorganismo no tecido vascular (BLASI et al., 1996; DANESH et al., 1999). Estudos
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experimentais utilizando camundongos LDLr-/- infectados com H. pylori ndo apresentaram
aumento da aterosclerose (MACH et al., 2002).

Um parasita também envolvido na aterogénese foi estudado por (DOENHOFF et al.,
2002), que demonstraram que animais apoE"' infectados com Shistosoma mansoni
apresentaram reducgédo tanto das lesbes aterogénicas quanto dos niveis de colesterol
sérico. A infeccdo helmintica crbnica pode atenuar o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares por elicitar uma resposta crénica Th2, podendo modular a ativagao de
monocitos e aumentar a producao de citocinas, tais como IL-4, IL-10 e IL-13 no local da
infeccao (MAGEN et al., 2005).

Estudos desenvolvidos em nosso laboratério visaram investigar o efeito de
protozoarios no desenvolvimento da aterosclerose. Animais apoE'/' infectados por
Toxoplasma gondii exibiram um aumento da lesdo na valvula aodrtica, independente dos
niveis séricos de colesterol. Este fato pode ser devido a exacerbagcdo do processo
inflamatdrio provocado pelo parasita, assim como pela maior captacado do colesterol pelas
células infectadas, para o fornecimento de colesterol ao T. gondii (PORTUGAL et al.,
2004). O efeito da Leishmania major, que provoca uma inflamagao local, na aterogénese
também foi investigado (FERNANDES, 2006). Camundongos apo E-/- infectados na pata
com o parasita apresentaram aumento da lesao aterosclerética que foi acompanhada por
aumento de células inflamatérias no local.

Além dos processos inflamatérios promovidos por infecgdo e da diabetes, doenca
inflamatdria ja estabelecida como fator de risco para a aterosclerose, recentemente outras
doencgas inflamatérias tém sido correlacionadas com a aterogénese como artrite
reumatdide (SZEKANECZ et al., 2007) e lupus sistémico eritematoso (STANIC et al.,
2006).

Em 2005, foi investigada, pela primeira vez, a associagao entre doengas alérgicas
como rinite alérgica e asma, e aterosclerose em estudos populacionais. Pacientes com
doencas alérgicas tiveram risco aumentado para espessamento da camada intima e para
desenvolvimento e progressao da aterosclerose. Quando os dados foram correlacionados
com os niveis séricos de IgE a associagao foi confirmada (KNOFLACH et al., 2005). Outro
estudo relatou aumento das doencgas coronarianas arteriais em mulheres adultas com
asma (ONUFRAK et al, 2006). Os autores justificam o aumento de doengas

cardiovasculares ja que componentes envolvidos no processo alérgico, como a produgao
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de leucotrienos e a ativagcdo de mastoécitos, também estdo envolvidos na inflamacgao
aterosclerotica.

Os mastdocitos sédo células efetoras tipicas nas reacbes alérgicas. Esses
apresentam receptores de superficie (FceRI) e ao realizarem ligagdes com moléculas de
IgE, liberam histamina, heparina, carboxipeptidase A, proteoglicanos, quimase e triptase
(PRUSSIN e METCALFE, 2006). A acumulagdo de mastdcitos em lesdes ateroscleréticas
humanas foi demonstrada em estudos prévios (KAARTINEN et al., 1994; JEZIORSKA et
al., 1997).

Os mastdcitos apresentam diversas fungbes que podem modular a aterogénese
(KELLEY et al., 2000). Essas células, através da liberagao de histamina, podem aumentar
a permeabilidade vascular e alterar o ténus do vaso (LIBBY e SHI, 2007). Os mastdcitos
produzem citocinas como TNF-a, IL-6 e IFN-y e mediadores lipidicos como
prostaglandinas e leucotrienos envolvidos na resposta pro-inflamatéria (SUN et al., 2007).
Por meio das proteinases, quimase e triptase, os mastdcitos promovem a ativacao de
metaloproteinases que estao envolvidas no remodelamento e ruptura da placa
(JOHNSON et al., 1998).

O papel da ativagdo de mastdcitos perivasculares na aterogénese e
desestabilizagdo da placa foi investigada em camundongos deficientes para apo E. Os
efeitos incluem o aumento da incidéncia de hemorragia intraplaca, da apoptose de
macrofagos e do recrutamento de leucécitos (BOT et al., 2007). A participacao direta de
mastoécitos na aterogénese também foi investigada recentemente (SUN et al., 2007). Os
autores desenvolveram camundongos mutantes deficientes para o receptor de LDL e que
nao apresentavam mastocitos. Nesses animais foi notado decréscimo no tamanho da
lesdo aterosclerética, na deposigédo lipidica, no numero de macrofagos e linfocitos T
presentes na placa e na proliferacdo celular e apoptose quando comparado a
camundongos LDLr-/-.

Apesar de nao existirem trabalhos relatando a associagao entre alergia alimentar e
aterosclerose, foi sugerido que anticorpos alimentares poderiam aumentar os riscos para
doencas arteriais coronarianas (DAVIES et al., 1969). Segundo o autor, os anticorpos
seriam como fatores de risco. A persistente presenca de anticorpos alimentares na
circulagao ocorria devido a absorgcdo repetitiva de antigenos alimentares levando a
formagdo de complexos antigeno-anticorpo. Esses complexos poderiam causar dano no

endotélio vascular, promover a aderéncia de plaquetas e trombose intravascular, além da
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deposicdo de fibrina. De fato, foi encontrada a presenca de maiores quantidades de
anticorpos na circulagao para leite e ovo em pacientes que sofreram infarto do miocardio
do que nos pacientes controles saudaveis (DAVIES et al., 1974), sugerindo que absorgao
de proteinas antigénicas alimentares durante um longo periodo de vida em individuos

susceptiveis € causa de ateroma (DAVIES, 1976).

43



Associagéo entre Alergia Alimentar e Aterosclerose em Camundongos

3. MATERIAL E METODOS



Material e Métodos

3.1 - Animais e dieta

Os camundongos homozigotos para a auséncia do gene do receptor de LDL e
camundongos C57BL/6 com 12 semanas de idade, fémeas, foram mantidos no biotério do
Laboratério de Bioquimica Nutricional, no Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG em
gaiolas coletivas, em ambiente com ciclos de luminosidade de 12 horas e temperatura em
torno de 22+3°C.

Estes foram distribuidos nos grupos experimentais tomando em consideragédo o
peso inicial e o colesterol total. Aos camundongos foi ofertada dieta padrao para roedores
(AIN93G) com modificacdo na quantidade de maltodextrina que foi substituida por amido
de milho e suplementada com colesterol, para a indugado da aterosclerose (tabela 2). O
peso corporal e o consumo alimentar foram avaliados semanalmente. O protocolo foi

aprovado pelo Comité de Etica Animal de nossa instituicdo (UFMG, processo 42/2007).

Tabela 2: Composic¢ao da dieta padrao

Ingredientes w
Caseina 20
Metionina 0,3
Amido de milho 52,95
Sacarose 10
Celulose 5
Oleo de soja 7

Mistura de minerais 3,5
Mistura de vitaminas 1,0
Colina 0,25

*Dieta acrescida com 1,25 % de colesterol e 0,014% de BHT. Caseina: Naarden Agro Products; Metionina,
Bitartarato de Colina, Mistura de minerais e mistura de vitaminas: Rhoster; Amido de milho: Milhena;

Sacarose: Unico; Celulose: Mingtai Chemical CO.; Oleo de soja: Bertol, Colesterol: Sigma.

3.2 — Protocolo de imunizacao

Os camundongos receberam (dia 0) injegdo subcutédnea no dorso com 0,2 mL de

solugdo salina contendo 10ug de ovalbumina (antigeno) adsorvida em 1 mg de hidréxido
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de alumino (adjuvante). Os camundongos dos grupos controles receberam somente o
adjuvante diluido em salina. O reforgo consistiu da aplicagado de inje¢do com o antigeno
(10ug de ovalbumina), apenas nos animais dos grupos alérgicos, 14 dias apds a primeira
imunizagao. Os grupos controles receberam injecao com solugao salina. O desafio oral foi
realizado 7 dias apds o reforco quando todos os animais experimentais receberam
solugdo de clara de ovo a 20% na mamadeira, como unica fonte liquida. Essa solugao
continha, aproximadamente, 10 mg de ovalbumina/mL. O desafio oral teve a duragao de 5

semanas.

Sensibilizagdo primaria (dia 0):
OVA+ : 10 ug OVA+ 1 mg Al(OH);
OVA-:1mg Al(OH)3

Reforgo (14° dia):
OVA+ : 10 ug OVA

OVA- : solugéo salina

Desafio oral (21° dia):
OVA+ e OVA- : solugéo de clara de ovo a 20%

Figura 7: Protocolo de imunizacao

3.3 - Amostras de sangue

As amostras de sangue foram retiradas no inicio do experimento (dia 0), no dia do
desafio oral (21° dia), no 42° dia e ao término do experimento (56° dia). Essas foram
retiradas apds jejum de 8 a 10 horas. No inicio do experimento e no 21° dia, o sangue foi
retirado pela veia caudal por meio de capilares heparinizados. Posteriormente, o sangue
foi centrifigado a 6.000 rpm durante 5 minutos em centrifuga de mesa para separagao do
plasma. Ao término do experimento, os animais foram anestesiados intraperitonealmente

com uma solugao de ketamina (130 mg/Kg) e Xilazina (0,3 mg/Kg) e foram sacrificados
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por exanguinagao pela artéria femural, sem anticoagulante. O soro foi separado da
mesma forma que as amostras de plasma e estas foram armazenadas a —70°C para

posteriores analises.

