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RESUMO

As alergias s&o doencas cronicas caracterizadas por um aumento na
capacidade de linfécitos B de sintetizarem imunoglobulina do isotipo IgE contra
antigenos que entram no organismo pela da inalagdo, ingestdo ou penetracéo
pela pele conduzindo a uma hiperatividade imunoldgica, inflamacgéo alérgica e,
como visto em nosso modelo, perda de 20% do peso corpéreo em animais
BALB/c sensibilizados. O antigeno alimentar utilizado foi ovalbumina,
administrado uma semana ap0s sensibilizacdo, via solucédo feita com agua e
com clara de ovo “in natura” ou clara de ovo liofilizada (ambas com ovalbumina
na concentragdo de 10%) e na ragdo (ovalbumina na concentracdo de 14%).
Quando os animais recebiam solucéo de clara como Unica opcéo liquida, a dieta
se tornava desbalanceada. A presenca de proteina na solucdo gerava um teor
protéico além das necessidades fisiologicas dos animais. Tornou-se necessario
fazer uma racdo balanceada, baseada na AIN93G, em que ovalbumina era a
fonte protéica para analisarmos se 0 emagrecimento era de origem nutricional.
Constatou-se que a racdo balanceada causou o emagrecimento ainda mais
acentuado nos animais BALB/c sensibilizados. Isto fortalece a teoria de que o
emagrecimento, neste modelo, estd relacionado com a alergia. Quando
testamos 0 modelo em animais C57BL/6 nao se verifica alta producédo de IgE e
emagrecimento. Podemos dizer que o emagrecimento estd acompanhado do
aumento de IgE. Quando desidratamos as carcacas dos animais em estudo
(BALB/c e C57/BL6) vimos que os animais C57BL/6 sensibilizados retinham
liqguido enquanto que os néo sensibilizados ndo. Diante deste dado, concluimos
gue os animais C57BL/6 ndo estdo emagrecendo pois seu peso estd mascarado
pela retencdo de liquidos. Os animais ndo sensibilizados tém mais gordura
abdominal do que os animais sensibilizados de ambas as linhagens. Essa perda
da gordura é devida ao aumento da taxa de metabolismo. Este acontecimento &
devido a: via endocrino-metabolica, pela atuacdo dos hormonios e dos

substratos; via imunologica, com o envolvimento de células e mediadores



(citocinas). Logo, conseguimos provar que a perda de peso esta relacionada

com mecanismos imunologicos e ndo nutricionais.



ABSTRACT

Allergic diseases have reached epidemic proportions and are characterized by
IgE production against antigens that gain the organisms through the mucosas.
Here, we used a allergy model which BALB/c mice receive ovalbumin orally after
sensitization with ovalbumin. After the oral challenge with egg white solution, the
ovalbumin sensitized BALB/c mice usually show intestinal modifications, with
mucous production, edema, increased of the number of mast cells and
eosinophils. Systemic signals are associated with antiovalbumin IgE productions
and loss of body weight. In order to see whether or not the lost of the weight had
nutrituional or immunological mechanisms, we used balanced diets containing
ovalbumin. The liophilization of the ovalbumin did not reduce its allergenicity,
once ovalbumin sensitized BALB/c mice lost their weight after ingestion of natural
egg white, liophilized egg white in water or liophilized ovalbumin inside the diet.
The ingestion of ovalbumin diet after ovalbumin sensitization also caused
intestinal mucous production and IgE production in both BALB/c and C57BL6
mice. , reduction of abdominal fat and increased of hepatic cholesterol n BALB/c
mice. In BALB/c, the reduced body weight was associated with reduction of
muscle mass and abdominal fat. There was general edema in ovalbumin
sensitized C57BL6, and reduction of abdominal fat after ovalbumin diet
consumption. Increased hepatic cholesterol concentration was find in both
animals after ovalbumin ingestion. These results were not connected to TNF-
alpha production. Although much is still unknown about the etiology of cachexia
in this allergy model, we suggest that this model reproduce clinical allergic
situation in which multiple cytokines, neuropeptides, classic stress hormones,

and intermediary substrate metabolism are involved.



INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1- Introducéo e revisdo de literatura

Quando as reacdes adversas a alimentos sdo causados por mecanismos
imunoldgicos sao ditas alergias alimentares enquanto que quando causadas por
reacfes toxicas, farmacoldgicas, metabodlicas ou idiossincraticas a substancias

guimicas sao ditas intolerancias alimentares (PARKER et al., 1993).

O termo hipersensibilidade alimentar também pode ser usado para se referir a
essas reacbes adversas mediadas imunologicamente (SAMPSON &
METCALFE, 1992).

As alergias sdo desordens que acometem cerca de 20% a 30% da populagéo
humana em paises desenvolvidos, estando entre as doencas crbnicas mais
comuns (MATYSIAK-BUDNICK & HEYMAN, 2002).

Os principais alimentos que tém sido citados como causadores de alergias
alimentares sao: leite, ovos, amendoim, castanhas, camardo, peixe e soja
(BOCK, 1986; METCALFE, 1998).

Para que a reacao alérgica a um alimento ocorra, proteinas ou outros antigenos
devem ser absorvidos pelo trato gastrointestinal, interagir com o sistema

imunoldgico e produzir uma resposta.

A alergia € caracterizada por um aumento na capacidade de linfécitos B de
sintetizarem imunoglobulinas do isotipo IgE contra antigenos que entram no
organismo atraveés da inalacdo, ingestdo ou penetracéo pela pele (PICCINNI et
al., 2000), conduzindo a uma hiper atividade imunolégica e a uma inflamagé&o

alérgica (BUFE, 1998). Esses antigenos sédo considerados inocuos, mas



capazes de induzir quadros patolégicos em individuos sensibilizados. A alergia

alimentar esta incluida entre as alergias mais comuns em criancas.

1.1- Sistema Imune e alimentos

Em condigbes normais, a reacdo alérgica a alimentos é evitada pois o trato
gastrointestinal e o sistema imunolégico fornecem uma barreira que impede a

absorcédo da maioria dos antigenos.

O intestino € a principal via de entrada de antigenos no corpo e os linfécitos ali
presentes na mucosa, submucosa, placas de Peyer ou linfonodos mesentéricos
sdo responsaveis pela montagem da resposta imune adequada contra esses
antigenos (SPRINGER, 1994).

O lumen gastrintestinal contém uma variedade de substéancias nocivas, incluindo
antigenos e agentes quimicos ingeridos com o alimento, bem como
microrganismos e seus produtos téxicos. No entanto, em condic¢des fisiologicas,
0 sistema gastrintestinal apresenta muitas barreiras para evitar constantes
reacdes a esses patogenos. Entre elas podemos citar o muco que cobre
continuamente e de forma aderente a mucosa digestiva; as enzimas gastricas
(pepsinas), pancreaticas (tripsina, quimitripsina carboxipeptidases) e intestinais
(aminopeptidases e dipeptidases) (LAMONT, 1992) e a producao de IgA que se
liga a moléculas antigénicas e dificultam sua penetracdo no organismo
(MESTECKY, et al., 1986). A mucosa do trato gastrintestinal contém um grande
namero de células imunocompetentes, incluindo mastocitos e granulécitos. Tem-
se tornado claro que essas células representam importantes papéis na fisiologia
(imunorregulacao, remodelamento do tecido e defesa do hospedeiro) (GALLI &
WERSHIL, 1996; LORENTZ & BISCHOFF, 2001) e na patofisiologia (YU &
PERDUE, 2001).



A administracdo oral de antigenos pode levar a trés principais consequéncias:
resposta imune local com producdo de IgA secretdria (imunizagdo local), uma
resposta inflamatoria sistémica com producdo de anticorpos séricos especificos
(imunizacdo oral) ou, mais frequentemente, uma supressado da reatividade

imunoldgica sistémica denominada tolerancia oral (FARIA & WEINER, 1999).

A tolerancia oral foi definida como um estado imunoldgico no qual o animal se
torna refratario & imunizacdo induzida com um antigeno que foi previamente
administrado por via oral, apresentando repercussdes sobre diversos tipos de
manifestacdo da reatividade imunoldgica. Ela reduz o titulo de anticorpos de
diversos isotipos no soro (HANSON, et al., 1977; VAZ, et al., 1987, MELAMED
et al., 1996), reduz ou abole rea¢gbes de hipersensibilidade do tipo retadada
(DHT) (MILLER & HANSON, 1979; TITUS & CHILLER, 1981), o aparecimento
de células secretoras de anticorpos (RICHMAN, et al., 1978; TITUS & CHILLER,
1981), o ritmo de clareamento de antigenos na circulacdo (HANSON, et al.,
1979), a proliferacdo de linfécitos T em cultura (RICHMAN, et al., 1978, TITUS &
CHILLER, 1981) e a secrecdo de citocinas (FISHMAN-LOBELL, et al., 1994,
MELAMED, et al., 1996).

O resultado da administracdo de antigenos por via oral é dependente de varios

fatores, ligados ao antigeno ou ao animal, que serdo descritos a seguir:

a) Fatores relacionados ao antigeno:

- Natureza: Um grande nuamero de antigenos diferentes ja foi utilizado para a
inducdo da tolerancia oral. Podem ser antigenos inertes e/ou soluveis, timo-
dependendes, como por exemplo, as proteinas ou podem ser materiais
particulados, patdgenos invasivos e agentes inflamatorios, como toxinas, que
muitas vezes induzem a imunizacao local e sistémica (FARIA & WEINER,
1999).



- Dose: Por Saklayen et. al. (1984) baixas doses séo suficientes para inibir o
desenvolvimento de hipersensibilidade do tipo tardia e doses mais altas sao
necessarias para inibir a producéo de anticorpos (com excecao de IgE).

- Regime de administracdo: a administracao de antigeno de forma continua é
mais efetiva do que uma Unica administracdo para a indugéo da tolerancia
oral (SAKLAYEN, et al., 1984).

b) Fatores relacionados ao animal:

- Idade: h& alguns trabalhos que demonstram que a administracdo de
antigenos a animais neonatos ndo leva a inducdo de tolerancia oral
(HANSON, 1981; STROBEL & FERGUSON, 1984; MILLER, et al., 1994). Um
trabalho recente demonstrou que animais neonatos sdo susceptiveis a
inducdo da tolerancia oral desde que as formas de administracdo e de
desafio sejam adequadamente utilizadas (TOBAGUS, et al.,, 2004). A
diferenca de neonatos com animais adultos esta em possuir caracteristicas
de absorcdo de antigenos e a falta de um sistema imune completamente
maduro (FARIA & WEINER, 1999). A senescéncia também afeta a indugéo
da tolerdncia oral. Uma diminuicdo na susceptibilidade de inducdo de
supressdo da producdo de anticorpos pela tolerancia oral € observada em
camundongos a partir de 25 semanas de idade (FARIA, et al., 1998). Esta
dificuldade deve-se a alteragcbes que ocorrem no sistema imune com a
senescéncia, levando a uma rigidez das interacbes celulares, cuja
plasticidade € necesséria para o funcionamento do sistema imune e
consequentemente para a inducédo da tolerancia oral (FARIA, et al., 1993).
No entanto, a administracdo do antigeno de forma continua por ingestao
voluntéria € capaz de superar esta dificuldade e induzir a tolerancia oral em
animais senescentes (FARIA, et al., 1998).

- Background genético: a maioria das linhagens de camundongos €
susceptivel a inducdo da tolerdncia oral. Isto pode estar associado ao
haplotipo do Complexo de Histocompatibilidade Principal (MOWAT, et
al.,1987) e a outros genes (VAZ, et al., 1987).



