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RESUMO

A incidéncia de doencas alérgicas tem aumentado tanto em paises desenvolvidos
como em desenvolvimento. A alergia alimentar € uma reacdo de hipersensibilidade
imediata mediada por IgE que ocorre apds a ingestdo de determinados alimentos
por individuos previamente sensibilizados. Nosso grupo de pesquisa desenvolveu
um modelo animal para o estudo da alergia alimentar a ovalbumina. Neste modelo,
os camundongos sdo sensibilizados com ovalbumina (OVA) e desafiados com uma
solugédo de clara de ovo a 20% (SCO). Um dos sintomas apresentados pelos
camundongos BALB/c no nosso modelo de alergia alimentar € a perda de peso
corporeo apods o desafio oral que persiste enquanto durar a ingestdo do antigeno.
Este emagrecimento ndo foi associado a um menor consumo liquido, nem a um
menor consumo de ragdo. Macrofagos provenientes dos animais alérgicos produzem
mais Oxido nitrico que os animais normais. Foi observado também que animais
alérgicos apresentam maior infiltrado eosinofilico no intestino delgado. No presente
trabalho foi demonstrado que os animais alérgicos, que foram suplementados com
selénio organico, vitamina E e todas as suplementacdes juntas, perderam peso
corpOreo na primeira semana de desafio oral. A partir da segunda semana de
desafio, esses animais recuperaram o peso corporeo, sendo a recupera¢ado do grupo
suplementado com vitamina E, a mais expressiva. Aléem disso, 0os animais alérgicos
expressaram mais iINOS no intestino, e quando foram suplementados com vitamina
E a expressdo dessa enzima foi semelhante a dos animais controles. Os animais
alérgicos apresentaram um grande infiltrado de eosinofilos no intestino delgado e a
vitamina E teve participagdo na diminuicdo do infiltrado. Esses resultados
demonstram que a vitamina E apresenta efeitos positivos na alergia alimentar

experimental. Os mecanismos pelos quais ela age devem ser investigados.
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INTRODUCAO

Alergia Alimentar e Sistema Imune

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

A alergia é caracterizada por um aumento na capacidade de linfocitos B
sintetizarem imunoglobulinas do isotipo IgE contra antigenos que entram no
organismo através da inalacdo, ingestdo ou penetracdo pela pele (PICCINNI et al.,
2000), conduzindo a uma hiperatividade imunologica e a uma inflamacao alérgica
(BUFE, 1998). Esses antigenos sdo considerados inécuos, mas capazes de induzir
quadros patolégicos em individuos sensibilizados.

Os antigenos que provocam as reacdes alérgicas, também chamados de
alérgenos, sdo em geral substancias quimicas e proteinas ambientais comuns. A
maioria dos individuos em contato com esses antigenos nao produz IgE especifica
nem desenvolve reagdes potencialmente lesivas, mas essas reagdes se
desenvolvam em pessoas geneticamente susceptiveis (ABBAS, 2005).

A propensao a producéo de IgE sofre influéncia de varios genes hereditarios.
Provavelmente, mais de 20 genes estdo envolvidos no desenvolvimento de doencas
alérgicas (LEUNG, 1998). Niveis exageradamente elevados de IgE e atopia
associada sdo comuns em algumas familias. A atopia € uma predisposi¢cao genética
de certos individuos para a sintese inapropriada de IgE especifica para
componentes protéicos. Estudos familiares demonstraram transmissao autossémica
nitida da atopia, embora o padrdo completo de heranca seja provavelmente
poligénico. Varios estudos ja identificaram genes candidatos ou loci que podem estar
envolvidos na alergia. Um desses loci para a atopia estd 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
conexao entre varios genes ai localizados e os mecanismos de regulacdo de IgE,
bem como com o crescimento e diferenciagdo de mastdcitos e eosindfilos (XU et al.,
2000). Em um estudo sobre a genética da atopia em criancas, foi concluido que

algumas variantes nos genes codificantes da IL-4, IL-13 e do receptor alfa da IL-4
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desempenham importante papel no controle de respostas a alérgenos mediadas por
IgE (LIU et al, 2004).

Estima-se que por volta de 1-2% da populacdo e mais de 8% das criancas
sofrem de algum tipo de alergia alimentar mediada por IgE (imunoglobulina E). A
alergia alimentar esta incluida entre as alergias mais comuns em criancas (HELM e
BURKS, 2000).

Os principais alimentos que tém sido citados como causadores de alergias
alimentares sédo: leite, ovos, amendoim, castanhas, camaréo, frutos do mar e soja
(BOCK, 1986; METCALFE, 1998). Sendo que, alergias a ovos e leite de vaca sao
observadas com maior freqiéncia em criancas, enquanto frutos do mar e amendoim
sdo as causas mais comuns de alergia em adultos (SEIBOLD, 2005). Os alimentos
que causam reac¢fes imunoldgicas tém macromoléculas com propriedades comuns:
baixo peso molecular, glicosilacdo e alta solubilidade em fluidos corporais. Essas
caracteristicas estruturais provavelmente protegem os antigenos da desnaturacdo e
da degradacao no trato gastrointestinal e permitem sua absorcao intacta. Entretanto,
nao se sabe porque alguns alimentos sdo mais alergénicos que outros (ABBAS,
2005; BRADLEY, 1997).

Para que a reacdo alérgica a um alimento ocorra, proteinas ou outros
antigenos devem ser absorvidos pelo trato gastrointestinal, interagir com o sistema
imunolégico e produzir uma resposta.

Em condi¢des normais, a reacao alérgica a alimentos € evitada, pois o trato
gastrointestinal e o sistema imunolégico fornecem barreiras que impedem a
absorcdo da maioria dos antigenos.

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

O lumen gastrointestinal contém uma variedade de substancias nocivas,
incluindo antigenos e agentes quimicos ingeridos com os alimentos, bem como
microrganismos e seus produtos toxicos. No entanto, em condicfes fisioldgicas, o
sistema gastrintestinal apresenta muitas barreiras para evitar constantes reacdes a
esses patdgenos. Entre elas podemos citar 0 muco que cobre continuamente e de
forma aderente a mucosa digestiva; as enzimas gastricas (pepsinas), pancreaticas

(tripsina, quimitripsina carboxipeptidases) e intestinais (aminopeptidases e

16



dipeptidases) (LAMONT, 1992) e a producdo 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 numero de células
imunocompetentes, incluindo mastécitos, neutrofilos e eosindfilos.

Os mastocitos sdo células altamente especializadas e sao residentes
proeminentes dos tecidos mucosos e epiteliais. Eles sdo ativados quando os
antigenos fazem ligag6es cruzadas com a IgE ligada em seus receptores especificos
de membrana. A degranulacdo ocorre em segundos, liberando uma série de
mediadores inflamatorios pré-formados. Entre eles estdo a histamina, uma amina
vasoativa de vida curta que produz um aumento imediato do fluxo sanguineo local e
permeabilidade vascular, e as enzimas como a quimase, triptase e esterases de
serina. Essas enzimas podem ativar as metaloproteinases de matriz, causando
destruicdo tecidual. No momento da ativacdo, os mastocitos sintetizam e liberam
guimiocinas, mediadores lipidicos tal como fator ativador das plaquetas (PAF), além
de outras citocinas. Esses mediadores contribuem para as respostas inflamatérias
cronicas e agudas. Os mediadores lipidicos, em particular, atuam rapidamente
causando contragcdo do musculo liso, aumento da permeabilidade vascular e
secrecdo de muco, induzindo também a ativacdo e o influxo de leucdcitos que
contribuem para a resposta tardia (JANEWAY, 2002). Tem-se tornado claro que
essas ceélulas 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).

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

Essas barreiras sdo muito efetivas. Normalmente a entrada de proteinas da
dieta causa um fendmeno chamado Tolerancia Oral, no qual, mesmo sendo

posteriormente sensibilizado, ndo ocorre formacao de anticorpos, especialmente IgE.
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Em algumas situacdes, a interacdo do antigeno com as células imunoldgicas
irhA 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 apresentacdo do antigeno (PICCINNI et al., 2000).

Nessas condi¢fes, 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 MHC de classe Il. A mudanca de IgM para IgE requer
interagcdes entre antigeno, células B especificas e células T. As células T ativadas
secretam interleucina 4 (IL-4) e expressam o ligante CD 40, que age sobre as
células B, tornando-as plasmacitos secretores de IgE e produzindo células B de
memoria. Quando ocorrer uma nova exposicdo ao antigeno, IgE especifica sera
secretada pelos plasmacitos e se ligardo aos mastdcitos. A reacao imediata inicia-se
pelo crosslinking de IgE com o antigeno, seguido pela ativacédo e desgranulacao dos
mastocitos. Mediadores pré-formados como histamina, enzimas e fatores
quimiotaticos sdo liberados, e outros mediadores (prostaglandinas e leucotrienos)
sdo formados. Estes mediadores s@o responsaveis pelos sintomas das reacdes
alérgicas (ANDERSON, 1997; FULEIHAN, 1998). Além disso, estes sintomas
refletem as quantidades de anticorpos IgA e IgG capazes de neutralizar o antigeno
antes que este possa se ligar nas moléculas de IgE na superficie dos mastdcitos
(FINKELMAN et al, 2005).

As primeiras modificagfes referem-se a eventos vasculares, com inicio apos
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 acdo da histamina, leucotrieno C, e PAF em receptores das
células endoteliais. A vasodilatacdo e 0 aumento da permeabilidade vascular geram
o eritema na pele e o edema no subcuténeo, trato respiratorio ou digestivo.
Tanto no trato respiratério como no digestivo, mediadores como a histamina e PGD,
podem estimular a producdo 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
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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 reacao alérgica (BAE et al., 1999). Os eosinodfilos sédo
leucécitos granulocitos derivados da medula 0ssea, assim chamados em razéo de
seus granulos, que contém proteinas basicas ricas em arginina, por se corarem de
laranja brilhante pelo corante acido eosina. Somente um pequeno nimero dessas
células é encontrado normalmente na circulacdo; a maioria dos eosinéfilos €
encontrada nos tecidos, especialmente no tecido conjuntivo imediatamente abaixo
do epitélio respiratério, intestinal e urogenital, implicando um papel provavel dessas
células na defesa contra organismos invasores. Os eosindfilos tém dois tipos de
funcbes efetoras. Primeiro liberam proteinas altamente téxicas e radicais livres dos
granulos, que podem matar microrganismos e parasitas, mas também produzir lesdo
tecidual significativa nas reacdes alérgicas. Segundo, eles produzem moléculas
como prostaglandinas, leucotrienos e citocinas, que amplificam a resposta
inflamatdria recrutando e ativando mais eosindfilos. A ativacao e a degranulacdo dos
eosinofilos é rigorosamente regulada. O primeiro nivel de controle regula a producao
de eosindfilos pela medula 6ssea, que é baixo na auséncia de infecgcbes ou outro
estimulo imune. Mas quando as células Th2 s&o ativadas, citocinas como a IL-5 sdo
liberadas, aumentando a producdo de eosindfilos na medula éssea e promovendo
sua liberacdo na circulagcdo. Um segundo nivel de controle regula a migracdo dos
eosinofilos, da circulacdo para os tecidos. As moléculas-chave nessa resposta sao
as quimiocinas CC. As quimiotaxinas que promovem a migracdo dos eosindfilos sao
as eotaxina 1 e eotaxina 2 (JANEWAY,2002) . No local da lesdo, os eosindfilos
liberam uma abundancia de mediadores altamente citotoxicos e pro-citotoxicos,
como a proteina basica principal, proteina catiénica eosinofilica e peroxidase,
contribuindo para a fase tardia da reacdo que ocorre trés a doze horas depois da
degranulacao dos mastdcitos (TEPPER et al., 1989; BISCHOF & MEEUSEN, 2002).

Sendo assim, podem-se listar sintomas freqiientemente provocados em varios
orgaos alvos durante as reacdes alérgicas induzidas por alimento. A pele pode
apresentar urticéria, rubor, erupcao pruritica eritematosa e dermatite atopica. O trato
gastrointestinal apresenta inchaco dos labios, lingua ou mucosa oral, nausea,
paralisia abdominal ou cdlica, vomito ou refluxo, e diarréia. No trato respiratorio

ocorre a congestdo nasal, edema laringeal, disfonia e espirros. Dependendo da
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gravidade do quadro anafilatico pode ocorrer hipotensdo, choque, desmaios e
vertigens. (SAMPSON, 1999).

A etiologia das alergias mediadas por IgE é complexa e pouco entendida.
Uma caracteristica comum € a superproducédo de citocinas como IL-4, do repertério
mecanismos que as envolvem. Esses modelos podem, também, servir para testes
de possiveis terapias farmacolégicas. Recentemente, Saldanha et al. 2004,
desenvolveram um modelo de alergia crénica no qual a resposta imune do tipo Th2 é
induzida para um antigeno alimentar. Nesse trabalho, camundongos da linhagem
BALB/c recebem uma injecdo contendo o antigeno (ovalbumina) associado a um
adjuvante, hidroxido de aluminio, que estimula a resposta do tipo Th2. Apoés a
sensibilizacdo, os animais tém como Unica opc¢do liquida uma solugcédo contendo o
mesmo antigeno. Esse desafio oral leva a varios sinais classicos do processo
alérgico, como: producao de IgE, aumento da permeabilidade vascular, infiltrado de
eosinofilos na mucosa intestinal, hiperplasia de mastocitos e aumento da producao
de muco. Um dos sinais sistémicos mais marcantes e ainda sem explicagédo foi o
emagrecimento acentuado dos animais uma semana apés o inicio da ingestdo do
antigeno. O mecanismo associado a esse emagrecimento ainda néo esta elucidado
e foi alvo de indagacao dos revisores do artigo (SALDANHA et al., 2004).

