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RESUMO

A alergia alimentar € uma resposta imunoldgica anormal frente aos antigenos
ingeridos pela dieta e sua incidéncia tem aumentado em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. Sabe-se que a alergia alimentar ao leite é bastante frequente, principalmente
em criancas, afetando cerca de 2,5% delas em seu primeiro ano de vida. J& existem descritos
varios modelos para inducdo de alergia alimentar ao leite de vaca, focando em um dos seus
maiores componentes imunogénicos: a proteina PB-lactoglobulina (BLG). Porém, esses
modelos exigem um tempo longo de execuc¢do, implicam no uso de toxina colérica ou intensa
manipulacdo dos animais. Nosso grupo desenvolveu um modelo alimentar de alergia a BLG
utilizando um protocolo mais rapido e de simples execucdo. Camundongos BALB/c foram
sensibilizados por via intraperitoneal com o antigeno adsorvido em hidréxido de aluminio em
salina e, 14 dias depois, receberam a imunizagdo secundaria com antigeno em solucéo salina.
Uma semana ap0s essa imunizacdo, os animais foram desafiados por via oral com solugédo
contendo o antigeno em mamadeiras. Dois tempos experimentais foram testados para o
desafio oral: 7 ou 14 dias. Observamos que os camundongos sensibilizados e desafiados
oralmente exibiam niveis elevados de IgE especifica para o antigeno em ambos os tempos
experimentais, perda de peso e reducdo de tecido adiposo perigonadal. Entretanto, os
camundongos ndo alérgicos mantiveram niveis basais de IgE especificas, mantendo também o
peso corporal e do tecido adiposo dentro dos valores obtidos no grupo controle. A alergia
alimentar gerou um fenébmeno classicamente conhecido como aversdo, durante o qual os
animais rejeitam a ingestdo do antigeno utilizado na sensibilizacdo alérgica (alérgeno). No
entanto, quando submetidos ao teste de preferéncia entre o consumo de solucdo contendo o
antigeno ou outra sem a presenca do mesmo, tanto animais nao alérgicos quanto alérgicos
optaram pela ingestdo da solucdo contendo o alérgeno. Medimos também alguns parametros
histolégicos e demonstramos que houve aumento do infiltrado eosinofilico no jejuno
proximal, o mesmo acontecendo com o numero de linfdcitos intra-epiteliais (IELS). Ja a
producéo de muco néo se alterou nesse modelo. Os niveis de IgA secretoria estavam elevados
nos camundongos alérgicos desafiados por 14 dias. Além disto, os niveis de IL-4 estavam
aumentados nos linfonodos mesentéricos e jejuno proximal enquanto que os niveis 1L-10 e
em TGF-p estavam reduzidos no jejuno proximal de animais alérgicos e desafiados. O modelo
desenvolvido representa uma ferramenta util e de facil execucéo para estudos em um tipo de

alergia alimentar de grande importancia clinica.



ABSTRACT

Food allergy is an abnormal immune response against dietary antigens and its
incidence has increased in developed and developing countries. It is known that cow’s milk
allergy is very common. About 2.5% of children are affected in their first year of life. Several
models of allergy to cow’s milk allergy have been already described. Usually they focus in
one of its major immunogenic components: the B-lactoglobulin protein (BLG). These models
usually require either a long time to be performed, the use of choleric toxin or intense
manipulation of animals. Herein, we report a novel model of food allergy to BLG using an
easy and rapid protocol. BALB/c mice were intraperitoneally sensibilized with antigen
adsorbed into aluminum hidroxide and, 14 days later, they received a second sensibilization,
with the antigen in saline solution. One week thereafter, animals were orally challenged with
a BLG-contatining solution. Oral challenged were tested for two periods of time: either 7 or
14 days. We observed that sensibilized and orally challanged animals showed high levels of
antigen specific IgE at both periods of time. In addition, mice presented weight loss and
reduction in adipose tissue. Food allergy generates a classical phenomenon known as
aversion, in which animals reject to ingest the antigen to which they were sensitized to.
Indeed, allergic mice avoid drinking a BLG-containing solution at a certain extent. However,
in a preference test when animals could choose between consuming either a solution
containing the allergen or a control solution, both non-allergic and allergic mice choose to
drink the BLG-containing solution. We also measured some histological parameters and
observed an increase in eosinophils and intra-epithelial lymphocytes in the proximal jejunum.
Mucus production was not affected in this model. Levels of secretory IgA were elevated in
allergic 14-day-challenged animals when compared to their controls. Levels of IL-4 were
increased in mesenteric lymph nodes and proximal jejunum whereas levels of TGF-beta were
increased and of IL-10 were decreased in the proximal jejunum of allergic mice. Therefore,
we have described a novel model of allergy to cow’s milk that may represent a useful in

future studies on very prevalent type of food allergy.
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1 INTRODUCAO

1.1 Mucosa intestinal

As superficies mucosas do organismo sdo o principal local de contato com o
ambiente externo. De fato, a camada epitelial das membranas mucosas cobre uma area 100
vezes maior que a pele (BRANDTZAEG, 2009). O intestino entra em contato com cerca de
30 kg de proteinas alimentares por ano e absorve de 130 a 190g dessas proteinas diariamente
(BRANDTZAEG, 1998). Alem dos antigenos dietéticos, a mucosa intestinal é estimulada por
cerca de trés trilhdes de microrganismos que compdem a microbiota intestinal (PRAKASH et
al., 2011). Associadas a elas, ha um tecido linfoide bastante extenso denominado tecido
linfoide associado a mucosa ou MALT (do inglés Mucosa-associated lymphoid tissue)
(TURNER, 2009).

Devido a essa exposi¢cdo constante, é necessaria uma fina regulacao das atividades do
sistema imune e do tecido linfoide presente na mucosa intestinal para desenvolver uma
resposta inflamatoria rapida e controlada contra patégenos, mas também manter a homeostase
intestinal em condicdes fisiol6gicas. Para isso, 0 intestino possui mecanismos inflamatérios
gue limitam o acesso de substancias prejudiciais ao organismo: enzimas digestivas
pancreaticas, epitélio intestinal e a microbiota endégena. Um mecanismo que age em conjunto
com essas atividades protetoras é o tecido linfoide associado ao intestino, conhecido como
GALT (do inglés Gut-associated lymphoid tissue). Ele desempenha um importante papel na
manutengdo da homeostase intestinal (MOWAT, 2003).

O GALT é dividido estruturalmente em dois compartimentos: a) GALT organizado,
composto por foliculos linfoides isolados, Placas de Peyer e linfonodos mesentéricos; b)
GALT difuso que consiste de populacdes de linfécitos intercalados entre as células epiteliais
(linfocitos intraepiteliais, IELs) ou na lamina propria da mucosa intestinal (linfocitos da

lamina prépria, LPLs) (MOWAT, 2003). A figura 1 esquematiza essa divisao.
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Figura 1- Representacdo dos elementos formadores do GALT.

O tecido linfoide organizado, formado pelas placas de Peyer e pelos linfonodos mesentéricos,
esta envolvido em atividades de inducdo de tolerdncia e imunidade, enquanto que os locais
efetores (tecido linfoide difuso), formado pelos linfdcitos intraepiteliais e células da lamina
prépria, sdo dispersos por toda a extensdo da mucosa. Tanto as placas de Peyer quanto os
vilos da lamina prépria sdo drenados por vasos linfaticos aferentes que chegam até os
linfonodos mesentéricos. Imediatamente abaixo do epitélio, estd localizado o domo
subepitelial (SED) das placas de Peyer. Adaptado de Mowat, 2003.

As placas de Peyer sdo agregados macroscopicos encontrados na submucosa ao
longo do intestino delgado, elas contém numerosos foliculos compostos por células B
expressando IgM, que sdo precursoras de celulas B produtoras de IgA. A ativacdo dessas
células B e o processo de troca de isotipo que tornam essas células capazes de produzir IgA
ocorrem nos centros germinativos desses foliculos. Uma monocamada de células (FAE, do
inglés follicle-associtated epithelium) separa o tecido linfoide do Iimen intestinal e essa
camada (FAE) se diferencia do epitélio por ter niveis menores de enzimas digestivas e a borda
em escova menos pronunciada. A FAE é constituida por a) uma coluna de células epiteliais,
b) células M, que sdo enterdcitos especializados na captura de antigenos luminais; c) os
linfdcitos intraepiteliais; d) as células secretoras de muco, denominadas células caliciformes;
e) as celulas de Paneth (produtoras de peptideos anti-microbianos), f) células entroenddcrinas

(produtoras de fatores endocrinos importantes na renovacao do epitélio) (MOWAT, 2003). As
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celulas caliciformes sdo capazes de secretar substancias chamadas de mucinas que constituem
0 gel hidratado presente na mucosa, contribuindo para a prevencdo do contato direto de
grandes particulas com a camada de células epiteliais (JOHANSSON et al, 2008). Os
linfonodos mesentéricos sdo os maiores linfonodos do corpo e devido as suas caracteristicas
anatdbmicas, provavelmente interconectam vias de recirculagdo periférica e da mucosa
(MOWAT, 2003).

Apesar da constante estimulacdo no ambiente intestinal, 0 organismo ndo reage de
forma inflamatdria e progressiva aos antigenos naturais, como aqueles presentes na dieta e
microbiota, sendo que a resposta desencadeada a esses antigenos é regulada, ndo inflamatéria
e mantém a homeostase intestinal (MOWAT, 2003). Quando um antigeno proteico € ingerido,
0 mesmo ¢ tratado por enzimas digestivas no estdmago e intestino delgado, porém, alguns
antigenos podem ser parcialmente degradados ou ainda escapar do processo digestivo e ser
absorvidos de forma intacta (WAKABAYASHI et al, 2006). A administra¢do oral de antigeno
pode levar a fenbmenos como: a) resposta local e ndao inflamatoria envolvendo IgA secretéria
(sIgA) na mucosa; b) resposta sistémica com geracdo de imunoglobulinas (Ig’s) séricas e
imunidade mediada por célula em raros momentos e geralmente na presenca de infeccdo ou
de adjuvantes ou c) um estado de tolerancia imunoldgica sistémica e/ou local, denominada
tolerancia oral (FARIA e WEINER, 2005).

1.2 A Tolerancia oral

Fisiologicamente, o contato antigénico pela mucosa intestinal resulta na producéo de
IgA secretdria (slgA) (CEBRA et al, 1977) e na inducdo de tolerancia oral (VAZ et al, 1977).
A slgA é uma subclasse ndo inflamatdria de imunoglobulina presente em todas as secre¢des
mucosas e € responsavel pela exclusdo de microrganismos patogénicos sem a geracdo de
respostas inflamatorias nesse processo (MACPHERSON et al, 2008). A tolerancia oral é um
fendmeno conhecido desde 1909 quando Besredka demonstrou que porquinhos da india
alimentados previamente com uma racdo contendo leite ndo poderiam ser imunizados contra
proteinas lacteas (FARIA e WEINER, 2005).

O estado de tolerancia oral tem algumas consequéncias no organismo, em termos de
reatividade imunoldgica: a reducdo da producdo de imunoglobulinas de diferentes isotipos
(VAZ et al, 1977; NGAN e KIND, 1978), das reacGes de hipersensibilidade tardia (MOWAT,
et al 1982) e da producéo de varias citocinas (WEINER, 1994).
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Provavelmente a toleréncia oral contribui para a homeostase da mucosa intestinal
apesar dessa mucosa abrigar uma alta frequéncia de linfdcitos ativados (FARIA e WEINER,
2005). De maneira geral, os individuos sdo tolerantes a proteinas da dieta e a prépria
microbiota. Esse fendmeno j& foi bem descrito tanto para animais experimentais quanto para
humanos (MESTECKY et al, 1996; ANDRADE et al 2006; ROUND et al, 2010). Entretanto,
a falha em estabelecer a tolerancia oral ou a quebra de um estado de tolerancia ja existente
podem provocar a inducdo de reacdes de hipersensibilidade aos antigenos da dieta
culminando em um processo conhecido como alergia alimentar (SAURER e MUELLER,
2009).