- Status Imunologico: a tolerancia oral é facilmente induzida de forma
imunogénica em animais que ainda ndo entraram em contato com o
antigeno. Em animais imunes, a administragdo oral do antigeno pode resultar
em respostas imunes secundarias (CONDE, et al., 1998). No entanto,
iniciando o tratamento oral em um curto periodo de tempo apés a imunizacao
e utilizando-se doses maiores ou frequéncia de administracdo maior, €

possivel induzir a tolerancia oral (CHUNG, et al., 1999).

Mesmo frente as varias barreiras existentes, os antigenos da dieta podem entrar
na mucosa intestinal através das células M situadas nas placas de Peyer.
Macréfagos residentes nesta placa fagocitam, processam e apresentam
peptideos unidos a molécula de histocompatibilidade principal (MHC) II para
linfocitos T. Estes, ativam linfocitos B comprometidos com a sintese de IgA. As
células T e B migram, entdo, das placas de Peyer para os linfonodos
mesentericos; destes, trafegam para o ducto toracico chegando na circulacdo
sanguinea. Da circulacdo, os linfocitos ativados retornam a mucosa digestiva e
passam a residir na lamina propria onde irdo secretar mais IgA (HELM &
BURKS, 2000).

Em algumas situacdes, a intera¢do do antigeno com as células imunolégicas ira
conduzir a uma resposta do tipo T helper (Th) 2 com producdo de IgE. O
mecanismo responsavel pelo desenvolvimento preferencial da resposta tipo Th2
reativas ao alérgeno em sujeitos atopicos ndo tem sido ainda completamente
esclarecido. Atencdo tem sido dada aos possiveis papéis das células
apresentadoras de antigenos, ao repertorio de células T e citocinas presentes no

micro-ambiente durante a apresentacédo do antigeno (PICCINNI et al., 2000).

Nessas condi¢des, as células B sintetizam IgM especifica ao antigeno na
primeira exposicdo ao alérgeno. O peptideo é entdo apresentado a célula T
CD4" especifica ao antigeno via a MHC de classe Il. A mudanca de IgM para

IgE requer interagBes entre antigeno, células B especificas e células T. As



células T ativadas secretam interleucina (IL)-4 e expressam o ligante CD 40, que
age sobre as células B, tornando-as plasmécitos secretores de IgE e produzindo
células B de memdria. Quando ocorrer uma nova exposi¢do ao antigeno, IgE
especifica serd secretada pelos plasmdcitos e se ligardo aos mastocitos. A
reacdo imediata inicia-se pelo crosslinking de IgE como antigeno, seguido pela
ativacdo e desgranulacdo dos mastocitos. Mediadores pré-formados como
histamina, enzimas e fatores quimiotaticos séo liberados, e outros mediadores
(prostaglandinas e leucotrienos) sdo formados. Estes mediadores séo
responsaveis pelos sintomas das reacdes alérgicas. Histamina, prostaglandina e
leucotrienos promovem a vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e
contracdo da musculatura lisa. Fatores quimiotaticos atraem eosinofilos que
liberam outros mediadores prolongando a resposta alérgica (ANDERSON, 1997,
FULEIHAN, 1998; SMARTIN et al., 2001).

As primeiras modificacOes referem-se a eventos vasculares, com inicio apés 15
a 30 minutos. Tais eventos incluem a vasodilatacdo gerada pela histamina,
prostaglandina D, e pelo PAF, e o aumento da permeabilidade vascular,
desencadeada pela acao da histamina, leucotrieno C, e PAF em receptores das
células endoteliais. A vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular
geram o eritema na pele e o edema no subcutaneo, trato respiratorio ou
digestivo. Tanto no trato respiratorio como no digestivo, mediadores como a
histamina e PGD, podem estimular a produ¢do de muco. No trato respiratorio, o
PAF, a histamina e a PGD, induzem a broncoconstricdo e, no trato
gastrointestinal, a histamina, as prostaglandinas e o PAF geram um desequilibrio
eletrolitico com perda de ions e agua, levando a um estado de diarréia e
aumento da permeabilidade a macromoléculas (WASSERMAN, 1983; PLAUT,
1997).

A IL-5 e a eotaxina seletivamente induzem a infiltracdo de eosindfilos na mucosa
intestinal durante a reacdo alérgica (BAE et al., 1999). A IL-5, derivada de uma

resposta Th2, estimula a maturacdo de eosinofilos e a mobilizagdo dessas



células da medula 6ssea para o sangue. Os eosinodfilos sdo recrutados para o
tecido principalmente em resposta a producdao local de eotaxina (FOSTER et al.,
2002). No local da leséo, os eosindfilos liberam uma abundancia de mediadores
altamente citotdxicos e pro-citotoxicos, como a proteina basica principal,
proteina catidnica eosinofilica e peroxidase, contribuindo para a fase tardia da
reacdo que ocorre trés a doze horas depois da degranulacdo dos mastocitos
(TEPPER et al., 1989; BISCHOF & MEEUSEN, 2002).

Sendo assim, podem-se listar sintomas freqientemente provocados em varios
orgaos alvos durante as reacgOes alérgicas induzidas por alimento. A pele pode
apresentar urticaria, rubor, erupcao pruritica eritematosa, dermatite atopica. O
trato gastrointestinal apresenta inchaco dos labios, lingua ou mucosa oral,
nausea, paralisia abdominal ou colica, vomito ou refluxo, e diarréia. No trato
respiratorio ocorre a congestdo nasal, edema laringeal, disfonia e espirros.
Dependendo da gravidade do quadro anafilatico pode ocorrer hipotenséao,
choque, desmaios e vertigens. (SAMPSON, 1999).

A etiologia das alergias mediadas por IgE é complexa e pouco entendida. Uma
caracteristica comum € a super producéo de citocinas como IL-4, do repertorio
Th2, que induzem essa producéo de IgE. A diferenciacdo de células T virgens
para o fenétipo Th2 parece ser dependente de certas citocinas presentes nos
estagios iniciais da resposta imune (HAAS et al., 1999). Varios estudos tém
mostrado que as células T do sangue periférico respondem ao alérgeno in vitro
produzindo citocinas do tipo Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13, e ndo do tipo Thil,
como interferon-gama (IFN-y) e IL-12 (KAY, 2000).

As citocinas do tipo Th2 influenciam uma variedade de eventos associados com
a inflamacao alérgica crénica. Em adicdo a estimulagédo da producéo de IgE (IL-
4, 1L-13), esses efeitos incluem maturacdo de eosindfilos (IL-5, IL-9), aumento
na expressdo das moléculas de adesao celular expressas nos vasos (VCAM-1),

seletivas para eosinofilos/baséfilos (IL-4, I1L-13), desenvolvimento de mastécitos



(IL-3, IL-9, stem cell factor - SCF), hipersensibilidade respiratoria (IL-9, IL-13) e
producéo excessiva de muco (IL-4, IL-9, IL-13) (KAY, 2000).

Ha varios modelos experimentais que podem mimetizar doengas, como a
alergia, e contribuir para o entendimento dos mecanismos que as envolvem.
Esses modelos podem, também, servir para testes de possiveis terapias
farmacologicas. Recentemente, Saldanha et al. (2004), desenvolveram um
modelo de alergia crénica no qual a resposta imune do tipo Th2 € induzida para
um antigeno alimentar. Nesse trabalho, camundongos recebem a injecdo do
antigeno (ovalbumina) associado a um adjuvante, hidroxido de aluminio, que
estimula a resposta do tipo Th2. Apos a sensibilizacdo, os animais tém como
Unica opcéo liguida uma solucdo contendo o0 mesmo antigeno. Esse desafio oral
leva a varios sinais classicos do processo alérgico, como: producdo de IgE,
aumento da permeabilidade vascular, infiltrado de eosindfilos na mucosa
intestinal, hiperplasia de mastocitos e aumento da producdo de muco. Um dos
sinais sistémicos mais marcantes e ainda sem explicacdo foi o0 emagrecimento
acentuado dos animais uma semana apos o inicio da ingestdo do antigeno. O
mecanismo associado a esse emagrecimento ainda nao esta elucidado e foi alvo

de indagacao dos revisores do artigo.

1.2- Metabolismo — Nutricdo e emagrecimento

O estado nutricional, que pode ter como reflexo o peso corpéreo, expressa o
grau no qual as necessidades fisiologicas por nutrientes estdo sendo
alcancadas. Deve haver um equilibrio entre ingestdo de nutrientes e

necessidades de nutrientes para que o0 peso corpéreo também se mantenha.

Uma dieta adequada e balanceada é aquela que atinge todas as necessidades
nutricionais para a manutencgdo, reparo, processos de vida e crescimento ou
desenvolvimento. Inclui todos os nutrientes em quantidades apropriadas e

proporcionais uns aos outros. A presenca ou auséncia de um nutriente essencial



pode afetar a disponibilidade, absor¢céo, metabolismo ou necessidades dietéticas

de outros.

As proteinas sdo macronutrientes fundamentais para o0 crescimento,
regeneracdo e renovacao de tecidos (0ssos, musculos, pele, cabelos, unhas),
producdo de horménios, enzimas e integridade do sistema imunolégico. Sdo
encontradas, principalmente, em alimentos de origem animal (leite, ovo, carnes
em geral), frutos oleaginosos (amendbdas, amendoim, nozes) e graos (feijoes,
soja, ervilhas, lentilhas e grao de bico) e sementes (gergelim, girassol, linhaca).
Para nosso corpo formar suas proprias proteinas sdo necessarios 22 tipos de
aminoacidos, sendo 8 essenciais (necessitam vir da alimentagdo), 2 semi-
essenciais (sdo necessarios em algumas fases da vida) e 10 ndo essenciais
(nosso organismo produz). Em 1991, o método que mede a qualidade das
proteinas - PDCAAS (Protein Digestibility-Corrected Amino Acid Score) - foi
recomendado pela FAO/WHO (Food Agriculture Organization/World Health
Organization) e adotado pela FDA (Food and Drug Administration) na avaliagdo
de todos os alimentos destinados a adultos e criancas acima de 1 ano de idade.
De acordo com este método, que classifica a qualidade das proteinas em uma
escala de 0 a 1, a Proteina da Soja possui um valor minimo de 0,8, proximo ao
valor da Carne Bovina, de 0,92, e da Caseina do Ovo (proteina completa), de 1.
Conforme posicionamento da American Dietetic Association (1997), fontes
variadas e complementares de aminoécidos, ao longo do dia, garantem
perfeitamente o atendimento das necessidades protéicas de individuos
saudaveis. Individuos adultos saudaveis e sedentarios necessitam de 0,8 a 1,2 g

de proteinas/kg de peso corporal/dia.

O tamanho e a freqUéncia das refeicdes também séo aspectos fundamentais da
nutricdo que podem ter profundos efeitos na saude e longevidade de animais de
laboratério. Em humanos, o excesso de energia ingerida esta associado com
aumento da incidéncia de doenca cardiovascular, diabetes e, com certeza, ao
cancer (MATTSON, 2005).



Na figura 1, que se segue, mostramos as influéncias dos diferentes niveis de

ingestédo de energia e os sintomas causados por estes.

Figura 1: Influéncia de diferentes niveis de ingestdo de energia.