Moreira 2006, em seu trabalho de mestrado, avaliou se a perda de peso
corpéreo dos animais alérgicos era de origem nutricional, uma vez que eles
consumiam racdo comercial e uma solucdo de clara de ovo, ou seja, uma dieta
desbalanceada. A partir de entdo a solucdo de clara de ovo foi substituida por uma
dieta balanceada a base da proteina ovalbumina. Concluiu-se que o0s animais
continuavam a emagrecer, mostrando que a perda de peso corpdreo ndo era de
origem nutricional (MOREIRA, 2006).

O modelo de alergia alimentar foi estudado em outra linhagem, a C57/BL6. Os
animais alérgicos dessa linhagem apresentaram uma resposta diferente da dos
animais BALB/c. O grupo sensibilizado da linhagem C57/BL6 produziu uma
quantidade significativamente menor de IgE quando comparado com O grupo
alérgico da linhagem BALB/c e ndo perderam peso corpéreo quando comparados
com seu grupo controle. Foi verificado, porém, através da desidratacdo das carcagas
desses animais, que eles retinham liquido corp6reo, o que mascarava a perda de

peso. A perda de gordura abdominal, dos animais alérgicos das duas linhagens, foi
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semelhante, reforcando que a nao perda de peso dos C57/BL6 era realmente
mascarada por retencéo de liquido (MOREIRA, 2006).

Estresse Oxidativo, Lesdes Intestinais e Antioxidantes

Saldanha et al 2004, demonstraram que macréfagos provenientes do
peritdbnio de camundongos alérgicos produzem quantidade exacerbada de o6xido
nitrico quando comparados com animais normais (SALDANHA, 2002).

O oxido nitrico (NO) é um oxidante altamente reativo e de meia vida curta.
Este é produzido pela éxido nitrico sintetase constitutiva (cNOS), endotelial (eNOS)
e induzida (iINOS), a partir da L-arginina (NATHAN e XIE, 1994). Sob condi¢des de
producdo exacerbada, como no processo inflamatério, pode provocar danos
teciduais atravées da reacdo com superoxidos para formar peroxido-nitrito
(BURGNER et al., 1998; GAUT et al., 2002). Durante a inflamacao, a maioria de NO
é gerada pelas células inflamatorias, como os neutréfilos e macréfagos (MONCADA
et al., 1991).

Oxido nitrico e radicais livres estdo intimamente relacionados com um
processo bastante estudado, que € o de isquemia/reperfusdo. Esse processo gera
lesBes teciduais. O grau da lesdo é dependente da extensdo do fluxo sangtineo
arterial, da circulagéo colateral e da duracdo da isquemia, bem como do influxo de
neutroéfilos e geracao de radicais livres durante a reperfuséo, o que exacerba o dano
(WILLERSON,1997). Um radical livre é uma molécula com um elétron
desemparelhado sendo, consequentemente, uma molécula instavel, altamente
reativa e citotoxica.

Bienvenu e Granger 1993, compararam 0s eventos bioquimicos ocorridos
durante a reperfusdo de tecidos isquémicos aos de uma resposta inflamatoria
aguda, que podem resultar em trombose, edema e necrose tecidual (.BIENVENU E
GRANGER, 1993).

Uma variedade de mecanismos pode ser responsavel pelos danos causados
pela reperfusdo: a geracdo de radicais livres de oxigénio, perda de enzimas
antioxidantes, grande infiltrado de neutrofilos, edema tecidual, dentre outros
(HUDSON,1994).
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E controverso se o processo de isquemia/reperfusdo leva a um aumento ou
diminuicdo da liberacdo de Oxido nitrico (NO) pelas células endoteliais. O
mecanismo pelo qual o NO exerce efeito benéfico ou prejudicial permanece obscuro.
Pouco se sabe sobre NO e ROS no processo alérgico. E possivel que a inflamagdo
gerada no nosso modelo de alergia alimentar esteja gerando dano na mucosa
intestinal assim como acontece na isquemia/reperfusao.

Alguns estudos tém mostrado que a aminoguanidina (AG) diminui a producéo
de NO produzida pelas células inflamatorias. Essa substancia € um potente inibidor
especifico de INOS (HABIB et al.,, 1997). Um pré-tratamento com aminoguanidina
reduziu de forma efetiva o influxo de eosindfilos, linfocitos, macréfagos e neutréfilos
em lavado pulmonar de animais sensibilizados com OVA (TULIC,2000). AG reduziu
também danos teciduais causados por colite experimental (NAKAMURA et al.,
1999).

As defesas antioxidantes protegem os tecidos e liquidos corporeos das lesdes
causadas pelos oxidantes produzidos pelo metabolismo normal ou pela resposta a
inflamacéo e as doencas (SALVEMINI et al., 1996). Dentre os vérios tipos de
antioxidantes podemos citar o selénio e a vitamina E.

O interesse no selénio concentrou-se primeiramente na sua toxicidade,
porque foi identificado um envenenamento por selénio em animais que pastavam em
terras com altos niveis deste elemento. No final da década de 50, foi identificado um
papel positivo na protecéo contra necrose de figado de ratos deficientes em vitamina
E. Em 1973, descobriu-se que a glutationa peroxidase (GSH-px) era uma seleno-
enzima e foi considerada a principal forma de selénio ativo nos tecidos. O selénio
esta presente no organismo como seleno-metionina e seleno-cisteina. Os niveis
teciduais séo influenciados pela ingestdo dietética e refletem o ambiente
geoquimico. A absorcdo ocorre na porcao superior do intestino delgado e é mais
eficiente quando o animal esta deficiente. Os alimentos reconhecidos como as
principais fontes de selénio sdo: nozes brasileiras, frutos do mar, rim, figado e carne
bovina e de aves, enquanto as frutas e verduras séo fontes pobres nesse mineral
(KRAUSE, 1998). E encontrado sob a forma inorganica (selenito ou selenato) e
organica (seleno-aminoéacidos). A forma organica é mais facilmente assimilada pelo
organismo em comparacao a inorganica, o que pode ser confirmado pelo elevado
nivel de selénio observado em 6rgdos de camundongos apos suplementacdo com

selénio organico em comparacdo ao inorganico (MUSIK et al,1999; MUSIK et al,
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2002) . O selénio esta envolvido em varias funcdes fisiologicas. Possui efeito
antioxidante e atua como modulador do sistema imune. E o maior constituinte da
enzima glutationa peroxidase (HALLIWELL e MICHIELS, 2000). Esta enzima pode
reduzir oxidantes, como o peréxido de hidrogénio (H,O,), diminuindo a propagacéo
de radicais livres e espécies de oxigénio reativo. Além disso, reduz hidroperoxidos
intermediarios da ciclo-oxigenase e lipooxigenase diminuindo a producdo de
leucotrienos e prostaglandinas inflamatérias. (BULGER e MAIER, 2001; PARNHAM
e GRAF, 1987)

Ozturk et al. 2002, demonstraram em modelo experimental de
isquemial/reperfusdo intestinal que, no epitélio da mucosa existe uma maior
producdo de espécies de oxigénio reativo que estdo relacionados com lesdo na
mucosa. Essa leséo favorece translocacéo bacteriana (TB) e quando esses animais
sao pré-tratados com selénio, a translocacdo bacteriana ndo ocorre, mostrando o
efeito benéfico desse mineral na restauracdo da integridade da mucosa intestinal.
Uma das maneiras viaveis para verificar se ocorre translocacdo bacteriana no
modelo de alergia alimentar, seria a utilizagdo de animais isentos de germes, que
estdo disponiveis na linhagem Swiss.

A translocacédo bacteriana € a passagem de bactérias indigenas viaveis para
locais estéreis do corpo, tais como os linfonodos mesentéricos, baco, figado e/ou
corrente sanglinea, apds danos na barreira mucosa, que podem acontecer por
diversos fatores. A translocacdo bacteriana do intestino para outros 6rgaos, pode
acontecer por causa de uma proliferacdo descontrolada de bactérias intestinais ou
por causa da quebra da integridade da barreira mucosa intestinal (OZTURK et al,
2002).

O selénio e a vitamina E atuam em sinergismo, visto que protegem as
membranas celulares contra a degeneracdo oxidativa. Enquanto a vitamina E age
como um antioxidante lipossoluvel nas membranas, a glutationa peroxidase destroi
0s peréxidos antes que eles possam causar danos oxidativos (MCDOWELL, 1999).

Khanduja et al. 2005, demonstraram que ocorreu uma significante reducéo de
NO produzido por macréfagos alveolares estimulados com lipopolissacarides (LPS),
guando os animais foram suplementados com vitamina E (KHANDUJA et al 2005).

A vitamina E (tocoferol) € uma vitamina lipossoluvel, encontrada em grandes
quantidades nos Oleos vegetais e sementes oleaginosas. Entre os 0Oleos vegetais,

destacam-se os ricos em acidos graxos poliinsaturados, como € o caso do 6leo de
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soja (OLIVEIRA et al, 2005). Esta vitamina foi primeiramente descoberta em 1922,
guando se observou que anormalidades reprodutivas em ratos alimentados com
uma dieta basica eram corrigidas por uma substancia isolada de 6leos vegetais. Em
1938 uma fragdo quimicamente pura foi isolada e identificada como tocoferol (tokos
significa parto e phero significa dar a luz) (KRAUSE,1998).

A Vitamina E é considerada o antioxidante mais importante na defesa contra a
peroxidacao lipidica que ocorre na membrana celular de mamiferos (NACHBAR e
KORTING, 1995). Recentemente tem sido reconhecida como um imunomodulador.
Zheng et al. 1999, provaram que uma dieta suplementada com vitamina E suprime
reacoes alérgicas das vias aéreas por diminuir a producédo de IL-5. Essa vitamina
também reduz a migracdo transendotelial de neutrdéfilos, diminuindo a inflamacéo
alérgica das vias aéreas induzida por endotoxinas (ZHENG et al., 1999; ROCKSEN
et al., 2002).

Nosso trabalho parte da hipotese de que o processo inflamatério que ocorre
nos animais alérgicos esteja produzindo um estresse oxidativo (geracéo de radicais
livres e NO) que pode gerar danos e lesdes teciduais assim como ocorre em outros
modelos. Essa possivel lesdo poderia levar a translocacao de bactérias do intestino
para outros 6rgaos causando o emagrecimento nesses animais. Partimos entdo para
investigar o estresse oxidativo e o papel de antioxidantes, como a vitamina E e o

selénio organico e aminoguanidina, na alergia alimentar induzida em camundongos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

e Avaliar o efeito de selénio organico, vitamina E e aminoguanidina na alergia

alimentar induzida em camundongos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a b~ W N P

e Avaliar o efeito de selénio organico, vitamina E e aminoguanidina nos

seguintes parametros encontrados em camundongos BALB/c com alergia:

. diminuicédo do peso corporal;

. diminuicdo do consumo de racao;

. aumento dos niveis séricos de IgE e IgG1 anti-ovalbumina;

. aumento do infiltrado de neutrdéfilos e eosindéfilos na mucosa intestinal;

. aumento na producéo de muco.

e Avaliar se ocorre no modelo da alergia alimentar:

. aumento da ativagdo da NOS na mucosa intestinal,

. geracao de nitrito.

. translocacao bacteriana do intestino para linfonodos mesentéricos, figado e baco;

e Avaliar alguns parametros da alergia alimentar em camundongos da linhagem

SWISS
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MATERIAIS E METODOS

1. Animais e desenho experimental

Foram utilizados camundongos fémeas, jovens (de 5 a 7 semanas de idade),
da linhagens BALB/c e SWISS, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do

Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Os

animais foram mantidos durante todo o experimento no Biotério do Departamento de

Patologia Geral em estantes ventiladas (ALESCO). Os animais foram separados em

grupos, sendo mantida a média de cinco animais por grupo. Todos os procedimentos

foram executados de acordo com os principios éticos estipulados pelo Comité de

Etica Animal (CETEA) da UFMG. Este projeto foi aprovado pelo protocolo de niimero

120/05.
Desenho Experimental
Animais da linhagem BALB/c
Grupos | Grupos Dietas
A Controle |Racgéo balanceada (RB)
B Alérgico |Racéao balanceada
C Controle |Racao balanceada + Selénio (Se)
D Alérgico |Racdo balanceada + Se
E Controle |Racéo balanceada + Vitamina E (Vit E 1000 mg)
F Alérgico |Racgao balanceada + Vit E (1000 mg)
G Controle |Racéo balanceada + Vitamina E (Vit E 500 mg)
H Alérgico |Racdao balanceada + Vit E (500 mg)
I Controle |Racao balanceada + Aminoguanidina (AG)
J Alérgico |Racédo balanceada + AG
K Controle |Racao balanceada + Todas as suplementacgdes (TS)
L Alérgico |Racdo Balanceada + TS
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Animais da linhagem Swiss

Grupos Grupos Dietas
M Controle Racdao balanceada
N Alérgico 1 |Racdo Balanceada
O Alérgico 2 |Racado Balanceada Autoclavada

O diagrama abaixo representa o tempo das principais etapas dos experimentos:

Dias -7 0 14 21 28 49

Dia -7 — Inicio da vermifugacao e das suplementacdes.

Dia 0 — Inicio do experimento - Imunizacao primaria.

Dial4 — Imunizagcado secundaria.

Dia 21 — Desafio: com troca da ragdo balanceada (Caseina) para ragdo balanceada
(Ovalbumina).

Dia 28 — Sacrificio (1 semana apos desafio)

Dia 49 — Sacrificio dos animais restantes (4 semanas apds desafio)

2. Vermifugacéo

Todos os animais passaram pelo protocolo de vermifugacdo na semana
anterior ao inicio dos experimentos. Foram diluidos 0,4 mL de Ivermectina em 500
mL de agua e esta solucdo foi administrada na mamadeira dos animais durante 7

dias consecutivos. As gaiolas foram higienizadas a cada 3 dias.