3.4 - Determinacao dos anticorpos IgE especificos anti-ova séricos

Microplacas de poliestireno foram incubadas com anticorpo de rato anti-IgE de
camundongo diluido 1:250, 50ul por pogo, durante 24 horas a 4°C. Posteriormente, as
placas foram lavadas com salina-Tween e incubadas por 1 hora com 200ul por pogo de
solugdo caseina a 0,25% em PBS para bloqueio a temperatura ambiente. A solucao foi
desprezada e as placas incubadas por 2 horas com 50ul por pogo de soro dos
camundongos. As placas foram lavadas com solugdo salina-Tween e incubadas por 1
hora a temperatura ambiente com 1ul de OVA-Biotina em 50ul de PBS-caseina por poco.
As placas foram novamente lavadas com salina-Tween e incubadas, no escuro, com 50ul
por poco de estreptoavidina-peroxidase na concentracdo de 1:6000 por 45 minutos a
temperatura ambiente. As placas foram lavadas com salina-Tween e incubadas por 15
minutos a temperatura ambiente e protegidas da luz, com 100ul por pogo de tampéo
citrato pH=5.0 contendo H;O, e ortofenileno-diamino (OPD). As reagdes foram
interrompidas, apdés 15 minutos, pela adi¢ao de 20ul por pogo de H,SO4 2N. Em todas as
placas foi colocado um controle positivo padrao (pool de soros de animais imunolégicas),
um controle negativo (pool de soros de animais normais), além de um controle da prépria
placa (branco). A densidade Optica foi obtida em Leitor de ELISA com filtro de 492 nm. Os
resultados foram amostrados em unidades arbitrarias (U.A.) a partir do padrao positivo

considerado como 1000 unidades.

3.5 - Determinacao dos anticorpos IgG1 especificos anti-ova séricos

Microplacas de poliestireno serdo incubadas overnight, a 4°C, com 2ug de OVA
diluidos em 100ul por pogo de tampao carbonato pH=9,6. Apds 18 horas, as placas foram
lavadas 2 vezes com salina fisioldgica contendo 0,05% de Tween 20 e incubadas, por 1
hora, com 200ul de solugdo caseina a 25% em PBS (PBS-caseina), por pogo, para

bloqueio a temperatura ambiente. A solugcdo de bloqueio foi desprezada e as placas
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incubadas, por 1 hora, com 100ul por poco de 6 diluicbes seriadas dos soros a serem
testados, iniciando com a diluigdo 1:100 (fator de diluigao=0,5, diluicbes 1:100 a 1:3200).
As placas foram lavadas 6 vezes com salina-Tween e incubadas, por 1 hora a 37°C com
anticorpos de cabra anti-lgG1 de camundongo, diluidos a 1:20000. As placas foram
novamente lavadas com salina-Tween e incubadas por 1 hora a 37°C com anticorpos de
coelho anti-IgG de cabra conjugados com peroxidase. As placas foram mais uma vez
lavadas 6 vezes com salina-Tween e incubadas, no escuro, com 100ul por pogo de
tampao citrato (pH=5,0) contendo perdxido de hidrogénio e ortofenileno-diamino (OPD).
Apds 20 minutos, a reagao foi interrompida pela adigdo de 20ul por pogo de H2SO4 a 2%.
A densidade o6ptica foi obtida em leitor de ELISA automatico com filtro de 492 nm. Em
todas as placas foi colocado um controle positivo padrdo (pool de soros de animais

imunoldgicas), um controle negativo (pool de soro de animais controles), além do branco.

3.6 - Avaliagcdo morfoldgica do intestino

O aspecto morfolégico do intestino foi avaliado para observar se a alergia alimentar
experimental poderia ocasionar inflamacdo no mesmo. Primeiramente, o intestino foi
lavado com salina fisiolégica para retirada das fezes. Por ndo haver separagao
macroscopica nitida entre as por¢des do intestino delgado em camundongos, o critério
para distingdo foi baseado segundo (FERRARIS et al., 1992). O intestino foi dividido em
quatro partes de 20%, 30%, 30% e 20% a partir da parte proximal. Essas por¢des foram
designadas como: duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo, respectivamente. As
por¢cdes foram fixadas em formol tamponado a 10% e desidratadas em solugdes
decrescentes de alcoois absolutos para inclusdo em parafina. Os blocos de parafina
foram seccionados no micrétomo, obtendo-se cortes com espessura de 5 um. Estes foram

corados com hematoxilina-eosina (H&E) e analisados utilizando microscépio 6ptico.

3.7 - Determinacao das concentracdes de colesterol total sérico

As concentragdes de colesterol foram medidos por método enzimatico (Doles)
(ALLAIN et al., 1974) que consiste na hidrolise de ésteres de colesterol pela enzima
colesterol esterase produzindo colesterol livre. Este, em presenca da colesterol oxidase e

de oxigénio, produz peroxido de hidrogénio que pela agdo da peroxidase em presencga de
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fenol e 4-aminoantipirina produz um composto réseo-avermelhado com absor¢gao maxima
em 505 nm. As concentracbes de colesterol no soro ou plasma dos animais foram
determinados por um ensaio em microplaca de 96 pogos (FAZIO et al, 1997).
Resumindo, 5 ul das amostras de soro foram diluidas em agua destilada para adequar as
leituras de absorbancia a variagao linear do teste. Cem microlitros de reagente de
colesterol total foram adicionados aos 100 uwl de soro diluido. Apés um periodo de
incubacdo de 10 minutos a 37°C, a absorbancia foi lida a 492 nm em um leitor de

microplaca. As dosagens foram feitas em duplicata.

3.8 - Determinagdo das concentracdes de colesterol em HDL (HDLc) e

fragdes aterogénicas

A dosagem HDL-Colesterol foi feita pelo método enzimatico colorimétrico (Doles). A
dosagem foi realizada ap6s a precipitacao seletiva de LDL e VLDL em polietilenoglicol
tamponado em pH 10. No sobrenadante, obteve-se o HDL. O teor de colesterol da fracédo
HDL foi determinado pelo sistema enzimatico utilizado para dosagem de colesterol total
sérico. Para dosagem, 15uL de reagente precipitante foram adicionados em um eppendorf
contendo 15uL de soro, homogeinizado e mantido em repouso por 10 min a temperatura
ambiente. Apds esse periodo, o eppendorf foi centrifugado por 4 minutos a 12000 rpm.
Em seguida, 10uL do sobrenadante (contendo o HDL da amostra) foram adicionados a
190uL de reagente de cor (reagente de colesterol total) em microplacas e incubados em
estufa a 37°C por 10 minutos. A leitura foi realiza a 492 nm. As dosagens foram feitas em
duplicatas. O mesmo procedimento foi feito utilizando 10uL de padrao (100mg/dL). Para o
calculo das concentracdes de HDLc foi feita a determinacdo do fator de calibragdo por
meio da seguinte equacao: F (fator de Calibragdo) = 100/Média da absorvancia do
padrao; HDLc= absorvancia da amostra x fator de calibragdo. O colesterol das fracoes

aterogénicas foi calculado pela diferenga entre o colesterol total e HDL.
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3.9 - Determinacao das concentragdes de triacilglicerois sericos

As concentragbes de triacilgliceréis séricos foram medidos de acordo com o
método enzimatico colorimétrico (FOSSATI e PRENCIPE, 1982).0 método consiste da
hidrdlise dos triacilglicerdis do soro pela lipase lipoprotéica produzindo glicerol livre, que é,
entdo, fosforilado pela glicerol quinase, cujo produto sofre a agao da glicerol-P-oxidase a
qual, em presenga de oxigénio, produz peréxido de hidrogénio. Este, sob a acédo da
peroxidase em presenca de um reagente fendlico (p-clorofenol) e 4-aminoantipirina,
produz um composto réseo-avermelhado (quinona), com maximo de absor¢ao a 492 nm.
As dosagens foram feitas em microplaca como descrito acima para o colesterol. Porém, a

diluicao utilizada foi de 5 ul de soro em 245 ul de agua destilada.