Obesidade e zona de doenca - Excesso de ingestdo de energia

DOENCA CARDIOVASCULAR, DIABETES,
CANCER, DESORDENS
NEURODEGENERATIVAS, DOENCAS DO
FIGADO, MORTE PREMATURA

Doenca e zona de risco 2 | Ajta ingestéo de energia

RESISTENCIA A INSULINA
HIPERTENSAO
ESTRESSE OXIDATIVO

Zona de dtima salde 2 | Baixos niveis de ingestdo de energia
SENSIBILIDADE A INSULINA

BAIXA PRESSAO SANGUINEA
BAIXA TEMPERATURA CORPORAL

A i S Muito baixo nivel de ingestdo de energia
norexia = | PERIGO TECIDUAL
FALENCIA ORGANICA

Energia é definida como a capacidade de realizar trabalho. Na nutri¢do, refere-
se a maneira pela qual o organismo utiliza energia situada nas liga¢cdes quimicas
gue estdo dentro do alimento. A energia liberada acompanha a sintese e a
manutencdo dos tecidos corpéreos, conducao elétrica da atividade nervosa, o
trabalho mecanico do esforco muscular e a producdo de calor para a
manutencdo da temperatura corporea. A unidade padrdo para medida de
energia € a caloria, que é a quantidade de energia térmica necessaria para se
elevar a temperatura de 1 mL de agua, numa temperatura padrao inicial, de 1<C.

a quantidade de energia envolvida no metabolismo dos alimentos é alta e, por



isto, usamos a quilocaloria (kcal) que é igual a 1000 calorias.

As necessidades nutricionais de um organismo sédo estimadas somando-se o
gasto de energia no repouso, a energia requerida para atividade fisica e o efeito

térmico do alimento.

As necessidades nutricionais refletem as taxas de crescimento, energia gasta na
atividade, necessidades metabdlicas basais e interacdo dos nutrientes. O melhor
método para determinar a adequacdo das ingestdes de energia dos seres em
crescimento € monitorar cuidadosamente seu ganho em altura e peso. Se ha
uma reducdo na taxa de ganho de peso, ndo ganha peso ou perde peso, a
ingestdo de energia e nutrientes deve ser cuidadosamente monitorada.

As dietas com pouco carboidrato alteram o paladar e reduzem o apetite devido a
alta formacéo e concentracdo de corpos cetbnicos no sangue (cetoacidose). Os
corpos cetbnicos sdo substancias derivadas da utilizagdo de gordura como
principal fonte de energia. Nesse tipo de alimentacdo ocorre um desvio do
metabolismo: ao invés do corpo utilizar carboidratos como fonte de energia sao
utilizadas as gorduras, s6 que a um custo fisiolégico alto, pois ocorre o
desequilibrio bioquimico do organismo.

Ao falarmos de emagrecimento, temos que falar de deficiéncia alimentar. A
deficiéncia alimentar pode ser classificada de duas maneiras: a simples ou n&o
complicada e a estressada ou complicada, que apresentam respostas

metabdlicas bastante distintas.

A desnutricdo simples, também dita inani¢do, € devido a falta ou fornecimento
de nutrimentos ao organismo, na auséncia de fatores estressantes. Nao é o que

ocorre no modelo citado de alergia.



A desnutricBo estressada se caracteriza por hiperatividade metabdlica. Em
conseqléncia ha consumo protéico acelerado e a desnutricdo grave e rapida.
Ha aceleracdo nas reacfes quimicas para produzir energia. H4 grande consumo
de substratos organicos, principalmente proteina, aumento do gasto energético
basal (devido ao maior consumo de oxigénio, maior producdo de gas carbbdnico
e estado hiperdindmico). (CERRA, 1987). A rapida perda de musculatura
esquelética e o balanco nitrogenado persistente negativo sdo caracteristicos do
quadro.

A resposta neuroenddcrina e a liberagdo de mediadores da inflamacéo estéo
presentes nessas alteracdes metabodlicas. H& uma quebra dos mecanismos
defensivos e, com isto, a protedlise acelera-se e sobrevém desnutricdo grave
por hipercatabolismo. O meio hormonal passa a ter acdo decisiva na
persisténcia do consumo orgéanico. Os trés hormonios do estresse, ditos
hormoénios catabdlicos, sdo catecolaminas, cortisol e glucagon. Estes estdo em
concentracoes alteradas na presenca do estresse grave. Eles causam efeitos
como: aumento do metabolismo basal, elevacdo da glicemia, resisténcia a

insulina e balango nitrogenado negativo.

As catecolaminas atingem valores maximos imediatamente apds o trauma. Ao
mesmo tempo em que ocorre esta resposta do sistema nervoso simpatico, o
eixo hipotalamo-hipofisario é ativado e desencadeia a liberagdo de cortisol. O
glucagon tem sua liberacdo estimulada pela atividade simpatica e adrenalina
circulante. (DOUGLAS & SHAW, 1989).

No modelo publicado por Saldanha et al. (2004), os animais ingeriam a ragao
Primor, que se baseia nas necessidades nutricionais dos camundongos e, além
disto, bebiam uma solugédo de agua contendo clara de ovo a 20%. Isto gera um
desequilibrio nutricional pois os animais estao ingerindo mais proteina do que
deveriam. Supostamente, idealizou-se que este desequilibrio nutricional poderia

estar causando o emagrecimento dos animais alérgicos. Serd que esta dieta



desequilibrada dos camundongos esta sendo responsavel pelo emagrecimento

deles?

1.3- Alergia e emagrecimento

O processo inflamatério que ocorre na alergia pode elevar a taxa de
metabolismo basal. A taxa metabdlica aumentada exige a mobilizacdo das
reservas de nutrientes do corpo para fornecer substratos para a demanda
energética aumentada. As reservas do corpo de carboidrato, principalmente
glicogénio, sdo esgotadas nas primeiras 24 horas. Gordura e proteina servem
como as principais fontes de energia. No estado hipermetabdlico ha catabolismo
protéico liquido obrigatério em uma tentativa de prover substratos para
gliconeogénese e aminoacidos para sintese aumentada de proteinas de fase
aguda. Triacilgliceréis armazenados também sdo mobilizados e oxidados para
fornecer substratos para o estado hipermetabdlico, mas sdo incapazes de
prevenir catabolismo de proteinas. Em suma, deve-se considerar que o estresse
e a injuria aumentam as necessidades energéticas totais. Para isso, uma
avaliagcdo minuciosa da desidratacdo corpOrea e a determinacdo da quantidade
de glicose e proteinas totais devem ser comparadas. A quantidade de proteina
absorvida e utilizada pelo organismo, bem como aspectos imunoldgicos devem
ser estudados. Seria 0 emagrecimento dos camundongos do modelo de alergia

alimentar citado puramente imunoldgico?

O emagrecimento também pode estar relacionado com producédo sistémica de
citocinas, como em outras desordens imunoldégicas como a artrite reumatoide
(SZEKANECZ, et al., 2000). Utilizando o modelo de artrite por adjuvante
induzida pelo M.butyricum (derivado fenilacético com acentuada atividade
antiinflamatoéria e antitranspirante) observaram correlagdo positiva entre o
desenvolvimento de edema com perda de peso, leucocitose, neutrofilia, aumento

da producao de TNF-a, IL-13 e IL-6 séricos.



A IL-1 ativa a secrecdo de ACTH que, por sua vez, estimula a secrecdo adrenal
de glicocorticoides, e atua sobre o pancreas, aumentando os niveis de insulina e

glucagon.

O TNF-a estimula a supra-renal a produzir catecolaminas. Estas suprimem a
producéo de IL-1 pelos mondcitos. A acdo conjunta de IL-1 e TNF-a é o principal
estimulo & mobilizacdo de aminoacidos da musculatura periférica. Esta acdo
conjunta, também, inibe a lipase lipoprotéica, 0 que ocasiona
hipertrigliceridemia. Estimulam a producdo hepatica de proteinas de fase aguda
e reduzem a sintese de transferrina e albumina (POMPOSELLI, et al., 1988;
SITGES-SERRA, 1991).



OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

Investigar os mecanismos nutricionais e imunolégicos que contribuem para a
perda de peso em camundongos em que foi induzida a alergia alimentar a

ovalbumina com ingestao de clara de ovo.

2.2- Objetivos Especificos

» Avaliar se uma dieta rica na proteina alergénica, mas equilibrada do ponto de
vista nutricional, € capaz de gerar emagrecimento.

e Comparar camundongos susceptiveis (BALB/c) e resistentes (C57BL/6) ao
protocolo de alergia alimentar, quanto ao emagrecimento.

» Avaliar a relacdo entre emagrecimento com niveis séricos de anticorpos
especificos, niveis hepaticos da citocina TNF-a, nivel de desidratacao,
guantificacdo da absorcdo protéica, e alteragbes morfologicas em diversos

tecidos.



MATERIAIS E METODOS

3- Materiais e Métodos

3.1- Animais

Foram utilizados camundongos fémeas com 5 a 7 semanas de idade das
linhagens BALB/c e C57BL/6 provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Os
animais foram separados em grupos, sendo mantida a meédia de cinco animais
por grupo. Todos os procedimentos foram executados de acordo com o0s
principios éticos estipulados pelo Comité de Etica Animal (CETEA) da UFMG.

Este projeto foi aprovado pelo protocolo de nUmero 103/04.

3.2- Vermifugacgédo

Todos os animais passaram pelo protocolo de vermifugacdo na semana anterior
ao inicio dos experimentos. Foi utilizado 0,4 mL de Ivermectina a cada 500 mL
de agua e esta solucao foi administrada na mamadeira dos animais. A cada 2

dias, a gaiola foi lavada e a maravalha foi trocada.

3.3- Inducéo da alergia alimentar

3.3.1- Antigeno

Foi utilizado como antigeno a OVALBUMINA (OVA, albumina da clara de ovo,
SIGMA Grade V, SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA).



3.3.2- Sensibiliza¢do ao antigeno

O protocolo de sensibilizacdo parenteral consistiu de inje¢cdes subcutaneas no
dorso do antigeno. Na sensibilizacdo primaria o animal recebeu 0,2 mL de salina
fisiologica 0,85 % (NaCl 0,85% em agua destilada), contendo 10 pg de OVA em
1 mg do adjuvante AI(OH)s; e como reforco, 14 dias apds, foi dada uma injecéo
similar de OVA sem adjuvante em 0,2 mL de salina (Figura 1). O protocolo de
sensibilizacéo foi aplicado apenas aos grupos experimentais alérgicos e grupo
de animais tolerantes (que consomem a proteina alergénica desde o inicio do
experimento). Os grupos controle, ndo alérgicos, receberam apenas o adjuvante

e/ou salina fisioldgica.

3.3.3- Desafio Oral

O desafio oral contendo a proteina alergénica foi feito de trés formas: na solucéo
de clara de ovo “in natura, na clara de ovo liofilizada ou na ragdo contendo
ovalbumina. Em todos os grupos (ver desenho experimental — item 3.5), apos
sete dias do reforco com o antigeno foi feito o desafio oral: troca da mamadeira
contendo agua por mamadeiras contendo o antigeno - solucdo de clara de ovo
a 20% (SCO), como unica opcéo liquida, até o final do experimento; ou troca de
uma ragdo contendo caseina ou racdo comercial (Primor) por ragdo contendo

ovalbumina (o antigeno).



SALINA + 1 mg 10 yg OVA + 1 mg

l e l

sibilizagéc

o
g l 7 dias depois: desafio l
i
GRUPO GRUPO
Normal Alérgico
Figura 1: Protocolo Experimental da Alergia — Os grupos normais receberam

injecdo subcutanea de salina + Al(OH)3 no primeiro dia, e apenas salina 14 dias
apos. Os grupos alérgicos receberam injecdo subcutanea de 10 pg OVA + 1 mg
Al(OH)3; no primeiro dia, e apenas OVA 14 dias ap6s. Em alguns grupos, sete
dias depois houve o desafio oral: com troca de mamadeira (agua por SCO) ou

dieta (com caseina ou Primor por dieta com ovalbumina).