3. Inducéo da alergia alimentar

A inducédo da alergia alimentar foi feita através de injecdo de OVA (10 ug)
adsorvida em Hidroxido de aluminio [AI(OH)3] (1 mg) e salina via sub-cutanea no
dorso (dia 0). Os animais receberam uma segunda sensibilizagdo 14 dias depois
como reforco (dia 14). A partir do sétimo dia apos a sensibilizacdo secundaria (dia
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21), os animais receberam uma racdo balanceada a base de ovalbumina (OVA) a
14%. Os animais dos grupos controles passaram pelo mesmo procedimento de

sensibilizacdo que os animais alérgicos, porém nao receberam OVA.

4. Suplementacdes

No inicio do experimento, dia 0, todos os animais receberam uma dieta
balanceada AIN93, a base de caseina até o dia do desafio. No desafio (dia 21) a
dieta foi substituida por uma a base de ovalbumina (contendo OVA como antigeno).

As suplementacdes foram da seguinte forma:

Os grupos A e B ndo foram suplementados;

Os grupos C e D foram suplementados com selénio organico (Selplex®) na
proporcado de 5g do Selplex® por Kg de dieta;

Os grupos E e F foram suplementados com vitamina E, sendo 1000 mg vitamina E
por Kg de dieta;

Os grupos G e H foram suplementados com vitamina E, sendo 500 mg vitamina E
por Kg de dieta;

Os grupos | e J foram tratados com aminoguanidina, sendo 2,5g de aminoguanidina
por Kg de dieta;

Os grupos K e L foram suplementados com selénio, vitamina E (1000 mg/ kg de
dieta) e aminoguanidina nas quantidades citadas a cima;

Os grupos M, N e O nao foram suplementados;

5. Avaliacédo do peso corporal

O peso corporal dos animais foi avaliado individualmente uma vez por

semana, desde o inicio do experimento (dia 0) até o final (dia 28 ou 49).

6. Avaliagdo do consumo de ragdo

O consumo de rac¢éao foi avaliado através do peso diario desta. Uma possivel

perda no fundo da gaiola n&do foi computada.
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7. Obtencéao do soro total

Para realizar a sangria, os animais foram previamente anestesiados com
xilasina e ketamina na concentracdo de 25,2% de cada anestésico em 49,6% de
salina fisiolégica por animal.

A sangria foi feita através dos vasos axilares. Apds coagulacdo do sangue
coletado, este foi centrifugado (3000 rpm) por 10 minutos. O soro total foi retirado e
congelado a -20° C para posterior analise da concentracdo de anticorpos e Oxido

nitrico.

8. Avaliacdo da translocac¢édo microbiologica

Linfonodos mesentéricos, figado e baco de cada animal sacrificado foram
removidos assepticamente, pesados, e homogeneizados. Os homogenatos foram
diluidos dez vezes e usados para cultura e contagem bacteriana em placa contendo
agar MacConkey. As placas foram incubadas uma noite a 37° C antes da contagem
das colbnias de bactérias. A translocac@o bacteriana foi considerada positiva para
valores maiores que 102 cfu/g de tecido para figado e baco e 10° cfu/g de tecido para

linfonodos mesentéricos.

9. Dosagem dos anticorpos IgG1 anti-OVALBUMINA

A dosagem de anticorpos foi feita através do teste de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), que segue a metodologia descrita a seguir: Microplacas de
poliestireno (Nunc, Roskilde, Denmark) foram incubadas overnight (4°C), com 2 nug
de OVA diluidos em 100 pl por pogo de tampéo carbonato pH=9,6 (Coating Buffer).
Apés 18 horas, no minimo, as placas foram lavadas duas vezes com salina
fisiolégica contendo 0,05% de Tween 20 (SIGMA Chemical Co, St Louis, MO, USA —
solucao salina tween) e incubadas, por uma hora, com 200 ul de solugédo de caseina
a 25% em PBS (PBS-caseina), por poco, para bloqueio, a temperatura ambiente. A
solugcéo de bloqueio foi desprezada e as placas incubadas, por 1 hora, com 100 pl

por poco de seis diluicdes seriadas dos soros totais a serem testados, iniciando com
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a diluicdo 1:100 (fator de diluicdo seriada = 0,5, diluicbes 1:100 a 1:3200). As placas
foram lavadas seis vezes com salina-Tween e incubadas, por 1 hora (37°C) com 100
ul por poco de uma solugdo com anticorpos de cabra anti-lgG1l de camundongo
(Goat anti-mouse IgG1, Southern Biothecnology Associates, Birmingham, AL, USA),
diluidos a 1:20000. As placas foram novamente lavadas com salina-Tween e
incubadas por 1h (37°C) com anticorpos de coelho anti-lgG de cabra conjugados
com peroxidase (Rabbit anti-goat IgG-HRP, Southern Biothecnology Associates,
Birmingham, AL, USA).

As placas foram lavadas novamente seis vezes com salina-Tween e
incubadas, no escuro, com 100 ul por poco de tampéao citrato (pH=5,0) contendo
H.O, e ortofenileno-diamino (OPD). Apds 15 minutos, a reacao foi interrompida pela
adicado de 20 ul por poco de H,SO,4 2%. A densidade optica foi obtida em Leitor de
ELISA automético com filtro de 492nm. Em todas as placas foi colocado controle
positivo padréo (pool de plasma de animais imunes), um controle negativo (pool de
plasma de animais normais), além de um controle da prépria placa (branco). Os
resultados foram expressos como unidades arbitrarias (UA), sendo atribuido um

valor de 1000 unidades ao controle positivo.

10. Dosagem de IgE especifico Anti-OVALBUMINA

A dosagem de anticorpos foi feita através do teste de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), que segue a metodologia descrita a seguir: Microplacas de
poliestireno foram incubadas a 4°C, com anticorpo de rato anti-Igg de camundongo
na concentracdo de 1:250 diluidos em 50ul de tampéo carbonato pH 9.6, por poco,
durante uma noite. Posteriormente, as placas foram lavadas com salina-Tween e
incubadas por 1 hora com 200ul de solucéo caseina a 0,25% em PBS, por poco,
para bloqueio a temperatura ambiente. A solucdo foi desprezada e as placas
incubadas por 2 horas com 50ul por poco de soro total dos animais a serem
testados. As placas foram lavadas com solucdo salina-Tween e incubadas por 1
hora a temperatura ambiente com 1ul de OVA-Biotina em 50ul de PBS-caseina, por
poco. As placas foram novamente lavadas com salina-Tween e incubadas, no
escuro, com 50ul por poco de estreptoavidina-peroxidase na concentracdo de

1:5000 por 45 minutos a temperatura ambiente. As placas foram lavadas com salina-
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Tween, incubadas e protegidas da luz, por 15 minutos a temperatura ambiente com
100ul, por poco, de tampao citrato pH=5.0 contendo H,O, e ortofenileno-diamino
(OPD). As reacdes foram interrompidas, apés 15 minutos, pela adicdo de 20ul por
poco de H,SO,4 2N. Em todas as placas foram colocados um controle positivo padrao
(pool de plasmas de animais imunes), um controle negativo (pool de plasma de
animais normais), além de um controle da propria placa (branco). A densidade Optica
foi obtida em leitor de ELISA com filtro de 490 nm. Os resultados foram amostrados
em unidades arbitrarias (U.A.) a partir do padrao positivo considerado como 1000

unidades.

11. Determinacgédo dos niveis de nitrito + nitrato no soro (Nox)

As amostras de soro foram delipidadas com éter 1:2. O nitrato do soro foi
reduzido enzimaticamente para nitrito utilizando-se a enzima nitrato redutase
(Sigma). A quantidade total de nitrito foi determinada de acordo com a reagéo
colorimétrica de Griess (Ding et al., 1988). Primeiramente, as placas de 96 pocos
foram incubadas, overnight, a 37°C, com 50 microlitros/poco de soro e 50
microlitros/poco de solucdo coquetel contendo 500uL de NADPH, 500 uL de tampéao
KH,PO,4, 500uL de agua e 50uL da solugdo da enzima nitrato redutase
(100U/500uL). Apos esta reacdo, 100 uL /poco da solucdo reagente AB (solucéao A:
sulfanilamida 1 % em H3PO,4 2,5 % e solucdo B: naftil etileno amida dihidroclorido
0,1% em H3PO, 2,5%) foram adicionados e as placas incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente. A leitura das absorvancias foi feita a 540 nm no leitor de
ELISA.

12. Avaliacdo morfologica da alergia

A alergia alimentar foi avaliada morfologicamente através dos segmentos do
intestino delgado que foram retirados. Por ndo haver separacdo macroscoépica nitida
entre as por¢cdes do intestino delgado em camundongos, o critério para distincao foi
baseado segundo FERRARIS et al 1992, sendo o intestino lavado com salina
fisiologica, para retirada das fezes, posteriormente dividido em quatro partes, sendo

da parte proximal para a distal, seu tamanho dividido em 20%, 30%, 30% e 20%.
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Essas por¢cBes foram designadas como: duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e
ileo, respectivamente. Essas porcdes foram fixadas em formol tamponado a 10%,
desidratadas em solucfes decrescentes de alcoois e incluidas em parafina. Cortes
de 4 um foram obtidos e corados com hematoxilina-eosina (HE), e posteriormente

analisados usando microscopio 6ptico convencional (FERRARIS et al., 1992) .

12.1 Avaliagao da presencga de muco intestinal

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

As laminas foram montadas e foram capturadas imagens de trés campos de
cada porcao do intestino delgado a partir de uma microcamera JVC TK-1270/RGB.
As imagens foram analisadas com a utilizacdo do software KS300 instalado em um
analisador de imagens Kontron Eletronic/Carl Zeiss. Para a determinacdo da area
das células caliciformes, todos os pixels verdes foram selecionados para a criacao
de uma imagem binarizada e subseqlente célculo da area total. O resultado foi

expresso em um? PAS/campo.
12.2 Avaliacdo do numero de eosinéfilos

Para a identificagdo e contagem dos eosinofilos, os cortes das por¢des de
intestino delgado foram corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e as
laminas foram examinadas em microscopio optico (OLYMPUS B201). Dez campos
foram escolhidos aleatoriamente, em um aumento de 40X (53.333um%campo) para a
contagem do numero de eosindfilos. O resultado foi expresso em numero de

eosindfilos/campo.

32



13. Avaliacdo da Mieloperoxidase (MPO) no intestino.

Um fragmento do intestino dos animais (jejuno proximal) foi coletado ao final
do experimento e armazenado em freezer a —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 ressuspendido 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 centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado
e o pellet ressuspendido em tampéao 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 centrifugacao e os sobrenadantes coletados para
0 ensaio. Um volume de 75 pul do sobrenadante de cada amostra foi adicionado em
placas de 96 pocos, incubado com 75 ul de tampéao mais OPD/H,0, por 30 minutos
a 37°C. A reacao foi interrompida com 75 ul de H,SO, e a densidade Optica foi

medida em 492 nm.

14. Avaliacado da atividade da oxido nitrico sintase (NOS)

A atividade da oxido nitrico sintase foi determinada através da taxa de
conversao da L-[U-14Clarginina para [U-14C] citrulina. Imediatamente apos a coleta
os tecidos foram congelados e armazenados & -70°C. No dia do ensaio, os tecidos
foram homogeneizados a 4°C em tamp&o de homogeneizacdo (pH 7,4; 50 mmol/L
Tris, 3,2 mmol/L sacarose, 1 mmol/L dithiothreitol, 10 g/mL leupeptina, 10 g/mL
inibidor de tripsina, 21 g/mL aprotinina). O homogenato foi centrifugado a 10000g/20
min a 4°C e o supernadante, contendo a iNOS soltvel e particulada, foi adicionada
ao tampéo (pH 7,2; 50 mmol/L KH,PO4, 1 mmol /L MgCl,, 0,2 mmol/L CaCl,, 50
mmol/L valina, 20 mol/L L-citrulina, 20 mol/L L-arginina, 1 mmol/L dithiothreitol, 100
mol/L NADPH, 2 mol /L tetrahidrobiopterina, 3 mol/L flavina adenina dinucleotideo
(FAD), 3 mol/L flavina mononucleotideo (FMN). Apés 30 min de incubacéo a 37°C, o
substrato foi removido através da adi¢do de 1:1 (v/v) dgua milli-Q/Dowex-AGSOW,
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finalizando a reacdo. Apos centrifugacdo a 5000g por 10 min, o supernadante foi
cuidadosamente removido e a atividade da INOS foi determinada a partir da
conversado de L-[U-14C]arginina para [U-14C] citrulina. Para determinar a atividade
Ca?" independente, os experimentos foram realizados na auséncia de CaCl, e
calmodulina, mas na presenca de 2nmol/L EGTA. A atividade da enzima foi
calculada como a diferenca entre a [U-14C] citrulina gerada das amostras do grupo
controle e a gerada das amostras contendo inibidor de INOS (L-NMMA, 1mmol/L). A
atividade da NOS Ca®" independente foi determinada como a diferenca entre
amostras contendo EGTA e amostras contendo EGTA+L-NMMA. O conteudo de
proteina soluvel do supernadante foi determinado utilizando-se um reagente protéico
Bio-Rad tendo como padrdo albumina sérica bovina. A atividade da NOS foi

expressa em pmol citrulina/min/mg de proteina.

15. Anéalise Estatistica

Para analise dos grupos experimentais foram utilizados os testes de ANOVA
e o0 TESTE T DE STUDENT com um nivel de significAncia considerado quando
P<0.05.

As diferengas na translocacdo bacteriana foram analisadas através do teste
de Fisher.
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Resultados



Uma vez que, nosso grupo de pesquisa verificou um aumento de 6xido nitrico
(NO), produzido por macrofagos peritoneais, em camundongos com alergia
alimentar induzida, haveria producdo de NO local nesses animais? E

sistémica?