1.3 Mecanismos imunoldgicos da alergia alimentar

Em adultos, aproximadamente 2% dos antigenos alimentares ingeridos sdo absorvidos
de forma intacta pelo organismo (HUSBY,1987). Esta absorcdo permite com que essas
moléculas antigénicas sejam apresentadas a linfocitos T helper (Th) através das células
apresentadoras de antigeno (APC). Esse processo gera a producdo de citocinas liberadas por
linfocitos Th, tais como IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, que ativam linfocitos B especificos para
os alérgenos. Sob a influéncia de IL-4, principalmente produzida por linfocitos Th2, células B
trocam de isotipo e produzem anticorpos IgE (BACHARIER e GEHA 2000). As moléculas de
IgE especifica para o alérgeno produzidas pelas células B caem na circulacdo e podem se ligar
a receptores FceRI expressos na membrana de mastocitos e basofilos, fenomeno chamado de
sensibilizagdo (HOLGATE e POLOSA, 2008). Em um momento posterior a exposi¢do ao
antigeno, por exemplo um segundo contato do individuo ja sensibilizado com o mesmo
antigeno, esse poderd se ligar ao complexo FceRI — IgE na membrana de mastocitos
espalhados pelo tecido conjuntivo de diferentes dérgdos, iniciando uma reacdo celular de
liberacdo de varios mediadores inflamatorios, fenbmeno chamado de degranulacdo dos
mastocitos (BISCHOFF e CROWE, 2005).

A degranulagdo dos mastocitos leva a liberagdo de mediadores pré-formados
(histamina, serotonina), mediadores lipidicos (prostaglandinas, leucotrienos) e,
posteriormente, citocinas. Esse conjunto de reacdes citadas ocorrem na fase imediata da
alergia (SENGOKU et al, 2001). A ligacdo da histamina ao endotélio gera contracdo celular

e, COmOo consequéncia, o extravasamento do plasma para os tecidos. Outras consequéncias da
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liberagdo desse mediador incluem a estimulagdo de células endoteliais a sintetizarem
relaxantes vasculares para as células dos musculos lisos, provocando vasodilatacdo. Por outro
lado, ha também o efeito histaminico de constricdo da musculatura lisa no intestino, podendo
contribuir para 0 aumento dos movimentos peristalticos, associados a ingestdo do alérgeno
(AKDIS e BLASER, 2003). Dentre os mediadores lipidicos, as prostaglandinas, em especial a
prostaglandina D, sdo importantes, pois elas atuam em células de musculatura lisa e
sustentam a vasodilatacdo iniciada pela histamina. Além disso, elas promovem a quimiotaxia
de neutrofilos em sitios inflamatorios (BINGHAM e AUSTEN, 2000).

A fase tardia da reacdo alérgica ocorre com a producédo de leucotrienos, citocinas (IL-
1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 entre outras) e também quimiocinas produzidas por mastocitos.
Esses mediadores recrutam eosinofilos e linfécitos Th2 para o local da inflamacao (LUKACS,
2001). E importante salientar que os eosinofilos sdo recrutados para o tecido inflamado
principalmente em resposta a producdo local de eotaxina (FOSTER et al, 2002). No sitio
inflamatdrio, sob o estimulo de citocinas e quimiocinas, essas células podem liberar
moléculas pré-inflamatérias que sdo capazes de induzir a producdo de moléculas de adesao,
aumento da permeabilidade vascular e producdo de muco (ROTHENBERG e HOGAN,
2006).
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Figura 2- Mecanismos imunolégicos da alergia alimentar.

Ao entrar em contato com os alérgenos, células dendriticas fazem a captura desses antigenos e
0s apresenta aos linfécitos Th antigeno-especificos. Essa apresentacdo antigénica, aliada a
outros fatores, promove a geracdo de células Th2 com a liberacdo de citocinas, dentre elas:
IL-4, IL-5 e IL-13. Estimulados por essas citocinas, em especial 1L-4, linfécitos B passam a
secretar IgE, que se liga em receptores FCeRI em mastocitos, processo conhecido como
sensibilizagdo. Em um momento posterior, a nova exposi¢do ao mesmo alérgeno promove a
degranulacdo de mastocitos, que secretam mediadores pro-inflamatorios, levando a sinais
clinicos da alergia. PAF: fator de agregacédo plaquetéria.

1.4  Alergia alimentar

Proteinas sdo fundamentais para a obten¢do de um balanco positivo de nitrogénio e a
aquisicdo de aminoacidos essenciais pela nutricio (YOUNG e PELLETT, 1987). Essas
proteinas sdo assimiladas de maneira eficiente através da acdo de proteases gastricas,
pancredticas e do intestino delgado, resultando principalmente na sua redugdo em

aminoacidos livres, dipeptideos e tripeptideos que sdo facilmente absorvidos pelas células
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epiteliais intestinais. A quebra dessas proteinas muitas vezes resulta na perda dos principais
epitopos imunogénicos (ERICKSON e KIM, 1990). Produtos da protedlise e proteinas
inteiras que escapam do processo de digestdo sdo envolvidos em diferentes processos que
podem induzir a tolerancia oral bem como desencadear respostas imunes alérgicas em
individuos suscetiveis (CHEHADE e MAYER, 2005).

A alergia alimentar pode ser definida como uma resposta imune anormal frente aos
antigenos introduzidos no organismo por meio da alimentacdo. Individuos que apresentam
suscetibilidade genética a desenvolver reatividade alérgica (atopia) a esses antigenos podem
sofrer distdrbios desencadeados apos a ingestdo de determinados alimentos (SICHERER e
SAMPSON, 2008; 2010). Nesses individuos, as alergias alimentares estdo relacionadas com
a presenca de anticorpos séricos especificos (principalmente da classe IgE) para tais antigenos
(THUS et al, 2010).

Os antigenos desencadeadores de reagdes alérgicas, também chamados de alérgenos,
sdo em geral proteinas ambientais comuns. Os alimentos que causam reacdes imunoldgicas
contém macromoléculas com propriedades semelhantes: geralmente apresentam baixo peso
molecular, sdo glicosilados e de alta solubilidade em fluidos corporais. Tais caracteristicas
provavelmente conferem protecdo aos antigenos frente a desnaturacdo e a degradacdo no trato
gastrointestinal dos individuos suscetiveis e permitem sua absorcdo de forma intacta, embora
ainda ndo se saiba porqué alguns alimentos podem ser mais alergénicos do que outros (HELM
et al, 2002). Relativamente, poucos alimentos sdo os responsaveis pela maioria das reacdes
alérgicas. Esses alimentos incluem: leite, ovo, amendoim, castanhas, peixes e frutos do mar
(SEIBOLD, 2005). De todos esses alimentos, a alergia a proteina do leite de vaca € a mais
frequente (DELGADO et al., 2010).

Estima-se que fatores genéticos exercam papel fundamental na expressao da doenca
alérgica (HANSEN et al., 1993 BERGMANN et al., 1997; WAHN e VON MUTIUS, 2001).
A propensdo a producdo de IgE sofre influéncia de véarios genes hereditéarios. Provavelmente,
mais de 20 genes estdo envolvidos no desenvolvimento de doencas alérgicas (LEUNG, 1998).
Vaérios estudos ja identificaram genes candidatos ou loci que podem estar envolvidos na
alergia. Um desses loci para a atopia esta no cromossomo 5q, proximo ao sitio do aglomerado
de genes que codifica as citocinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e o receptor de IL-4. Essa
regido € de grande interesse por causa da conexdo entre varios genes ai localizados e 0s

mecanismos de regulacéo de IgE, bem como com o crescimento e diferenciacdo de mastocitos
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e eosindfilos (XU et al, 2000). Embora ndo haja, no momento, testes genéticos diagnosticos
disponiveis para identificar individuos com risco de alergia alimentar, a histéria familiar de
atopia, incluindo a propria alergia alimentar, ainda consiste no melhor indicativo indireto de
risco para seu desenvolvimento (KJELLMAN, 1977; ZEIGER, 2003; WANG e SAMPSON
2006).

A alergia alimentar é mais comum em criangas. E estimada uma prevaléncia de 6%
em criancas menores de trés anos e uma taxa de 3,5% em adultos e estes valores parecem
estar aumentando, embora a etiologia exata para esse fato ndo seja totalmente esclarecida
(STRACHAN, 1989 ; SICHERER et al 2010). O sistema imunol6gico imaturo dos neonatos
e lactentes jovens favorece a sensibilizacdo ao alérgeno (EIGENMANN, 2009) Nesta fase da
vida, a barreira intestinal é ainda imatura e mais permeavel, tornando o epitélio mais
suscetivel a penetracdo dos mais variados antigenos. A producdo de IgA secretoria (sIgA) é
diminuida, o que favorece a penetracdo de alérgenos e consequentemente a ocorréncia da
alergia alimentar (GARSIDE et al., 2004). A importancia da sIgA na mucosa é demonstrada
em pacientes com deficiéncia na producdo desse anticorpo, havendo entre eles uma maior
prevaléncia de alergias alimentares (MOWAT et al., 2004).

Em criangas, as alergias alimentares estdo relacionadas a deficiéncias nutricionais
que podem interferir no crescimento, desenvolvimento neuroldgico e cardiovascular
(ALDAMIZ-ESCHEVARRIA et al., 2008; NOIRMARK e COX, 2008). Outro fator relevante
do ponto de vista nutricional é a frequente utilizacdo de restricdo alimentar como medida
preventiva das reagdes alérgicas (SICHERER e SAMPSON, 2010). Pacientes alérgicos
podem presenciar dermatite atopica, angioedema, rinite, dor, diarreia entre outros
(SICHERER, 2002).

O melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na alergia é essencial para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para essa doenca. Esse & um objetivo
extremamente relevante ja que a incidéncia de alergias é crescente em todo o mundo e uma

vez que elas interferem com a qualidade de vida dos pacientes acometidos.

1.5 Alergia alimentar ao leite de vaca

A alergia alimentar ao leite de vaca afeta cerca de 2,5% de criangas em seu primeiro
ano de vida e ¢ a alergia alimentar mais comum e precoce nessa fase de vida (SICHERER e



INTRODUCAO 25

SAMPSON, 2010) podendo apresentar sintomas considerados relativamente brandos ou até
ameacadores a vida das criancas (WOOD et al, 2013). Um estudo realizado no Brasil,
concluiu que a incidéncia de alergia as proteinas do leite de vaca é de 2,2% e a prevaléncia é
de 5,7% (SPOLIDORO, 2005). A maioria das criangas apds os trés anos de idade, deixa de
ser alérgica ao leite de vaca. Outras desordens alérgicas, tais como asma alérgica, eczema
atopico e alergia a ovos, passam a ser mais frequentes nesses individuos (SAARINEN et al.,
2005).

O leite de vaca contém duas principais fontes proteicas: as caseinas (30g/L) e as
proteinas do soro do leite (5g/L). As caseinas consistem principalmente de: aS1-, aS2-, k- € B-
caseina, enquanto as proteinas derivadas do soro do leite, conhecidas como “Whey protein”
sdo: a-lactoalbumina, albumina bovina sérica, imunoglobulinas séricas, lactoferrina ¢ a f-
lactoglobulina (MONACI et.al, 2006). Estudos realizados com criangas vém demonstrando
que, dentre essas proteinas, a B-lactoglobulina (BLG) é considerada a mais imunogénica e
também a mais frequente dentre as proteinas do soro do leite. Cinquenta por cento ou mais
das proteinas do soro de leite sdo compostas por BLG (BAHNA, 2002; RUITER et al 2007,
WAL, 2002).

Embora isolada ha algumas décadas, as fun¢des da B-lactoglobulina ainda séo
desconhecidas. Algumas caracteristicas descritas dessa molécula incluem sua capacidade de
ligacdo ao célcio, ao zinco e a algumas moléculas hidrofébicas (WALZEN et al, 2001).
Entretanto, Wit e seus colaboradores, em 1998, atribuiram a essa proteina a capacidade de
transportar a provitamina A. De acordo com o autor, a BLG ¢é estavel frente aos acidos e
enzimas proteoliticas do estbmago, o que a torna um resistente carreador de retinol
(provitamina A) da vaca para seu filhote. Contudo, essa funcdo bioldgica ndo parece ser
importante para humanos, o que talvez explique o fato do leite humano ndo conter [-
lactoglobulina, permanecendo ainda desconhecida, se é que ela existe, a proteina do leite

humano com funcgéo equivalente (WIT et al, 1998).

1.6 Modelos experimentais

Os modelos animais sdo ferramentas poderosas para ajudar a responder algumas das
dificeis questdes envolvidas no desenvolvimento da alergia alimentar. As pesquisas em
humanos séo limitadas por questdes éticas e a chance de se gerar uma reacdo anafilatica fatal
no individuo estudado é preocupante (BOCK; MUNOZ-FURLONG; SAMPSON, 2001).
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Esses fatos tém estimulado o interesse no uso de modelos animais para prever possiveis
gatilhos da alergia e identificar quais sdo 0s mecanismos que envolvem as vias alérgicas, bem
COMO propor novos tratamentos terapéuticos.

Camundongos sdo os animais predominantemente utilizados no estudo de varias
doencas, devido a seu tamanho relativamente pequeno, ao fato de serem animais prolificos de
ciclo reprodutivo réapido, faceis de serem acondicionados, de permitirem a manipulacédo
genética e apresentarem um sistema imune muito semelhante ao humano em varios aspectos
(ALDEMIR; BARS; HEROUET-GUICHENEY, 2009; MEEUSEN et al, 2009).