3.10 - Quantificagdo das concentragdes de lipideos hepaticos

No sacrificio, os figados dos animais foram removidos, lavados em solugao salina
fisiolégica, secos em papel filtro, pesados e armazenados a —20°C. Os lipideos totais
hepaticos foram extraidos de acordo com o método de Folch (FOLCH et al., 1957;
OLIVEIRA et al., 2001). Em resumo, 100 mg de figado foram triturados durante trés
minutos com 1900uL de solugdo cloroférmio: metanol (2:1) usando-se homogeneizador.
Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm apds adicdo de 400uL de
metanol. O sobredanante foi recolhido em tubo de peso conhecido e, posteriormente,
acrescido de 800uL de cloroférmio e 640uL de solugcdo de NaCl a 0,73 %. Apds nova
centrifugagdo por 10 minutos a 3000 rpm, a fase superior foi desprezada. A parede
interior de cada tubo foi lavada 3 vezes com 600uL de solugéo de Folch (solugéo de 3%
de cloroférmio, 48% de metanol, 47% de agua e 2% de NaCl a 0,29%). Apos cada
lavagem, a fase superior foi descartada. Os extratos lipidicos obtidos foram secos em
estufa overnight a 37° C e os lipideos quantificados gravimetricamente.

Os extratos lipidicos foram homogeneizados com 500uL de isopropanol e as
determinagdes das concentracdes de colesterol total foram feitas conforme descrito para

as amostras de soro.
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3.11 - Quantificagdo das concentragdes de lipideos cecais

As fezes foram retiradas do ceco dos animais no momento do sacrificio e
armazenadas a —20 °C. Posteriormente, foram pesadas, maceradas em gral e submetidas

a técnica de Folch da mesma maneira que a descrita para o figado.

3.12 - Avaliagcao da peroxidacao lipidica pela mensuracdo das substancias

reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A formacédo de malondialdeido (MDA), resultante da oxidagdo de acidos graxos
poliinsaturados, € um conveniente indice para se determinar o grau de peroxidagao
lipidica. O acido tiobarbiturico reage com o MDA formando um aduto na proporgéo de 2:1

sendo este detectado espectrofotometricamente a 535nm.

A determinagdo das espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foi
realizada segundo o método descrito por (BUEGE e AUST, 1978). Para tal, o homogenato
do figado foi obtido triturando-se 100 mg de tecido em 1 mL de PBS pH 7,4. Uma aliquota
de 500 uL do homogenato foi misturada com 1 mL da solugdo de acido tricloroacético
15% (p/v), acido tiobarbiturico,0.38% (p/v) e HCI a 0.25 N. A mistura foi aquecida em
banho fervente por um periodo de 15 minutos. Apds resfriamento, adicionou-se 1,5 mL de
butanol, para extracdo do cromdforo, e centrifugou-se a 3000 RPM por 10minutos. A
absorvancia foi lida a 535nm. Uma curva padrao de malondialdeido foi feita nas seguintes
concentragdes: 0, 1,25, 2,5, 5, 10 e 50 uM. Uma dosagem de proteinas (LOWRY et al.,
1951) foi realizada no mesmo homogenato e o resultado foi expresso em nanomoles de

MDA por miligrama de proteina.

3.13 - Separacao da LDL utilizada para determinac¢ao de anticorpos anti-LDL

oxidada

Apos a coleta de 10 ml do sangue de individuo saudavel (voluntario) ndo fumante, em
tubo vacutainer com EDTA 10%, procedeu-se a centrifugacdo a 3000 rpm por quinze
minutos, em centrifuga de mesa. O soro foi coletado e adicionado os conservantes:

aprotinina, benzamidina, azida sddica 5% com EDTA 5% e clorafenicol 0,1%, PMSF 0,5 mM
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em DMSO. O soro entao, teve sua densidade elevada para 1,21 com solugao de Brometo de
potassio (KBr). Trés mililitros deste soro foram colocados em tubos de polipropileno, com
volume total de 10 mL, préprios para ultracentrifuga Sorvall Ultra pro-80/Du Pont, utilizando o
rotor 875T. Apds o soro, foi adicionada a solugao de KBr de densidade 1,006 até completar o
volume total do tubo, formando assim o gradiente descontinuo de densidade de duas
camadas. Os tubos devidamente equilibrados foram colocados para centrifugagao por duas
horas e meia a 50.000 rpm e 4°C, para separacdo das lipoproteinas. Terminada a rodada, foi
retirada a camada composta pela LDL e a amostra foi submetida a dialise em solugao de
tampao fosfato (PBS), por um periodo de vinte e quatro horas a 4° C, com quatro trocas do
tampao. Em seguida, o material foi filtrado e guardado estéril em atmosfera de nitrogénio a
4° C, em recipiente protegido da luz (CHUNG et al., 1986).

3.14 - Quantificagdo das Imunoglobulinas Anti - LDL Oxidada

Os anticorpos anti-LDL oxidada foram mensurados por ELISA. Para tal, uma placa de
96 pocos foi coberta com 100uL de LDL nativa e de LDL oxidada (50ug/mL), em duplicata. A
placa foi embrulhada em papel aluminio e mantida por 24 horas a temperatura ambiente. A
placa foi vertida descartando o excesso de LDL que nao fixou-se a placa. Posteriormente,
adicionou-se 200uL de BSA a 1% em cada poco durante 1 hora & 37°C. O excesso de BSA
foi descartado e a placa lavada 5 vezes com PBS-Tween 0,05%. O soro foi diluido
diretamente na placa. Colocou-se 80uL de BSA a 1% em cada pogo com 20uL de soro. A
placa foi novamente embrulhada em papel aluminio e mantida por 24 horas a temperatura
ambiente. No dia seguinte, a placa foi lavada 5 vezes com PBS-Tween e incubada por 2
horas a 37°C com anticorpo IgG peroxidase diluido 1:10000, 100uL por pogo. A placa foi
lavada 10 vezes com PBS-Tween sendo adicionado em cada pog¢o 100uL da solugao OPD
diluida em tampé&o citrato e adicionado perdxido de hidrogénio por 20 minutos no escuro. A
reacao foi interrompida com H.SO4 na diluicdo 1:20. A leitura foi realizada em leitor de ELISA
a 492 nm.

O valor de cada amostra de soro foi expresso como U.A. (Unidades Arbitrarias) (492
nm), obtido pelo célculo da absorbancia da LDL oxidada dividida pela absorbancia da LDL

nativa de cada amostra.
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3.15 - Quantificagdo da deposicéo lipidica na aorta toracica e abdominal

A deposigcao lipidica na aorta foi detectada utilizando a analise en face pela
coloragao Sudan IV. As aortas foram dissecadas removendo toda a adventicia a partir da
valvula aédrtica até a bifurcagao iliaca. As aortas foram abertas longitudinalmente e fixadas
overnight com solu¢do de formol-sacarose (4% paraformoldeido, 5% de sacarose,
20pumol/L de BHT, e 2 umol/l EDTA, pH 7,4) a 4°C. Depois de fixadas, as aortas foram
submetidas a uma solugdo de 70% de etanol durante 5 minutos, posteriormente foram
coradas por 10 minutos sob agitagdao numa solugéo filtrada contendo 0,5% de Sudan 1V,
35% de etanol, e 50% de acetona e descoradas por 5 minutos em solugdo de 80% de
etanol (PALINSKI et al., 1994). As imagens das aortas coradas com Sudan IV foram
digitalizadas por “scanner” e a analise feita pelo programa Image Pro Plus. A soma das
areas das lesbes ateroscleréticas foi calculada pelo programa, sendo o resultado
expresso pelo percentual da area total da aorta. O valor médio por grupo foi utilizado para

comparacgoes estatisticas.

3.16 - Avaliacio das lesdes aterosclerdticas na raiz aortica

Os coragoes foram retirados em bloco com a raiz da aorta e perfusionados com
PBS diluido uma vez. Os coragdes foram separados das aortas toracicas e abdominais,
fixados em formol tamponado a 10% e recortados transversalmente sob viséo
estereoscoépica, ao nivel da borda atrial inferior direita, de modo a obter um fragmento
contendo a porcao proximal do coracdo e a raiz da aorta. Posteriormente, estes foram
processados, conforme rotina para inclusdo em parafina. Foram feitos cortes histolégicos
de 6 ym, rigorosamente consecutivos, a partir da superficie de inclusdo. As laminas foram
numeradas em série, codificadas e coradas em hematoxilina e eosina (H&E).

O tamanho da lesdo aterosclerdtica foi avaliado em dez cortes, tomando sempre
como referéncia a presenca da valvula adrtica. Localizada a formagao da valvula, a cada
30 um um corte era selecionado para medida. Assim, foi percorrida uma extensdo média
de 300um, com os cortes analisados sendo intercalados por 4 cortes consecutivos,
segundo técnica modificada de (PAIGEN et al., 1987). As areas foram medidas por meio

da analise morfométrica utilizando o programa Image Pro Plus. O calculo do tamanho da

51



Material e Métodos

lesdo de cada animal foi feito pela soma das areas dos dez cortes. O valor médio por

grupo foi utilizado para comparagdes estatisticas.