1- RESULTADOS

1. Avaliacdo da iNOS, cNOS e NOS total na mucosa intestinal

As Figuras 1,2 e 3 representam a dosagem das enzimas 0xido nitrico sintase
induzida (iINOS), o6xido nitrico sintase constitutiva (cCNOS) e éxido nitrico sintase

total, no jejuno proximal de camundongos dos grupos controle e alérgico.

iNOs
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Figura 1: Avaliacao da 6xido nitrico sintase induzida (inos)

Representa a dosagem da enzima 6xido nitrico sintase induzida (inos) realizada no jejuno
proximal de camundongos da linhagem BALB/c, divididos em grupos controle e alérgico,
ap6s uma semana de desafio.

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles

Pode-se observar que ocorreu um aumento, muito proximo do significativo

(P=0,06), na quantidade da enzima iNOS no jejuno proximal dos animais alérgicos.
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Figura 2: Avaliacdo da 6xido nitrico sintase constitutiva (cNOS)

Representa a dosagem da enzima 6xido nitrico sintase constitutiva (cNOS) realizada no
jejuno proximal de camundongos da linhagem BALB/c, divididos em grupos controle e
alérgico, ap6s uma semana de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

NOS total
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Figura 3: Avaliacdo da 6xido nitrico sintase total

Representa a dosagem da enzima 6xido nitrico sintase constitutiva (cnos) realizada no
jejuno proximal de camundongos da linhagem BALB/c, divididos em grupos controle e
alérgico, ap6s uma semana de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controle
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Pode-se observar, que ndo foram detectadas alteracbes significativas na

dosagem de cNOS e NOS total no jejuno proximal de camundongos alérgicos.
2. Avaliacdo da quantidade de nitrito no soro
Para avaliar a producédo de Oxido nitrico nos grupos controle e alérgico, foi

quantificado, através do método de ELISA, nitrito no soro desses animais. A Figura
abaixo representa essa dosagem em unidades arbitrarias (U.A.)

Nitrito
4-
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D 24
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1 semana de desafio 4 semanas de desafio

Figura 4: Avaliacao de nitrito

Representa a dosagem de nitrito pelo método de ELISA, realizada no soro de camundongos
da linhagem BALB/c divididos em grupos controle e alérgico, com uma e quatro semanas de
desafio.

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles

Pode-se observar que ndo foram detectadas diferencas estatisticas entre os
grupos analisados.
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Foi visto que ocorreu aumento da INOS no jejuno proximal de animais
alérgicos, o que sugeri uma tendéncia ao aumento de NO nesse segmento.
Essa maior quantidade de NO produzida poderia provocar uma lesdo na
mucosa intestinal e favorecer a translocacdo bacteriana do intestino para
outros 6rgaos e conseqlientemente provocar uma infec¢cdo secundaria, 0 que

explicaria a causa do emagrecimento desses animais?

RESULTADOS

3. Analise microbioldgica para avaliacdo da translocacéao bacteriana

Para avaliar a translocagdo bacteriana, do intestino para outros 6rgaos, que é
comum em casos de dano tecidual causado por processo inflamatério como, por
exemplo, no processo de isquemia/reperfusdo, foram retirados assepticamente o0s
linfonodos mesentéricos, baco e figado de animais dos grupos controle e alérgico.
Esses orgdos foram mascerados, diluidos e incubados em meio de cultura para
posterior contagem das colbnias bacterianas. A Figura 5 representa o logaritmo das
unidades formadoras de col6nias (UFC) dos grupos controle e alérgico.

Podemos observar nesta Figura que ocorreu translocacdo bacteriana do
intestino para os linfonodos mesentéricos em 2 animais do grupo controle e 5
animais do grupo alérgico. Para o baco, ocorreu translocacdo bacteriana em 2
animais de cada grupo, porém, o numero de unidades formadoras de coldnias ndo
foi significativo, uma vez que, para ser significativo o log de UFC deveria estar acima

de 2 para baco e figado e acima de 3 para linfonodo mesentérico.
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Figura 5: Avaliacdo da traslocacdo bacteriana

Avaliagdo da traslocac8o bacteriana em logaritmo de unidades formadoras de colOnias
(UFC) por grama (g) de tecido (linfonodos mesentéricos, bago e figado) de camundongos da
linhagem BALB/c divididos em 2 grupos grupos controle e alérgico apés uma semana de
desafio. Os numeros representados em cima das barras indicam o niumero de animais em
que foi detectado UFC por nimero total do grupo.

Acima deste ponto _____ ,ou seja, 3.0 log UFC (g) ou (10° ufc/g de tecido) para linfonodos
mesentéricos e 2.0 log UFC (g) ou (10° ufc/g de tecido) para baco e figado, representa
translocacdo bacteriana estatisticamente significante.
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Nossos dados sugerem uma maior producdo de NO local, observada através
da dosagem da enzima iNOS no jejuno proximal de camundongos alérgicos.
Um antioxidante, como a vitamina E, seria capaz de reverter esse aumento da

INOS no jejuno proximal desses camundongos?

RESULTADOS

4. Avaliacdo da iNOS na mucosa intestinal

A Figura 6 representa a dosagem da enzima 6xido nitrico sintase induzida
(INOS), no jejuno proximal de camundongos dos grupos controle e alérgico

suplementados com vitamina E (1000 mg/kg de dieta).
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Figura 6: Avaliacao da 6xido nitrico sintase induzida

Representa a dosagem da enzima iNOS realizada no jejuno proximal de camundongos da
linhagem BALBI/c, divididos em grupos controle e alérgico suplementados com vitamina E
(1000 mg por kg de dieta), apés uma semana de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

Pode-se observar que ndo ha diferenca entre os grupos analisados
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Uma vez que, a vitamina E é capaz de reduzir a iNOS nos camundongos

alérgicos, ela teria algum efeito nos parametros da alergia alimentar?

2 - RESULTADOS
Suplementacdo com Vitamina E (Vit E) (1000 mg/ kg dieta)

5. Avaliacdo do peso corpoéreo

O peso dos animais, tratados com uma dieta balanceada e suplementada
com vitamina E, foi avaliado semanalmente durante 7 semanas. Os animais
alérgicos e alérgicos tratados com vitamina E apresentaram uma acentuada perda
de peso a partir da terceira semana, que corresponde a primeira semana apos o
desafio com o antigeno. O grupo alérgico manteve o emagrecimento até o final do
experimento (semana 7). J4, o grupo alérgico tratado com vitamina E, apresentou
uma surpreendente recuperacdo do peso corporeo, estatisticamente significativa, a
partir da quarta semana e manteve essa recuperacdo até a Ultima semana de
avaliacdo. A Figura 7 representa a avaliagdo semanal do peso corpdreo dos animais

suplementados com vitamina E em relagdo aos ndo suplementados.
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Figura 7: Avaliacdo do peso corpéreo (Vit E; 1000 mg)

Peso corpdreo em gramas (g), avaliado por sete semanas, de camundongos da linhagem
BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle suplementado com vitamina E
(1000 mg/kg de dieta) e alérgico suplementado com vitamina E (1000 mg/kg de dieta) .
*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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6. Avaliagdo do consumo de ragdo

A Figura 8 representa a avaliacdo semanal do consumo de ragao dos animais

tratados e nao tratados com vitamina E (1000 mg/kg de dieta).
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Figura 8: Avaliacdo do consumo de racdo (Vit E; 1000 mg)

Consumo de racdo em gramas (g), avaliado por sete semanas, de camundongos da
linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle suplementado com
vitamina E (1000 mg/kg de dieta) e alérgico suplementado com vitamina E (1000 mg/kg de
dieta). Até a terceira semana todos os grupos receberam racdo balanceada, suplementada
ou ndo com vitamina E, a base de caseina. A partir da semana 3 todos os grupos foram
desafiados com uma racdo balanceada a base de ovalbumina, suplementada ou ndo com
vitamina E.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

Podemos observar que ndo houve diferenca estatistica no consumo de racao
dos grupos mostrados na figura acima. Apesar de apresentarem uma diminuicdo do
consumo de racao depois do desafio, ou seja, quando ocorre a troca da dieta, essa

diminuicdo ocorreu em todos 0s grupos.

7. Avaliacéo dos anticorpos dos isotipos IgE e IgG1

Um dos parametros utilizados para avaliar o processo alérgico é a dosagem
de anticorpos dos isotipos IgE e IgG1. Como mostram as Figuras 9 e 10, a producao
da IgE e da IgG1 dos grupos alérgico e alérgico suplementado com vitamina E (100
mg/kg de dieta), foi estatisticamente maior quando comparada aos seus respectivos

grupos controles tanto com 1 quanto com 4 semanas de desafio.
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Figura 9: Avaliacdo da producéo da Imunoglobulina E (Vit E; 1000 mg)

Quantificacdo, da imunoglobulina E (IgE) em unidade arbitraria (U.A.) , através do método de
ELISA, no soro de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle,
alérgico, controle suplementado com vitamina E (1000 mg/kg de dieta) e alérgico
suplementado com vitamina E (1000 mg/kg de dieta) com 1 e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles
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Figura 10: Avaliacdo da producéo da imunoglobulina G1 (Vit E; 1000 mg)

Quantificagao, da imunoglobulina G1 (IgG1) em unidade arbitraria (U.A.), através do método
de ELISA, no soro de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle,
alérgico, controle suplementado com vitamina E (1000 mg/kg de dieta) e alérgico
suplementado com vitamina E (1000 mg/kg de dieta) com 1 semana de desafio.

*p<0,05 em relagcdo aos grupos controles
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8. Avaliacdo da producdo de muco pelas células caliciformes do intestino
delgado

Um outro parametro da alergia alimentar avaliado foi a producdo de muco
pelas células caliciformes, situadas nas vilosidades de todo o intestino delgado. O
intestino foi dividido em 4 partes: duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo.
Foram selecionados aleatériamente 3 campos de cada um desses segmentos de
cinco animais de cada grupo. Esses campos foram analisados através de um
programa de computador (KS300) que quantifica através da medida da area
desejada, nesse caso, a area onde verificou-se a presenca de muco através da
coloracédo de P.A.S.. As Figuras 11, 12 ,13 e 14 representam a area de muco em

micrémetros quadrados por campo de cada segmento do intestino delgado.
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Figura 11: Avaliacdo da producdo de muco no duodeno (Vit E; 1000 mg)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (um?) de PAS por campo, realizada no
duodeno de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico,
controle suplementado com vitamina E (Vit E) e alérgico suplementado com vitamina E (Vit
E) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

**p<0,05 em relacdo a outro alérgico
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Figura 12: Avaliagdo da producdo de muco no jejuno proximal (Vit E; 1000 mg)

Medida da area de muco em micrometros quadrados (umz) de PAS por campo, realizada no
jejuno proximal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle,
alérgico, controle suplementado com vitamina E (Vit E) e alérgico suplementado com

vitamina E (Vit E) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.
*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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Figura 13: Avaliacdo da producéo de muco no jejuno distal (Vit E; 1000 mg)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (um?) de PAS por campo, realizada no
jejuno distal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico,
controle suplementado com vitamina E (Vit E) e alérgico suplementado com vitamina E (Vit
E) em dois tempos distintos:1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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Figura 14: Avaliacdo da producéo de muco no ileo (Vit E; 1000 mg)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (pmz) de PAS por campo, realizada no
ileo de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle
suplementado com vitamina E (1000 mg/kg de dieta) e alérgico suplementado com vitamina
E (1000 mg/kg de dieta) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de
desafio.

*p<0,05 em relagcdo aos grupos controles

Observa-se, no duodeno, um aumento significativo na quantidade de muco no
grupo alérgico com uma semana de desafio e uma diminuicdo com quatro semanas
de desafio. No grupo alérgico suplementado com vitamina E, observou-se uma
guantidade de muco préxima da do grupo controle com uma semana de desafio e
um aumento significativo com quatro semanas de desafio.

No jejuno proximal e distal ocorreu um aumento significativo na quantidade de
muco nos grupos alérgicos, com uma semana de desafio. A avaliacdo histolégica do
muco no jejuno proximal pode ser observada na Figura 68. Com quatro semanas de
desafio observou-se uma diminuicdo na quantidade de muco no grupo alérgico e
alérgico suplementado com vitamina E, ficando num patamar bem parecido com o
seu grupo controle. Ja o grupo alérgico permaneceu com uma quantidade de muco
muito parecida com a observada na primeira semana de desafio, porém,
provavelmente por causa do tamanho do erro, ndo se observou diferenca estatistica
quando comparado com seu controle. No ileo, observou-se um aumento na
quantidade de muco nos grupos alérgico e alérgico suplementado com vitamina E

com uma semana de desafio, porém verificou-se diferenca estatistica somente no
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grupo alérgico. Com quatro semanas de desafio foi verificada uma diminuicdo de
muco tanto no grupo alérgico quanto no alérgico suplementado com vitamina E, ndo

apresentando diferenca estatistica quando comparados com seus controles.

9. Avaliacéo do infiltrado de eosindéfilos na mucosa do intestino delgado

O numero de eosindfilos na mucosa intestinal do intestino delgado é um dos
parametros utilizados para avaliar o processo inflamatoério na alergia alimentar. Para
essa analise, o intestino delgado foi dividido em 4 segmentos: duodeno, jejuno
proximal, jejuno distal e ileo. Foram analisados 10 campos aleatérios de cada
segmento de cinco animais de cada grupo. As Figuras 15, 16, 17 e 18 representam

0 numero de eosindfilos por campo de cada segmento do intestino delgado.
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Figura 15: Avaliacao de eosinéfilos no duodeno (Vit E; 1000 mg)

Contagem de eosindfilos, expressa em nimero de eosinéfilos (n°) por campo, realizada no
duodeno de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico,
controle suplementado com vitamina E (1000 mg/kg de dieta) e alérgico suplementado com
vitamina E (1000 mg/kg de dieta) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4
semanas de desafio.