3.4- Dieta e avaliacdo do consumo

Em todos os experimentos houve uma oferta liquida “ad libitum”.
O desafio oral com a presenca do antigeno foi administrado de duas maneiras:
» Liquido=» Foram feitas duas formas de solucdo: 12 misturando-se 80 mL
de agua com 20 mL com clara de ovo in natura ou 22 misturando-se 1,82
gramas de clara de ovo liofiizada em 100 mL de &agua. Nas duas

solugbes a quantidade final de ovalbumina foi de 10 mg/mL. Estas



solugdes foram administradas para os animais em mamadeiras e todas

estas mamadeiras foram pesadas diariamente. O consumo liquido foi

voluntario e restrito.

Tabela 1: Composi¢do nutricional da Clara de Ovo segundo a t

composicao quimica dos alimentos de Franco (1999)

abela de

Quantidade por porcado (porcao de 100 g)

Valor kcal 43,2 kcal
Carboidrato 0g
Proteina 10,8 g
Gorduras Totais 0g
Célcio 10 mg
Fosforo 28 mg
Ferro 0,8 mg

Tabela 2: Informacéo nutricional da Clara de Ovo Salto’s

fornecedor).

(de acordo com o

Quantidade por porcédo (porcao de 14 g)

Valor kcal 54 Kcal
Carboidrato lg
Proteina 11g¢g
Gorduras Totais 0g
Gordura saturada 0g
Colesterol 0 mg
Fibra 0g
Célcio 8,7 mg
Ferro 0,02 mg
Saodio 179 mg




» Racdo=>» foram usadas as seguintes ragdes: convencional (Primor), racdo
balanceada (AIN93G) contendo como fonte protéica caseina ou
ovalbumina (para tal, foi usada clara de ovo liofilizada Salto’s). A ragéo
rica em ovalbumina possui a concentracdo desta proteina a 14%. Para
fazermos a racdo com ovalbumina concentrada a 10% (como as solu¢des
contendo clara de ovo) deveriamos utilizar menor quantidade de proteina
e isto ndo é possivel uma vez que a dieta AIN93G estipula que haja 20%
de proteina para que esta seja equilibrada do ponto de vista nutricional.
Todas as ragcOes foram administradas "ad libitum”. Para controle do
consumo, a racao foi pesada antes e depois de ser colocada nas gaiolas.
Semanalmente, foi peneirado o contetdo do fundo da gaiola para separar

fezes e maravalha dos restos de ragéo. Esta racdo foi pesada.

Tabela 3: Receita Padrdo para Roedores Baseada na AIN93G

INGREDIENTES Nutriente em [(kcal
gramas

Caseina ou ovalbumina 200 800

Cistina (metionina) 3 12

Amido de milho(Maisenall) [397,5 1590

Sacarose 100 400

Maltodextrina 132 528

Celulose 50 0

Oleo de soja 70 630

BHT 0,014

Mistura de minerais 35

Mistura de vitaminas 10

Bitartarato de colina 2,5




A maltodextrina ndo foi utilizada e, por isto, foi substituida por
amido de milho. Na clara em p¢é liofilizada, usada para fazer a racéao
balanceada rica em ovalbumina, ha 11 gramas de proteina para
cada 14 gramas de p06. Sdo necessarios 200 gramas de proteina e,
por isto, utilizamos 245,55 gramas de p6 para cada 1 quilo de racéo
a ser feito. A clara em po6 liofilizada possui carboidrato (1 grama
para cada 14 gramas de pd) e esta quantidade deve ser subtraida
do amido de milho sendo colocaremos um excesso de carboidrato

na dieta e, assim, ela ficard desbalanceada.

Todos os ingredientes sdo meticulosamente pesados e misturados
na ordem de acordo com o peso (coloca-se primeiro o mais leve). O
Oleo deve ser pesado com aproximadamente 2 gramas a mais pois
h&4 perda deste no vasilhame. A mistura de vitaminas deve ser
adicionada por altimo e no escuro pois algumas vitaminas sao
fotossensiveis. ApOs adicionar todos os ingredientes, peneira-se a
mistura 3 vezes e, depois, acrescenta-se agua e vai moldando para
fazer os rolinhos de racdo. A racdo que nao estad sendo utilizada

deve ser guardada no freezer (-20° C).

Tabela 4: Composicao caldrica e centesimal da dieta AIN93G

COMPOSICAO CALORICA (g)

COMPOSICAO CENTESIMAL (%)

Proteina 20X4 =80

Proteina 20%

Carboidrato 64X4 = 256

Carboidratos 64%

Lipidios 16X9 = 144

Lipidios 16%

480 kcal/100 gramas de racéao

TOTAL 100%




3.5- Desenho Experimental

Foram realizados 4 experimentos. Cada um dos grupos experimentais possuiu 5

animais.

No primeiro experimento, verificou-se a ingestdo de solucdo de clara de ovo
liofilizada (a 20%) teria 0 mesmo efeito da ingestao de solugédo de clara de ovo
“in natura” (a 20%).

Tabela 5: Desenho Experimental do primeiro experimento feito com

camundongos BALB/c que consumiam mamadeira contendo agua antes do

desafio oral.

Grupo Protocolo de |[Mamadeira no
Experimentacao desafio(contendo o]

antigeno)

A Normal Clara de ovo in natura

B Sensibilizado a OVA Clara de ovo in natura

C Normal Clara de ovo liofilizada

D Sensibilizado a OVA Clara de ovo liofilizada

No segundo experimento, foi verificado se a ingestdo de solucdo de clara de ovo

liofilizada teria 0 mesmo efeito de uma racéo contendo clara de ovo liofilizada.



Tabela 6: Desenho Experimental do segundo experimento feito ¢ = om
camundongos BALB/c que consumiam mamadeira contendo agua antes do

desafio oral e racdo comercial Primor..

Grupo Protocolo de [Ingestdo no desafio (contendo o
Experimentacéo antigeno)
Normal Racao contendo clara de ovo liofilizada
B Sensibilizado a OVA | Racé&o contendo clara de ovo liofilizada
Normal Mamadeira contendo solucéo de Clara de ovo
liofilizada
D Sensibilizado 8 OVA |Mamadeira contendo solucdo de Clara de ovo
liofilizada

No terceiro e quarto experimento, foi testado o efeito sistémico apos a ingestao
de racdes balanceadas (20% de proteina) com caseina ou ovalbumina nas
linhagens BALB/c e C57BL/6.

Tabela 7: Desenho Experimental do terceiro experimento feito com
camundongos que consumiam mamadeira contendo agua a ntes do desafio

oral e racdo comercial Primor. .

Grupo |[Linhagem |[Protocolo de |Racdo do desafio contendo

Experimentacdo |[20% de proteina do tipo:

BALB/c Normal Ovalbumina

BALB/c Sensibilizado a OVA | Ovalbumina

C57BL/6 Normal Ovalbumina

| O W >

C57BL/6 Sensibilizado a OVA | Ovalbumina




Tabela 8: Desenho Experimental

camundongos que consumiam mamadeira contendo agua d

experimento..

do quarto experimento feito co m

urante todo o

Grupo |Linhagem |Rac&do antes do [Protocolo de |Racgéo do
desafio contendo |Experimentacdo [desafio
20% de proteina contendo 20%
do tipo: de proteina do

tipo:

A BALB/c Caseina Normal Ovalbumina

B BALB/c Caseina Sensibilizado a OVA | Ovalbumina

C BALB/c Ovalbumina Normal Ovalbumina

D BALB/c Ovalbumina Sensibilizado a OVA | Ovalbumina

E BALB/c Caseina Normal Caseina

F BALB/c Caseina Sensibilizado a OVA |Caseina

G C57BL/6 Caseina Normal Ovalbumina

H C57BL/6 Caseina Sensibilizado a OVA | Ovalbumina

Observa-se que o grupo D é o grupo da tolerancia oral pois ele recebe a dieta

contendo ovalbumina antes da sensibilizacdo ao antigeno ovalbumina.

grupo possui o seu grupo controle que é o grupo C.

3.6- Avaliacao do peso corporal

Este

O peso corporal foi avaliado individualmente 3 vezes por semana, desde o inicio

do experimento (dia 0) até o final (dia 54).




3.7- Obtencéao do Soro

Os animais foram sangrados no término de cada experimento. Foi feita a sangria
pelos vasos axilares, em animais anestesiados com xilasina e ketamina. Apos
coagulacdo do sangue, este foi centrifugado (3000 rpm) por 8 minutos. O soro
foi retirado e congelado (-20° C) para posterior analise da concentracdo de
anticorpos, albumina, proteina sérica, glicose e contagem de leucécitos. Para:
albumina, proteina sérica e glicose utilizamos o testes de acordo com o0s
procedimentos indicados pelo fabricante (Quibasa). Para a contagem de
leucécitos fizeram-se laminas do esfregaco sanguineo e contou-se em

microscopio éptico.

3.8- Avaliagéo do nivel de desidratacdo e gorduras  corporais.

O nivel de desidratacdo foi avaliado da seguinte forma. Apds o sacrificio, o
contetdo total de agua da carcaca sem a cabeca foi avaliado pela diferenca
entre o peso Umido e seco (totalmente desidratada em estufa ventilada a 60°
durante 24 horas). Pesaram-se o coracdo, rim direito e rim esquerdo dos
animais. A gordura de cobertura abdominal foi retirada e pesada também.

3.9- Dosagem dos anticorpos IgE especifico anti-OVA  LBUMINA

Microplacas de poliestireno serdo incubadas a 4°C, com antigeno IgE de rato
anti-camundongo na concentracdo de 1:250 diluidos em 50ul de tampéo
carbonato pH 9.6, por poco, durante uma noite. Posteriormente, as placas serao
lavadas com salina-Tween e incubadas por 1 hora com 200ul de solucdo
caseina a 0,25% em PBS, por poco, para bloqueio a temperatura ambiente. A
solucdo sera desprezada e as placas incubadas por 2 horas com 50ul por pogo
de soro total dos animais a serem testados. As placas serdo lavadas com
solucdo salina-Tween e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com 1pl

de OVA-Biotina em 50ul de PBS-caseina, por poco. As placas serdo novamente



lavadas com salina-Tween e incubadas, no escuro, com 50ul por poco de
estreptoavidina-peroxidase na concentragdo de 1:6000 por 45 minutos a
temperatura ambiente. As placas seréo lavadas com salina-Tween e incubadas,
protegidas da luz, por 15 minutos a temperatura ambiente com 100ul, por poco,
de tampéao citrato pH=5.0 contendo H,O, e ortofenileno-diamino (OPD). As
reacdes serdo interrompidas, apés 15 minutos, pela adicdo de 20ul por pogo de
H,SO, 2N. Em todas as placas sera corrido um controle positivo padréo (pool de
soros de animais imunes), um controle negativo (pool de soros de animais
normais), além de um controle da propria placa (branco). A densidade Optica
serad obtida em Leitor de ELISA com filtro de 490 nm. Os resultados seréo
amostrados em unidades arbitrarias (U.A.) a partir do padrdo positivo

considerado como 1000 unidades.

3.10- Avaliagao da citocina relacionada com emagrec  imento: TNF- a

Foram feitas dosagens da citocina TNF-a no figado, para determinacdo do
padrdo da citocina produzida pelo processo alérgico desencadeado pela
ingestdo do antigeno ao qual os animais foram previamente sensibilizados,
comparado ao seu grupo controle. Para a determinacdo desta concentracdo de
TNF-a foram usados anticorpos disponiveis comercialmente de acordo com o0s

procedimentos indicados pelo fabricante (R&D Systems).

3.11- Avaliagéo da integridade da mucosa.