3.17 - Avaliacao do infiltrado inflamatdrio na raiz aértica

O infiltrado inflamatério na raiz aértica foi determinado pela contagem do numero
de células na area de lesdo aterosclerdtica. A area de cada campo foi determinada
aleatoriamente, no total de 4 campos por corte. Foram analisados 3 cortes nao
consecutivos por animal, totalizando analise de 12 campos por animal (PORTUGAL et al.,
2004). O numero de células foi determinado automaticamente pelo software Image Pro

Plus por intensidade de cor.
3.18- Quantificagdo do colageno nas lesdes ateroscleroéticas

O colageno extracelular presente nas lesdes aterosclerdticas foi visualizado
utilizando o corante Tricbmio de Gomori, apresentando coloracdo esverdeada e
contracorados com hematoxilina. Foram analisados 4 cortes ndo consecutivos por animal
(DAUGHERTY e RATERI, 1994; GUPTA et al., 1997) e os resultados foram expressos

como porcentagem de colageno por area de lesao.
3.19- Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média = erro padrao. Para verificar a normalidade
das amostras foi utilizado teste de Lilliefords. As comparag¢des entre os quatro grupos
experimentais foram feitas por meio da analise de variancia (ANOVA one-way) e quando
havia diferenga estatistica aplicava-se o teste T student. Nos dados relativos as dosagens
séricas de colesterol, fracdes de lipoproteinas e triglicerideos nao foram comparados
camundongos C57BL/6 e LDLr-/- ja que as variagdes sao extremas. Neste caso, realizou-
se apenas o teste T student. Foram considerados resultados estatisticamente

significativos aqueles com valores de p < 0,05.
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4.1- Confirmacéo e comparagado do modelo de alergia alimentar experimental
em camundongos C57BL/6 e LDLr-/-

4.1.1- Quantificagdo dos anticorpos IgE e IgG1 anti-ovalbumina

Os anticorpos IgE e IgG1 especificos para o antigeno (ovalbumina) foram
determinados para confirmar a indugdo da alergia alimentar experimental. Dosagens
séricas dos anticorpos IgE foram realizadas no primeiro dia do desafio oral (21° dia), na
3° semana de ingestdo do antigeno (42° dia) e ao término do experimento (56° dia).
Conforme pode ser visualizado na Figura 8, o protocolo de indugao da alergia alimentar
causou aumento na quantidade de anticorpos IgE em camundongos C57BL/6 e LDLr
nocaute sensibilizados com ovalbumina. A ingestédo diaria da solugéo de clara de ovo foi
capaz de manter altos os niveis de IgE nos camundongos dos grupos OVA+ até o término
do experimento. No entanto, camundongos LDLr-/- OVA+ apresentaram redugdo no
niveis de IgE anti-OVA no tempo final quando comparado ao desafio oral.

O anticorpo 1gG1 sérico anti-ovalbumina foi mensurado ao término do experimento.
Esse também esteve aumentado em camundongos sensibilizados quando comparado aos

controles confirmando a indugao da alergia alimentar (Figura 9).
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Figura 8: Anticorpos IgE anti-ovalbumina

Os resultados foram expressos em Unidades Arbitrarias (U.A.) da absorbancia das amostras quando
comparado a um controle positivo equivalente a 1 U.A. C57BL/6 n=6, LDLr -/- n=5 a 6. As barras
representam as médias e as linhas verticais o erro padrao de cada grupo. Letras distintas representam p<
0,05 pelo teste t student. Legenda: OVA- (ndo sensibilizados) e OVA+ (sensibilizados com ovalbumina).
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Figura 9: Anticorpos IgG1 anti-ovalbumina.

Os resultados foram expressos em Unidades Arbitrarias (U.A.) da absorbancia das amostras quando
comparado a um controle positivo equivalente a 1 U.A. C57BL/6 n=5 a 6 e LDLr -/- n=9 a 14. As barras
representam as médias e as linhas verticais o erro padrao de cada grupo. Letras distintas representam p<
0,05 pelo teste t student. Legenda: OVA- (ndo sensibilizados) e OVA+ (sensibilizados com ovalbumina).

4.1.2- Controle das ingestbes da solugéo de clara de ovo e da dieta, dos pesos corporeo e

de gordura abdominal.

O controle do consumo da solugao de clara de ovo a 20% foi realizado diariamente
durante as 5 semanas experimentais. Tanto camundongos C57BL/6 quanto camundongos
LDLr-/- sensibilizados com o antigeno ingeriram menor quantidade da solugao de clara de
ovo quando comparado aos grupos controles (Figura 10), havendo, portanto, aversao a
ovalbumina presente na solugdo. Porém, a aversao em camundongos C57BL/6 OVA+ foi
1,7 vezes maior que em camundongos LDLr-/- OVA+. A aversao € também um parametro
que confirma a indugao da alergia alimentar.

Uma restrigdo alimentar discreta foi imposta aos grupos controles que receberam a
mesma quantidade de dieta ingerida pelos grupos sensibilizados (C57BL/6 OVA-: 20,25
2,61; C57BL/6 OVA+: 20,26 + 2,31; LDLr-/-OVA-: 17,76 = 2,44; LDLr-/-OVA+: 17,75

3,03 g/animal/semana). O consumo dietético foi similar entre os quatro grupos quando foi

I+

I+

considerado o peso corpéreo final dos animais. O controle do consumo de dieta teve
como proposito evitar ofertas caldricas diferentes que pudessem influenciar nos dados
metabdlicos analisados neste estudo.

Nos camundongos alérgicos nao foi observada alteracdo do peso corpéreo
durante o experimento, em nenhuma das semanas avaliadas (Figura 11). Todos os
grupos experimentais tiveram um ganho de peso significativo do inicio do experimento
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(dia 0) ao término do experimento (56° dia). Os camundongos C57BL/6 s&do mais pesados
do que os camundongos LDLr -/-, havendo diferenga entre os grupos alérgicos e controles
das duas linhagens estudadas.

O peso da gordura abdominal foi avaliado ja que um estudo prévio (MOREIRA,
2006) demonstrou a perda de gordura abdominal devido a alergia alimentar em
camundongos C57BL/6. De fato, esses camundongos quando sensibilizados
apresentaram redugao na razdo do peso da gordura abdominal pelo peso corpéreo final
quando comparado ao grupo controle. J& camundongos LDLr -/-, apresentaram menor
razao gordura abdominal/ peso corporal do que os camundongos C57BL/6 e a diferencga
entre quantidade de gordura abdominal e peso corporal ndo foi notada em camundongos

do grupo LDLr-/- OVA+ quando comparado ao grupo controle (Figura 12).

0O C57BL/6 OVA -
m C57BL/6 OVA+
& LDLr -/- OVA-
LDLr -/- OVA+

Consumo de clara de ovo 20%/Peso
corporal
o
[o¢]
1

Figura 10: Razédo do consumo liquido da solugédo de clara de ovo a 20% pelo peso corpéreo.

Os resultados foram expressos como média da razdo do consumo liquido da solugéo de clara de ovo em
mL pelo peso corporeo em gramas ao término do experimento. C57BL/6 n=12 e LDLr -/- n=11 a 13. As
barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrdo de cada grupo. Letras distintas
representam p< 0,05 pelo teste t student. Legenda: OVA- (ndo sensibilizados) e OVA+ (sensibilizados com
ovalbumina).
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Figura 11: Peso corporal dos camundongos ao longo das 8 semanas de experimento

Os resultados foram expressos como média do peso em gramas. C57BL/6 n=12, LDLr -/- n=11 a 13.
Os pontos representam a média do grupo do peso corporal. Legenda: OVA- (ndo sensibilizados) e OVA+
(sensibilizados com ovalbumina).
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Figura 12: Razao do peso da gordura abdominal pelo peso corpéreo

Os resultados foram expressos como média da razao do peso da gordura abdominal em gramas
pelo peso corpoéreo em gramas ao término do experimento. C57BL/6 n=12, LDLr -/- OVA- n=11 a 13. As
barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrdo de cada grupo. Letras distintas
representam p< 0,05 pelo teste t student. Legenda: OVA- (ndo sensibilizados) e OVA+ (sensibilizados com
ovalbumina).
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4.1.3 - Analise histologica do intestino

A analise histologica do intestino revela que em camundongos C57BL/6 e LDLr-/-
alérgicos, o intestino mostrou-se integro. Os vilos apresentaram altura dentro dos
padrdes, sem erosao de epitélio, edema de mucosa ou aumento do infiltrado de leucdcitos
na lamina propria. A relagcado vilo/glandula também foi caracterizada como dentro dos
padrées normais. A submucosa apresentou-se sem alteragdes significativas. Nao houve
evidéncias de processo degenerativo ou inflamatério, tanto na mucosa como na
submucosa. A Figura 13 ilustra a por¢ao do jejuno proximal, regido mais susceptivel a

inflamacéao devido a absorgéo de proteinas alergénicas.

Figura 13: Aspecto histolégico do jejuno proximal de camundongos controles e sensibilizados com
ovalbumina.

A- Representativo do grupo C57BL/6 OVA-; B- representativo do grupo C57BL/6 OVA+; C-
representativo do grupo LDLr -/- OVA- e D- representativo do grupo LDLr -/- OVA+. Os cortes foram
corados com H&E, aumento de 200X. Legenda: OVA- (ndo sensibilizados) e OVA+ (sensibilizados com
ovalbumina).
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4.2 - Avaliacéo do efeito da alergia alimentar crénica no metabolismo e perfil
lipidico em camundongos

4.2.1 - Analise do peffil lipidico

Apds a confirmagdo e caracterizagdo da alergia alimentar nos modelos
experimentais, nosso préximo passo foi verificar o efeito da alergia alimentar no
metabolismo e perfil lipidico.