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles

**p<0,05 em relagdo a outro alérgico
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Figura 16: Avaliacao de eosinéfilos no jejuno proximal (Vit E; 1000 mg)

Contagem de eosindéfilos, expressa em nimero de eosinéfilos (n°) por campo, realizada no
jejuno proximal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle,
alérgico, controle suplementado com vitamina E (1000 mg/kg de dieta) e alérgico
suplementado com vitamina E (1000 mg/kg de dieta) em dois tempos distintos: 1 semana de
desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

**p<0,05 controle em relag&o a outro controle
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Figura 17: Avaliacao de eosinéfilos no jejuno distal (Vit E; 1000 m%)

Contagem de eosinofilos, expressa em namero de eosinéfilos (n”) por campo, realizada no
jejuno distal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico,
controle suplementado com vitamina E (Vit E) e alérgico suplementado com vitamina E (Vit
E) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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Figura 18: Avaliagcao de eosindfilos no ileo (Vit E; 1000 mg)

Contagem de eosindéfilos, expressa em nimero de eosinéfilos (n°) por campo, realizada no
ileo de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle
suplementado com vitamina E (1000 mg/kg de dieta) e alérgico suplementado com vitamina
E (1000 mg/kg de dieta) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de
desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

Observa-se um aumento significativo no nimero de eosinoéfilos, na mucosa do
duodeno, jejuno proximal e jejuno distal, nos grupos alérgico e alérgico
suplementado com vitamina E, com uma semana de desafio, quando comparados
com seus respectivos controles. Quando os grupos alérgicos foram comparados,
nesse mesmo tempo de desafio, observou-se uma diminuicdo no nuamero de
eosinofilos no grupo alérgico suplementado com vitamina E nos trés segmentos
citados acima.

Ja no ileo, ndo foram observadas diferencas entre os grupos. Foi observada
uma diminuicdo expressiva no numero de eosindfilos em todos o0s grupos nos dois

tempos analisados.

10. Avaliacado de neutrofilos na mucosa do intestino delgado

A Figura 19 refere-se a avaliacdo da mieloperoxidase no jejuno proximal.
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Figura 19: Avaliacdo da mieloperoxidase no jejuno proximal (Vit E; 1000 mg)

Quantificacdo, da mieloperoxidase (MPO) em unidade arbitraria (U.A.) , através do método
de ELISA, no jejuno proximal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos
controle, alérgico, controle suplementado com vitamina E (1000 mg/kg de dieta) e alérgico
suplementado com vitamina E (1000 mg/kg de dieta) com 1 semana de desafio.

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles

Observa-se um aumento significativo da mieloperoxidase tanto no grupo

alérgico como no alérgico suplementado com Vitamina E (1000 mg/kg de dieta).
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Visto que a vitamina E na propor¢cédo de 1000 mg/kg de dieta (considerada
limite), apresentou uma melhora em alguns parametros do modelo de alergia

alimentar, em uma dose menor ela teria 0 mesmo efeito?

3 - RESULTADOS

Suplementacao com vitamina E (Vit E 500 mg/kg de dieta)
11. Avaliagcdo do peso corporeo

O peso dos animais, que foram tratados com uma dieta balanceada e

suplementada com vitamina E (500 mg/kg de dieta), foi avaliado semanalmente
durante 7 semanas.

A Figura 20 representa a avaliacdo semanal do peso corpdreo dos animais

suplementados com vitamina E (500mg/kg de dieta) em relacdo aos néo
suplementados.
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Figura 20: Avaliagdo do peso corpéreo (Vit E; 500 mg)
Peso corpdreo em gramas (g), avaliado por sete semanas, de camundongos da linhagem
BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle suplementado com vitamina E

(Vit E; 500 mg/kg de dieta) e alérgico suplementado com vitamina E (Vit E; 500 mg/kg de
dieta).

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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Os animais alérgicos e alérgicos tratados com vitamina E apresentaram uma
acentuada perda de peso a partir da terceira semana, que corresponde a primeira
semana de desafio com o antigeno. O grupo alérgico manteve o emagrecimento até
o final do experimento (semana 7). Ja o grupo alérgico, tratado com vitamina E,
apresentou uma surpreendente recuperacdo do peso corpoOreo, estatisticamente
significativa, a partir da quarta semana e manteve essa recuperacdo até a Ultima

semana de avaliagéo.

12. Avaliacdo dos anticorpos dos isotipos IgE

Um dos parametros utilizados para avaliar o processo alérgico é a dosagem
de anticorpos dos isotipos IgE e IgG1. Como mostra a Figura 21, a produc¢ao da IgE
dos grupos alérgico e alérgico suplementado com vitamina E (500 mg/kg de dieta),
foi estatisticamente maior quando comparada aos seus respectivos grupos controles,

tanto com uma semana de desafio quanto com quatro semanas de desafio.
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Figura 21: Avaliagdo da producédo da imunoglobulina E (Vit E; 500 mg)

Quantificacdo, da imunoglobulina E (IgE) em unidade arbitraria (U.A.) , através do método de
ELISA, no soro de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle,
alérgico, controle suplementado com vitamina E (VitE; 500 mg/kg de dieta) e alérgico
suplementado com vitamina E (VitE; 500 mg/kg de dieta) .

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles
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13. Avaliacdo da producdo de muco pelas células caliciformes do intestino

delgado

Um outro parametro da alergia alimentar avaliado foi a producdo de muco
pelas células caliciformes, situadas nas vilosidades de todo o intestino delgado. O
intestino foi segmentado em 4 partes designadas duodeno, jejuno proximal, jejuno
distal e ileo. Foram selecionados aleatériamente 3 campos de cada um desses
segmentos de cinco animais de cada grupo. Esses campos foram analisados atraves
de um programa de computador (KS300) que quantifica através da medida da area
desejada, nesse caso, a area onde verificamos a presenca de muco através da
coloracédo de P.A.S.. As Figuras 22, 23, 24 e 25 representam a area de muco em

micrémetros quadrados por campo de cada segmento do intestino delgado.
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Figura 22: Avaliacdo da producédo de muco no duodeno (Vit E; 500 mg)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (pmz) de PAS por campo, realizada no
duodeno de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico,
controle suplementado com vitamina E (Vit E; 500 mg/kg de dieta) e alérgico suplementado
com vitamina E (Vit E; 500 mg/kg de dieta) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e
4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles
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Figura 23: Avaliacdo da producéo de muco no jejuno proximal (Vit E; 500 mg)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (um?) de PAS por campo, realizada no
jejuno proximal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle,
alérgico, controle suplementado com vitamina E (Vit E; 500 mg/kg de dieta) e alérgico
suplementado com vitamina E (Vit E; 500 mg/kg de dieta) em dois tempos distintos: 1
semana de desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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Figura 24: Avaliacdo da producdo de muco no jejuno distal (Vit E; 500 mg)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (um?) de PAS por campo, realizada no
jejuno distal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico,
controle suplementado com vitamina E (Vit E; 500 mg/kg de dieta) e alérgico suplementado
com vitamina E (Vit E; 500 mg/kg de dieta) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e
4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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Figura 25: Avaliacdo da producéo de muco no ileo (Vit E; 500 mg)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (umz) de PAS por campo, realizada no
ileo de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle
suplementado com vitamina E (Vit E; 500 mg/kg de dieta) e alérgico suplementado com
vitamina E (Vit E; 500 mg/kg de dieta) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4
semanas de desafio.

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles

Pode-se observar nas Figuras 22, 23, 24 e 25 que ocorreu um aumento
significativo de muco nos grupos alérgico e alérgico suplementado com vitamina E
(Vit E; 500 mg/kg de dieta) em todos os segmentos analisados, na primeira semana
de desafio. A avaliacao histoldégica do muco no jejuno proximal pode ser observada
na Figura 68 Essa diferenca se manteve, no duodeno e no ileo do grupo alérgico
suplementado com vitamina E, no jejuno proximal nos dois grupos alérgicos e no
jejuno distal ndo foram observadas diferencas, quando analisados com quatro

semanas de desafio.
14. Avaliagao do infiltrado de eosinofilos na mucosa do intestino delgado

O numero de eosindfilos na mucosa intestinal do intestino delgado é um dos
parametros utilizados para avaliar o processo inflamatorio na alergia alimentar. Para
essa analise, o intestino delgado foi dividido em 4 segmentos: duodeno, jejuno

proximal, jejuno distal e ileo. Foram analisados 10 campos aleatorios de cada
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segmento de cinco animais de cada grupo. As Figuras 26, 27, 28 e 29 representam

o0 numero de eosindfilos por campo de cada segmento do intestino delgado.
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Figura 26: Avaliacao de eosinéfilos no duodeno (Vit E; 500 mg)

Contagem de eosinéfilos, expressa em nimero de eosinéfilos (n°) por campo, realizada no
duodeno de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico,
controle suplementado com vitamina E (Vit E; 500 mg/kg de dieta) e alérgico suplementado
com vitamina E (Vit E; 500 mg/kg de dieta) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e
4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles

**p<0,05 em relacdo a outro alérgico

Jejuno Proximal

40
o —1Controle
e H Alérgico
8 30- g
B
2 %
:‘g 20_ *
‘0
0
ol ﬁ — i —

Vit E Vit E
1 semana 4 semanas

Figura 27: Avaliagao de eosindfilos no jejuno proximal (Vit E; 500 mg)

Contagem de eosindéfilos, expressa em nimero de eosinéfilos (n°) por campo, realizada no
jejuno proximal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle,
alérgico, controle suplementado com vitamina E (Vit E; 500 mg/kg de dieta) e alérgico
suplementado com vitamina E (Vit E; 500 mg /kg de dieta) em dois tempos distintos: 1
semana de desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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Figura 28: Avaliacao de eosinéfilos no jejuno distal (Vit E; 500 mg)

Contagem de eosindfilos, expressa em nimero de eosinéfilos (n°) por campo, realizada no
jejuno distal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico,
controle suplementado com vitamina E (Vit E; 500 mg/kg de dieta) e alérgico suplementado
com vitamina E (Vit E; 500 mg/kg de dieta) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e
4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relagcdo aos grupos controles

**p<0,05 em relagdo a outro alérgico
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Figura 29: Avaliacao de eosinéfilos no ileo (Vit E; 500 mg)

Contagem de eosinoéfilos, expressa em nimero de eosinéfilos (n°) por campo, realizada no
ileo de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle
suplementado com vitamina E (Vit E; 500 mg/kg de dieta) e alérgico suplementado com
vitamina E (Vit E; 500 mg/kg de dieta) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4
semanas de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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Pode-se observar um aumento no numero de eosinofilos no duodeno dos
animais do grupo alérgico e no jejuno proximal e jejuno distal dos animais dos
grupos alérgico e alérgico suplementado com vitamina E (500 mg/kg de dieta), na
primeira semana de desafio em relacdo aos seus grupos controles. No duodeno e no
jejuno proximal dos animais alérgicos suplementados, foi observada uma diminui¢cao

no nimero de eosindfilos quando comparado ao alérgico.

15. Avaliacdo de neutrofilos na mucosa do intestino delgado

A Figura 30 refere-se a avaliacdo da mieloperoxidase no jejuno proximal.
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Figura 30: Avaliacdo da mieloperoxidase no jejuno proximal (Vit E; 500 mg)

Quantificagdo da mieloperoxidase (MPO) em unidade arbitraria (U.A.), através do método de
ELISA, no jejuno proximal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos
controle, alérgico, controle suplementado com vitamina E (500 mg/kg de dieta) e alérgico
suplementado com vitamina E (500 mg/kg de dieta) com 1 semana de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

Observa-se um aumento significativo da mieloperoxidase tanto no grupo

alérgico como no alérgico suplementado com Vitamina E (500 mg/kg de dieta).
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Outro antioxidante, como o selénio organico, teria efeitos semelhantes aos da

vitamina E, nos parametros da alergia alimentar?

4 - RESULTADOS

Suplementacdo com selénio organico (Se)

16. Avaliacdo do peso corpoéreo

O peso dos animais, que foram tratados com uma dieta balanceada e
suplementada com selénio organico, foi avaliado semanalmente durante 7 semanas.
A Figura 31 representa a avaliacdo semanal do peso corpdreo dos animais

suplementados com selénio orgéanico em relacédo aos ndo suplementados.
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Figura 31: Avaliagao do peso corpéreo (Se)

Peso corpéreo em gramas (g), avaliado por sete semanas, de camundongos da linhagem
BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle suplementado com selénio
orgénico (Se) e alérgico suplementado com selénio orgénico (Se).

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

Os animais alérgicos e alérgicos tratados com selénio apresentaram uma
acentuada perda de peso a partir da terceira semana, que corresponde a primeira

semana apo6s o desafio com o antigeno. O grupo alérgico manteve o emagrecimento
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até o final do experimento ( sétima semana ). Ja o grupo alérgico, tratado com
selénio, apresentou uma recuperacdo, estatisticamente significativa, do peso
corpéreo, a partir da quarta semana e manteve essa recuperacao até a ultima

semana de avaliagéo.

17. Avaliagdo do consumo de ragao

A Figura 32 representa a avaliacdo semanal do consumo de ragdo dos

animais dos grupos controle e alérgico, tratados ou ndo com selénio organico.
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Figura 32: Avaliacdo do consumo de racéo (Se)

Consumo de racdo em gramas (g), avaliado por sete semanas, de camundongos da
linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle suplementado com
selénio organico (Se) e alérgico suplementado com selénio orgéanico (Se). Até a terceira
semana todos os grupos receberam ragdo balanceada, suplementada ou ndo com selénio, a
base de caseina. A partir da semana 3 todos os grupos foram desafiados com uma ragao
balanceada a base de ovalbumina, suplementada ou ndo com selénio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

Podemos observar que ndo houve diferenca estatistica no consumo de racao
dos grupos mostrados no gréfico acima. Apesar de apresentarem uma diminui¢cao do
consumo de racao durante o desafio, ou seja, quando ocorre a troca da dieta, essa

diminuicdo ocorreu em todos 0s grupos.
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18. Avaliagcdo dos anticorpos dos isotipos IgE e IgG1

Um dos parametros utilizados para avaliar o processo alérgico é a dosagem
de anticorpos dos isotipos IgE e IgG1l. Como mostram as Figuras 33 e 34, a
producdo da IgE e da IgG1l dos grupos alérgico e alérgico suplementado com
selénio organico, foi estatisticamente maior quando comparada aos seus respectivos

grupos controles tanto com 1 semana de desafio quanto com 4 semanas de desafio.