O uso de camundongos na pesquisa por muitas décadas levou ao continuo
desenvolvimento de ferramentas moleculares que permitiram melhor compreensdo dos
fendmenos investigados. A caracterizacdo da biologia, imunologia e genética dos
camundongos j& é bem estabelecida. Todo esse conhecimento fez com que as espécies
murinas se tornassem bons modelos para estudar alergia alimentar. Vérias linhagens ja foram
utilizadas nesses estudos, incluindo C3H/HelJ, BALB/c, C57BL/6 e DBA/2 (MCCLAIN e
BANNON, 2006).

Uma das maiores barreiras envolvendo modelos murinos no estudo da alergia
alimentar ¢ a forte tendéncia do sistema imune dos animais escolhidos desenvolver tolerancia
oral aos antigenos ingeridos (THANG et al, 2011; BAILON et al, 2012). Para evitar esse
fato, as pesquisas tém se concentrado em certas linhagens que mais rapidamente desenvolvem
uma resposta imune do tipo Th2 (ou seja, indutora de alergia), a saber: C3H/HeJ (LI et al,
1999; LI et al, 2000; MORAFO et al, 2003) e BALB/c (MORAFO et al 2003, THANG et al,
2011; BAILON et al, 2012, GONIPETA et al, 2010)

Muitas sdo as vias de sensibilizacdo alérgica, incluindo as vias oral, nasal,
intraperitoneal, intragastrica e subcutdnea (DUNKIN; BERIN; MAYER, 2011). Também
deve-se salientar que a presenca de adjuvantes no estabelecimento do modelo é importante e
provoca modificagdes no sistema imunoldgico. Na auséncia de adjuvantes, a resposta normal
a antigenos alimentares estd associada a tolerancia nas mucosas e ndo em alergenicidade
(CHEN el al, 1995; van WIJK e KNIPPELS, 2007). Isso foi demonstrado quando niveis de
IgE estavam mais altos em um modelo de alergia alimentar quando usaram hidroxido de
aluminio como adjuvante, porém, os niveis de 1gG1 ndo foram diferentes quando o adjuvante
era ou ndo usado (SILVA et al, 2006).
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A toxina colérica (CT) é um adjuvante de mucosas comumente utilizado para induzir
respostas Th2 e também a secrecdo de IL-4 em modelos murinos (MARINARO et al, 1995).
Porém, o uso de toxina colérica como adjuvante apresenta limitaces uma vez que ela é
considerada muito tdxica para humanos ainda que esforcos estejam sendo feitos para que sua
atividade adjuvante seja isolada do seu potencial toxico. Esse efeito toxico também pode
contribuir para o desencadeamento da reacdo inflamatoria vista nesses modelos. Sendo assim,
esta € uma limitacdo do uso de toxina colérica como adjuvante, pois esta conduz a um perfil
inflamatorio devido a sua capacidade toxica e ndo ao desencadeamento do processo alérgico.
Também a toxina colérica conduz a (i) um aumento da permeabilidade intestinal de forma
exacerbada (ii) captacao elevada de antigeno, (iii) a apresentacdo antigénica desses antigenos
de forma mais acelerada (iv) a troca de isotipo de células B, que passam a produzir IgA além
de interferir no perfil de citocinas produzidas e proliferacdo de células T (HOLMGREN et al,
2003). Portanto, esse adjuvante conduz a um processo inflamatério exacerbado que nédo se
assemelha a inflamacéo alérgica observada em humanos.

Embora as reacdes alérgicas (anafilaxia) as proteinas do leite sejam conhecidas desde
os trabalhos pioneiros de Besredka em 1909, o estabelecimento de modelos experimentais
para se estudar sistematicamente o fenébmeno é muito recente.

No ano de 1999, Li e colaboradores (LI et al, 1999) desenvolveram técnicas para
induzir hipersensibilidade mediada por IgE em camundongos C3H/HeJ de trés semanas de
idade de forma a produzir um modelo para o estudo das alergias. Os animais eram
sensibilizados por via intragastrica com proteinas de leite e toxina colérica como adjuvante,
recebendo reforgos com o antigeno solGvel semanalmente por cinco semanas. Esse trabalho
foi um dos pioneiros no estudo de alergia as proteinas do leite de vaca que gerou
hipersensibilidade sisttmica por meio de sensibilizacdo oral e subsequente desafio. Seis
semanas ap0s a primeira sensibilizacdo, os niveis de IgE antigeno-especifica foram
significativamente maiores. Esses animais, ao serem desafiados intragastricamente com o
alérgeno, desenvolviam anafilaxia sistémica, com reagdes acompanhadas de sintomas
respiratorios. Os niveis de histamina aumentaram nos animais sensibilizados e desafiados.
Esse modelo também mostrou que as citocinas do tipo Th2 (IL-4 e IL-5) estavam aumentadas
no baco dos animais alérgicos sendo que nédo foi possivel detectar IFN-gama. Esses achados
confirmaram a associacdo entre a alergia alimentar as proteinas do leite de vaca e as respostas

do tipo Th2 (LI et al, 1999). Apesar do modelo experimental ter promovido aspectos
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clinicamente relevantes das inflamagdes alérgicas, nota-se a intensa manipulacdo dos
camundongos além do longo periodo experimental.

Um outro estudo posterior, publicado por Morafo e colaboradores (MORAFO et al,
2003) investigou a suscetibilidade de diferentes linhagens a alergia alimentar, seguindo o
protocolo desenvolvido por Li e colaboradores (LI et al, 1999). A pesquisa focou em duas
linhagens: C3H/HeJ e BALB/c que eram sensibilizados por via intragastrica a proteinas do
leite de vaca e proteinas de amendoim, utilizando a toxina colérica como adjuvante. O fato
interessante foi que, mesmo a linhagem BALB/c sendo rotineiramente utilizada como modelo
para alergia alimentar por meio de sensibilizagdo sistémica intraperitoneal, os animais néo
desenvolveram hipersensibilidade nesse estudo, enquanto que os camundongos C3H/Hel
reagiram aos dois antigenos. Os niveis de IgE especifica para proteinas do leite de vaca,
durante o desafio na sexta semana estavam elevados nos camundongos BALB/c
sensibilizados e desafiados, porém, apenas um pouco acima dos niveis encontrados em
animais ndo manipulados. ReacGes anafilaticas foram observadas em camundongos C3H/HeJ
0S quais apresentam niveis séricos altos de histamina. No entanto, camundongos BALB/c nédo
apresentaram tais reagoes.

Outros estudos mostraram com sucesso a sensibilizacdo a proteinas do leite por via
intraperitoneal (THANG et al, 2011; BAILON et al, 2012). A rota mais efetiva para
sensibilizacdo depende da linhagem de camundongos que € utilizada e deve ser levada em
consideracdo ao se estabelecer um modelo de alergia alimentar.

Um trabalho publicado por Dunkin e colaboradores (DUNKIN; BERIN; MAYER,
2011) avaliou o impacto dos alérgenos do leite por diferentes rotas de sensibilizacdo na
presenca ou ndo da toxina colérica como adjuvante. Camundongos C3H/HeJ com trés
semanas foram expostos a alfa-lactoalbumina (ALA) pelas vias intragéastrica, intranasal,
subcutanea ou sublingual. Embora a sensibilizacdo tenha ocorrido com sucesso por todas as
vias escolhidas, a via subcutanea foi a responsavel por produzir a maior resposta de IgE
dentre todas as outras vias. Um fato interessante observado foi que a presenga da toxina
colérica foi um fator mais significativo para o sucesso da sensibilizacdo que a via utilizada,
uma vez que na auséncia da toxina colérica como adjuvante ndao houve sensibilizacao.

Adel-Patient e colaboradores, em 2005 (ADEL-PATIENT et al, 2005), utilizaram um
modelo experimental para estudo das proteinas do leite. O protocolo utilizou camundongos

BALB/c na idade de seis semanas que eram sensibilizados com administracdo de BLG
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emulsificada em Adjuvante Completo de Freund (CFA). J& em 2011, o trabalho do mesmo
grupo de pesquisa, publicado por Adel-Patient e colaboradores (ADEL-PATIENT et al,
2011), estabeleceu uma metodologia diferente da publicada anteriormente: o0 modelo utilizado
foi realizado com animais BALB/cJ que recebiam multiplas gavagens (dias 1-3) e (8-10) com
algumas doses de BLG em forma nativa (purificada) ou hidrolisada. Esses camundongos eram
posteriormente submetidos a imunizacéo intraperitoneal com BLG em hidroxido de aluminio
como adjuvante e 14-18 dias ap6s a primeira imunizacdo, os animais recebiam o reforco
antigénico utilizando, novamente, hidréxido de aluminio. O objetivo do grupo, ao fornecer
um tratamento prévio com a proteina por via oral (gavagem) e posteriormente desafia-los, era
verificar se haveria diferencas imunoldgicas nos camundongos que permitissem torna-los
tolerantes a proteina. Os resultados mostraram que foi possivel desenvolver tolerancia por
meio de gavagem com a proteina em forma nativa, uma vez que os animais ndo tratados
previamente tinham niveis altos de IgE especifica para BLG, enquanto que os camundongos
que receberam as gavagens prévias, tiveram niveis mais baixos desse anticorpo. Esses
modelos experimentais sdo importantes, ainda que haja uma manipulacdo exacerbada dos
animais e, como pode ser observado, utilizam diferentes vias de sensibilizacdo e tipos de
adjuvantes.

Da mesma forma que as proteinas do soro do leite sdo consideradas fortes alérgenos,
as proteinas do amendoim tem alta alergenicidade e a incidéncia de alergia alimentar ao
amendoim esta crescente tanto em criangas quanto em adultos no Reino Unido e nos Estados
Unidos (SICHERER, MUNOZ-FURLONG, SAMPSON, 2003; KAGAN et al, 2003). Esse
fato é oportuno para que, cada vez mais, novos modelos de alergia alimentar ao amendoim
sejam desenvolvidos. Em 1995, Gerlinde Teixeira, realizou um trabalho mostrando que
camundongos alimentados previamente com amendoim ou castanha de caju e, posteriormente,
imunizados com as proteinas desses dois elementos, tornaram-se tolerantes, produzindo
baixos titulos de anticorpos séricos, porém, quando expostos novamente as mesmas proteinas
ndo apresentaram alteracdes histoldgicas no trato gastrointestinal. Contudo, quando o0s
camundongos eram imunizados sem antes receber, por via oral, a amendoim ou castanha de
caju, 0s animais se tornavam imunes e, quando submetidos sequencialmente a uma dieta
contendo as proteinas alergénicas, reacbes inflamatdrias cronicas do intestino eram

observadas (Teixeira, 1995).
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Li e colaboradores (2000), utilizando diferentes doses de proteinas de amendoim ou
castanhas em camundongos C3H/HeJ por via intragastrica e a toxina colérica como adjuvante,
mostraram que esses alérgenos induziram IgEs especificas para os antigenos e que a dose
mais baixa (5mg) foi mais eficaz do que a outra dose (25mg) de induzir os sinais clinicos (LI
et al, 2000), mostrando que, ndo somente a via, mas a dose da proteina antigénica também é
relevante.

O grupo de Stephan Strobel, sob primeira autoria de Jessica Strid (STRID et al, 2004)
publicou um trabalho interessante e inovador visando comparar a reatividade imunoldgica das
proteinas ovalbumina (OVA) e proteina do amendoim. Camundongos BALB/c recebiam o
antigeno por meio de gavagem em dose Unica, variando de acordo com o peso corporeo do
animal. Observou-se que as proteinas do amendoim quando administradas por via oral em
baixas doses promoviam sensibilizacdo enquanto a OVA conduzia ao desencadeamento de
tolerdncia oral. Portanto, o trabalho revelou a capacidade imunogénica das proteinas do
amendoim além da necessidade de utilizacdo de baixas doses do alérgeno para promocao da
reatividade imunoldgica.