As concentragbes de colesterol total sérico foram avaliadas no desafio oral (21°
dia) e ao término do experimento (56° dia). As fragdes de lipoproteinas foram
determinadas ao final do experimento. Camundongos C57BL/6 sensibilizados com o
antigeno apresentaram niveis aumentados de colesterol total sérico apés as 8 semanas
experimentais (Figura 14) devido ao aumento das fragdes aterogénicas: VLDL, IDL e LDL
(Figura 15B). A fragdo anti-aterogénica HDL estava diminuida nesses animais alérgicos
(Figura 15A).

Ja em camundongos deficientes para o receptor de LDL houve redugdo no
colesterol total sérico na ultima semana experimental (Figura 16) devido a redugado nas
concentragdes de HDL (Figura 17A). As fragcdes aterogénicas nao foram alteradas pelo
protocolo de indugdo da alergia alimentar nesses animais como em camundongos
selvagens (Figura 17B). No entanto, a relagdo entre colesterol sérico total/HDLc esteve
aumentada em camundongos C57BL/6 e LDLr nocaute, revelando um perfil lipidico pré-
aterogénico que constitui fator de risco para as doengas cardiovasculares independente
da linhagem de camundongo analisada (Figuras 15 e 17C).

Em camundongos C57BL/6 e em LDLr-/- foi observado diminuicdo nas
concentragdes de colesterol sérico do desafio oral para a término do experimento (Figuras
14 e 16).

Os niveis de triacilglicerdis ndo foram alterados pela indugéo da alergia alimentar

tanto em camundongos C57BL/6 como em camundongos LDLr -/-(Figuras 15 e 17D).
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Figura 14: Colesterol sérico total de camundongos C57BL/6.

Os resultados foram expressos em mg/dL de colesterol.n=6 para cada grupo. As barras representam as
meédias e as linhas verticais o erro padréo de cada grupo. Letras distintas representam p< 0,05 pelo teste t
student. Legenda: OVA- (ndo sensibilizados) e OVA+ (sensibilizados com ovalbumina).
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Figura 15: HDLc, Fragcoes aterogénicas, Relagdo Colesterol sérico/HDLc e Triacilgliceréis de
camundongos C57BL/6.
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Os resultados foram expressos em mg/dL de HDLc (A), de fragdes aterogénicas VLDL, IDL e LDL (B), da
relagdo colesterol sérico/HDLc (C) e de Triacilgliceréis (D). n=6 para cada grupo.*p< 0,05 pelo teste t
student. As barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrao de cada grupo.
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Figura 16: Colesterol sérico total de camundongos LDLr-/-.

Os resultados foram expressos em mg/dL de colesterol.n=9 a 13. As barras representam as médias e as
linhas verticais o erro padrao de cada grupo. Letras distintas representam p< 0,05 pelo teste t student.
Legenda: OVA- (ndo sensibilizados) e OVA+ (sensibilizados com ovalbumina).
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Figura 17: HDLc, Fracdoes aterogénicas, Relagdao Colesterol sérico/HDLc e Triacilglicerois de
camundongos LDLr-/-.

Os resultados foram expressos em mg/dL de HDLc (A), de fragdes aterogénicas VLDL, IDL e LDL (B), da
relagcédo colesterol sérico/HDLc (C) e de Triacilglicerdis (D). n=9 a 13.*p< 0,05 pelo teste t student. As barras
representam as médias e as linhas verticais o erro padrdo de cada grupo.
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4.2.2 - Analise do metabolismo lipidico

A absorcao de lipideos e de colesterol foi determinada de forma indireta por meio
das concentragbes de lipideos totais e de colesterol no figado, sendo este o principal
orgao envolvido no metabolismo lipidico. A sensibilizagdo com o antigeno, ndo modificou
o conteudo hepatico de lipideos e de colesterol em camundongos C57BL/6 e em LDLr
nocaute. Da mesma maneira, foi realizada a dosagem do conteudo de lipideos totais e de
3 alfa-OH-esteréides no ceco como forma indireta de mensurar a excregao desses
compostos. Nao foi observada alteracdo na concentracao de lipideos e de colesterol em
camundongos C57BL/6 e LDLr-/-sensibilizados, apesar da tendéncia a redugdo de
lipideos no grupo LDLr-/- OVA+ (p=0,07)(Tabela 3).

Tabela 3: Lipideos e colesterol do figado e do ceco.

C57BL/6 LDLr-/-
OVA- OVA+ OVA- OVA+

Lipideos hepaticos 2

(gl de figado) 126+15,57 140,9:8,88 123,63:6,91 123,63:8,87

Colesterol hepatico @

(gl de figado) 6,43:1,05 7,43x1,07 7,09:1,06  6,99:1,15

Lipideos cecais °
39+546 38,75+9,53 42,85+10,16 22,5+4,53

(mg/g de conteudo cecal)

3-a-OH esteroides °
412+0,48 4,54+0,54 5,39+0,8 4.78+0,69

(mg/g de conteudo cecal)

p> 0,05 pelo teste t student. Os resultados foram expressos como média = erro padrao.
A- C57BL/6 n=10 a 11, LDLr-/- n=11.
B- C57BL/6 n=8 a 10, LDLr-/- n=7 a 8.
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4.3 - Determinacéao do efeito da alergia alimentar no estresse oxidativo em
camundongos susceptiveis para a aterosclerose.

Como o modelo de alergia alimentar induziu a um perfil de dislipidemia, sendo este
um fator de risco para a aterosclerose, o estresse oxidativo também foi averiguado uma
vez que este propicia a oxidacdo de LDL e consequente aterogénse. A avaliagcao da
peroxidacao lipidica foi realizada no figado, principal 6rgao envolvido no metabolismo
lipidico. A alergia alimentar n&do alterou as espécies reativas ao acido tiobarbiturico no
figado de camundongos deficientes pra o receptor de LDL (Figura 18).

Os anticorpos anti-LDL oxidada foram quantificados no soro dos camundongos
susceptiveis para a doenga ja que a LDL oxidada é o principal antigeno que desencadeia
a aterogénese. A alergia alimentar também nao causou influéncia sobre este parametro
(Figura 19).
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Figura 18: Espécies reativas ao acido tiabarbiturico no figado de camundongos LDLr-/-.

Os resultados foram expressos em nanomoles de MDA (malondialdeido) por miligrama de proteina. LDLr-/-
n=5 a 6. p>0,05 pelo teste t student. As barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrao de
cada grupo.
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Figura 19: Anticorpos anti-LDL oxidada de camundongos LDLr-/-.

Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias (U.A.) da razao entre a absorbancia da LDL oxidada
pela LDL nativa. LDLr-/- n=6. p>0,05 pelo teste t student. As barras representam as médias e as linhas
verticais o erro padrao de cada grupo.
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4.4 - Estudo da alergia alimentar na aterogénese em camundongos C57BL/6
e LDLr-/-.

4.4.1- Camundongos C57BL/6

Uma vez que a alergia alimentar experimental acarretou um perfil lipidico proé-
aterogénico em camundongos C57BL/6 que se alimentaram com dieta contendo
colesterol, investigamos se essas alteragdes no perfil lipidico seriam suficientes para
induzir a aterogénese nesses animais que nao desenvolvem a doenga espontaneamente.

A aorta toracica e abdominal de camundongos C57BL/6 foi submetida a coloracéo
com Sudan |V para lipidios neutros. Apesar do perfil lipidico pré-aterogénico desses
animais, nao foi detectada a deposicao de lipidios nesse local (Figura 20).

A raiz adrtica foi submetida a coloragdo com hematoxilina-eosina para investigar se
haveria formacao de lesbes aterosclerdticas nesse sitio. Concordando com a deposicao
lipidica na aorta toracica e abdominal, ndo foram vistas lesdes neste sitio em

camundongos selvagens (Figura 21).
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Figura 20: Imagens da superficie interna de aortas toracica e abdominal de camundongos C57BL/6.

As aortas foram coradas com Sudan IV ndo sendo notadas areas de deposigao lipidica (auséncia de pontos
vermelhos).A- aorta representativa do grupo C57BL/6 OVA- e B- aorta representativa do grupo C57BL/6

OVA+.

A

Wi

Figura 21: Raiz adértica de camundongos C57BL/6.

A e B- Aspecto histologico da raiz da aorta de camundongos C57BL/6.A- representativo do grupo C57BL/6
OVA- e B- Representativo do grupo C57BL/6 OVA+. Os cortes foram corados com H&E, aumento de 100X.
As setas apontam a parede da artéria com auséncia de lesdes ateroscleréticas e as valvulas adrticas que
sao as referéncias anatdmicas estao representadas por asteriscos.
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4.4.2 - Camundongos LDLr-/-

Em camundongos susceptiveis para a aterosclerose, avaliamos se alergia
alimentar seria capaz de alterar o desenvolvimento das lesdes aterosclerdticas.
Camundongos deficientes para o gene do receptor de LDL foram alimentados com dieta
contendo colesterol por 56 dias, sendo entado, sacrificados.