IgE
1000+

*
*

750+ *
<- *
O 5001

250+

0= 1 I;I ’;‘
Se Se

1 semana de desafio 4 semanas de desafio

1 Controle
I Alérgico

Figura 33: Avaliacdo da producdo da imunoglobulina E (Se)

Quantificagao, da imunoglobulina E (IgE) em unidade arbitraria (U.A.) , através do método de
ELISA, no soro de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle,
alérgico, controle suplementado com selénio organico (Se) e alérgico suplementado com
selénio organico (Se) com 1 e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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Figura 34: Avaliacdo da producdo daimunoglobulina G1 (Se)

Quantificagao, da imunoglobulina G1 (IgG1) em unidade arbitraria (U.A.) , através do método
de ELISA, no soro de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle,
alérgico, controle suplementado com selénio organico (Se) e alérgico suplementado com
selénio organico (Se) com 1 semana de desafio.

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles

19. Avaliacdo da producdo de muco pelas células caliciformes do intestino

delgado

Um outro parametro da alergia alimentar avaliado foi a produ¢cdo de muco
pelas células caliciformes, situadas nas vilosidades de todo o intestino delgado. O
intestino foi dividido em 4 partes: duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo.
Foram selecionados aleatériamente 3 campos de cada um desses segmentos de
cinco animais de cada grupo. Esses campos foram analisados através de um
programa de computador (KS300) que quantifica através da medida da area
desejada, nesse caso, a area onde se verificou a presenca de muco atraves da
coloracdo de P.A.S.. As Figuras 35, 36, 37 e 38 representam a area de muco em

micrémetros quadrados por campo de cada segmento do intestino delgado.
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Figura 35: Avaliacdo da producdo de muco no duodeno (Se)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (umz) de PAS por campo, realizada no
duodeno de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico,
controle suplementado com selénio orgéanico (Se) e alérgico suplementado com selénio
organico (Se) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.
*p<0,05 em relagcdo aos grupos controles
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Figura 36: Avalia¢gdo da producdo de muco no jejuno proximal (Se)

Medida da area de muco em micrometros quadrados (umz) de PAS por campo, realizada no
jejuno proximal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle,
alérgico, controle suplementado com selénio orgénico (Se) e alérgico suplementado com
selénio organico (Se) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de
desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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Figura 37: Avaliacdo da producdo de muco no jejuno distal (Se)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (umz) de PAS por campo, realizada no
jejuno distal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico,
controle suplementado com selénio orgéanico (Se) e alérgico suplementado com selénio
organico (Se) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles
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Figura 38: Avaliacdo da producdo de muco no ileo (Se)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (umz) de PAS por campo, realizada no
ileo de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle
suplementado com selénio organico (Se) e alérgico suplementado com selénio organico
(Se) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relagcdo aos grupos controles
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Quando analisamos 0 muco produzido, no duodeno, na primeira semana de
desafio, verificamos que os animais dos grupos alérgico e alérgico suplementado
com selénio organico apresentaram uma quantidade maior de muco,
estatisticamente significativa. O grupo alérgico suplementado com selénio manteve
esse aumento quando analisado apos 4 semanas de desafio.

Quando analisamos o0 muco produzido, no jejuno proximal, tanto na primeira
semana quanto na quarta semana apos o desafio, verificamos que os animais dos
grupos alérgico e alérgico suplementado com selénio organico apresentaram uma
quantidade maior de muco, estatisticamente significativa. A avaliacao histolégica do
muco ho jejuno proximal com uma semana de desafio pode ser observada na Figura
68. No jejuno distal e no iléo, verificamos que os animais dos grupos alérgico e
alérgico suplementado com selénio organico apresentaram uma quantidade maior
de muco, estatisticamente significativa, na primeira semana de desafio. Esta mesma
analise realizada ap6s 4 semanas de desafio, ndo apresentou diferencas estatisticas

entre os grupos analisados.

20. Avaliacéo do infiltrado de eosinéfilos na mucosa do intestino delgado

O numero de eosindfilos na mucosa intestinal € um dos parametros utilizados
para avaliar o processo inflamatério na alergia alimentar. Para essa andlise, 0
intestino delgado foi dividido em 4 segmentos: duodeno, jejuno proximal, jejuno
distal e ileo. Foram analisados 10 campos aleatérios de cada segmento de cinco
animais de cada grupo. As Figuras 39, 40, 41 e 42 representam o0 numero de
eosindfilos por campo de cada segmento do intestino delgado.

No duodeno podemos observar que o0 numero de eosinofilos do grupo
alérgico € maior que o do seu controle e o controle suplementado com selénio é
maior que o controle, quando analisados na primeira semana de desafio. Na quarta

semana de desafio ndo foram detectadas diferencas estatisticas nesta porcao.
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Figura 39: Avaliagcdo de eosinéfilos no duodeno (Se)

Contagem de eosindfilos, expressa em niimero de eosinéfilos (n°), realizada no duodeno de
camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle
suplementado com selénio organico (Se) e alérgico suplementado com selénio orgénico
(Se) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

**p<0,05 controle em relagdo a outro controle
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Figura 40: Avaliagcdo de eosindfilos no jejuno proximal (Se)

Contagem de eosinéfilos, expressa em nimero de eosinéfilos (n°), realizada no jejuno
proximal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico,
controle suplementado com selénio organico (Se) e alérgico suplementado com selénio
organico (Se) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.
*p<0,05 em relagdo aos grupos controles
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Figura 41: Avaliagdo de eosindfilos no jejuno distal (Se)

Contagem de eosinofilos, expressa em nimero de eosinéfilos (n°), realizada no jejuno distal
de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle
suplementado com selénio organico (Se) e alérgico suplementado com selénio orgénico
(Se) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relagcdo aos grupos control
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Figura 42: Avaliacao de eosinéfilos no ileo (Se)

Contagem de eosindéfilos, expressa em nimero de eosinéfilos (n°, realizada no ileo de
camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle
suplementado com selénio organico (Se) e alérgico suplementado com selénio organico
(Se) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles

**p<0,05 em relacdo a outro alérgico
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Os grupos alérgico e alérgico suplementado com selénio apresentaram no
jejuno proximal e no jejuno distal nUmeros de eosinéfilos muito maiores do que seus
grupos controles, quando analisados na primeira semana de desafio. Na quarta
semana de desafio ndo foram detectadas diferencas estatisticas nestas porgoes.

Ja na dultima porcdo do intestino delgado, ileo, somente o grupo alérgico
apresentou maior numero de eosindéfilos em relacdo ao seu controle e o grupo
alérgico suplementado com selénio apresentou menor nimero de eosinofilos em

relagéo a grupo alérgico quando analisados na primeira semana de desafio.

21. Avaliacdo de neutrofilos na mucosa do intestino delgado

A Figura 43 refere-se a avaliacdo da mieloperoxidase no jejuno proximal.
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Figura 43: Avaliacdo da mieloperoxidase no jejuno proximal (Se)

Quantificagdo, da mieloperoxidase (MPO) em unidade arbitraria (U.A.) , através do método
de ELISA, no jejuno proximal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos
controle, alérgico, controle suplementado com selénio organico e alérgico suplementado
com selénio organico com 1 semana de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

Observa-se um aumento significativo da mieloperoxidase tanto no grupo

alérgico como no alérgico suplementado com selénio organico.
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O tratamento com aminoguanidina teria algum efeito nos parametros da alergia
alimentar em camundongos?

5 - RESULTADOS

Tratamento com aminoguanidina (AG)
22. Avaliacdo do peso corporeo

O peso dos animais, que foram tratados com uma dieta balanceada e
acrescida de aminoguanidina (AG), foi avaliado semanalmente durante 7 semanas.
Os animais alérgicos e alérgicos tratados com aminoguanidina apresentaram uma
acentuada perda de peso a partir da terceira semana, que corresponde a primeira
semana apos o desafio com o antigeno. Os grupos alérgico e alérgico tratado com
aminoguanidina mantiveram o emagrecimento até o final do experimento (semana
7). A Figura 44 representa a avaliacdo semanal do peso corpéreo em gramas (g) dos
animais tratados com aminoguanidina em relagéo aos néo tratados.
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Figura 44: Avaliagdo do peso corpéreo (AG)

Peso corpdreo em gramas (g), avaliado por sete semanas, de camundongos da linhagem
BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle tratado com aminoguanidina (AG) e
alérgico tratado com aminoguanidina (AG).

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles

70



23. Avaliagdo do consumo de ragao

A Figura 45 representa a avaliacdo semanal do consumo de racdo dos

animais tratados e ndo tratados com aminoguanidina (AG).
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Figura 45: Avaliacao do peso corpdoreo (AG)

Consumo de racdo em gramas (g), avaliado por sete semanas, de camundongos da
linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle tratado com
aminoguanidina (AG). e alérgico tratado com aminoguanidina (AG). Até a terceira semana
todos os grupos receberam racéo balanceada, suplementada ou ndo com vitamina E, a base
de caseina. A partir da semana 3 todos os grupos foram desafiados com uma racéo
balanceada a base de ovalbumina, suplementada ou ndo com aminoguanidina (AG).

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles

Podemos observar que ndo houve diferenca estatistica no consumo de racao
dos grupos mostrados no grafico acima. Apesar de apresentarem uma diminuicao do
consumo de racao depois do desafio, ou seja, quando ocorre a troca da dieta, essa

diminuicdo ocorreu em todos 0s grupos.

24. Avaliacéo dos anticorpos dos isotipos IgE e IgG1

Um dos parametros utilizados para avaliar o processo alérgico é a dosagem
de anticorpos dos isotipos IgE e IgG1l. Como mostram as Figuras 46 e 47, a
producdo da IgE e da IgGl dos grupos alérgico e alérgico tratado com
aminoguanidina, foi estatisticamente maior quando comparada aos seus respectivos

grupos controles com 1 e 4 semanas de desafio.
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Figura 46: Avaliagdo da producédo daimunoglobulina E (AG)

Quantificagdo, da imunoglobulina E (IgE) em unidade arbitraria (U.A.) , através do método de
ELISA, no soro de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle,
alérgico, controle tratado com aminoguanidina (AG) e alérgico tratado com aminoguanidina
(AG).

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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Figura 47: Avaliacdo da producdo da imunoglobulina G1 (AG)

Quantificacdo, da imunoglobulina G1 (IgG1) em unidade arbitraria (U.A.) , através do método
de ELISA, no soro de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle,
alérgico, controle tratado com aminoguanidina (AG) e alérgico tratado com aminoguanidina
(AG).

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles
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25. Avaliacdo da producdo de muco pelas células caliciformes do intestino

delgado

Um outro parametro da alergia alimentar avaliado foi a produgdo de muco
pelas células caliciformes, situadas nas vilosidades de todo o intestino delgado. O
intestino foi segmentado em 4 partes designadas duodeno, jejuno proximal, jejuno
distal e ileo. Foram selecionados, aleatoriamente, 3 campos de cada um desses
segmentos de cinco animais de cada grupo. Esses campos foram analisados através
de um programa de computador (KS300) que quantifica através da medida da area
desejada, nesse caso, a area onde verificamos a presenca de muco através da
coloracédo de P.A.S.. As Figuras 48, 49, 50 e 51 representam a area de muco em

micrémetros quadrados por campo de cada segmento do intestino delgado.
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Figura 48: Avaliacdo da producdo de muco no duodeno (AG)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (um?) de PAS por campo, realizada no
duodeno de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico,
controle tratado com aminoguanidina (AG) e alérgico tratado com aminoguanidina (AG) em
um tempo: 1 semana de desafio.

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles
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Figura 49: Avaliacdo da producdo de muco no jejuno proximal (AG)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (um?) de PAS por campo, realizada no
jejuno proximal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle,
alérgico, controle tratado com aminoguanidina (AG) e alérgico tratado com aminoguanidina
(AG) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

Jejuno Distal

7500+
1 Controle
*
2 * B Alérgico
e
8 5000+ *
%)
<
a
NE 2500+ ﬂ
3
. [ ]
AG AG
1 semana 4 semanas

Figura 50: Avaliacdo da producéo de muco no jejuno distal (AG)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (umz) de PAS por campo, realizada no
jejuno distal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico,
controle tratado com aminoguanidina (AG) e alérgico tratado com aminoguanidina (AG) em
dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relagcdo aos grupos controles
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Figura 51: Avaliagdo da producédo de muco no ileo (AG)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (um?) de PAS por campo, realizada no
ileo de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle
tratado com aminoguanidina (AG) e alérgico tratado com aminoguanidina em dois tempos
distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

Pode-se observar um aumento na quantidade de muco produzido pelas
células caliciformes do duodeno dos animais alérgicos e alérgicos tratados com
aminoguanidina (AG), em relacdo aos seus respectivos grupos controles, com uma
semana de desafio. Quando comparamos os dois grupos alérgicos observamos uma
diminuigcdo do muco nos animais alérgicos tratados com AG.

No jejuno proximal e distal, observa-se um aumento de muco nos animais
alérgicos e alérgicos tratados com AG quando comparados aos seus controles, com
uma semana de desafio A avaliacdo histolégica do muco no jejuno proximal pode
ser observada na Figura 68. JA com quatro semanas de desafio observamos um
aumento de muco somente nos animais alérgicos tratados com AG.

No ileo, ocorreu aumento de muco somente no grupo alérgico com uma semana de

desafio. E no grupo alérgico tratado com AG com quatro semanas de desafio.