A integridade da mucosa foi avaliada pelo método de LOWRY (1951). Para
tanto, apos o sacrificio, 0 ceco e o intestino grosso dos animais foram retirados,
lavados com salina fisiol6gica para retirada das fezes e armazenado em freezer
(-70° C) até o dia do procedimento. Depois, foi masserado com 2 mL de salina e
0 contetdo protéico avaliado pelo método de LOWRY (1951). O método
consiste primeiramente em preparar uma solugao “A” contendo: 1 parte de

CuSO04, 1 parte de tartarato de sodio ou tartarato de sodio e potassio a 1% e



100 partes de Na2CO3 a 2% em NaOH 0,1 M. Prepara-se a solugdo de
reagente de Folin 1:2 em agua destilada. Diluiram-se todas as amostras de
ceco e intestino grosso previamente masseradas de acordo com um valor que

coubesse dentro da curva padrao conforme o quadro abaixo:

Padréao Quant. De|Volume (pl) [H20 Volume final
(1mg/mL) proteina (ug) destilada (")
no tubo (b
P1 2,0 2,0 38,0 40
P2 4,0 4,0 36,0 40
P3 8,0 8,0 32,0 40
P4 10,0 10,0 30,0 40
P5 40,0 40,0 0,0 40
Branco o  |------ 40,0 40

A proteina utilizada como padréo foi a albumina (Img/mL). As amostras foram
diluidas da seguinte maneira:

* Ceco do C57BL/6=> 1:50

* Intestino grosso do C57BL/6=» 1:30

* Ceco do BALB/c=> 1:50

* Intestino Grosso do BALB/c=» 1:100
Pegou-se uma aliquota de 40 pl de cada amostra utilizando-se pipetas
novas, Ependorfs novos e colocou-se em uma microplaca de ELISA
de 96 pocos nova. Acrescentou-se a cada poco 200 pl de solugédo
“A” e 20 pl de solucdo de Folin. Esperou-se 30 minutos e leu-se no
espectrofotbmetro a 690 nm na mesma ordem de aplicacdo dos

reagentes.




3.12- Quantificacdo dos niveis de lipides hepéticos

No sacrificio, os figados dos animais foram removidos, pesados e armazenados
em freezer (-70° C) até o dia do procedimento. Neste dia, os figados foram
descongelados, lavados em solucdo salina fisiolégica e secos em papel filtro.
Pesou-se uma aliquota de 100 mg de figado e triturou-se em tubos de ensaio
durante 3 minutos com 1900 pl de solucdo de cloroférmio:metanol (2:1)
usando-se homogeneizador. Adicionaram-se 400 pl de metanol com
um jato forte a cada tubo e levou-se para centrifugar por 10 minutos
a 3000 rpm. O sobrenadante foi recolhido em tubo de massa
conhecida (previamente pesado). Acrescentaram-se 800ul de
cloroformio com pipeta de vidro e 640 pl de solugcdo de NaCl a
0,73%. ApoOs nova centrifugacdo por 10 minutos a 3000 rpm,
desprezou-se a fase superior. Lavou-se a parede interna de cada
tubo com 600ul de solucdo contendo: 3% de cloroférmio, 48% de
metanol, 47% de agua destilada, e 2% de NaCl a 0,29%. ApoOs cada
lavagem, a fase superior foi descartada. Os extratos lipidicos
obtidos foram secos em estufa “overnight” a 37° C e os lipides
foram quantificados gravimetricamente.

Em outro momento, os extratos lipidicos foram homogeneizados
com 500 pl de isopropanol e determinaram-se o0s niveis de
colesterol total. A diluicdo para dosar o colesterol no figado foi de
1:50.

3.13- Avaliagdo morfoldgica da alergia

A alergia alimentar foi avaliada morfologicamente através dos segmentos do
intestino delgado que foram retirados. Por n&o haver separacdo macroscopica
nitida entre as por¢des do intestino delgado em camundongos, o critério para

distincdo serd baseado segundo FERRARIS e colaboradores (1992), sendo o



intestino lavado com salina fisioldgica, para retirada das fezes, e entdo dividido
em quatro partes, sendo da parte proximal para a distal, seu tamanho dividido
em 20%, 30%, 30% e 20%. Essas porcOes sdo designadas como: duodeno,
jejuno proximal, jejuno distal e ileo, respectivamente. Essas porc¢des sdo fixadas
em formol tamponado a 10%, desidratadas em solugbes decrescentes de
alcoois e incluidas em parafina. Cortes de 4 um sdo obtidos e corados com
hematoxilina-eosina (HE), e posteriormente analisados usando microscopio
optico convencional. Apos esta analise, o epitélio foi examinado com aumento
de 40x.

Outros 6rgdos como baco e figado também foram retirados para histologia e

analisados.

Fez-se a analise morfométrica da quantidade de muco das por¢des do intestino
delgado. Foi utilizado um programa de analise de imagem (KS-100/300) em
computador PC-486, acoplado a microscépio Zeiss, em aumento de 40x. As
criptas se apresentam em cortes bem orientados, isto €, cortados verticalmente
e as células caliciformes bem coradas com P.A.S. (Periodic Acid Shiff). Nao foi

necessario contra-corar com hematoxilina.

3.14- Avaliagéao da mieloperoxidase (MPO) no intesti  no.

O intestino dos animais (separados nos seus ja referidos segmentos) foram
coletados ao final do experimento e armazenados em freezer —70 °C, para

analise posterior.

Para quantificacdo da atividade da MPO, o material foi pesado, macerado com
solucdo tampdo e centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e o “pellet’” ressuspenso em salina/EDTA (2 mL)
gelada, sendo adicionados 15 mL de NaCl 0,2% gelado e 15 mL de NaCl 1,6%

com glucose 5% gelada. Foi feita uma nova centrifugagédo, o sobrenadante foi



descartado e o “pellet” ressuspeso em tampao fosfato com HTAB 5% e re-
homogenizado por 30 segundos. O volume de 1 mL de cada amostra foi
transferido para Eppendorf. As amostras foram congeladas e descongeladas
seguidamente 3x em nitrogénio liquido, e submetidas novamente a
centrifugacdo e os sobrenadantes coletados para o ensaio. Um volume de 75 pl
do sobrenadante foi adicionado em placas de 96 pocos, incubado com 75 pl de
tampdo mais OPD/H,0, por 30 minutos a 37°C. A reacéo foi interrompida com

75 pl de H,SO, e a densidade oOptica foi medida em 492 nm.

3.15- Andlise estatistica

Diferencas na resposta entre grupos relacionados serdo feitas pela andlise de

variancia (ANOVA). Para comparagOes pareadas entre grupos controle e

experimentais, sera usado teste Anova-Tukey.



RESULTADOS

4- Resultados

4.1- Peso corpéreo e consumo

Uma vez que a ingestéo de clara de ovo “in natura” por animais sensibilizados
com ovalbumina causa o0 emagrecimento, perguntou-se: pode uma solucéo feita
com a clara de ovo liofilizada e agua causar o emagrecimento de animais
BALB/c sensibilizados?

Para responder a essa pergunta, foi realizado o primeiro experimento que
consistiu de comparar o peso dos animais sensibilizados ou ndo a ovalbumina
apos o consumo de mamadeira contendo a solucédo de clara de ovo “in natura”

ou clara de ovo liofilizada.

Conforme mostrado no Grafico 1, pode-se observar que a ingestdo das duas
formas do antigeno causou emagrecimento semelhante nos animais
sensibilizados. O emagrecimento teve inicio a partir da primeira semana apos a

ingestao do antigeno.

O Gréfico 2 mostra que ndo houve diferenca no consumo de solucdo de clara de
ovo “in natura” (C) ou liofilizada (L) entre os grupos de animais sensibilizados
(S). Da mesma maneira, 0s animais ndo sensibilizados (N) apresentam
consumo equivalente das duas formas de solu¢cdo contendo o antigeno. No
entanto, observa-se que a ingestdo das solucbes contendo o antigeno foi maior

em animais n&o sensibilizados quando comparados com animais sensibilizados.

Tendo visto que uma solugcao contendo 1,82 g de clara liofilizada em 100 mL de

agua foi capaz de causar o emagrecimento de animais sensibilizados a



ovalbumina, pergunta-se: pode uma racao feita com a clara de ovo liofilizada

causar o emagrecimento de animais BALB/c sensibilizados?

A ragdo contendo clara de ovo liofilizada causa o emagrecimento ainda mais
acentuado nos animais BALB/c sensibilizados. Esta ragdo possui uma
concentracdo de 14% de ovalbumina contra 10% na solucéo de clara de ovo
liofilizada (Gréfico 3).

A intencdo de fornecer o antigeno alergénico na racdo foi de saber se o
desbalanco nutricional estava interferindo no emagrecimento dos animais
sensibilizados. Fabricou-se a racdo utilizando como fonte protéica a clara de ovo
liofilizada. Esta dieta foi feita de acordo com os parametros da AIN93G, uma
dieta balanceada. A racéo para ser balanceada deve possuir 20% de proteina e
para tal devem-se colocar 245,55 g de clara liofilizada da marca Salto’s para

cada 1 kg de racéo.

Os Graficos 4 e 5 comparam, respectivamente, o consumo liquido e de racéo
dos grupos sensibilizados ou ndo que consomem a ragcao balanceada contendo
ovalbumina a 14% e bebem &gua ou que consomem a racdo Primor e bebem
uma solucao contendo clara de ovo liofilizada a 10%, como desafio oral. O
consumo de agua pelos animais que consomem racao balanceada é o mesmo
no grupo sensibilizado ou ndo. Os animais sensibilizados consumindo solucéo
de clara de ovo liofilizada consomem menos do que o0s animais n&o
sensibilizados. Quando comparamos o consumo de ragédo Primor pelos animais
gue bebem solucéo de clara de ovo liofilizada como desafio oral vimos que o
consumo é igual entre o grupo sensibilizado e ndo sensibilizado. Os animais que
consomem racdo balanceada rica em ovalbumina também consomem a mesma

guantidade.

Ao concluirmos que a clara de ovo liofilizada funciona quando utilizada na dieta

pudemos fazer um experimento comparando as linhagens BALB/c e C57BL/6.



O Gréfico 6 compara o peso corporeo (g) das linhagens C57BL/6 e BALB/c
consumindo, como desafio oral, a racdo balanceada rica em ovalbumina. Os
animais sensibilizados da linhagem BALB/c emagrecem enquanto os C57BL/6

ndo. Os animais nao sensibilizados de ambas as linhagens ndo emagrecem.

Ao compararmos o consumo de agua e racdo balanceada, nos Graficos 7 e 8,
entre as linhagens BALB/c e C57BL/6 podemos concluir que o consumo de
racdo foi o mesmo em todos os grupos de quaisquer umas das linhagens.
Quanto ao consumo de agua, observou-se que os animais C57BL/6 consomem
mais do que os BALB/c. Ndo ha diferenca entre os grupos sensibilizados (S) e

nao sensibilizados (N).

No experimento anterior, fizemos a comparacdo das linhagens BALB/c e
C57BL/6 dando para os animais racao Primor antes do desafio oral e uma ragéo
balanceada rica na proteina alergénica, a ovalbumina, como o desafio oral. Viu-
se a necessidade de fazer um novo experimento no qual damos para o0s
animais, antes do desafio oral, uma racdo balanceada, de composicao
conhecida, que nado tenha o antigeno. Confeccionou-se uma ragdo balanceada
com 20% de proteina vinda da caseina e administrou-se esta ragdo as linhagens
BALB/c e C57BL/6 antes do desafio oral e, como desafio oral, demos a dieta de
ovalbumina. Fizemos, também, grupos experimentais com os animais BALB/c
consumindo a racgédo rica em caseina do inicio ao fim do experimento e com a

racao rica em ovalbumina também administrada em todo o experimento.