Ja o grupo de Berin e colaboradores (2006), utilizou duas linhagens: a C3H/Hel e
BALBI/c, ofertando dois antigenos diferentes para cada linhagem. Os camundongos C3H/HeJ
recebiam extrato de proteinas de amendoim enquanto os animais BALB/c recebiam BLG.
Esse modelo utilizou a via intragastrica e a toxina colérica como adjuvante. Os animais que
receberam os extratos de proteina de amendoim tiveram reacGes anafilaticas, porém, esse
modelo ndo se mostrou eficaz para a BLG em camundongos BALB/c (BERIN et al, 2006).
Outras vias também foram exploradas para esses antigenos. Fischer e seus colabores, no ano
de 2005, utilizaram a via nasal para sensibilizar animais da linhagem C57BL/6 juntamente
com a toxina colérica e foi observado aumento de IgE especifica para o alérgeno (amendoim),
aumento de IL-17 e 1gG (FISCHER, et al 2005). Poréem, nem todos os estudos utilizaram os
beneficios dos adjuvantes. Em 2009, Parvataneni e colaboradores publicaram um trabalho
interessante e inovador. Utilizando camundongos BALB/c, os autores desenvolveram um
modelo de alergia alimentar a castanha de caju, utilizando sensibilizacdo transdérmica dos
animais, sem o uso de adjuvantes. Ao serem desafiados oralmente, os animais mostraram
sinais de anafilaxia e hipotermia, com a producao esplénica de IL-4, IL-5 e IL-13, citocinas
do tipo Th2 (PARVATANENI et al, 2009).
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Saldanha e colaboradores (2004) desenvolveram um modelo cronico de alergia
alimentar mediada por IgE em camundongos BALB/c sensibilizados com OVA. Os animais
eram sensibilizados subcutaneamente com a proteina adsorvida em hidréxido de aluminio
como adjuvante. Duas semanas depois, 0s mesmos animais recebiam reforgo subcuténeo para
uma semana depois serem desafiados oralmente com solu¢do de OVA em mamadeira. Esse
trabalho mostrou que os camundongos sensibilizados tinham niveis elevados de IgE anti-
OVA guando comparados ao grupo ndo sensibilizado, perda de peso, aumento de eosindfilos,
muco produzido por células caliciformes e mastdcitos (SALDANHA et al, 2004). Nesse
trabalho, os autores confirmaram o fenémeno de aversdo ao antigeno, como foi mostrado por
Cara e colaboradores, no ano de 1994 (CARA et al, 1994).

Em 2014, Batista e colaboradores, baseados no modelo de Saldanha (2014),
publicaram um trabalho em que camundongos BALB/c eram imunizados com OVA
adsorvida em hidréxido de aluminio, por via subcutdnea. Posteriormente, esses animais
recebiam o reforco da imunizacdo com OVA diluida em salina e eram desafiados porém,
diferente do modelo do mesmo grupo (SALDANHA et al, 2004), os animais recebiam OVA
na dieta (racdo) por um periodo de 7, 14 ou 21 dias. Observou-se que a ingestdo prolongada
de antigeno gerou consequéncias imunolégicas nos animais: 0s niveis de IgE especificas para
OVA eram menores nos animais que ingeriram antigeno por mais tempo quando comparado
aqueles gue receberam apena 7 dias e de desafio oral.

Portanto, o desenvolvimento de um modelo experimental de alergia alimentar é
complexo e depende da linhagem de camundongos, da dose e natureza do antigeno, das vias
de administracdo desses como também do adjuvante utilizado. Protocolos variados estdo
descritos na literatura cada um deles focando em um dos aspectos citados. Ainda que hajam
modelos murinos descritos torna-se necessario o aprimoramento desses para que tenhamos

modelos que sejam mais similares ao desencadeamento da doenca alérgica em humanos.

1.7 O fendbmeno de aversdo imunoldgica

No ano de 1994, Cara e colaboradores publicaram um trabalho mostrando, pela
primeira vez, que animais sensibilizados com OVA apresentando niveis altos de IgE
especifica no soro, evitavam o consumo de solucdes que continham esse antigeno, ainda que
essa solugdo tivesse concentragdes de sacarina para se tornar mais palatavel. O protocolo

utilizado para avaliar o comportamento dos animais consistia em disponibilizar duas
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mamadeiras para um teste de preferéncia. Animais controle ou sensibilizados para OVA
recebiam agua em uma mamadeira e uma solucdo de OVA adocicada em outra durante 24
horas sem que houvesse condicionamento prévio com os animais em relacdo as soluces.
Mesmo sendo a solugdo contendo OVA adocicada mais palatavel, animais sensibilizados
evitavam seu consumo, fendmeno descrito como “aversdo antigénica” (CARA et al, 1994).
Evidéncias mais recentes também sugerem que a alergia alimentar influencia o
comportamento dos individuos e é capaz de alterar funcbes cerebrais. Um exemplo foi a
demonstracdo de que animais sensibilizados e aversivos ao antigeno apresentavam niveis
elevados de ansiedade e aumento na atividade neuronal em &reas do cérebro relacionadas com
a percepcao emocional (BASSO et al, 2003).

O objetivo deste estudo foi estabelecer um modelo murino de alergia alimentar a
proteina beta-lactoglobulina (um dos componentes alergénicos do leite) com as caracteristicas
ja descritas na literatura como tipicas da alergia alimentar. Acreditamos que esse modelo pode
auxiliar em estudos futuros dos mecanismos da alergia e também nas possibilidades

terapéuticas ara essa doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um novo modelo experimental de alergia alimentar a p-lactoglobulina

(BLG) e avaliar o desenvolvimento de possiveis alteracdes imunolégicas em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

1- Caracterizar o modelo de alergia alimentar a BLG por meio da avaliacdo do peso
corporeo e gordura perigonadal, analise histologica e da mensuracao de IgE especifica.

2- Investigar as alteracdes inflamatdrias na mucosa intestinal tais como: nimero de
eosindfilos e de linfécitos intraepiteliais, relacéo vilo/cripta e produgdo de muco.

3- Averiguar se existem alteracbes em mecanismos regulatérios da mucosa intestinal
como a producdo de IgA secretoria e o perfil de citocinas.

4- Investigar o fendmeno da aversdo ao antigeno ingerido.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Camundongos BALB/c machos com seis a oito semanas de idade foram adquiridos
pelo CEBIO — Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais. Os animais foram mantidos no Biotério do Laboratorio de
Imunobiologia, em gaiolas abertas. Os animais receberam &gua “ad libitum” durante todo o
experimento e racdo comercial para camundongos (Purina, Sdo Paulo, SP) até o desafio

antigénico oral. (Protocolo 085/11).

3.2 Inducdo da Alergia Alimentar

O protocolo de inducédo da alergia alimentar foi desenvolvido baseado em Saldanha e
colaboradores (2004). Os camundongos foram imunizados por via intraperitoneal com 20 ug
de BLG + 1 mg de Al (OH)s recebendo um reforco i.p. com 20 pg de BLG soluvel 14 dias
depois. O desafio oral consistiu na oferta exclusiva de solucdo contendo 20% de Whey por 7
ou 14 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados ao final da ultima administracdo de
BLG na mamadeira. A Whey protein foi gentilmente cedida pela empresa EDETEC. Esse

concentrado de proteinas do soro do leite continha em torno de 80% de BLG.
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Grupo
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Figura 3— Desenho experimental do modelo.

3.3 Consumo de dieta

Inicio

A Sacrificio
desafio oral tempode 14
. dias de desafio
Whey

20% oral

O consumo de dieta comercial (Purina, Sdo Paulo, SP) foi mensurado por meio da

verificacdo do peso da sobra de dieta na gaiola e do peso de dieta ofertada anteriormente.

Assim, a partir da quantidade de dieta consumida pelos animais da gaiola, foi feita a média de

consumo de cada grupo de animais.

3.4 Consumo de liquido da mamadeira

O consumo liquido foi mensurado por meio da verificagio da quantidade

remanescente de liquido na mamadeira e da quantidade ofertada no dia anterior. Assim, a

partir da quantidade consumida pelos animais da gaiola, foi feita a média de consumo de cada

grupo de animais.
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3.5 Teste de preferéncia alimentar

Para verificar se 0s animais apresentavam alguma preferéncia ao consumo de BLG
em detrimento de &gua, realizamos um teste de preferéncia alimentar. Trés dias antes do teste
ocorrer, 0s animais foram separados individualmente em gaiolas convencionais do biotério
para que pudessem se acostumar ao novo ambiente. Nesse mesmo dia, duas mamadeiras
idénticas, transparentes, com bicos de vidro e contendo agua foram colocadas para cada
animal, de forma que ele pudesse optar entre as mamadeiras. O objetivo foi, novamente,
ambienta-los na nova situacdo. No dia do teste de preferéncia alimentar, foram colocadas duas
mamadeiras por gaiola: uma contendo a solugdo antigénica e a outra apenas agua. Foram
mensuradas as quantidades de liquido ingerido de 4 em 4 horas durante um periodo de 24 h,
que se deu no primeiro dia de desafio oral.

A cada mensuracdo, em provetas, as mamadeiras eram novamente preenchidas com o
liquido, porém, trocava-se a posicdo das mesmas, para evitar o condicionamento pela

localizagdo delas na gaiola.

Solucdo com

antigeno

Figura 4— Imagem representativa do posicionamento das mamadeiras na gaiola
experimental para o teste de preferéncia alimentar.

As mamadeiras eram trocadas de posi¢do a cada 4 horas e media-se 0 consumo do animal
durante esse periodo, totalizando 24 horas, sendo 6 medidas ao longo do experimento. Os
animais foram mantidos individualmente separados durante este teste.
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3.6 Coleta do Soro

Ap0s anestesia, 0s animais tiveram o sangue retirado por meio do plexo subaxilar e
colocados em tubos de 1 mL para posterior centrifugacdo. Para a separacdo do soro, 0 sangue
foi transferido para geladeira a 4°C, onde permaneceu durante 15 minutos. ApoOs esse
procedimento, o sangue foi centrifugado a 10.000 RPM por mais 15 minutos. Apos a

centrifugacdo, o soro foi separado com pipeta e congelado a —20 °C para posteriores analises.
3.7 Avaliacéo do peso do tecido adiposo

Durante a necropsia, foi retirado e pesado o tecido adiposo perigonadal e
imediatamente pesado em balanca de alta precisdo.

3.8 Coleta do lavado intestinal

O contetdo do intestino delgado foi coletado logo apos a retirada do mesmo para a
dosagem de IgA secretoria (slgA). Uma perfusdo de 10ml de salina tamponada (PBS) 1x
gelada utilizando seringa e agulha por uma das extremidades do intestino foi realizada e o
lavado intestinal era coletado em tubos Falcon de 15ml pela outra extremidade. Apds a coleta,
o contetdo foi centrifugado a 4 °C, na velocidade de 1200 RPM por 20 minutos. O

sobrenadante era coletado e utilizado no mesmo dia para a dosagem de sIgA.
3.9 Analise histoldgica do jejuno proximal

Amostras do jejuno proximal de todos os grupos foram fixadas em formalina e
processadas para analise histoldgica. Uma lamina representativa de cada grupo, corada com
hematoxilina e eosina (HE), foi fotografada utilizando-se uma camera digital (Moticam 2500,
China) acoplada a um microscopio dptico (Olympus Optical Co., Japan)

3.10 Incluséo e Coloracao laminas Histoldgicas - técnica HE (Hematoxilina-Eosina).

Cada amostra contendo o jejuno proximal foi colocada em cassetes, previamente
identificados, e estes foram colocados em solugdes de alcool obedecendo os referidos tempos
e concentracdes (Alcool 70% V/V - 30 min/ Alcool 80% V/V - 30 min Alcool L 90% V/V -
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30 min). Apos a imersao nos trés alcodis, os cassetes foram imersos em uma solugéo de alcool
etilico absoluto que foi colocada em dois diferentes compartimentos. (ABSOLUTO | - 30
min/ ABSOLUTO II- 30 min). Apds a imersdo em alcool etilico absoluto, os cassetes foram
imersos em xilol, também separados em dois diferentes compartimentos (XILOL | — 30 min/
XILOL Il — 30 min). Apos a imersdo em xilol, os cassetes foram finalmente imersos em
parafina liquida acondicionada em estufa 60°C. Deve-se observar os tempos e os 2 diferentes
compartimentos. (PARAFINA | - 30 min / PARAFINA 11 - 30 min). Ao final deste processo,
0s cassetes foram abertos, 0s jejunos proximais e tecidos adiposos retirados e colocados em
parafina em forma prépria para secagem final e formacdo de blocos de parafina contendo os
Orgdos em questdo. Acondicionou-se os blocos por 24 h para secagem. Apos este periodo, 0s
blocos foram desenformados e mantidos em freezer. Os blocos de parafina, contendo 0s
tecidos incluidos, foram seccionados pela navalha de aco do micrétomo, obtendo-se
geralmente cortes de 6 um de espessura.

A coloracéo foi entdo realizada por meio da técnica HE, conforme descrito por Lev e
Spicer (LEV e SPICER, 1964).

As analises histoldgicas dos 6rgdos foram feitas utilizando um processador de

imagens acoplado a um microscépio 6ptico, como ja descrito.