26. Avaliacédo do infiltrado de eosinéfilos na mucosa do intestino delgado

O numero de eosindfilos na mucosa intestinal € um dos parametros utilizados
para avaliar o processo inflamatério na alergia alimentar. Para essa andlise, o

intestino delgado foi dividido em 4 segmentos: duodeno, jejuno proximal, jejuno
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distal e ileo. Foram analisados 10 campos aleatérios de cada segmento de cinco
animais de cada grupo. As Figuras 52, 53 e 54 representam o numero de eosinoéfilos

por campo de cada segmento do intestino delgado.
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Figura 52: Avaliagdo de eosindfilos no jejuno proximal (AG)

Contagem de eosinéfilos, expressa em numero de eosinéfilos (n°), realizada no jejuno
proximal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico,
controle suplementado com aminoguanidina (AG) e alérgico suplementado com
aminoguanidina (AG) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de
desafio.

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles
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Figura 53: Avaliagcao de eosinéfilos no jejuno distal (AG)

Contagem de eosinofilos, expressa em nimero de eosinéfilos (n°), realizada no jejuno distal
de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle
suplementado com aminoguanidina (AG) e alérgico suplementado com aminoguanidina
(AG) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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Figura 54: Avaliacdo de eosinéfilos no ileo (AG)

Contagem de eosinéfilos, expressa em nimero de eosinéfilos (n°), realizada no ileo de
camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle
suplementado com aminoguanidina (AG) e alérgico suplementado com aminoguanidina
(AG) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles

Pode-se observar que ocorreu um aumento no numero de eosindfilos no
jejuno proximal e distal dos animais dos grupos alérgico e alérgico tratado com
aminoguanidina (AG) na primeira semana de desafio. Na quarta semana de desafio
nao foram observadas diferencas estatisticas entre 0os grupos.

No ileo, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos tanto

na primeira quanto na quarta semana de desafio.

27. Avaliacdo de neutrofilos na mucosa do intestino delgado

A Figura 55 refere-se a avaliagcdo da mieloperoxidase no jejuno proximal.
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Figura 55: Avaliacdo da mieloperoxidase no jejuno proximal (AG)

Quantificagdo, da mieloperoxidase (MPO) em unidade arbitraria (U.A.) , através do método
de ELISA, no jejuno proximal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos
controle, alérgico, controle suplementado com aminoguanidina e alérgico suplementado
com aminoguanidina com 1 semana de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

Observa-se um aumento significativo da mieloperoxidase tanto no grupo

alérgico como no alérgico suplementado com aminoguanidina.

78



Todas as suplementagbes juntas teriam algum efeito no modelo de alergia
alimentar?

6 - RESULTADOS

Todas as Suplementacdes (TS) Juntas

(selénio orgéanico, vitamina E e aminoguanidina)

28. Avaliacdo do peso corporeo

O peso dos animais, que foram tratados com uma dieta balanceada e
suplementada com todas as suplementagfes (TS) (selénio organico, vitamina E e
aminoguanidina), foi avaliado semanalmente durante 7 semanas.

A Figura 56 representa a avaliagdo semanal do peso corpéreo dos animais

suplementados em relacdo aos nao suplementados.
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Figura 56: Avaliagao do peso corpéreo (TS)

Peso corpéreo em gramas (g), avaliado por sete semanas, de camundongos da linhagem
BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle suplementado com todas as
suplementagdes (TS) e alérgico suplementado com todas as suplementacdes (TS).

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles

Os animais alérgicos e alérgicos suplementados com TS apresentaram uma
acentuada perda de peso a partir da terceira semana, que corresponde a primeira

semana apos o desafio com o antigeno. O grupo alérgico manteve o emagrecimento
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até o final do experimento ( sétima semana ). Ja o grupo alérgico, suplementado,
apresentou uma recuperacao, estatisticamente significativa, do peso corpéreo, a
partir da quarta semana e manteve essa recuperagdo até a Ultima semana de

avaliacéo.

29. Avaliagdo do consumo de ragao

A Figura 57 representa a avaliacdo semanal do consumo de ragdo dos
animais dos grupos controle e alérgico suplementados com TS (selénio organico,

vitamina E e aminoguanidina) ou néo.
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Figura 57: Avaliacdo do consumo de racéo (TS)

Consumo de racdo em gramas (g), avaliado por sete semanas, de camundongos da
linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle suplementado com todas
as suplementacfes (TS) e alérgico suplementado com todas as suplementacdes (TS). Até a
terceira semana todos os grupos receberam racdo balanceada, suplementada ou néo, a
base de caseina. A partir da semana 3 todos os grupos foram desafiados com uma racéao
balanceada a base de ovalbumina, suplementada ou néo.

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles

Podemos observar que ndo houve diferenca estatistica no consumo de racao
dos grupos mostrados no gréfico acima. Apesar de apresentarem uma diminui¢cao do
consumo de racao depois do desafio, ou seja, quando ocorre a troca da dieta, essa

diminuicdo ocorreu em todos 0s grupos.

30. Avaliagéo dos anticorpos dos isotipos IgE e IgG1
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Um dos parametros utilizados para avaliar o processo alérgico é a dosagem
de anticorpos dos isotipos IgE e IgGl. Como mostram as Figuras 58 e 59, a
producédo da IgE e da IgG1 dos grupos alérgico e alérgico suplementado com TS, foi

estatisticamente maior quando comparada aos seus respectivos grupos controles.
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Figura 58: Avaliacdo da producdo da imunoglobulina E (TS)

Quantificagdo, da imunoglobulina E (IgE) em unidade arbitraria (U.A.) , através do método de
ELISA, no soro de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle,
alérgico, controle suplementado com todas as suplementagdes (TS) e alérgico
suplementado com todas as suplementagdes (TS).

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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Figura 59: Avaliacdo da producdo da imunoglobulina G1 (TS)

Quantificagao, da imunoglobulina G1 (IgG1) em unidade arbitraria (U.A.) , através do método
de ELISA, no soro de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle,
alérgico, controle suplementado com todas as suplementagdes (TS) e alérgico
suplementado com todas as suplementacfes (TS). *p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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31. Avaliacdo da producdo de muco pelas células caliciformes do intestino

delgado

Um outro parametro da alergia alimentar avaliado foi a producdo de muco
pelas células caliciformes, situadas nas vilosidades de todo o intestino delgado. O
intestino foi segmentado em 4 partes designadas duodeno, jejuno proximal, jejuno
distal e ileo. Foram selecionados aleatériamente 3 campos de cada um desses
segmentos de cinco animais de cada grupo. Esses campos foram analisados atraves
de um programa de computador (KS300) que quantifica através da medida da area
desejada, nesse caso, a area onde verificamos a presenca de muco através da
coloracédo de P.A.S.. As Figuras 60, 61, 62 e 63 representam a area de muco em

micrémetros quadrados por campo de cada segmento do intestino delgado.
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Figura 60: Avaliacdo da producdo de muco no duodeno (TS)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (umz) de PAS por campo, realizada no
duodeno de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico,
controle suplementado com todas as suplementacfes (TS) e alérgico suplementado com
todas as suplementacdes (TS) em um tempo: 1 semana de desafio

*p<0,05 em relagcdo aos grupos controles
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Figura 61: Avaliacdo da producédo de muco no jejuno proximal (TS)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (pmz) de PAS por campo, realizada no
jejuno proximal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle,
alérgico, controle suplementado com todas as suplementacbes (TS) e alérgico
suplementado com todas as suplementacfes (TS) em dois tempos distintos: 1 semana de
desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relagcdo aos grupos controles
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Figura 62: Avaliacdo da producéo de muco no jejuno distal (TS)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (um?) de PAS por campo, realizada no
jejuno distal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico,
controle suplementado com todas as suplementacfes (TS) e alérgico suplementado com
todas as suplementacdes (TS) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas

de desafio.
*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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Figura 63: Avaliagao da producédo de muco no ileo (TS)

Medida da area de muco em micrometros quadrados (umz) de PAS por campo, realizada no
ileo de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle
suplementado com todas as suplementacdes (TS) e alérgico suplementado com todas as
suplementa¢des (TS) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de

desafio.
*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

No duodeno observa-se um aumento significativo da quantidade de muco nos
grupos alérgicos na primeira semana de desafio. Na quarta semana nao foram
verificadas diferencas significativas entre os grupos.

O jejuno proximal apresenta um aumento significativo na quantidade de muco
nos grupos alérgicos quando comparados com seus grupos controle, na primeira
semana de desafio e no grupo alérgico, na quarta semana, quando comparado com
seu controle. A avaliagdo histoldgica do muco no jejuno proximal com uma semana
de desafio pode ser observada na Figura 68.

No jejuno distal observa-se um aumento significativo na quantidade de muco
nos grupos alérgicos na primeira semana apds o desafio. Na quarta semana nao
verificamos diferengas significativas entre os grupos.

Ja na ultima porcéo do intestino delgado, observa-se um aumento significativo
somente quando comparamos 0 grupo alérgico e controle na primeira semana apos

o desafio.

84



32. Avaliacéo do infiltrado de eosinofilos na mucosa do intestino delgado

O namero de eosindfilos na mucosa intestinal € um dos parametros utilizados
para avaliar o processo inflamatério na alergia alimentar. Para essa analise, o
intestino delgado foi dividido em 4 segmentos: duodeno, jejuno proximal, jejuno
distal e ileo. Foram analisados 10 campos aleatérios de cada segmento de cinco
animais de cada grupo. As Figuras 64, 65 e 66 representam o nimero de eosindfilos

por campo de cada segmento do intestino delgado.
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Figura 64: Avaliacao de eosinéfilos no jejuno proximal (TS)

Contagem de eosinéfilos, expressa em némero de eosinéfilos (n°) por campo, realizada no
jejuno proximal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle,
alérgico, controle com todas as suplementacbes (TS) e alérgico com todas as
suplementacbes (TS) em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de
desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

**p<0,05 controle em relagdo a outro controle
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Figura 65: Avaliacdo de eosinéfilos no jejuno distal (TS)

Contagem de eosindéfilos, expressa em nimero de eosinéfilos (n°) por campo, realizada no
jejuno distal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico,
controle com todas as suplementacdes (TS) e alérgico com todas as suplementacdes (TS)
em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relagcdo aos grupos controles

**p<0,05 em relagdo a outro alérgico
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Figura 66: Avaliacao de eosinéfilos no ileo (TS)

Contagem de eosinoéfilos, expressa em nimero de eosinéfilos (n°) por campo, realizada no
ileo de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos controle, alérgico, controle
com todas as suplementacdes (TS) e alérgico com todas as suplementagdes (TS)controle
em dois tempos distintos: 1 semana de desafio e 4 semanas de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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Pode-se observar que ocorreu um aumento no numero de eosindfilos nos
jejunos proximal e distal dos animais alérgicos e alérgicos que receberam todas as
suplementacdes juntas (TS), quando analisados na primeira semana de desafio.
Quando se comparou 0s grupos alérgicos nesse tempo, verificou-se uma menor
quantidade de infiltrado eosinofilico no grupo que recebeu todas as suplementacdes
juntas. Na quarta semana ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os
grupos.

No ileo ndo se observou diferenca estatistica tanto com uma semana de
desafio quanto com quatro semanas de desafio. Foi observada uma diminui¢cdo
expressiva no numero de eosindfilos, em relacdo aos outros segmentos analisados,

em todos os grupos nos dois tempos.

33. Avaliacdo de neutrofilos na mucosa do intestino delgado

A Figura 67 refere-se a avaliacdo da mieloperoxidase no jejuno proximal.
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Figura 67: Avaliacdo da mieloperoxidase no jejuno proximal (TS)

Quantificagdo, da mieloperoxidase (MPO) em unidade arbitraria (U.A.) , através do método
de ELISA, no jejuno proximal de camundongos da linhagem BALB/c divididos em grupos
controle, alérgico, controle suplementado com todas as suplementacdes juntas e alérgico
suplementado com todas as suplementagdes juntas, com 1 semana de desafio.

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

Observa-se um aumento significativo da mieloperoxidase tanto no grupo

alérgico como no alérgico suplementado com todas as suplementacdes juntas.
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Avaliacao histologica
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Figura 68: Avaliagdo histologica da quantidade de muco produzido pelas células
caliciformes do jejuno proximal de camundongos BALB/c controles e alérgicos.
Camundongos BALB/c dos grupos alérgicos foram sensibilizados com 10 um de OVA + 1mg
de AI(OH)3 no dia 0 e 10 um de OVA no dia 14. Os animais dos grupos controles receberam
apenas AI(OH)3 no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias ap0s a sensibilizagdo secundéria, a
racao de todos os grupos foi substituida por uma racdo balanceada a base de ovalbumina
(desafio). Apés uma semana de desafio, o intestino delgado foi coletado e o muco
produzido pelas células caliciformes foi quantificado através de coloracdo por P.A.S.. A:
Camundongo Balb/c controle; B: Camundongo Balb/c alérgico; C: Camundongo Balb/c
controle suplementado com selénio organico; D: Camundongo Balb/c alérgico
suplementado com selénio orgénico; E: Camundongo Balb/c controle suplementado com
vitamina E; F: Camundongo Balb/c alérgico controle suplementado com vitamina E; G:
Camundongo Balb/c controle tratado com aminoguanidina; H: Camundongo Balb/c alérgico
tratado com aminoguanidina. | Camundongo Balb/c controle com todas as
suplementagdes; J: Camundongo Balb/c alérgico com todas as suplementacdes. Aumento
40X.
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Visto em estudos anteriores, que o0s animais da linhagem C57/BL6, se
comportam de maneira diferente dos animais da linhagem Balb/c, frente ao
protocolo de alergia alimentar, como os animais da linhagem Swiss se

comportam?