O peso corpéreo (g) dos animais neste Ultimo experimento, Grafico 9, confirmou
gue os animais BALB/c sensibilizados que consomem racdo de caseina antes
do desafio e racdo de ovalbumina como desafio oral (BALB/c S/DC-DO)
emagrecem quando comparados com o seu grupo controle (BALB/c N/DC-DO).
Quando comparados aos animais sensibilizados da linhagem C57BL/6 (C57BL/6

S/DC-DO) que consomem caseina antes do desafio e ovalbumina neste, estes



animais BALB/c emagrecem. E quando comparados com o0s BALB/c
sensibilizados que consomem caseina durante todo o experimento (BALB/c
S/DC-DC), eles também emagrecem. Os animais que consomem caseina ou
ovalbumina durante todo o experimento ndo possuem diferenca de peso quando
comparamos o grupo sensibilizado (S) com o seu respectivo controle (N). E os
animais da linhagem C57BL/6 também tém este comportamento, ou seja, 0s
animais sensibilizados e os néo sensibilizados ndo apresentam diferenca de

peso.

O Consumo de mamadeira de agua neste experimento sO foi diferente ao
compararmos 0s animais nao sensibilizados BALB/c e C57BL/6 que consumiam
caseina antes do desafio oral e, como desafio, ovalbumina (Grafico 10). O
consumo de racgao foi igual estatisticamente para todos 0s grupos experimentais
mesmo considerando racdes diferentes: caseina ou ovalbumina (Grafico 11).
Neste experimento, peneiramos o material depositado no fundo da gaiola no
final de cada semana a fim de obter ragcdo que eventualmente poderia estar
sendo desperdicada. Deste peneirado nada obtemos de ragcdo em nenhuma das

gaiolas.

4.2- Avaliacdo do nivel de desidratagdo e gorduras corporais e peso dos

orgaos.

No sacrificio dos animais, retiramos todos os 6rgaos de dentro da carcaca dos
animais e, retirou-se, também, a cabeca. Pesou-se esta carcaca. Este peso da
carcaca considera a agua existente nos tecidos. Levamos as carcacas para a

estufa ventilada a 60T durante 24 horas e, depois, pesamo-las.

O peso das carcagas ainda hidratadas, quando comparadas entre si no Grafico

12, mostrou diferencas entre 0os seguintes grupos:



- animais BALB/c sensibilizados e ndo sensibilizados que consumiam dieta de
caseina antes do desafio oral e dieta de ovalbumina neste. Os animais néo
sensibilizados possuiram carcaca maior.

- animais C57BL/6 com dieta de caseina antes do desafio oral e ovalbumina
como desafio oral. Os animais sensibilizados possuiam carcaca maior do que 0s
animais néo sensibilizados.

Os animais BALB/c que consumiram dieta de caseina ou ovalbumina durante
todo o experimento ndo apresentaram carcacas diferentes ao se comparar 0s

grupos sensibilizados com os nédo sensibilizados.

O peso das carcacas desidratadas, vistas no Grafico 13, mostraram diferencas
estatisticas entre animais BALB/c sensibilizados e nédo sensibilizados que
consumiam dieta de caseina e depois passaram a consumir dieta de
ovalbumina; os animais ndo sensibilizados possuiram maiores peso de carcaca.
Comparando os animais sensibilizados com nédo sensibilizados dos demais
grupos (C57BL/6 com dieta de caseina antes do desafio e ovalbumina como
desafio oral; BALB/c com dieta de caseina ou ovalbumina durante todo o

experimento) possuiram carcacas com pesos da mesma gramatura.

Ao retirarmos os Orgaos de dentro da carcaca pesamo-los. Obtivemos os
seguintes resultados:

- 0 peso do coracado (mg), visto no Grafico 14, foi 0 mesmo se compararmos 0s
animais sensibilizados e n&o sensibilizados de ambas as linhagens. Se
compararmos 0s animais C57BL/6 com os BALB/c veremos que os C57BL/6
possuem coragao maior.

- 0 peso do rim direito (mg) ndo apresenta diferenca estatistica entre todos os
grupos. Veremos isto no Grafico 15.

- 0 peso do rim esquerdo (mg) dos animais BALB/c sensibilizados ou ndo é do
mesmo tamanho mas quando olhamos os C57BL/6, no Grafico 16, concluimos

gue os nao sensibilizados possuem rim maior do que os sensibilizados.



- 0 peso da gordura abdominal (mg) mostra uma gritante diferenca entre os
animais sensibilizados e 0os nao sensibilizados; que podem ser visualizados no
Gréfico 17. Os animais sensibilizados possuem menos gordura abdominal do
gue os nédo sensibilizados. Os sensibilizados BALB/c e C57BL/6 ndo possuem
diferenca estatistica da quantidade de gordura abdominal assim como o0s néo

sensibilizados.

4.3- Contagem de células do sangue

Os Gréficos 18, 19, 20, 21 e 22 mostram a contagem de células do sangue de
animais BALB/c que consumiram dieta rica em caseina antes do desafio e
ovalbumina apoés o desafio oral. As células que foram contadas sdo: neutrofilos,
basdfilos, linfécitos, eosindfilos e mondcitos respectivamente. Vimos que entre
0s animais sensibilizados e os ndo sensibilizados ndo h& diferenca estatistica

destas células.

4.4- Morfologia e Avaliagdo da mieloperoxidase (MPO ) no intestino

Nas Figuras 3, 4, 5 e 6 temos fotos comparando morfologicamente os figados
dos animais BALB/c e C57BL/6 sensibilizados (S) ou ndo (N). Observamos que

ndo ha diferencas morfologicas entre estes figados.

Foram visualizadas alteracdes morfoldgicas nos varios experimentos feitos. Nos
Graficos 23, 24, 25 e 26, ha a quantificacdo de muco produzida pelas células
caliciformes do intestino delgado de animais BALB/c que consumiam, apos
desafio oral, solugdo de clara de ovo “in natura” ou solugdo com clara de ovo
liofilizada. No Grafico 23, temos a porcédo do duodeno, e nos Gréficos 24, 25 e
26 temos, respectivamente, jejuno proximal, jejuno distal e ileo. O duodeno e o
jejuno proximal de animais que consomem clara de ovo “in natura” possuem a
mesma quantidade de muco do que o animais que consomem clara de ovo

liofilizada. Quando consideramos o jejuno distal, vemos que os camundongos



sensibilizados produzem mais muco do que 0s seus respectivos controles (tanto
na linhagem BALB/c quanto C57BL/6). E no ileo, h4 maior quantidade de muco
apenas no grupo sensibilizado que consome clara de ovo “in natura” quando

comparado com o seu controle.

Nas Figuras 7, 8, 9 e 10 temos fotos mostrando o muco das células caliciformes

da porcéao do jejuno distal do intestino delgado.

Comparamos as linhagens BALB/c e C57BL/6, ambos comendo racéao
balanceada de ovalbumina apods desafio oral, quanto a quantidade de muco
produzida por células caliciformes no intestino delgado. O Grafico 27 mostra a
porcdo do duodeno enquanto os Gréficos 28, 29 e 30 mostram jejuno proximal,
jejuno distal e ileo respectivamente. Observamos que no duodeno e no jejuno
proximal ha maior producdo de muco pelos animais sensibilizados C57BL/6 do
gue pelo seu respectivo controle e do que o BALB/c sensibilizado. J& no jejuno
distal, os animais sensibilizados (BALB/c ou C57BL/6) produzem maior
guantidade de muco do que os seus controles e, entre eles, ndo ha diferenca
estatistica. Mas, entre 0os animais ndo sensibilizados ha diferenca estatistica
pois, os C57BL/6 produzem mais muco. No ileo, observa-se maior producéo de
muco no grupo C57BL/6 sensibilizado quando comparado apenas com 0 seu

controle.

Outra alteracdo morfologica detectada foi feita por MPO, ou seja, quantificacédo
da mieloperoxidase; vista no Grafico 31. Esta enzima estava quantitativamente
maior nos animais BALB/c sensibilizados que consumiam racao balanceada de
caseina antes do desafio e ovalbumina ap0s este do que nos C57BL/6 que
consumiam o0 mesmo tipo de ragdo. Os animais BALB/c que consumiam ragéo
de caseina ou ovalbumina durante todo o experimento ndo mostraram

diferencas estatisticas entre eles.



4.5- Avaliacdo da integridade da mucosa.

Fez-se a quantificacdo de proteinas da mucosa do ceco e do intestino grosso de
animais BALB/c e C57BL/6 que consumiam racdo Primor antes do desafio oral e
de ovalbumina apos este. No ceco, representado no Grafico 32, encontramos
gue os animais ndo sensibilizados C57BL/6 possuem maior quantidade de
proteina do que o seu respectivo sensibilizado e do que o ndo sensibilizado da
linhagem BALB/c. J& no intestino grosso, Grafico 33, ha diferenca estatistica
entre todos os grupos. Os BALB/c possuem maior quantidade de proteina do
gue os C57BL/6 sendo que o sensibilizado BALB/c possui mais do que 0 nao
sensibilizado. Na linhagem C57BL/6 a quantidade de proteina é maior nos

animais nao sensibilizados.

4.6- Quantificacao dos niveis de lipides hepaticos.

Pelo método de Folch, fez-se a deteccdo de lipides totais (mg/g de figado) de
animais BALB/c e C57BL/6 que consumiam racdo Primor antes do desafio oral e
racdo rica em ovalbumina apés o desafio. Observa-se, no Gréfico 34, que a
linhagem C57BL/6 possui mais lipides do que a linhagem BALB/c sendo que 0s
animais sensibilizados C57BL/6 possuem maior quantidade de lipides do que os
ndo sensibilizados. Nao ha diferenca estatistica da quantidade de lipides totais

de animais sensibilizados ou ndo da linhagem BALB/c.

Quando quantificamos somente a fracdo de colesterol dos lipides totais do
figado de animais BALB/c e C57BL/6 que consomem racdo Primor antes do
desafio oral e racao de ovalbumina apés o desafio, concluimos que:

- 0s animais sensibilizados (BALB/c ou C57BL/6) possuem maior quantidade de
colesterol do que os seus respectivos nao sensibilizados.

- 0s animais sensibilizados possuem, entre si, a mesma quantidade de

colesterol.



- entre os animais nao sensibilizados, os C57BL/6 possuem maior quantidade de

colesterol.

A quantidade de colesterol pode ser vista no Gréfico 35.

4.7- Dosagem dos anticorpos IgE especifico anti-ova  Ibumina

Para confirmarmos se os animais se tornaram sensibilizados a ovalbumina,
mediu-se, no soro, a quantidade de anticorpos do isotipo IgE. No primeiro
experimento, ver Grafico 36, no qual comparamos animais BALB/c que
consumiam, apos desafio oral, solucdo contendo clara de ovo “in natura” ou
solucédo de clara de ovo liofilizada, encontramos que:

- 0s animais sensibilizados produzem maior quantidade de IgE do que os seus
respectivos ndo sensibilizados.

- 0s animais sensibilizados que consomem clara de ovo liofilizada produzem
mais IgE do que os que consomem clara de ovo “in natura”.

- entre 0s animais ndo sensibilizados n&o ha diferencas estatisticas.

No segundo experimento, visto no Grafico 37, confirmamos a presenca de maior
guantidade de IgE entre os animais sensibilizados, sejam eles consumindo, apos
desafio oral, uma solugcédo contendo clara de ovo liofilizada ou racdo balanceada
de ovalbumina. Quando comparamos 0s animais sensibilizados entre si néao
observamos diferengca estatistica e o0 mesmo ocorre para 0s animais nao

sensibilizados.