3.11 ELISA para medida da concentragéo de citocinas

Para determinar a presenca de citocinas nos orgaos de interesse foi realizado o ensaio
imunoenzimatico ELISA. As placas de 96 pocos (Nunc-Immuno Plates MaxiSorp) foram
sensibilizadas com 50 ul/po¢o de anticorpos monoclonais (BD Pharmingen) reativos contra
IL-4, IL-10 e TGF-B e diluidos em tampdo carbonato pH 9,6 e mantidas overnight a 4°C. No
dia seguinte, as placas foram lavadas com salina Tween e blogueadas com 200 pl/poco de
PBS-caseina, por, no minimo, 1 hora a temperatura ambiente. Apos a incubacédo, as placas
foram lavadas trés vezes com salina Tween. Em seguida, foram adicionados os sobrenadantes,
assim como o padrdo (do qual foi realizada diluicdo seriada) e as placas foram incubadas
overnight a 4 °C.

No terceiro dia, as placas foram novamente lavadas e incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente com 100 pL/pogo de anticorpos monoclonais de camundongo
especificos para IL-4, IL-10 e TGF-B (BD Pharmingen) marcados com biotina na

concentracdo de 0,5 pg/mL. Uma solucdo adicional de deteccdo contendo estreptavidina
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conjugada a peroxidase (100 pL/poco) (Southern Biotecnology) foi adicionada e incubada por
1 hora a temperatura ambiente.

A reacdo enzimatica foi entdo revelada incubando-se as placas, no escuro, com uma
solugdo contendo 0,2 L mL™ de H,0, e 0,4 mg mL™ de ortofenileno-diamino (OPD) em
tampé&o citrato pH 5,0 até o desenvolvimento de uma coloracdo amarelo-escuro. Apos essa
etapa, as reacdes foram interrompidas pela adicdo de 20 pL/pogo de uma solucdo de acido
sulfurico, H,SO4, a 2 N. A absorbancia (A = 492 nm) de cada pogo foi obtida pelo leitor de
ELISA automético (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader). Os valores das absorbancias
foram convertidos em ng/mL baseando-se em curvas obtidas com diferentes concentragdes de

citocinas recombinantes, utilizadas como padrao.
3.12 ELISA para IgE sérica anti p-lactoglobulina

A quantificacdo da producdo de IgE especifica para BLG foi realizada pelo método
ELISA. As placas foram incubadas com solucdo (50ul/pogo) contendo anticorpo de rato
anti-lgE  de camundongos 0,5 mg mL™ (Southern Biotechnology) e diluidos (1:250) em
tampdo carbonato pH = 9,6 por, no minimo, 18 horas a 4 °C. O bloqueio foi feito com uma
solucdo de PBS-0,25% m/V caseina por uma hora a temperatura ambiente (200 pl/poco).
Posteriormente, as placas foram lavadas com solugéo salina-0,05% V/V Tween-20 por duas
Vezes.

O soro dos animais (50 pL soro) foi incubado por 2 h em temperatura ambiente no
escuro. Na seqliéncia, as placas foram novamente lavadas e realizou-se a incubagdo com BLG
+ Biotina (Img/ml), sendo 50 pL por pogo por 1h em temperatura ambiente. As placas foram
lavadas por cinco vezes com solugdo salina-0,05% V/V Tween-20 e incubadas com
estreptavidina ligada a peroxidase (Sigma), 50uL/pogo na concentragdo de 1:10000, por 1
hora em temperatura ambiente; Finalmente, a revelacdo do complexo anticorpo-anticorpo-
conjugado foi feito através da incubacdo com 4 mg de OPD, 2 pL de H ,0, diluidos em 10
mL de tampédo citrato pH 5,0 a 100 pl/pogo. A reacdo foi paralisada pela adicdo de 20
pL/poco de H,SO,4 2N. A leitura realizada em leitor de ELISA automatico, em comprimento
de onda de 492 nm.

A reacdo de ELISA descrita acima teve como controle positivo (padrdo), soro de

animal imunizado. PBS-0,25% caseina foi utilizado como controle negativo.
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3.13 ELISA paraslgA do lavado do Intestino Delgado

Os titulos de anticorpos no muco foram medidos por ELISA. As placas (Nunc-
Immuno Plates MaxiSorp) foram incubadas com solucdo (100ul/poco) contendo anticorpo
de cabra anti-imunoglobulinas totais de camundongos 1 mg mL™ (Southern
Biotechnology) e diluidos (1:2000) em tampao carbonato pH 9,6 por, no minimo, 18 horas a 4
°C. O bloqueio foi feito com uma solugdo de PBS-0,25% caseina por uma hora a
temperatura ambiente (200 pl/poco). Posteriormente, as placas foram lavadas com solugéo
salina-0,05%Tween por duas vezes.

O sobrenadante do muco foi diluido 1:80. Em seguida, foram feitas dilui¢fes
seriadas (1:2) sobrenadante das fezes em PBS-0,25% caseina, e as placas foram incubadas
durante uma hora a temperatura ambiente. Na sequéncia, as placas foram novamente lavadas,
cinco vezes. Anticorpos IgA de camundongo conjugados com biotina 0,5mg/mL (Southern
Biotechnology) e diluidos (1:10000) em PBS-0,25% caseina foram adicionados aos pogos
(100 pL/poco). As placas foram novamente incubadas por uma hora a 37 °C. A seguir, foram
lavadas e adicionou-se uma solucdo de estreptavidina ligada a peroxidase (Sigma) em um
diluicdo 1:10000 (100 ul/pogo) em PBS-0,25% caseina durante uma hora a temperatura
ambiente. Finalmente, a revelacdo do complexo anticorpo-anticorpo-conjugado foi feita
através da incubacdo com 4mg de OPD (Sigma), 2uL de H,O , diluidos em 10 mL de
tampdo citrato 100 pl/poco, A reacdo foi parada pela adicdo de 20 pL/pocgo de H,SO,4 2N.

A leitura foi realizada em leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate
Reader), em comprimento de onda de 492 nm.

Essa reacdo de ELISA acima descrita teve como controle positivo (padrdo), anticorpo
purificados IgA (10 mg mL™) de camundongo (Southern Biotechnology) em uma diluigdo

1:10 em PBS-0,25% caseina. PBS-0,25% caseina foi utilizado como controle negativo.
3.14 Contagem de linfocitos intraepiteliais

O epitélio intestinal foi examinado em laminas histolégicas coradas com H.E em
aumento de 20X em microscopio Optico. Os IEL foram identificados pela sua localizagdo
caracteristica: basal em relacdo aos nucleos dos enterdcitos e por apresentarem pequeno halo
claro de citoplasma ao redor de seu denso nucleo esférico e regular. Para cada fragmento,

foram contadas 500 células epiteliais, ndo incluindo células caliciformes, segundo a descrigdo
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de Ferguson e Murray (1971). O namero final de IEL foi expresso em relacdo a 100 células

epiteliais.

3.15 Contagem de eosindfilos

A contagem dos eosindfilos infiltrados na mucosa do jejuno proximal foi realizada
foi realizada através da coloracdo dos cortes histologicos por Hematoxilina — Eosina (HE). O
namero de eosinofilos infiltrados foi contado ao microscépio dptico (40X) em 10 campos

aleatdrios. O resultado foi expresso como a média dos eosinéfilos do grupo.

3.16 Morfometria dos vilos e criptas intestinais

Imagens das laminas histologicas dos vilos intestinais coradas com HE foram
capturadas a partir do microscopio Olympus BX41 (Olympus, Center Valley, PA, USA) em
aumento de 4x. Os vilos foram medidos, bem como as criptas, através de laminula
milimetrada. O resultado foi apresentado pela relagdo entre os tamanhos de vilo e cripta,

sendo a média de cinco animais.

3.17 Avaliacdo da producdo de muco intestinal

A avaliacdo da presenca de muco intestinal foi feita através do método de coloracao
por PAS (Reativo de Schiff). Neste método, os cortes foram desparafinados, hidratados,
banhados na solucdo de &cido periédico durante 5 minutos e entdo mergulhados em PAS
durante 10 minutos ou mais, até que atingissem uma tonalidade rosa palida. As células
caliciformes foram evidenciadas em um tom rosa escuro.

As laminas foram montadas e as imagens das porc¢des do intestino delgado foram
capturadas em um aumento de 10X. As imagens foram analisadas com a utilizagcdo do
programa ImageJ®. Para a determinagdo do volume das células caliciformes, todos os pixels
foram selecionados para a criagdo de uma imagem binarizada e subseqiiente calculo da &rea

total com muco. O resultado foi expresso em um?PAS/campo.
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3.18 Analise Estatistica

A significancia estatistica dos dados obtidos para os grupos foi analisada por meio da
utilizacdo do teste de variancia ANOVA, com utilizacdo do pés-teste de Tukey, a fim de
comparar 0s grupos experimentais. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. O
programa utilizado para fazer os testes foi o GraphPad Prism® verséo 6.
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4 RESULTADOS

4.1 Camundongos sensibilizados com BLG e desafiados por via oral com uma solucéo

contendo esse antigeno se tornaram alérgicos.

Os camundongos BALB/c, ao serem submetidos ao protocolo de sensibilizacédo
intraperitoneal com a solugdo contendo antigeno adsorvido em adjuvante e salina, se tornam
alérgicos apds o desafio oral com Whey a 20% (contendo BLG). Os niveis de IgE especificas
para a BLG estavam elevados nos animais que foram previamente sensibilizados e
posteriormente desafiados, porém, em animais ndo sensibilizados e expostos a mesma
solugdo, os niveis de IgE ndo se mostraram elevados em nenhum dos tempos experimentais,
durante desafio oral de 7 ou 14 dias. (Figura 5). O grupo que foi sensibilizado e recebeu agua
durante todo o experimento, ou seja, ndo desafiado oralmente, apresentou IgE especifica para
BLG em niveis maiores do que os animais ndo sensibilizados, porém, esses niveis ainda
foram significativamente menores quando comparados aos animais sensibilizados e
desafiados com o mesmo antigeno. Observamos também que o0s animais que eram
sensibilizados e desafiados oralmente por 14 dias apresentavam niveis maiores de IgE quando
comparados aos animais que consumiram o antigeno por 7 dias, mostrando que a ingestao
continua da solucdo contendo BLG por periodos mais prolongados foi capaz de aumentar a

IgE especifica.
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Figura 5 — Niveis de IgE especifica no soro de camundongos sensibilizados e desafiados
com BLG por via oral.

Camundongos BALB/c foram imunizados i.p. com 20ug de BLG + 1mg de Al(OH)3, 14 dias
depois receberam imunizacao secundaria: 20ug de BLG + 200 ul de salina e foram desafiados
7 dias depois da imunizacdo secundaria com solu¢do contendo 20% de Whey como Unica
fonte de liquido por 7 ou 14 dias. Os niveis de IgE anti-BLG no soro dos animais foram
medidos por ELISA 24 horas depois do final do desafio oral. O grupo controle dgua consistiu
de animais ndo manipulados. As barras representam a média + erro padrédo da média (e.p.m).
(n= 8) da absorvancia obtida em soro total (sem diluir) e expressa em unidades arbitrarias.
****p<0,0001; ***p= 0,0003; **p 0,0013; * p =0,0087. Os resultados representam a soma de
dois experimentos independentes.
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4.2 Os animais sensibilizados e desafiados por via oral apresentaram perda de peso

corporeo.

Um dos paréametros clinicos alterado durante o desenvolvimento da alergia alimentar
em modelos animais é o peso corpéreo (SALDANHA et al, 2004). Assim, o peso dos animais
foi avaliado diariamente. Camundongos sensibilizados com BLG e desafiados posteriormente
com Whey (contendo BLG) perderam peso. Ao final do desafio oral, os grupos que receberam
7 dias de desafio oral tiveram aproximadamente 20% do seu peso diminuido, o que
representava cerca de 5 gramas (Figura 6). Com 14 dias da ingestdo continuada do antigeno,
os camundongos mantiveram a perda de peso corpdreo observada apds 7 dias da ingestdo do
antigeno. Os animais que ndo foram sensibilizados e receberam somente o desafio oral nao
perderam peso. Tampouco foi observada perda de peso nos animais que ingeriam apenas agua

durante todo o periodo experimental.

Peso corporal - BLG + (14 dias de Whey)
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Figura 6— Peso corporal dos camundongos sensibilizados e desafiados com BLG por via
oral.

Camundongos BALB/c sensibilizados (BLG+) foram desafiados com uma solugdo de Whey a
20% durante 7 ou 14 dias e foram pesados diariamente durante o desafio oral. Os animais néo
sensibilizados (BLG-) receberam a solucdo de Whey a 20% durante o desafio oral por 7 ou 14
dias e também tiveram seu peso aferido diariamente. O grupo controle agua consistiu de
animais ndo manipulados que ndo receberam solugdo antigénica, tambeém pesados. Os
resultados foram expressos em gramas, com n de 6 animais por grupo.
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Figura 7— Perda de peso corpdreo em camundongos alérgicos.