Primeiramente, foi analisada a deposicao lipidica na aorta toracica e abdominal. A
alergia alimentar ndo exerceu influéncia sobre a area de lesao aterosclerética no local
(Figura 22). Posteriormente a raiz adrtica foi avaliada, sendo este o primeiro sitio de
aterogénese em camundongos. A alergia alimentar também n&o foi capaz de modificar o
desenvolvimento da aterosclerose na regiao da valvula aértica (Figura 23 e 26A-D).

Visto que a alergia alimentar ndo afetou a area de lesdo aterosclerética, mas
reduziu a lipoproteina anti-inflamatoéria HDL, procedemos a verificagcdo se a inducdo da
alergia alimentar poderia alterar o numero de células inflamatérias na raiz aértica. No
entanto, ndo foi possivel observar alteragbes em animais alérgicos quanto a esse
parametro (Figuras 24 e 26E-F).

A instabilidade da placa aterosclerética também foi avaliada por meio da
mensuragdo do conteudo de colageno, sendo um indicativo de progressdo da leséo
aterosclerdtica que pode ocasionar a formagao de trombos. Nao houve diferenca
estatistica entre o percentual da area de colageno dos grupos controle e com alergia
alimentar (28 + 8% e 18 + 11%) (Figuras 25 e 26G-H).
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Figura 22: Lesoes ateroscleréticas na aorta toracica e abdominal de camundongos LDLr/-.

A- Porcentagem de deposigao lipidica em aortas toracica e abdominal. Os resultados foram expressos
como meédia da porcentagem de deposigao lipidica em aortas. LDLr -/- n=11 a 13. p>0,05 pelo teste t
student. As barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrao de cada grupo. Legenda:
OVA- (nao sensibilizados) e OVA+ (sensibilizados com ovalbumina).B e C- Imagens das superficies internas
de aortas toracica e abdominal. As aortas foram coradas com Sudan IV e as areas de deposic¢ao lipidica
estdo representadas pelos pontos vermelhos.B- aorta representativa do grupo LDLr -/- OVA- e C- aorta
representativa do grupo LDLr -/- OVA+,
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Figura 23: Lesao ateroscleroética na raiz adértica de camundongos LDLr-/-.

Area de les&o aterosclerdtica na raiz aértica. Os resultados foram expressos como média da area da lesdo
em micrébmetros quadrados. LDLr -/- n=7 a 9. p>0,05 pelo teste t student. Linhas horizontais representam a
meédia de cada grupo. Legenda: OVA- (ndo sensibilizados) e OVA+ (sensibilizados com ovalbumina).
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Figura 24: Infiltrado inflamatério na area de lesdao aterosclerética e musculatura adjacente de

camundongos LDLr-/-.

Os resultados foram expressos como média do numero de células por area medida em milimetros
quadrados. LDLr -/- n=5. p>0,05 pelo teste t student. As barras representam as médias e as linhas verticais
o erro padrao de cada grupo.Legenda: OVA-(ndo sensibilizados) e OVA+ (sensibilizados com ovalbumina).
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Figura 25: Area de colageno na raiz aértica de camundongos LDLr-/- .

Os resultados foram expressos como média do percentual de colagenona raiz adrtica. LDLr -/- OVA- n=6,

LDLr -/- n=5. p>0,05 pelo teste t student.

As barras representam as médias e as linhas verticais o erro

padrao de cada grupo.Legenda: OVA-(nao sensibilizados) e OVA+ (sensibilizados com ovalbumina).
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Figura 26: Aspecto histolégico da raiz aértica de camundongos LDLr-/-.

A, C, E, G cortes representativos do grupo OVA-. B, D, F, H cortes representativos do grupo OVA+. Aa F
cortes corados com H&E. G e H cortes corados com Tricomio de Gémori. A e B aumento de 40X. C, D, G, H
aumento de 100X. E e F aumento de 200X. As lesdes ateroscleréticas estdo apontadas por setas, as
valvulas adrticas estao representadas por asteriscos, as células inflamatérias estao circuladas e o colageno
foi corado de verde.
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Discusséo

A alergia alimentar pode ser definida como uma resposta imunoldgica adversa as
proteinas alimentares sendo uma reacdo mediada por IgE com predominancia de
resposta do tipo 2 (IL-4, IL-3, IL-5 e IL-13) (SICHERER e SAMPSON, 2006).

Modelos de alergia alimentar experimental s&do importantes para o estudo da
patofisiologia da doenga e dos mecanismos envolvidos na resposta alérgica
(UNTERSMAYR e JENSEN-JAROLIM, 2006). A escolha do modelo animal pode afetar o
estudo dramaticamente. A predisposi¢cdo genética é fundamental para uma resposta
alérgica efetiva (HELM e BURKS, 2002). Camundongos BALB/c tém sido frequientemente
utilizados em modelos de alergia alimentar devido a sua grande producédo de IgE
(DEARMAN e KIMBER, 2005). Em contrapartida, camundongos C57BL/6 sao
considerados mais resistentes a indugcado da sensibilizagdo com o antigeno (KWEON et
al., 2000). Este é o primeiro estudo que investiga a indugdo de alergia alimentar
utilizando o modelo de camundongo deficiente para o receptor de LDL, que apresenta
como consequéncia, a susceptibilidade para a aterosclerose.

Primeiramente, comprovamos a indugao da alergia alimentar por meio da
quantificacdo das imunoglobulinas IgE e IgG1 anti-OVA. A imunoglobulina IgE é
aumentada em pacientes com alergia alimentar, sendo um dos parametros mais
importantes no diagndstico da doenga (SAMPSON, 1999b). Camundongos sensibilizados
apresentaram niveis aumentados de IgE-anti OVA durante as 5 semanas em que foram
desafiados oralmente com a solugéo de clara de ovo. No entanto, os niveis de IgE em
camundongos susceptiveis para a aterosclerose reduziram do desafio oral para o término
do experimento.

Hipotetizamos que a redugcdo de IgE observada com o passar do tempo
experimental pode ter ocorrido devido ao efeito supressor de células T reguladoras.
Diferentes subtipos de células T reguladoras podem regular a produ¢ao de anticorpos ao
agirem em linfécitos B. Um dos mecanismos propostos € por meio de citocinas IL-10 que
sdo produzidas por essas células e contra regulam a produgdo de anticorpos IgE
especificas para o antigeno. Além desse efeito, as células T reguladoras contribuem para
o controle da alergia pela supressdo de células apresentadoras de antigeno que
conduzem a geragao de células Th2 efetoras, por meio da supressao de mastdcitos,
basdfilos e eosindfilos e através da supressao direta de células Th2 (AKDIS et al., 2005).

Camundongos LDLr-/- apresentam uma resposta Th1 preponderante ja que esses

animais desenvolvem aterosclerose e nesta doenca ha um forte papel de citocinas como
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TNF-a (BRANEN et al., 2004) e IFN-y (GUPTA et al., 1997). Com a progressao da lesao
aterosclerdtica a resposta Th1 é exacerbada. Na tentativa de regular o processo
inflamatério que causa dano tecidual, ocorre a indugdo de células T reguladoras
(GUARNER et al., 2006). Células apresentadoras de antigeno (APCs) podem ser
condicionadas a indugao de céluas T reguladoras por meio de fatores como lipideos da
parede celular de parasitas (VAN DER KLEIJ et al., 2002) ou por proteinas heat shock de
microorganismos (VAN EDEN et al., 2005). Varios antigenos ja foram identificados como
promotores da aterogénese. Além da LDL oxidada, proteinas heat shock e
microorganismos também estdo envolvidos no processo aterosclerético (HANSSON,
2005). Dessa forma, € possivel que células T reguladoras tenham controlado o processo
alérgico. Células T reguladoras ja foram encontradas em lesdes ateroscleréticas (MOR et
al., 2007) sendo que essas controlam o processo inflamatério (MALLAT et al., 2003).

Além da reducdo dos niveis de IgE com o passar do tempo experimental,
camundongos LDLr-/- também apresentaram menor aversao a solugao de clara de ovo do
que camundongos C57BL/6. A ligacdo entre aversao as proteinas alergénicas e niveis
aumentados de IgE ja foi descrita (BASSO et al., 2003). Neste estudo, o tratamento com
anticorpos anti-IgE 7 dias antes do desafio oral preveniu a aversao a ingestéo de clara de
ovo por camundongos BALB/c sensibilizados com OVA. Assim, é possivel que a redugao
dos niveis de IgE com o passar do tempo experimental tenha contribuido com a menor
aversao a solucao de clara de ovo a 20% nos camundongos LDLr-/- quando comparado
aos selvagens.