Quando comparamos as linhagens BALB/c e C57BL/6 (Grafico 38), tem-se que:
0s animais sensibilizados produzem maior quantidade de IgE do que os seus
respectivos controles. Os C57BL/6 sensibilizados produzem menos IgE do que
os sensibilizados da linhagem BALB/c. Entre os ndo sensibilizados ndo ha

diferenca estatistica.



4.8- Quantificacao de glicose, albumina e proteinas Nno soro

Aproveitando os soros dos animais, quantificou-se glicose, albumina e proteinas
séricas, Graficos 39, 40 e 41 respectivamente. Pode-se observar que nao ha

diferencas estatisticas entre os grupos de nenhuma destas quantificagdes.

4.9- Avaliacdo da citocina relacionada com o emagre  cimento: TNF- a

Para finalizar o trabalho, procurou-se a citocina responsavel pelo
emagrecimento, TNF-a, no figado dos animais BALB/c sensibilizados e né&o
sensibilizados. Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre 0s grupos;

ver Grafico 42.



DISCUSSAO
6- Discussao

Nas trés formas de administracédo oral do antigeno, ou seja, na forma de solugéo
de clara “in natura”, solucdo de clara liofilizada e na dieta, houve o
emagrecimento dos animais BALB/c sensibilizados. Os animais néao
sensibilizados bebem mais solugcdo de clara de ovo quando comparados ao
grupo sensibilizado. Esse fato pode ser explicado por duas hipoteses: a clara de
ovo tem muito sédio e com isto 0 animal fica com mais sede e bebe mais ou o0s
animais bebem mais porque gostam. Quando olhamos para o grupo
sensibilizado descartamos a hipotese do sodio e percebemos que os animais
realmente gostam da solucéo de clara. Esse dado era esperado devido a teoria
geral da aversdo condicionada ao sabor. Essa teoria correlaciona sensacoes
gustatérias e consequUéncias gastrointestinais. Diversas areas do cérebro estédo
interligadas ao trato gastrointestinal (GARCIA, et al., 1985), e proje¢cfes neurais
do trato gastrointestinal e gustatorias convergem para o mesmo local no cérebro:
a regido caudal do nucleo solitario. Baseado nessas relacdes anatbmicas e
fisioldégicas sugere-se que qualquer disturbio gastrointestinal, via nervo vago ou
via sanguinea, pode chegar ao cérebro concomitantemente a estimulos
originados dos nervos gustatorios. A aversao ao sabor estaria relacionada com o
estabelecimento dessa associacdo. Esse fato também foi observado por Cara e
colaboradores (CARA et al, 1994; CARA et al., 1997). Os autores viram que
frente a duas opc¢des liquidas, uma de agua e outra de clara de ovo adocicada
com sacarina, animais nao sensibilizados com ovalbumina preferiam ingerir a
solucdo adocicada, enquanto que animais sensibilizados mostravam averséo a
essa solucao. Acredita-se, entdo, que mesmo com uma Unica fonte liquida, a
ingestdo de solugcdo de clara de ovo causou um desconforto nos animais
sensibilizados no periodo inicial da ingestéo e isto os levou a relacionar o sabor
da clara ao mal estar. A ingestdo se tornaria mais nitida e intensa nos periodos
subsequientes porque seria reforcada por esse condicionamento. Um bom

exemplo da alteracdo do comportamento alimentar € a mulher no inicio da



gravidez com mal estar e uma aversdo a determinados alimentos. No primeiro
trimestre, h4 uma modificacdo do limiar de sensibilidade do paladar que faz com
gue a gestante, passe a achar desagradavel, cheiros e sabores que antes eram
palataveis. A nausea e o vomito do primeiro trimestre da gestacdo estdo
envolvidos na protecdo do embrido contra uma ampla variedade de teratogenos
(toxinas que causam defeitos congénitos) e abortiferos (toxinas que induzem o
aborto) abundantes em alimentos. O mal estar da gravidez é um aumento da
sensibilidade a certas toxinas para compensar a extrema vulnerabilidade do
embrido a elas durante a organogénese. Essa teoria relaciona o periodo de mal-
estar, que acontece entre a terceira semana e o0 terceiro més, com a
organogénese (PROFET, 1992).

Podemos, ainda, dizer que mesmo nos animais sensibilizados bebendo menor
guantidade de solugdo de clara de ovo, esta quantidade é o suficiente para

causar os sintomas da alergia.

Quando o animal sensibilizado bebe clara de ovo (“in natura” ou liofilizada), ele
consome aproximadamente 4mL/dia enquanto o animal ndo sensibilizado
consome 8mL/dia. Os animais sensibilizados ingerindo solucdo de clara de ovo
tém aversdo, apds sensibilizacdo, a presenca do antigeno. Quando calculamos
a quantidade de antigeno ingerido por animal por dia vimos que 0s animais
sensibilizados que consomem clara de ovo (“in natura” ou liofilizada) ingerem
40mg de ova/mL e os nao sensibilizados ingerem 80mg de ova/mL. Apesar de
ndo se saber o quanto de antigeno estd sendo absorvido pelo organismo dos
animais, sabe-se que a quantidade de antigeno ingerido por animais
sensibilizados em ambas as solucbes foi a mesma. Isto pode ser elucidado
vendo que o peso corpéreo de animais sensibilizados ingerindo solugéo de clara
de ovo “in natura” ou solucéo de clara de ovo liofilizada foi 0 mesmo, ou seja,
ndo houve diferenca estatistica. Entre os animais ndo sensibilizados ocorreu o
mesmo fato e todos estes animais beberam maior solugcdo de clara quando

comparados aos sensibilizados. Com o0s resultados obtidos no primeiro



experimento, viu-se que poderiamos prosseguir para 0 segundo experimento:
colocar o antigeno na dieta, ou seja, fabricar uma racdo que possuia como Unica

fonte protéica a ovalbumina vinda da clara de ovo liofilizada.

Os resultados do segundo experimento foram bastante satisfatorios. Neste
experimento testou-se a clara do ovo liofilizada na ragcdo. Os animais
sensibilizados que consumiram a racdo de ovalbumina, apés desafio oral,
ingeriram aproximadamente 39,2 mg de ova/mg de ragdo contra 0s animais nao
sensibilizados que ingeriram 44,6 mg de ova/mg de ragao. Pode-se notar que,
mesmo a dieta estando com maior concentragdo de ova (14%) que a solucdo
liquida (10%), os animais sensibilizados ingerem a mesma quantidade de ova na
racdo ou bebendo solucéo de clara de ovo (ou seja, aproximadamente 40 mg de
ova/dia). Os animais sensibilizados que consumiram o antigeno na dieta
emagreceram mais do que os animais com solucdo de clara de ovo liofilizada;
demonstrado no Grafico 3. Liquidos n&o-nutricionais, liquidos nutricionais e,
soélidos drenam com velocidades diferentes, e essas velocidades sdo reguladas
por diversos mecanismos (MAYER, 1994; READ, 1989). Liquidos n&o-
nutricionais, como agua ou solucao salina isotbnica, sao rapidamente eliminados
do estdbmago. O volume transferido para o duodeno corresponde a uma fragcéo
constante do volume de liquido no estbmago. Liquidos de densidade caldrica
elevada drenam mais lentamente que aqueles com menos calorias por unidade
de volume. Carboidratos e aminoacidos modulam a liberacdo de nutrientes
intestinais pelos seus efeitos sobre a osmolaridade do intestino delgado. Sélidos
digestivos deixam o estdbmago vazio com uma velocidade menor que os liquidos.
As particulas de alimento precisam ser reduzidas em diametro 1 mm para
permitir sua passagem pelo piloro. Particulas pequenas apresentam uma maior
superficie: 0 que torna a maior parte de seus conteudos acessivel as enzimas
digestivas do intestino. Esta explicacdo justifica que a quantidade de antigenos
absorvidos também seja maior. Esse fato pode explicar o porqué que 0s animais
sensibilizados que comem dieta de ovalbumina emagrecem mais do que animais

sensibilizados que bebem clara de ovo. Quando observamos o consumo de



racdo rica em ovalbumina entre o grupo sensibilizado e nédo sensibilizado,
concluimos que: na racao ndo ha aversao pelo grupo sensibilizado uma vez que
este consome a mesma quantidade que o grupo nao sensibilizado. No caso da
dieta, a ovalbumina estd bem misturada com os demais componentes da racao
e, pode ser que nao haja estimulos suficientes no nervo gustatério a serem
associados a desconfortos gastrointestinais. Essa falta de averséo a dieta, pelos
animais sensibilizados, se aproxima do que acontece na vida dos seres
humanos. Comemos diariamente alimentos que nos fazem mal e, por estarem
“mascarados”, ndo sao percebidos por nés. A aversao, neste caso, deixa de ser
um mecanismo de protecéo. E claro que quanto mais puro esta o alimento, mais
facil é a associacdo dos estimulos no nervo gustatério com o desconforto
gastrointestinal. Poderia ser comprovado se realmente ndo houve aversdo a

racdo se déssemos, para 0s animais, a opcao de ragdo rica em caseina.

A linhagem BALB/c, quando previamente sensibilizada, continua emagrecendo
mesmo comendo a racdo balanceada (Gréaficos 3, 6 e 9). Isto descarta a
hipotese inicialmente levantada de que o desequilibrio da dieta poderia estar
causando o emagrecimento. Ha muito se conhece que a ingestdo inadequada
de alimentos produz perda de peso e retardo do crescimento e, quando grave e
prolongada, leva a caquexia e ao edema. As anormalidades associadas com
caquexia incluem: anorexia, perda de peso, perda de musculo somético e massa
adiposa, alterac6es hepéticas da glicose e metabolismo de lipidios e anemia.
Evidéncias de modelos animais e estudos clinicos sugerem que uma resposta
inflamatdria, mediada em parte por uma desregulacédo da producdo de citocinas
pro-inflamatorias, tem um papel muito importante no curso da caquexia,
associada com doenca critica e doenca inflamatéria crénica (DELANO &
MOLDAWER, 2006). Esse dado de emagrecimento diante de uma dieta
equilibrada fortalece a teoria de que o emagrecimento, neste modelo, esta
relacionado com a alergia. A dieta alimentar pode afetar o curso de
determinadas doencas auto-imunes por meio de dois mecanismos néo

mutuamente excludentes (PANUSH, 1991). Primeiro, antigenos relacionados



aos alimentos induziriam respostas de hipersensibilidade, levando a sintomas de
auto-imunidade. Segundo, fatores nutricionais alterariam respostas inflamatorias
e imunoldgicas e, consequentemente, modulariam a evolugcédo de doencas auto-
imunes selecionadas. A terapia dietética atual para doencgas auto-imunes ndo é
especifica e € limitada pela toxicidade das drogas e por recidivas imprevisiveis.
Ha uma intensa e continua avaliacdo de estratégias nutricionais para modular a
evolucdo das doencas auto-imunes. Atualmente, sabe-se que a restricdo
calorica, a suplementacdo de 4cidos graxos w-3 e w-6 e a administracédo oral de
antigenos exercem uma gama de efeitos anti-inflamatoérios e imunomoduladores
em modelos animais de doengas auto-imune, incluindo aumento significativo na
expectativa de vida e diminuicdo das evidéncias histologicas de dano tecidual
(WAITZBERG, 2000). Os mecanismos que conseguem explicar esta influéncia
nutricional s&o: prostaglandina na producdo de leucotrienos; expressado de
genes das citocinas; apoptose das células T e B; danos dos radicais livres a
membrana celular. Estas estratégias dietéticas sdo passos futuros para estudos
com alergia alimentar. Perspectivas futuras incluem manipulacdes dietéticas
visando melhorias dos sintomas da alergia, at¢é mesmo o emagrecimento. Até
gue estudos mais conclusivos estejam disponiveis, 0os pacientes portadores de
doencas auto-imunes devem seguir a conduta dietética de eliminar o antigeno
da dieta.