(@) Imagem representativa de um camundongo do grupo experimental ndo alérgico (BLG-).
(b) Imagem representativa de um camundongo do grupo experimental alérgico (BLG+).

4.3 O emagrecimento dos camundongos foi marcado por perda de tecido adiposo.

O emagrecimento observado nos camundongos alérgicos, no modelo proposto por
Saldanha em 2004, se devia principalmente a perda de tecido adiposo (SALDANHA et al,
2004). Dessa forma, verificamos se esse padrdo iria se repetir em nosso modelo de alergia
alimentar & B- lactoglobulina. Apos a necropsia, o tecido adiposo perigonadal foi pesado. A
perda desse tecido em camundongos alérgicos foi significativamente maior quando
comparada aos animais dos grupos controle, que ndo foram sensibilizados, apds de 7 ou 14
dias de desafio oral (Figura 8). Esse emagrecimento ndo estava correlacionado a diminuicdo
da ingesta de dieta comercial pelos animais, uma vez que a média desse consumo diério dos

mesmos se manteve semelhante durante todo o experimento (Figura 9).
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Figura 8- Peso, em gramas, de tecido adiposo perigonadal dos camundongos
sensibilizados ou ndo com BLG.

Apos a necropsia, 0s animais sensibilizados ou ndo, tiveram o tecido perigonadal removido e
imediatamente pesados. Os resultados foram expressos através da média + e.p.m., do peso dos

tecidos, somando-se dois experimentos independentes, “n” total de 6 camundongos. ***p
<0,0003; **p=0,0012
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Figura 9— Consumo de ragdo em gramas por camundongos sensibilizados ou ndo com
BLG.

Medimos o consumo de racdo comercial ingerida por grupo de camundongos BALBI/c
sensibilizados ou ndo, diariamente, durante o desafio oral por 7 ou 14 dias. Os resultados
foram expressos através da média + e.p.m da quantidade, em gramas, de racdo, somando-se
dois experimentos independentes, com “n”” de 6 camundongos.

4.4 Camundongos sensibilizados e desafiados com BLG por via oral apresentaram

aversdo a ingestdo do antigeno.

O fendmeno de aversdo ocorre quando os animais evitam consumir solugdes ou
dietas contendo o antigeno para o qual sdo alérgicos (CARA et al, 1994). Para aferir se 0s
animais do nosso modelo apresentavam aversao ao consumo de BLG, avaliamos diariamente
0 consumo da solugdo contendo a BLG fornecida em mamadeiras. Apds 7 ou 14 dias de
desafio oral, os camundongos controle ndo sensibilizados consumiam niveis elevados da
solugéo contendo o antigeno, 0 mesmo acontecendo com os animais alérgicos, embora tenha
ocorrido diferenga significativa no consumo desses dois grupos. Quando comparados ao
grupo controle ndo sensibilizado que ingeriu apenas agua, observamos que 0s animais
alérgicos consumiram menos liquido que os ndo alérgicos. Ainda assim, esse consumo foi
muito maior do que aquele observado para os camundongos controle que ingeriram agua
(Figura 10). A partir do 12° dia, os animais sensibilizados e ndo sensibilizados consumiram a
mesma quantidade de liquido.
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Figura 10 — Consumo liquido total dos camundongos sensibilizados ou ndo por BLG

Os camundongos BALB/c ndo sensibilizados (BLG-) e os sensibilizados (BLG+) foram
desafiados oralmente com uma solucdo contendo Whey a 20% durante 7 ou 14 dias.
Diariamente, nesses dois tempos experimentais, a quantidade de liquido consumida por grupo
era aferida. Os resultados foram expressos em média de consumo (em ml) + e.p.m., por grupo
de 5 animais ao final dos tempos experimentais de 7 ou 14 dias de desafio oral. O grupo agua
oral representa animais ndo manipulados como controle do consumo liquido em geral. ****p
<0,0001.
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Figura 11— Consumo liquido dos camundongos ao longo do experimento.

Os camundongos BALB/c ndo sensibilizados (BLG-) e os sensibilizados (BLG+) foram
desafiados oralmente com uma solucdo contendo Whey a 20% durante 7 ou 14 dias.
Diariamente, nesses dois tempos experimentais, a quantidade de liquido consumida por grupo
era mensurada. Os resultados foram expressos em média de consumo (em ml) + e.p.m., por
grupo de 5 animais ao longo dos tempos experimentais de 7 ou 14 dias de desafio oral. O
grupo agua oral representa animais ndo manipulados como controle do consumo liquido em
geral ao longo dos dias.

4.5 Camundongos alérgicos apresentaram alteracoes histolégicas na mucosa intestinal

4.5.1 NUmero de eosinéfilos.

A presenca do infiltrado eosinofilico é considerada um dos achados mais
caracteristicos da alergia alimentar (SAMPSON et al, 2005). Para verificar se isso poderia ser
validado em nosso modelo, realizamos uma contagem de eosinofilos na mucosa do intestino
delgado em campos aleatérios das laminas histoldgicas coradas por HE no aumento de 40x.
Apbs 7 ou 14 dias de desafio oral, os camundongos alérgicos possuiam ndmero de eosinéfilos

mais elevados que 0s animais controle ndo sensibilizados. A ingestdo de antigeno por um
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periodo mais longo (14 dias) ndo alterou ainda mais o numero de eosinéfilos nos animais

alérgicos (Figura 12).
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Figura 12— Numero de eosinofilos infiltrados na mucosa do intestino delgado de
camundongos sensibilizados ou ndo com BLG.

Camundongos BALB/c que foram sensibilizados (BLG+) ou ndo (BLG-), receberam solucéo
de Whey a 20% contendo BLG por 7 ou 14 dias de desafio oral. Logo apds esse desafio, 0s
animais foram eutanasiados e tiveram o jejuno proximal coletado. Laminas histologicas foram
realizadas, coradas em H.E para visualizacdo dos eosinofilos infiltrados na mucosa. Essas
células foram contadas ao microscopio optico (40x) em 10 campos aleatoérios. O resultado foi
expresso como a média dos eosinofilos de cada grupo + e.p.m. *** p < 0,0001. Em (A),
imagem fotografica da l1amina histologica de um camundongo ndo sensibilizado e em (B),
sensibilizados. Ambas as imagens em aumento de 20x.
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45.2 Morfometria dos vilos intestinais

Existe uma relacdo entre o tamanho dos vilos e criptas dos animais no que se
relaciona a danos teciduais secundarios a inflamacdo (SERRA e JANI, 2006). Dessa forma,
verificamos se essa medida estava alterada em nosso modelo. Os vilos intestinais foram
medidos por meio do software ImageJ e a média do tamanho de cinquenta vilos e cinquenta
criptas por animal foi determinada em pum. Camundongos sensibilizados (BLG+) e desafiados
oralmente por 14 dias com a solucdo de Whey tiveram seus vilos encurtados em relacdo aos
animais controles (BLG-) no mesmo tempo experimental. Também houve diferenca entre os
animais sensibilizados (BLG+) em ambos 0s tempos experimentais. A ingestdo continua de
antigeno foi capaz de promover maior encurtamento do vilo nesses camundongos
sensibilizados. A ingestdo da solucdo de Whey alterou o tamanho dos vilos dos animais nédo
sensibilizados (BLG-) em relagdo a animais ndo manipulados que receberam apenas agua no

tempo experimental de 7 dias.
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Figura 13-Analise morfométrica de vilos e criptas intestinais.

Em (A), um esquema ilustrando o vilo e a cripta de um camundongo aleatério, para melhor
visualizagdo do pardmetro com uma régua milimetrada em um. Em (B) a imagem ilustrativa
(4x) da arquitetura intestinal de camundongos ndo sensibilizados (BLG-). Em (C), imagem
ilustrativa (4x) de animais sensibilizados (BLG+) Em (D) a relagdo vilo/cripta em pum. A
parte superior do grafico representa os vilos e a parte inferior, as criptas. As barras pretas sao
animais sensibilizados (BLG+) e as barras brancas sdo animais ndo sensibilizados (BLG-).
Resultados expressos pela média de 50 vilos e 50 criptas + e.p.m, escolhidos aleatoriamente
em um “N” de 5 animais. *p<0,05
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4.5.3 Contagem de linfocitos intraepiteliais.

Os linfécitos intraepiteliais (IELS) constituem uma das principais populacdes de
células T no intestino delgado (KUNISAWA e KYIONO, 2005) e essa populacdo celular
pode participar de respostas imunes inflamatdrias e também no processo de indugdo da
tolerdncia oral, por meio da secrecdo de algumas citocinas e ainda, produzem fatores de
crescimento importantes para renovacdo epitelial e danos teciduais (KUNISAWA e
TAKAHASHI, et al, 2007). Dessa forma, mensuramos a quantidade de IEL no intestino de
camundongos sensibilizados e ndo sensibilizados. Os animais alérgicos tiveram ndmeros
maiores de linfdcitos intraepiteliais quando comparados aos animais ndo alérgicos (Figura
14).
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Figura 14— Imagens de microfotografia na regido do vilo intestinal com aumento de
linfocitos intraepiteliais.

Em (A), histologia em HE de linfécito intraepitelial (seta) no jejuno proximal, aumento de
20x, em camundongos ndo sensibilizados (BLG-). Em (B), imagem comparativa, em aumento
de 20x, mostrando os IEL em camundongos s sensibilizados (BLG+). Em (C), o grafico
correlacionando o nimero de IEL a cada 100 enterdcitos contados no jejuno proximal desses
animais. Esses resultados foram expressos em média por grupo + e.p.m, com “n” de 5 animais
e 9 campos aleatdrios contados na 1dmina histoldgica. ***p = 0,001

4.5.4 Producdo de muco por células caliciformes.

Foi medida a producdo de muco por células caliciformes da mucosa intestinal (em
laminas histoldgicas coradas por PAS) por meio da analise das imagens em software ImageJ.
Os animais ndo apresentaram diferenca na producdo de muco sendo eles alérgicos, controle

néo sensibilizados ou ndo manipulados.
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Figura 15— Avaliacdo da producao de muco por células caliciformes.

Camundongos sensibilizados (BLG+) e os ndo sensibilizados (BLG-) foram desafiados
oralmente com uma solu¢do contendo Whey a 20%. Apo6s o desafio oral, foi realizada
necropsia nos animais e o jejuno proximal foi coletado para fabricacdo de laminas
histoldgicas. Em (A), fotografia de lamina histoldgica de um camundongo BALB/c corada em
PAS, aumento de 10x. Em (B), a mesma imagem em “A”, porém, binarizada no programa
ImageJ para quantificacdo de PAS. Em (C), os resultados obtidos em um? de area de PAS por
campo de cada grupo + e.p.m de animais sensibilizados (BLG+) e ndo sensibilizados (BLG-),
sendo o “n” amostral de cinco camundongos por grupo, totalizando 15 imagens analisadas

(trés por animal).
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4.6 Camundongos alérgicos apresentaram aumento da slgA do lavado intestinal apds

14 dias de ingestdo continuada de antigeno.

A producdo local de IgA ocorre fisiologicamente e a sIgA é capaz de reduzir a
penetracdo de antigenos através da mucosa, oferecendo um mecanismo protetor, junto a
outras funcdes, como a neutralizacdo de toxinas e a tentativa de bloquear a aderéncia de
bactérias ao epitélio (SCHMUCKER et al, 2003).

Medimos a producdo dessa imunoglobulina no lavado intestinal dos camundongos
apos 7 ou 14 dias de desafio oral. Houve aumento de slgA nos camundongos que foram
sensibilizados com BLG e posteriormente desafiados durante 14 dias em relacdo ao seu
controle ndo sensibilizado no mesmo tempo experimental. Os grupos que consumiram 7 dias
da solucdo contendo o antigeno, em desafio oral, ndo apresentaram alteracGes nos niveis dessa

imunoglobulina.
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Figura 16— Concentracdo de IgA secretoria (slgA) no lavado intestinal dos
camundongos.

Animais sensibilizados (BLG+) e ndo sensibilizados (BLG-), desafiados por 7 ou 14 dias,
tiveram seus intestinos delgados lavados com PBS ap6s necropsia e foi quantificada por
ELISA a producdo de slgA. Os resultados foram expressos pela media de cada grupo de
camundongos em pg/ml, com “N” de 4 animais por grupo, p = 0,0155. (Teste t).