O peso corporeo dos animais foi outro parametro avaliado ja que camundongos
BALB/c submetidos ao mesmo modelo de alergia alimentar apresentam 20% de perda de
peso (SALDANHA et al, 2004). Em camundongos C57BL/6, nao foi observado
emagrecimento tanto no presente estudo como no trabalho desenvolvido anteriormente
por Moreira (2006). A perda de peso em camundongos BALB/c parece estar relacionada a
prevaléncia da resposta Th2 descrita para esta linhagem que favorece a indugdo da
alergia alimentar. Como em camundongos C57BL/6 prevalece a resposta Th1 (GORHAM
et al., 1996; YAGI et al., 2006), a resposta imunoldgica frente a indugcao da alergia é mais
branda, sendo notado niveis inferiores de IgE em comparagdo aos camundongos BALB/c
(DOURADO, 2006; MOREIRA, 2006). Os camundongos LDLr-/- também nao perderam
peso a semelhanca de camundongos C57BL/6. Esse resultado era esperado, uma vez

que os camundongos C57BL/6 sdo o fundo genético dos camundongos LDLr-/-.
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Esta consideracdo de que a perda de peso parece estar relacionada a fatores
imunoldgicos dependente de citocinas foi feita ja que o emagrecimento nao foi associado
a um menor consumo de ragdo (SALDANHA et al., 2004) ou a um desequilibrio dietético
de proteinas (MOREIRA, 2006). Em nosso estudo, foi realizada uma restricdo alimentar
discreta aos grupos controles ja que estes ingeriram mais dieta do que o grupo
sensibilizado. Porém, essa restricdo nao foi suficiente para influenciar no peso corporal
dos camundongos.

Apesar da auséncia da perda de peso corporeo, camundongos C57BL/6
apresentam perda de gordura abdominal, fato ja confirmado anteriormente (MOREIRA,
2006). No entanto, em camundongos deficientes para o gene do receptor de LDL esta
perda de gordura nao foi notada. O perfil de citocinas Th1 predominante devido ao
desenvolvimento da aterogénese pode ter contido a resposta imunoldogica Th2 e,
consequentemente, os sinais clinicos da alergia alimentar foram minimizados nos animais
LDLr-/-.

A auséncia de perda de gordura abdominal, a menor aversao a solugao de clara de
ovo e os niveis diminuidos de IgE com o passar do tempo experimental evidenciam que
camundongos LDLr-/- sdo mais resistentes a alergia alimentar do que camundongos
C57BL/6.

Posteriormente, observamos a morfologia do intestino dos animais ja que a alergia
alimentar pode ocasionar dano a mucosa intestinal. Sintomas gastrointestinais ocorrem
em 50% dos pacientes com a doenca. A fase tardia das respostas alérgicas, que ocorre
de 2 a 24 horas apdés o desafio com o antigeno, é caracterizada por infiltragdo celular no
tecido de granulécitos (baséfilos e eosindfilos) e linfécitos T. A fase crénica é resultado de
repetitivas fases tardias sendo acompanhada pela dilatacdo das artérias, aumento da
permeabilidade vascular, estimulo de nervos sensoriais e dano na fungao gastrointestinal
(BISCHOFF e CROWE, 2005).

O jejuno proximal foi a regido escolhida ja que nessa porgao ocorre absorgao
dietética de proteinas (FREEMAN et al., 1979) e, consequentemente, poderia haver
inflamacdo no local em resposta ao antigeno alimentar. Em camundongos alérgicos
C57BL/6 e LDLr-/- ndao foram observadas alteragdes histologicas evidentes como
inflamacéo ou edema. Saldanha e colaboradores (2004) relataram que em camundongos
BALB/c sensibilizados com ovalbumina, ingerindo solugdo de clara de ovo durante 3

semanas, as alteragdes histologicas foram suaves. Apesar do estimulo imunolégico
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persistente que ocorre em resposta a continua ingestdo do antigeno, mecanismos
imunoldgicos regulatérios na mucosa intestinal preveniram a patologia no local.

Apods confirmar e caracterizar o modelo de alergia alimentar em camundongos
LDLr-/-, investigamos o efeito desse modelo no perfil e metabolismo lipidico. Esta
avaliagao justifica-se ja que no modelo de alergia a ovalbumina foi observado caquexia e
anorexia nos camundongos alérgicos (SALDANHA et al., 2004) que podem ser explicadas
por alteragbes metabdlicas e imunoldgicas devido a reagao de hipersensibilidade imediata
(MOREIRA, 2006).

Camundongos C57BL/6 OVA+ apresentaram um perfil lipidico pré-aterogénico com
aumento do colesterol total e fragbes aterogénicas ao término do experimento, além da
reducdo da HDL. J& em camundongos LDLr-/- OVA+ foi notado redugdo do colesterol
total sérico ao final do experimento devido a reducédo do colesterol em HDL. As fragdes
aterogénicas VLDL, IDL e LDL nao foram alteradas pela alergia alimentar nesses animais,
porém esses camundongos também apresentaram perfil lipidico pro-aterogénico.

Processos infecciosos e inflamatérios promovem uma variedade de alteragoes
conhecida como resposta de fase aguda. Nesta fase, ocorre um disturbio caracteristico no
metabolismo lipidico com aumento das concentragdes de triacilglicerdis séricos e
decréscimo na HDL. Mudancas no colesterol total e na LDL também podem ocorrer.
Essas alteragdes tém como finalidade evitar injuria tecidual e aumentar a disponibilidade
energética para as células imunoldgicas envolvidas no processo (ESTEVE et al., 2005).

A reducdo na HDL observada em camundongos sensibilizados pode ter ocorrido
devido ao aumento do metabolismo energético provocado pelo quadro alérgico. Citocinas
podem inibir o efluxo de colesterol para as células ja que reduzem a expressao do gene
ABC1 e aumentam a concentracao intracelular de colesterol. Estas alteragbes podem
explicar os baixos niveis de HDL e apo A-l durante respostas inflamatérias (ESTEVE et
al., 2005).

Ja o aumento das fragbes aterogénicas dos camundongos C57BL/6 OVA+ podem
ser explicadas em consequéncia a hidrolise de triacilgliceréis nos adipdcitos. Os
triacilglicerdis sao hidrolizados em acidos graxos que sao reesterificados no figado e
liberados na circulagdo em VLDLs (RADER, 1995). A redugado na gordura abdominal de
camundongos C57BL/6 reforca esta hipétese. Em camundongos LDLr-/- ndo ocorreu
aumento de lipoproteinas aterogénicas mas também nado houve redugcdo de gordura

abdominal.
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Em lipdlise, € comum ser observado aumento dos niveis séricos de triacilglicerol
(RADER, 1995). No entanto, esses niveis nao foram alterados em camundongos C57BL/6
alérgicos. Existe a possibilidade dos niveis de acidos graxos livres séricos estarem
aumentados ou de ser a alta na taxa metabdlica, com consequente consumo de
triacilglicerdis, que manteve os niveis semelhantes ao de camundongos controles.

Camundongos deficientes para o receptor de LDL apresentam altos niveis LDL
(ISHIBASHI et al., 1993) sendo possivel que a reducao de lipoproteinas aterogénicas nao
tenha sido notada devido a estes niveis extremos.

Outra hipétese para explicar as alteracbes descritas pode estar relacionada com
papel da histamina no metabolismo lipidico e aterogénese. A histamina é sintetizada por
mastocitos e basdfilos circulantes estando envolvida no desenvolvimento da aterosclerose
e nas doencas arteriais coronarianas (KOVANEN, 1995). Os mastdcitos podem estimular
a captacao de LDL pelos macréfagos e células musculares levando a formagao de células
espumosas (KOKKONEN e KOVANEN, 1987). Liao e colaboradores (1997) sugeriram
que a regulagao de lipoproteinas no plasma poderia ser outro mecanismo pelo qual a
histamina influencia no desenvolvimento da aterosclerose. Para testar tal hipotese, ratos
Sprague-Dawley receberam injecao intraperitoneal com C48/80, que induz a liberagao de
histamina enddgena, ou com histamina sendo sacrificados 6 horas depois. Houve
diminuicdo de HDL sérica e supressao da expressao do receptor de LDL no figado que
apresenta importante papel na regulagao dos niveis séricos de LDL (LIAO et al., 1997).

Em nosso estudo, a HDL foi reduzida em camundongos C57BL/6 e LDLr-/-
alérgicos. Existe a possibilidade da redu¢cao de HDL ter ocorrido devido a constante
liberacdo de histamina pelos mastdcitos. Os mastécitos sdo células efetoras tipicas nas
reacdes alérgicas. Esses apresentam receptores de superficie (FceRI) e ao se ligarem as
varias moléculas de IgE, liberam histamina (PRUSSIN e METCALFE, 2006).

Ja as fragbes aterogénicas VLDL, IDL e LDL aumentaram apenas em
camundongos C57BL/6. Como a histamina diminui a expressao do receptor de LDL no
figado (LIAO et al., 1997), os niveis séricos de LDL aumentaram. Este efeito ndo pode ser
visto em camundongos LDLr-/- pois este receptor € ausente nesses animais. Apesar da
liberacdo de histamina nesse modelo de alergia alimentar ainda nao ter sido investigada,
€ sabido que a produgao de IgE é constante em resposta ao antigeno administrado

oralmente .
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O efeito do modelo de alergia alimentar no metabolismo lipidico foi primeiramente
investigado por Moreira (2006). A sensibilizagdo com ovalbumina promoveu aumento dos
lipideos no figado de camundongos C57BL/6 e aumento no colesterol do figado de
camundongos BALB/c e C57BL/6. Em nosso estudo, entretanto, a alergia alimentar nao
teve efeito nos lipideos e colesterol do figado de camundongos C57BL/6 e LDLr-/-. No
estudo de Moreira (2006), o desafio oral com a solugao de clara de ovo se estendeu por 3
semanas. Ja no presente estudo, os camundongos tiveram contanto com o antigeno por
via oral durante 5 semanas. Além disso, no estudo de Moreira os camundongos
receberam dieta comercial para roedores e em nosso estudo foi ofertada dieta AIN93G
modificada contendo 1,25% de colesterol. Tempo experimentais e dietas diferentes
podem explicar a discordancia nos resultados.