A maneira de comprovarmos que a dieta de ovalbumina, preconizada pela
AIN93G, esta balanceada é baseada nos animais tolerantes (BALB/c que
consomem dieta de ovalbumina antes da sensibilizacdo primaria). Esses
animais, consumindo o antigeno via oral, antes da sensibilizacao primaria, ndo
emagreceram (Grafico 9). Cara e colaboradores também mostraram que a
aversao a ingestdo do antigeno ndo ocorre quando o animal é tornado tolerante,
ou seja, recebe, previamente a sensibilizacdo com ova, solugdo contendo a
mesma proteina (CARA et al., 1994). Nesse trabalho, foi visto que ndo houve
producéo de anticorpos anti-ovalbumina, fato que deve ser semelhante ao nosso

resultado.



Ao compararmos as linhagens BALB/c e C57BL/6 diante do protocolo de alergia
alimentar vimos algumas semelhancas de comportamento mas, também, vimos
diferencas. Os animais C57BL/6 ndo emagrecem diante do protocolo de alergia
alimentar proposto (Graficos 6 e 9). Eles produzem IgE mas ndo em tanta
guantidade como os animais BALB/c (Gréfico 38). Podemos dizer que o
emagrecimento estd acompanhado do aumento de IgE. A producdo de IgE é
necessaria mas nado suficiente. O ndo emagrecimento dos animais
sensibilizados C57BL/6 pode ser explicado pela presenca de liquidos nos
tecidos dos animais. Quando desidratamos as carcagas vimos que 0S animais
sensibilizados retinham liquidos enquanto que o0s nao sensibilizados néo
(Graficos 12 e 13). O edema refere-se a presenca de excesso de liquido nos
tecidos corporais. O edema ocorre, principalmente, no compartimento de liquido
extracelular mas também pode envolver os liquidos intracelulares (GUYTON &
HALL, 2002). O que produz o edema intracelular: depressdo dos sistemas
metabdlicos dos tecidos e/ou falta de nutricdo adequada das células. O edema
intracelular também pode ocorrer em tecidos inflamados pois a inflamacéo
exerce efeito direto sobre as membranas celulares, aumentando sua
permeabilidade e permitindo que sédio e outros ions se difundam para o interior
das células, com a conseqiente osmose de agua para dentro das células. O
edema extracelular ocorre por duas causas: extravasamento anormal de liquidos
do plasma para os espacos intersticiais pelos capilares e/ou incapacidade dos
linfaticos em fazerem o liquido do intersticio retornar para o sangue (GUYTON &
HALL, 2002). Como houve inflamagéo, € possivel que tenha ocorrido edema
intracelular, mas certamente o edema extracelular foi determinante, como
também visto por Saldanha e colaboradores (2004) utilizando este mesmo
modelo. Diante do dado da carcacga, concluimos que os animais C57BL/6 ndo

perdem peso, pois 0 mesmo estd mascarado com a retengao de liquidos.

A musculatura representa a maior massa tecidual corporea, correspondente a

guase 50% do peso sem gordura. O musculo esquelético estriado € mais



abundante e atua como o principal reservatorio de aminoécidos durante
periodos de estresse, trauma e balanco negativo. Porém, permanecem
limitados os métodos e a quantificacdo dos musculos em estudos nutricionais.
Poderiamos, se fosse possivel, ter feito o balango nitrogenado dos animais, para
avaliacao do catabolismo protéico. Contudo, ndo possuimos gaiolas metabdlicas
gue nos permitem coletar a urina por 24 horas. O célculo exato do balanco
nitrogenado exigiria a dosagem do nitrogénio urinario total e do nitrogénio
excretado por outras vias. Estudos feitos com traumatizados tém mostrado que o
grande consumo protéico € feito a custa do tecido muscular, enquanto que a
proteina visceral € poupada. Porém, o oposto pode ser observado na auséncia
de trauma, no qual as visceras tém, também, o seu peso reduzido. A perda de
proteinas corresponde a perda de funcdo essencial estando intimamente

relacionada com a evolugéo da doenca.

O meétodo de Lowry quantifica a proteina da mucosa cecal e do intestino grosso
(Graficos 32 e 33). No ceco, ha menor quantidade de proteina nas mucosas dos
animais sensibilizados, isto comprova que ha uma inflamacéo local devido ao
processo alérgico. No intestino grosso, os animais BALB/c sensibilizados tém
maior quantidade de proteina na mucosa, 0 que sugere que ela esteja intacta.
Enquanto isto, os animais da linhagem C57BL/6 possuem uma mucosa bem
destruida, ou seja, a inflamacéao intestinal comprometeu a mucosa. Porém, estes
dados ndo podem ser sugestivos ou conclusivos. Esta metodologia deveria ser
repetida pois houve algumas limitacdes da técnica. Primeiro, os 6rgaos deveriam
estar totalmente limpos para que as fezes nao interferissem nos resultados. Isto
ndo ocorreu, uma vez que, é muito dificil retirar todo contetdo de fezes dos
tecidos. No ato da masseracdo dos oOrgdos, eles deveriam formar um
homogenato liquido sem nenhum residuo sélido. Ao pipetarmos este
homogenato, observamos que o tecido ndo ficou totalmente liquido. Isto

aconteceu devido ao masserador, que nao atendeu as necessidades do método.



Os animais ndo alérgicos tém mais gordura abdominal do que os animais
alérgicos. Isto pode ser visto no Gréfico 17, em ambas as linhagens (BALB/c e
C57BL/6). Essa perda da gordura € devida ao aumento da taxa de
metabolismo. Este acontecimento deve-se a: via enddcrino-metabdlica, pela
atuacdo dos horménios e dos substratos; via imunoldgica, com o envolvimento
de células e mediadores (citocinas). A secrecdo aumentada da triade hormonal
catabdlica (glucagon, catecolaminas e glicocorticoides) orienta o metabolismo no
sentido catabdlico, mediada pelos receptores (3, estimulando a gliconeogénese,
lipdlise, estimulo das células alfa do pancreas e o catabolismo protéico com

ureogénese.

Outro resultado comum de ambas as linhagens € a quantidade de colesterol
presente no figado. Os animais sensibilizados possuem mais colesterol do que
0s animais nédo alérgicos (Grafico 35). Este fato pode ser explicado pela maior
mobilizacdo do tecido adiposo. A liberagcdo excessiva de acidos graxos, visto na
diminuicdo da gordura abdominal de animais sensibilizados, ird sobrecarregar o
figado pois, como ndo hé& proteinas suficientes para transportar estes lipides,
eles se acumulam no figado. A distribuicdo de tecido gorduroso esté associada a
fatores de risco como doenca coronariana e diabetes. A doenga coronaria ocorre
devido a deposicao de gordura na camada intima da parede arterial, produzindo
posteriormente obstrucdo parcial ou total do limen da artéria comprometida. A
aterosclerose € uma doenca multifatorial, sendo hoje considerados como fatores
de risco a hipercolesterolemia, a hipertensdo arterial e o habito de fumar.
Existem, também, outros fatores envolvidos, como obesidade,
hipertrigliceridemia, sedentarismo e estresse. Aqui acrescentamos que a alergia

pode ser um fator de importante relevancia na predisposi¢éo a aterosclerose.

Uma vez que os animais alérgicos demonstraram emagrecimento, avaliamos as
proteinas séricas totais e ndo observamos diferencas estatisticas entre os
grupos (Gréfico 41). Entretanto, ndo existe nenhuma relagdo constante entre

proteinas séricas ou viscerais e as proteinas corpéreas. Entdo, ndo podemos



afirmar que ndo houve catabolismo protéico em algum de nossos grupos
experimentais. A determinacdo das proteinas séricas totais tem significado
nutricional controverso pois pode ser pouco sensivel e sujeita a resultados

falsamente negativos devido a desidratacdo ou ao aumento das globulinas.

A albumina, proteina circulante do plasma e dos liquidos extracelulares mais
abundante, tem importancia na determinacdo da pressao coldido-osmética do
plasma. Ela exerce, também, a fungcédo de transporte de substancias no plasma.
A hipoalbuminemia n&o foi observada no nosso experimento mas isto pode ser
explicado pelo fato de que a longa vida média da albumina (18 a 20 dias) e a
existéncia do “pool” extravascular a tornaram um indice pouco sensivel as

rapidas variacdes do estado nutricional (Grafico 40).

Apoés entrada de antigenos exdgenos no organismo, ocorre uma resposta
inflamatoria celular. A inter-relacdo entre este processo inflamatério e as
alteracbes metabdlicas é mediada pela producédo de citocinas. Os mediadores
guimicos da resposta inflamatoria compreendem substancias de origem celular e
plasmatica. Dentre os mediadores de natureza lipidica, destacam-se o0s
eicosandides, formados a partir do metabolismo do &cido araquiddnico. Esse,
através da via cicloxigenase, da origam as prontaglandinas, tromboxanos e
prostaciclinas, e, pela via da lipoxigenase, origina o0s leucotrienos. As
prostaciclinas atuam promovendo vasodilatacao, além de acdo anteagregante
plaquetéria, enquanto o tromboxano tem agéo inversa, causando vasoconstricao
e predisposicéo a agregacao plaquetéria (KRAUSE et al., 1981; MOREL, 1999;
WISE et al., 1980). Os mediadores responsaveis pela producdo de citocinas
parecem incluir as prostaciclinas (PGIl,) e 0xido nitrico secretados pelas células
endoteliais em resposta ao TNF-alfa e ao IFN-gama secretados por células T e
macrofagos em resposta ao antigeno. Sabe-se que o TNF-alfa € uma das
citocinas mais importantes no emagrecimento de pacientes com cancer (ESPER
& HARB, 2005). Uma vez que também participa ativamente do processo

inflamatoério, o passo final do trabalho foi avaliar se essa citocina estava



aumentada no plasma de animais alérgicos. Com mostrado na Grafico 50, ndo
houve diferenga na presenca de TNF-alfa circulante entre os grupos. Porém, o
P=0,08 e isto sugere a repeticdo da técnica com o aumento o numero de
animais por grupo. Outras citocinas, tais como IL-1, IL6 ou IFN-gama podem
estar envolvidas no emagrecimento observado em nosso modelo e devem ser

analisadas.



CONCLUSAO

7- Conclusao

1)

2)

3)

Quando se administrou o antigeno oral nas formas de solugdo de clara “in
natura”, solucdo de clara liofilizada e na ragdo balanceada, houve o
emagrecimento dos animais BALB/c sensibilizados com ovalbumina; sendo
gue, com a dieta os animais perdem maior quantidade de peso. Esses
animais produzem IgE, perdem parte da gordura abdominal e possuem maior
guantidade de colesterol quando comparados com o0 seu controle ndo
sensibilizado.

A mesma administracdo do antigeno oral nos animais C57BL/6
sensibilizados ndo causou a perda de peso mas eles perderam gordura
abdominal, produziram IgE (n&o em tanta quantidade quanto os BALB/c
sensibilizados), aumentam os lipides hepéticos e sdo os Unicos que retém
liquido em sua carcaga. Esses animais também possuem maior quantidade
de colesterol do que o seu controle.

A dieta de ovalbumina, baseada na AIN93G, esta balanceada tendo em vista
0s animais tolerantes (BALB/c que consomem dieta de ovalbumina antes da
sensibilizacdo primaria). Esses animais ndo emagreceram em nenhum

momento do experimento.
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