RESULTADOS 58

4.7 Avaliacdo da producdo de citocinas nos linfonodos mesenteéricos.

Os linfonodos mesentéricos sdo um dos sitios de inducdo de resposta imunologica
(MOWAT, 2003). Mensuramos, nesses 0rgaos, a producgdo de duas citocinas: IL-4 e IL-10. A
citocina IL-4 estava aumentada nos animais sensibilizados (BLG+) e desafiados oralmente
com a solucdo de Whey em ambos os tempos de desafio oral, 7 ou 14 dias, em relacdo aos
seus controles ndo sensibilizados (BLG-). Porém, esse aumento foi mais expressivo nos
camundongos que receberam 7 dias de desafio oral. Curiosamente, somente a ingestdo de
Whey pelo grupo néo sensibilizado (BLG-) por 14 dias foi capaz de aumentar os niveis de IL-
4. Contudo, os niveis da outra citocina mensurada, I1L-10, ndo se mostraram diferentes entre

nenhum grupo durante todos 0s tempos experimentais de desafios orais.
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Figura 17— Produgéo das citocinas IL-4 e IL-10 nos linfonodos mesentéricos.

(A) Camundongos sensibilizados (BLG+) e ndo sensibilizados (BLG-) foram desafiados
oralmente com uma solugdo contendo Whey a 20% nos tempos experimentais de 7 ou 14 dias
e animais controles ndo manipulados ingeriram apenas dgua durante todo o experimento. Os
niveis de IL-4 foram medidos através de ELISA, com os resultados expressos em pg/ml +
e.p.m por grupo de animais, sendo o “n” de 4 camundongos por grupo. ***p = 0,004,
**p=0,019; * (B) Submetidos ao mesmo protocolo, os camundongos tiveram seus niveis de
IL-10 mensurados por meio de ELISA, com os resultados expressos em pg/ml + e.p.m por

grupo de animais, sendo o “n” de 4 camundongos por grupo.
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4.8 Avaliacdo da producao de citocinas no jejuno proximal.

No modelo de alergia alimentar, o jejuno proximal € uma porcdo do intestino
delgado afetada (SALDANHA et al, 2004). Analisamos assim, a presenca de possiveis
alteracGes na producédo de citocinas nessa regido. Foram medidas trés citocinas consideradas
importantes em nosso modelo: IL-4 (pré-inflamatéria nesse modelo), IL-10 e TGF-B (ambas
anti-inflamatorias nesse contexto). A producdo de IL-4 foi maior nos camundongos
sensibilizados e desafiados por via oral quando comparada aos camundongos controle nédo
sensibilizados ap6s 7 ou 14 dias de desafio oral. J& os niveis de IL-10 foram menores nos
camundongos alérgicos apds 14 dias de desafio oral quando comparados aos animais nédo
alérgicos. Porém, depois de 7 dias de desafio oral, essa diferenca ndo existiu. O desafio oral
por 7 dias com Whey promoveu aumento de TFG-B. Contudo, 0 mesmo nao foi observado
durante 14 dias de ingestdo de antigenos em animais sensibilizados. No entanto, em animais

nao sensibilizados foi observado aumento de TGF-B quando receberam Whey por 14 dias.
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Figura 18- Producéo de citocinas no jejuno proximal.

Em (A), camundongos sensibilizados (BLG+) e n&o sensibilizados (BLG-) foram submetidos
ao desafio oral em dois tempos experimentais: 7 ou 14 dias e seus niveis de IL-4 no jejuno
proximal foram medidos através de ELISA. Também houve o grupo que foi sensibilizado
(BLG+), porém, ndo desafiado oralmente com o antigeno (BLG+ sem Whey). Os resultados
foram expressos em ng/ml + e.p.m por grupo, sendo o “n” de 4 camundongos, **p = 0,0012;
*p = 0,0256. Em (B), o mesmo protocolo de sensibilizagdo foi seguido, sendo 0os mesmos
animais anteriormente (em A) e o0s niveis de IL-10 foram medidos através de ELISA. Os
resultados foram expressos em ng/ml + e.p.m por grupo, sendo o “n” de 4 camundongos,
***p=0,0001; **p=0,0012; *0,0123. Em (C), os mesmos protocolos foram realizados e a
citocina TGF-p foi mensurada, também, por meio de ELISA. Os resultados foram expressos
em ng/ml + e.p.m por grupo, sendo o “n” de 4 camundongos, **p=0,0067;*p=0,0475.
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4.9 Preferéncia alimentar em camundongos sensibilizados ou ndo com BLG.

A entrada de moléculas no organismo pela via oral pode ter varias repercussées. Um
estudo realizado por Cara e colaboradores (CARA et al, 1994) mostrou que alteracbes no
sistema imune desencadeadas pela alergia alimentar interferem com o comportamento do
animal afetando sua preferéncia alimentar. Nesse estudo, frente a possibilidade de ingerir ou
ndo o antigeno OVA, os camundongos sensibilizados preferiam ndo consumir o antigeno. O
consumo de agua por esses animais foi maior quando comparado ao consumo da solucéo
contendo OVA. Em nosso trabalho, procuramos avaliar se esse fenémeno ocorreria de forma
semelhante. Demonstramos que os camundongos sensibilizados apresentaram o fendbmeno de
aversdo a ingestdo de solucdo contendo o antigeno (BLG) quando comparados aos animais
ndo sensibilizados. No entanto, todos camundongos aos quais foi oferecida uma solucao
contendo BLG consumiram um volume maior de liquido do que aqueles que receberam &gua
(Figura 10).

O teste de aversdo, no entanto, ndo mede adequadamente a preferéncia ja que os
animais ndo tém escolha. Avaliamos, entdo, em um contexto diferente onde duas mamadeiras
contendo &gua ou solucdo com BLG foram ofertadas aos camundongos e o consumo dos dois
liquidos foi avaliado. Observamos que, diante da possibilidade de escolher entre ingerir uma
solucdo contendo o antigeno (agua + BLG) ou apenas &gua, 0s animais, mesmo alérgicos,

optaram por consumir a solucéo contendo o antigeno durante todas as 24 horas em que esse

consumo foi avaliado.

(A) (B)

IgE anti BLG 24 horas

Kk

BLG - BLG+

Whey e Agua Whey e Agua
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Figura 19-Teste de preferéncia alimentar e sua relacdo com a producédo de IgE
especifica no soro.

(A) Imagem esquematica de duas mamadeiras idénticas, criadas para o teste de preferéncia.
Em uma delas, colocou-se a solucdo contendo o antigeno (Whey 20% em &gua) e em outra,
apenas agua. Em (B) os niveis de IgE anti BLG apds 24 horas do teste de preferéncia
alimentar realizados por ELISA. Os resultados foram expressos em UA + e.p.m, sendo p =
0,0061 (C) Consumo de agua ou Whey por camundongo (ml) a cada 4 horas. Animais
sensibilizados (BLG+) e ndo sensibilizados (BLG-) foram colocados em gaiolas
individualizadas e receberam duas mamadeiras como opcéo de fonte liquida : uma contendo a
solucdo de Whey a 20% e outra, apenas agua. Propositalmente, as mamadeiras eram trocadas a
cada 4 horas para mensuracdo do liquido ingerido e também tinham sua posicao invertida
entre si, para ndo haver influéncia da localizacdo das mesmas no comportamento alimentar.
Os resultados foram expressos pela média de consumo de cada animal, a cada 4 horas +
e.p.m, sendo o “n” de 5 camundongos nado sensibilizados (BLG-) e 5 animais sensibilizados
(BLG+). Em (D), a ingestdo de liquido por grupo de camundongos durante as 24 horas
iniciais de desafio oral. Os animais ndo sensibilizados (BLG-) e os sensibilizados (BLG+)
tinham opgdo de ingerir uma solucdo contendo Whey a 20% ou agua, em mamadeiras
idénticas. Os resultados expressos em (ml) sdo a média do total de liquido ingerido por grupo
+ e.p.m apds as 6 mensuragdes (24 horas de experimento) com “N” de 5 animais nao
sensibilizados (BLG-) e 5 animais sensibilizados (BLG+). ****p < 0,0001; ***p= 0,004.
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5 DiIscussAo

Trabalhos anteriores do nosso grupo relataram que camundongos submetidos a
inducdo de alergia alimentar apresentam uma significativa perda de peso corporal apos a
ingestdo continua e restrita do antigeno em solucdo (SALDANHA et al., 2004) e esse
processo era acompanhado por uma perda de tecido adiposo. Recentemente, Batista e
colaboradores demonstraram que a ingestdo prolongada do antigeno utilizado para a
sensibilizacdo alérgica na dieta por quatorze dias consecutivos era capaz de levar a
diminuicdo da IgE especifica para o antigeno (OVA) aos niveis de um animal sensibilizado e
ndo desafiado. Essa reducao dos niveis séricos de IgE promovida pela ingestdo prolongada do
alérgeno também promovia a recuperagdo parcial do peso desses animais (BATISTA et al,
2014).

Em nosso trabalho, camundongos sensibilizados com BLG e desafiados oralmente se
tornaram alérgicos, apresentando elevada producdo de IgE especifica para o antigeno apés 7
ou 14 dias de desafio oral. Ocorreu também nesses animais perda de peso sem que houvesse
recuperacdo do mesmo. A tolerancia oral, conforme ja citado, se relaciona com a supressdo
celular e humoral de uma resposta imune especifica (FARIA e WEINER, 2006) ou a
estabilizacdo da mesma em niveis que podem ser baixos ou até altos (VERDOLIN, 2001). No
trabalho de Batista e colaboradores (2014), os animais que tiveram baixos titulos de
anticorpos IgE especificos apds a ingestdo prolongada do alérgeno foram chamados animais
dessensibilizados (BATISTA et al, 2014). No presente trabalho, o modelo de alergia alimentar
a BLG demonstrou que, ao contrario do fenbmeno recentemente publicado por Batista e
colaboradores (2014), a ingestdo durante 14 dias da solucdo contendo o antigeno torna os
animais mais alérgicos, elevando significativamente os titulos de IgE especifica quando
comparados ao grupo que recebeu o antigeno por 7 dias. Nossa hipltese é que existem
diferengas na capacidade imunogénica da OVA e da BLG sendo que esta ultima é capaz de
gerar uma reacdo alérgica mais potente (maiores niveis de IgE). Além disto, existem
diferencas estruturais importantes entre as duas moléculas com relacdo a glicosilagdo. A
OVA, mas ndo a BLG, apresenta um namero grande de residuos de manose, 0 que a torna um
bom ligante de receptores de manose em células dendriticas (HUNTINGTON e STEIN,
2001). Esses receptores podem ser especialmente envolvidos na inducgéo de vias tolerogéncias
nessas celulas enquanto que outros receptores (utilizados na captacdo da BLG) podem ser

menos tolerogénicos.
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O trabalho publicado por Saldanha e colaboradores (2004) mostrou que 0s animais
sensibilizados intraperitonealmente e desafiados por via oral perdiam peso ap6s uma semana
de ingestdo do antigeno de forma continua (SALDANHA et al, 2004). De forma semelhante,
em nosso modelo, os animais sensibilizados e desafiados apresentaram perda de peso durante
0 desafio oral em ambos os tempos de desafio, 7 ou 14 dias. Os animais ndo sensibilizados,
por sua vez, ndo perdiam peso, 0 que nos permitiu inferir que a perda de peso se relaciona ao
status inflamatdrio do animal alérgico. Além disto, o consumo de dieta foi igual entre os
grupos sensibilizados ou ndo. Essa perda de peso foi observada também por Dourado e
colaboradores (2011) em um modelo de alergia alimentar a OVA em que 0s animais eram
cronicamente submetidos a ingestdo do antigeno incorporado a dieta (DOURADO et al,
2011).

Em diversas doengas cronicas, tais como céncer, artrite e doencas inflamatdrias
intestinais, a perda de peso é observada (SAINI et al., 2006; GRANADO et al 2009;
SHAMIR, 2009) e essa condicdo pode estar relacionada ao aumento da demanda energética
envolvida na resposta inflamatdria que prioriza substratos para gerar energia para as células
participantes do processo inflamatério. Esse fendbmeno envolve, de forma especial, a
mobilizagdo de lipides armazenados no tecido adiposo (WELLEN e HOTAMISLIGIL, 2005;
ESTEVE et al., 2005). Isto explica o fato da perda de peso nos animais alérgicos, no nosso
modelo, ser paralela a uma perda de tecido adiposo.