A excregao de lipideos e de colesterol foi mensurada no ceco. Nao foram
encontradas diferengas entre camundongos C57BL/6 e LDLr-/- sensibilizados com os
controles. Esse dado corrobora com a auséncia de inflamacao e edema vistos na analise
histolégica j4 que um dano ou aumento da permeabilidade da mucosa poderia causar
reducdo na absorcgao de lipideos e, conseqliente, aumento na excre¢cdo dos mesmos.

Além da dislipidemia, o estresse oxidativo é outro fator que desencadeia a
aterogénese. A LDL nativa ndo é captada pelos macrofagos, sendo a oxidagéo da LDL
pré-requisito para a captagéao pelo macréfago e desenvolvimento da placa (GOLDSTEIN
etal., 1979).

Com a finalidade de avaliar o efeito do modelo de alergia alimentar sobre outro
parametro que influencia na aterogénese, mensuramos a peroxidagao lipidica no figado e
realizamos a quantificagdo indireta da oxidagdo de lipoproteinas LDL. Camundongos
LDLr-/- sensibilizados nao apresentaram diferenca nessas analises quando comparado
aos controles.

Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que o aumento de colesterol total, LDL
colesterol e triacilgliceréis bem como a redugédo de HDL sao fatores de risco de primeira
importancia para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares (ROSENSON e
TANGNEY, 1998). Paralelamente a fatores de risco tradicionais, a contribuicdo da
inflamacéo e da resposta imunoldgica nesse processo tem sido evidenciada nas ultimas
décadas (ROSS, 1999). Como camundongos C57BL/6 sensibilizados apresentaram perfil
lipidico pro-aterogénico e foram alimentados com dieta contendo colesterol durante 8

semanas, investigamos se a alergia alimentar nesses animais seria capaz de promover
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aterogénese. As aortas toracica e abodominal foram submetidas a coloragdo com Sudan
IV que cora lipidios neutros. Nao foram encontrados pontos de deposicéao lipidica na aorta
de camundongos C57BL/6 sensibilizados com ovalbumina. A raiz adrtica foi outro local
avaliado sendo este o principal sitio de ateroma em camundongos (VANDERLAAN et al.,
2004). Novamente nao foram encontradas placas ateroscleréticas no local.

Thompson (1969) foi o primeiro a conseguir induzir aterosclerose em camundongos
C57BL/6. Porém estes foram alimentados com dieta rica com 50% de gordura durante 5
semanas. No presente estudo os camundongos C57BL/6 ingeriram dieta contendo 7% de
gordura e 1,25% de colesterol por 8 semanas. Este trabalho demonstra que a quantidade
de gordura na dieta deve ser maior para indugao da aterogénese.

A sensibilizagdo com ovalbumina foi utilizada como estimulo imunolégico para
induzir aterogénese (NISHIZONO et al., 1999). Ratos Brown Normay, que nao
desenvolvem a doencga espontaneamente, foram sensibilizados com 500 ug/mL de
ovalbumina e 3% de hidroxido de aluminio durante a 1%, 4% , 7% e 10 ® semanas de
experimento. Depois de 3 meses da primeira sensibilizagdo com OVA, periodo em que
receberam dieta aterogénica, foi notado um aumento da espessura da camada intima da
aorta ascendente dos animais. Assim €& provavel que o tempo experimental e um estimulo
imunoldgico mais persistente seja necessario pra induzir aterogénese.

A aterosclerose € uma doenga inflamatdria progressiva caracterizada por acumulo
de lipideos e de elementos fibrosos nas grandes artérias (LUSIS, 2000). A doenca
apresenta intensa atividade imunoldgica com predominancia de citocinas Th1 tanto em
modelos animais como também em placas ateroscleréticas humanas (HANSSON e
LIBBY, 2006).

Vérios trabalhos demonstram o envolvimento de virus, de bactérias e de
protozoarios na aterosclerose (FAHDI et al., 2003). Nesses estudos, a infecgao acarretou
um perfil de resposta pro-inflamatéria Th1 que promoveu aumento da placa
aterosclerotica.

Somente um estudo envolvendo a infecgdo com o helminto Schistosoma mansoni
demonstrou reducdo no tamanho da lesdo aterosclerética em camundongos Apo E-/-
possivelmente devido a uma resposta do tipo Th2 promovida pelo parasita (DOENHOFF
et al., 2002).

Assim como a resposta imunoldgica frente ao S. mansoni, a alergia alimentar

também induz respostas Th2. No entanto, nesse modelo experimental nao foi observado
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reducdo na lesao aterosclerdtica. Essas diferengas nos resultados podem ser devido a
linhagem diferente de animais utilizadas no estudo ou mesmo da diferenga nos sitios
inflamatdrios promovidos pelo S mansoni e pela alergia alimentar.

A alergia alimentar € uma doenga inflamatdria crénica, assim como a aterosclerose.
Porém, as doencgas apresentam perfil de citocinas produzido pelas células TCD4" ,
opostos. O modelo experimental de alergia alimentar promoveu um perfil lipidico proé-
aterogénico, sendo esse um dos principais fatores de risco para a doenca.

Apesar do aumento da leséo aterosclerética apds sensibilizagado com proteinas ja
ter sido descrito (MINICK e MURPHY, 1973) essa foi a primeira vez que a sensibilizacao
com proteinas foi utilizada para induzir resposta imunolégica a um antigeno administrado
por via oral.

No presente estudo, o modelo experimental de alergia alimentar crénica nao foi
capaz de alterar a area de lesdo aterosclerética em animais LDLr-/-, tanto na aorta
toracica e abdominal, como na raiz aértica. A composicdo da placa também foi avaliada
por meio da mensuragao do numero de células inflamatérias e da deposigao de colageno,
parametro relacionado com a instabilidade da placa aterosclerética. Entretanto, esses
parametros mantiveram-se inalterados pela indugdo da alergia alimentar em
camundongos LDLr-/-.

E importante ressaltar que os camundongos LDLr-/- apresentaram resisténcia a
alergia alimentar com o passar do tempo experimental. Assim, a progressdo da
aterosclerose, com o aumento de citocinas Th1 e possivel inducdo de células T
reguladoras, pode ter impedido a influéncia de eventos associados com a inflamagéao
alérgica cronica promovidos pelas citocinas Th2 na area e composi¢cdo da lesao
aterosclerdtica. Além disso, o continuo contato com o antigeno através do trato oral pode
ter promovido uma imunomodulacdo, fazendo com que a placa aterosclerética ndo tenha
sua area modificada, ja que a inflamagao alérgica na mucosa intestinal foi controlada.
Estudos envolvendo a infecgdo com Toxoplasma gondii (PORTUGAL et al., 2004) e com
Leishmania major (FERNANDES, 2006) evidenciaram a importadncia do processo
inflamatdrio desencadeado pelos parasitas em aumentar as lesdes ateroscleréticas em
camundongos.

No entanto, surpreendentemente, o processo ateroscleroético foi capaz de melhorar

0 processo alérgico possivelmente por uma resposta supressora conduzida por células T
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reguladoras que tornaram as animais mais resistentes a medida que a placa

aterosclerdtica se desenvolve.
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6- SUMARIO DOS RESULTADOS



Sumario dos Resultados

1- Camundongos LDLr-/- alérgicos foram mais resistentes a alergia alimentar com o
passar do tempo experimental.

2- O modelo de alergia alimentar acarretou um perfil lipidico pré-aterogénico em
camundongos C57BL/6 e LDLr-/- alérgicos.

3- O estresse oxidativo nao foi afetado em camundongos LDLr-/- alérgicos.

4-A alergia alimentar ndo promoveu aterogénese em camundongos C57BL/6 e nao afetou

o desenvolvimento e composi¢cao da lesdo aterosclerética em camundongos LDLr-/-.
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7 — CONCLUSAO



Concluséo

A alergia alimentar experimental foi capaz de causar um perfil lipidico proé-
aterogénico em camundongos C57BL/6 e LDLr-/- mas nao afetou o desenvolvimento e
composicao da lesado aterosclerética em camundongos LDLr-/- ja que esses tornam-se

resistentes a alergia com o passar do tempo experimental e progressdo da leséo
aterosclerdtica.
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Anexo A —

Certificado do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Minas Gerais — CETEA

COMITE DE ETICA EM

EXPERIMENTACAO ANIMAL - UFMG

Os procedimentos para a experimentagcédo envolvendo os camundongos do
estudo foi aprovado pelo CETEA (UFMG, CETEA # 42/2007).

CETEA
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