Estudos anteriores mostraram que disponibilizando 4gua ou uma solucédo de clara de
ovo adocicada como opg¢0es para beber, camundongos sensibilizados com OV A apresentavam
aversdo a ingestdo da solucdo com clara de ovo, fato que ndo acontecia nos animais controles,
ndo sensibilizados (CARA et al, 1994). Esse comportamento aversivo apresenta componentes
imunologicos, uma vez que ele pode ser transferido para animais ndo sensibilizados por meio
de células de baco de animais sensibilizados (CARA et al, 1997) e, adicionalmente, foi
demonstrado que a aversdo ao antigeno se relacionava a elevados niveis de IgE, pois ao
administrar anticorpos anti-Igg, o fendmeno da aversdo era abolido (BASSO et al, 2003).
Como esperado, durante o desafio oral, os animais sensibilizados com BLG ingeriram
menores quantidades de liquido quando comparados aos ndo sensibilizados (controles)
durante a maior parte do experimento. No entanto, nos ultimos dois dias de desafio oral por
tempo prolongado (periodo entre 0 12° e 14° dia), o consumo liquido de antigeno entre os

animais sensibilizados e ndo sensibilizados se igualou enquanto que os niveis de IgE
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especifica para a BLG foram maiores no tempo de 14 dias quando comparados ao tempo de 7
dias de desafio oral. Dessa forma, em nosso modelo, possivelmente os niveis de IgE
especificos ndo estdo diretamente relacionados a aversdo. Ou, alternativamente, ocorreu um
fendmeno mais importante que a aversdo relacionado a preferéncia dos animais pela solugéo
contendo a proteina BLG. Essa Ultima hipGtese nos levou a conduzir um experimento de
preferéncia alimentar em que os animais poderiam escolher entre beber uma solucao contendo
0 antigeno ou consumir agua durante o primeiro dia de desafio oral. Durante todas as 24 horas
de mensuragdo, os animais sensibilizados preferiam beber o liquido contendo a proteina BLG
a 4gua. Com mencionamos anteriormente, esse fato € interessante uma vez que esses mesmos
animais apresentaram niveis de IgE aumentados em relacéo aos ndo sensibilizados, mostrando
que, para esse antigeno, a presenca de IgE tampouco interfere na escolha de qual solucéo
beber. A preferéncia ocorre precocemente, pois desde o inicio do experimento, 0s animais
optaram por consumir quantidades maiores da solucdo contendo o antigeno, ainda que
alérgicos.

Os eosinofilos sdo granulécitos derivados da medula 6ssea que, em condicdes
saudaveis, estdo espalhados na lamina propria da mucosa gastrica e intestinal. Entretanto, em
pacientes com alergia alimentar, a distribuicdo, o ndmero, a morfologia e também o
comportamento funcional dessas células estdo alterados (MISHRA et al, 1999; SCHWAB et
al, 2003). Em camundongos BALB/c, uma alteracdo da mucosa intestinal decorrente da
alergia alimentar ¢ o aumento do infiltrado de eosinéfilos durante todo periodo de ingestdo do
antigeno (SALDANHA et al., 2004). Em doencas alérgicas cronicas, os eosinofilos séo
ativados pela IL-5 e atraidos por quimiocinas para o local da inflamacéo. Essas células sdo
responsaveis pela fase tardia da reacdo alérgica, produzindo peroxidase eosinofilica, que é
toxica ao epitélio (CARA et al., 2000). Em nosso trabalho, observamos o aumento do
infiltrado eosinofilico do jejuno proximal em ambos os tempos de desafio oral, durante 7 ou
14 dias. Essas células existem em abundéncia nos infiltrados inflamatérios da fase tardia de
reacOes alérgicas e contribuem para muitos dos processos patolégicos em doencas alérgicas
(LUKACS, 2001). Em nosso modelo, provavelmente os eosinofilos foram atraidos aos sitios
inflamatdrios, uma vez que essa populacéo esta presente em grande quantidade nos animais
alérgicos a BLG quando comparados aos animais controle ndo sensibilizados.

Uma vez que, pela analise histologica, houve uma mudanga significativa no tecido

devido a esse aumento observado de eosindfilos, procuramos por outros parametros que
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pudessem corroborar a inflamagdo microscopica. Mensuramos uma relagcdo entre o vilo do
intestino e a cripta do mesmo, o nimero de linfocitos intraepiteliais presentes e a producéo de
muco. Geralmente, os vilos intestinais sdo especializados na digestdo e absorcdo dos
nutrientes e sdo formados por enterdcitos absortivos, células caliciformes (produtoras de
muco), células de Paneth e células enteroenddcrinas (NEUTRA et al 2001).

Alguns trabalhos ja demonstraram que os vilos intestinais sofrem alteracdo
dependendo do conteudo antigénico a que sdo expostos. Em 2003, nosso grupo relatou um
estudo em que camundongos C57BL/6 alimentados desde o desmame com dieta na qual as
proteinas inteiras foram substituidas por aminoacidos (ndo imunogénicos) quando adultos
apresentavam vilos mais alongados quando comparados a animais convencionais, fato
semelhante ao que é retratado em animais isentos de microbiota e em neonatos (MENEZES,
etal 2003).

Observamos alteragdes na relagcdo entre o tamanho dos vilos e criptas intestinais dos
camundongos. Verificamos que os animais ndo sensibilizados que receberam apenas agua
durante todo o experimento apresentavam vilos mais alongados quando comparados aos
animais sensibilizados ou ndo e que recebiam o desafio oral, mostrando que as proteinas do
soro do leite por si sO ja causaram alguma alteracdo na relagdo vilo/cripta em ambos tempos
de desafio, por 7 ou 14 dias. Os animais alérgicos, por sua vez, exibiram encurtamento nos
vilos quando comparados aos seus controles ndo sensibilizados, fato observado apenas com a
exposicao continua do antigeno por via oral por um periodo prolongado (14 dias). Esses
dados estdo de acordo com o que retrata a literatura: a atrofia ou encurtamento nos vilos é
uma reacdo nao especifica da mucosa intestinal as mais variados injarias inclusive as
inflamatdrias (FERGUNSON e MURRAY, 1971). Possivelmente, o consumo das proteinas
do soro de leite foi capaz de causar modificagcdes morfologicas nesses vilos e sua reducéo de
tamanho. Nos animais alérgicos apresentavam uma reducdo mais acentuada quando
comparados aos ndo sensibilizados que consumiram agua ou o antigeno.

Outro parametro analisado foi o numero de linfécitos intraepiteliais (IELS) em
relacdo ao nimero de enterocitos. Os IELs residem entre a superficie basolateral das células
epiteliais intestinais e representam uma populacdo de células T importantes no intestino
delgado (KUNISAWA e KYIONO, 2005). Sabe-se que os IELs estdo sob influéncia da dieta
e da microbiota (SMITH e NAGLER-ANDERSON, 2005). De fato, o namero de linfocitos

intraepiteliais pode ser aferido a cada 100 enterdcitos de um vilo (FERGUNSON e
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MURRAY, 1971). Nosso trabalho mostrou que, em ambos os tempos de desafio oral, por 7
ou 14 dias, o numero de IEL foi maior em animais alérgicos. Provavelmente esse fato se da
pelo estimulo inflamatorio local ao recrutamento de linfécitos para esse compartimento do
intestino.

A producéo de muco por células caliciformes foi outro pardmetro analisado em nosso
trabalho. Todos os grupos, sensibilizados ou ndo, mantiveram sua producdo de muco
independentemente dos outros efeitos relatados no modelo de alergia. Esse fato é contrario ao
que foi descrito por Saldanha e colaboradores (2004). Camundongos alérgicos a OVA
possuiam niveis elevados de muco quando comparados a seus controles ndo alérgicos
(SALDANHA et al, 2004).

Como ja citado, a IgA secretoria (slgA) é uma subclasse ndo inflamatéria de
anticorpo presente em todas as secre¢gdes mucosas, representando um mecanismo de excluséo
de microrganismos patogénicos sem que haja uma resposta inflamatéria atuante
(MACPHERSON et al, 2008). Nosso trabalhno mostrou que a producdo de slgA estava
elevada em animais alérgicos submetidos a 14 dias de desafio oral com o antigeno. Sendo a
slgA um anticorpo envolvido na exclusdo imunes, seus niveis mais elevados nesse periodo de
desafio em que ha um tempo mais persistente de injuria tecidual indica que ela pode cumprir
um papel protetor talvez reduzindo a entrada da proteina alergénica.

Em 2004, Frossard e colaboradores realizaram um estudo em que animais
sensibilizados com BLG por meio de multiplas gavagens apresentavam niveis de IL-4 nos
linfonodos mesentéricos maiores quando comparados aos animais controle (FROSSARD et
al, 2004). Um achado semelhante foi descrito em outro modelo de alergia alimentar a
tropomiosina de camardo: 0s animais sensibilizados apresentavam aumento de IL-4 no jejuno
(CAPOBIANCO et al, 2008). Dessa forma, niveis elevados dessa citocina ja foram
demonstrados em doencas alérgicas. Ao avaliarmos a producdo dessa citocina tanto nos
linfonodos mesentéricos quanto no jejuno proximal dos camundongos, em ambos os tempos
experimentais, os niveis locais de IL-4 foram maior nos animais sensibilizados quando
comparados aos seus controles néo sensibilizados, demonstrando a importancia dessa citocina
em nosso modelo experimental de alergia alimentar. De fato, a IL-4 é bastante importante em
fendmenos alérgicos, pois contribui para a producgdo de IgE, para o aumento da adesdo dos

eosindfilos as células endoteliais vasculares e promove sua infiltracdo nos sitios inflamatorios
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por meio da regulacdo de marcadores de superficie de eosinéfilos (VL4-A, por exemplo) e do
endotélio (VCAM-1) (TEIXEIRA et al, 2005).

A 1L-10 é uma inibidora da producéo de citocinas pelas células Thil, atraves da sua
acdo em células dendriticas e macrdfagos, o que resulta na inibi¢do da produgdo de citocinas
pro-inflamatorias, da expressaio de MHC classe 1l e de moléculas co-estimulatorias
(HAWRYLOWICZ e O'GARRA, 2005). Em nosso trabalho, medimos os niveis de IL-10
nos linfonodos mesentéricos e no jejuno proximal. Observamos reducdo de sua producdo no
jejuno tempo de 14 dias de desafio oral nos animais sensibilizados quando comparados aos
animais controles ndo sensibilizados. Também foi interessante notar que o grupo que recebeu
o0 protocolo de sensibilizacdo e ndo foi sensibilizado, também manteve niveis baixos de 1L-10
guando comparados aos animais que ndo passaram pelo processo da sensibilizacdo. Assim, a
sensibilizacdo dos animais com o uso de adjuvante alterou a producdo da IL-10. Sabe-se que
essa citocina é importante na manutencdo da homeostase da mucosa intestinal, pois
camundongos geneticamente deficientes para 1L-10 desenvolvem colite de forma espontanea
(KUHN et al., 1993) Em nosso trabalho, ficou evidenciado que a exposicdo continua ao
antigeno interfere nos niveis de IL-10. Por outro lado, no jejuno proximal, a citocina TGF-,
também conhecida como anti-inflamatdria, esteva elevada nos animais sensibilizados e
desafiados oralmente no periodo de 7 dias. A sensibiliza¢do por si s6 ndo alterou os niveis de
TGF-B. A producdo aumentada dessa citocina pode ocorrer como um mecanismo de
compensacdo pela baixa producdo de outra citocina, a IL-10, uma vez que TGF-  é uma
citocina envolvida em mdltiplas funcdes, que incluem inibicdo da proliferacdo celular,
diferenciacdo e sobrevivéncia de algumas populacbes assim como reparo de tecidos
(MASSAGUE, 1990).



69

6 CONCLUSAO

Relatamos, nesse trabalho, um novo modelo de alergia alimentar a proteina do leite
B-lactoglobulina no qual os animais perderam peso, apresentaram elevados niveis de IgE e
alteracdes histologicas compativeis com inflamacéo alérgica na mucosa do intestino delgado.
Nesse modelo, os animais sensibilizados apresentaram também aversao parcial a ingestdo do
antigeno, visto que, embora consumam menos antigeno quando comparado aos Sseus
controles, o nivel desse consumo ainda é elevado. Frente a possibilidade de escolher entre
ingerir a solucdo contendo antigeno ou apenas agua, animais sensibilizados previamente e 0s
ndo sensibilizados optaram por consumir o antigeno, um fato que precisa ser melhor
investigado uma vez que leva em considera¢do mecanismos comportamentais e imunol6gicos
que estdo intimamente relacionados.

O modelo apresentado pode ser Util para estudos futuros sobre 0s mecanismos
envolvidos no desenvolvimento de alergia alimentar as proteinas do leite, e apresenta algumas
vantagens com relacdo aos outros: ele reproduz todas as caracteristicas anteriormente
descritas como tipicas da alergia alimentar, é de répida execucdo, menos invasivo para 0s
camundongos e requer pouca manipulacdo desses animais. Sendo assim, consideramos esse
novo modelo uma ferramenta poderosa ndo somente para o estudo da alergia alimentar as
proteinas de leite mas também pode ser usado como um modelo em que estratégias

experimentais de tratamento da alergia alimentar as proteinas do leite possam ser utilizadas.
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