7 - RESULTADOS
Avaliagcéo de alguns parametros da alergia alimentar em animais da

linhagem Swiss

34. Avaliacdo do peso corporeo

O peso dos animais, da linhagem swiss, foi avaliado semanalmente. Esses
animais foram divididos em 3 grupos: um controle e dois alérgicos. Os grupos
controle e alérgico 1 foram tratados com uma dieta balanceada sem
suplementacdes. O grupo alérgico 2 foi tratado com a mesma dieta, porém esta dieta
passou por um processo de esterilizagdo (autoclavagem). Os grupos alérgicos foram
sensibilizados com OVA. Na Figura 69 podemos observar que 0s grupos alérgicos

nao perderam peso corpdreo como ocorre com 0s animais da linhagem Balb/c.
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Figura 69 : Avaliacdo do peso corpéreo (Swiss)

Peso corp6reo em gramas (g), avaliado por cinco semanas, de camundongos da linhagem
Swiss, divididos em grupos controle (racdo balanceada), alérgico 1 (ragdo balanceada) e
alérgico 2 (ragdo balanceada autoclavada).

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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35. Avaliacéo dos anticorpos dos isotipos IgE e IgG1

Um dos parametros utilizados para avaliar o processo alérgico é a dosagem
de anticorpos dos isotipos IgE e IgG1l. Como mostram as Figuras 70 e 71, a
producado da IgE e da IgG1 dos grupos alérgico 1 e alérgico 2 , foi estatisticamente
maior quando comparada ao seu grupo controle e quando comparou-se os dois
grupos alérgicos, também foi observada uma diferenca, sendo a producdo dessas

imunoglobulinas maior no grupo alérgico 2.
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Figura 70: Avaliacdo da producéo da imunoglobulina E (Swiss)

Quantificagdo, da imunoglobulina E (IgE) em unidade arbitraria (U.A.) , através do método de
ELISA, no soro de camundongos da linhagem Swiss divididos em grupos controle (ragéo
balanceada), alérgico 1 (racéo balanceada) e alérgico 2 (racdo balanceada autoclavada).
*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

**p<0,05 em relagcdo ao outro alérgico
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Figura 71: Avaliagdo da producédo daimunoglobulina G1 (Swiss)

Quantificagdo, da imunoglobulina G1 (IgG1) em unidade arbitraria (U.A.) , através do método
de ELISA, no soro de camundongos da linhagem Swiss divididos em grupos controle (ragdo
balanceada), alérgico 1 (racdo balanceada) e alérgico 2 (racdo balanceada autoclavada).
*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

**pn<0,05 em relacdo ao outro alérgico

36. Avaliacdo da producdo de muco pelas células caliciformes do intestino

delgado

Um outro parametro da alergia alimentar avaliado foi a produgdo de muco
pelas células caliciformes, situadas nas vilosidades de todo o intestino delgado. O
intestino foi segmentado em 4 partes designadas duodeno, jejuno proximal, jejuno
distal e ileo. Foram selecionados 3 campos de cada um desses segmentos de cinco
animais de cada grupo. Esses campos foram analisados através de um programa de
computador (KS300) que quantifica através de medida da area desejada, nesse
caso, a area onde verificamos a presenca de muco através da coloracédo de P.A.S..

As Figuras 72, 73, 74 e 75 representam a area de muco em micrémetros
quadrados por campo, de cada segmento do intestino delgado.
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Figura 72: Avaliagdo da producdo de muco no duodeno (Swiss)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (umz), realizada no duodeno de
camundongos da linhagem swiss divididos em grupos controle (racdo balanceada), alérgico
1 (racdo balanceada) e alérgico 2 (ragdo balanceada autoclavada).

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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Figura 73: Avaliacdo da producdo de muco no jejuno proximal (Swiss)

Medida da area de muco em micrémetros quadrados (pmz), realizada no jejuno proximal de
camundongos da linhagem swiss divididos em grupos controle (racdo balanceada), alérgico
1 (racdo balanceada) e alérgico 2 (ragdo balanceada autoclavada).

*p<0,05 em relagdo aos grupos controles
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Figura 74: Avaliacdo da producdo de muco no jejuno distal (Swiss)

Medida da &rea de muco em micrémetros quadrados (um?), realizada no jejuno proximal de
camundongos da linhagem swiss divididos em grupos controle (racdo balanceada), alérgico
1 (racdo balanceada) e alérgico 2 (ragdo balanceada autoclavada).

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles
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Figura 75: Avaliagdo da producédo de muco no ileo (Swiss)

Medida da &rea de muco em micrémetros quadrados (um2), realizada no jejuno proximal de
camundongos da linhagem swiss divididos em grupos controle (racdo balanceada), alérgico
1 (racao balanceada) e alérgico 2 (racao balanceada autoclavada).

*p<0,05 em relacdo aos grupos controles

Foi observado que ndo houve diferencas, estatisticamente significativas na

quantidade de muco produzido pelas células caliciformes, em todos os segmentos

do intestino delgado.
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37. Avaliagéo do peso da gordura abdominal

Para avaliar se a ndo perda de peso corpdreo dos animais alérgicos estava

sendo mascarada por uma possivel retencdo de liquido, como ocorre quando
animais da linhagem C57/BL6 séo sensibilizados com OVA, fizemos uma avaliacdo

do peso da gordura abdominal.

Como podemos observar
estatisticamente significativas, no peso da gordura abdominal em nenhum grupo

na Figura 76 nao verificamos diferencas,

analisado, apesar de 0s grupos alérgicos apresentarem uma tendéncia a reducéo do

peso da gordura.
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Figura 76: Avaliacdo do peso da gordura abdominal (Swiss)

Andlise da gordura abdominal, avaliada pelo peso da gordura abdominal (g) dividido pelo
peso do animal (g), realizada em camundongos da linhagem swiss divididos em grupos
controle (racdo balanceada), alérgico 1 (racdo balanceada) e alérgico 2 (racdo balanceada

autoclavada).
*p<0,05 em relagdo aos grupos controles
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DISCUSSAO

Nas ultimas duas ou trés décadas, houve um aumento significativo na
prevaléncia de doencas alérgicas. A alergia alimentar, em particular, € uma doenca
que afeta 6-8% das criancas menores de 3 anos e aproximadamente 2% da
populacdo adulta no mundo industrializado (YAZDANBAKHSH et al., 2002). Nas
dltimas décadas, a alergia alimentar tem sido reconhecida como um problema de
saude publica (CREVEL, 2002). Durante a fase de crescimento, pode interferir de
modo negativo, na estatura e peso corpéreo de criangas (CHRISTIE, 2002).

A alergia alimentar € uma reacdo de hipersensibilidade imediata do tipo |
mediada por IgE. Os mastocitos sao as células efetoras destas reacdes que ocorrem
qguando individuos entram em contato com os antigenos da dieta aos quais foram
previamente sensibilizados. Ao realizar ligagdes cruzadas entre varias moléculas de
IgE ligadas aos receptores na superficie dos mastécitos, o antigeno induz a ativacéo
destas células e a liberacdo de varios mediadores que contribuem para as respostas
alérgicas (BENOIST & MATHIS, 2002).

Ha varios modelos experimentais que podem mimetizar doencas, como a
alergia, e contribuir para o entendimento dos mecanismos que as envolvem. Esses
modelos podem, também, servir para testes de possiveis terapias farmacolégicas.

Para estudar a alergia alimentar nosso grupo de pesquisa desenvolveu um
modelo de alergia alimentar, a ovalbumina, em camundongos.

O protocolo desenvolvido gera o aumento dos niveis de IgE e 1gG1 no soro
dos animais, em todas as linhagens de camundongos estudadas. Um dos sintomas
apresentados pelos camundongos BALB/c no nosso modelo de alergia alimentar é a
perda de peso corpéreo (SALDANHA et al, 2004). Além da perda de peso, ocorre
também diminuicdo da gordura abdominal. Mesmo em outra linhagem, como
C57BL/6, em que ndo ha a perda de peso, verifica-se aumento de Imunoglobulinas e
diminuicdo da gordura abdominal nesse modelo de alergia (MOREIRA, 2006). Ja
camundongos nédo isogénicos, como o SWISS, embora haja aumento dos niveis de
IgE e IgG1l anti-ovalbumina, ndo ocorre nem emagrecimento, nem diminuicdo da
gordura abdominal.

A intencéo de se reproduzir o modelo de alergia nos camundongos SWISS

teve como objetivo verificar se a auséncia de germes, nesses camundongos, teria
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alguma interferéncia na alergia. Uma vez que os controles ndo isentos de germe nao
apresentaram sinais da alergia detectaveis nos parametros analisados (exceto
producdo de imunoglobulina) e n&o houve resultados que confirmassem a
associacao entre translocagédo bacteriana e perda de peso, ndo se prosseguiu aos
experimentos com animais SWISS isentos de germes.

O emagrecimento observado nos camundongos BALB/c nédo foi associado a
um menor consumo liquido, nem a um menor consumo de racdo (SALDANHA,
2006). Experimentos anteriores realizados no nosso laboratério demonstraram ainda
que a perda de peso corpOoreo ndo tem como causa uma ma absorcdo dos
nutrientes provenientes da dieta, uma vez que a mucosa intestinal, analisada
morfometricamente, apresentou-se integra. Além disso, ndo houve alteracdo dos
niveis de albumina sérica. A desidratacdo também foi excluida como possivel causa
para este emagrecimento, visto que o teste de micro-hematocrito ndo se mostrou
alterado.

Nesse trabalho podemos observar que os animais alérgicos que receberam
suplementacdo com selénio orgéanico, vitamina E e todas as suplementacdes juntas,
perderam peso corpOreo na primeira semana de desafio oral. A partir da segunda
semana de desafio, esses animais recuperaram 0O peso corpOreo, sendo a
recuperacdo do grupo suplementado com vitamina E, a mais expressiva. No grupo
alérgico tratado com aminoguanidina, ndo foi observada recuperacdo do peso
corporeo. Esse grupo manteve a perda de peso até o final do experimento. Essa
substancia mostrou-se ineficaz sobre esse parametro da alergia alimentar.

Nossa hipétese € que um maior estresse oxidativo e maior producao de 6xido
nitrico (NO), que ocorre na inflamacdo, poderia lesar a mucosa intestinal e dessa
forma permitir translocacéo bacteriana do intestino para outros 6rgéos, levando a um
quadro de infeccdo generalizada que poderia ser uma das causas do
emagrecimento dos animais alérgicos.

O oxido nitrico pode agir como um radical livre em varias doencas
inflamatorias, dentre elas as pulmonares, como a asma. (KHARITONOV et al, 1994).

Em estado fisiolégico, o 6xido nitrico (NO) tem papel protetor, mas sob
condi¢des de producdo exacerbada, como no processo inflamatério, pode provocar
danos teciduais através da reacdo com superoxidos para formar perdxido-nitrito
(BURGNER et al., 1998; GAUT et al., 2002).
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Inibidores da enzima O6xido nitrico sintase induzida (INOS) sdo capazes de
reduzir a inflamacéo em varios estudos, sugerindo que a iINOS pode contribuir para a
inflamagéo intestinal.

Pode-se observar no presente trabalho, que camundongos com alergia
alimentar apresentam um aumento da iINOS na mucosa intestinal (P= 0,0658; Figura
6), apesar de a andlise estatistica ndo ser significativa, esse P tem importancia
biolégica. Quando esses animais sdo suplementados com vitamina E, ocorre uma
diminuicdo desta enzima, sugerindo que esse antioxidante possui um papel
importante na expressao da iNOS.

Oxido nitrico e radicais livres estdo intimamente relacionados com um
processo bastante estudado, que € o de isquemia/reperfusdo. Uma variedade de
mecanismos pode ser responsavel pelos danos causados pela reperfusdo: a
geracdo de radicais livres de oxigénio, perda de enzimas antioxidantes, grande
infiltrado de neutrofilos, edema tecidual, dentre outros (HUDSON,1994).

Oztirk et al 2002 demonstraram em modelo experimental de
isquemia/reperfusdo intestinal que, no epitélio da mucosa existe uma maior
producdo de espécies de oxigénio reativo que estdo relacionados com lesdes na
mucosa. Essas lesdes favorecem translocacdo bacteriana (TB) do intestino para
outros 6rgados e quando esses animais sdo pré-tratados com selénio, a translocacao
bacteriana ndo ocorre, mostrando o efeito benéfico desse mineral na restauracédo da
integridade da mucosa intestinal (OZTURK et al., 2002).

Quando analisamos uma possivel translocacdo bacteriana, do intestino para
os linfonodos mesentéricos, baco e figado, que seria uma possivel causa do
emagrecimento dos animais alérgicos, verificamos que ocorreu translocacdo em
alguns animais dos grupos controle e alérgico, porém n&o foi estatisticamente
significativa. Esses dados mostraram que a perda de peso dos animais alérgicos nédo
esta relacionada com translocacao bacteriana.

Visto que a perda de peso ndo esta relacionada com translocacédo bacteriana
e visto que o selénio organico e a vitamina E, sdo capazes de reverter essa perda de
peso dos animais alérgicos, apds a segunda semana de desafio, pode-se sugerir
gue essas substancias agem modulando o sistema imune e por mecanismos
desconhecidos revertendo a perda de peso desses animais.

O protocolo de sensibilizagcdo com OVA utilizado neste estudo foi capaz de

desencadear a producao de IgE e IgG1 anti-OVA nos animais dos grupos alérgicos
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tratados ou ndo com selénio organico, vitamina E ou aminoguanidina. Bando e
colaboradores 2003 demonstraram, em camundongos BALB/c imunizados com OVA
e na auséncia de adjuvante, que a suplementacdo com vitamina E, na propor¢éo de
500 mg/kg de dieta, foi suficiente para suprimir a produgcdo da imunoglobulina E
(IgE), podendo dessa forma, prevenir a reacdo alérgica do tipo 1 (BANDO et al,
2003).

Nossos achados divergem dos achados de BANDO, pois no nosso grupo
alérgico, suplementado com vitamina E (1000 mg/kg de dieta), ndo observamos
supressdo da producdo de IgE, antes nem depois do desafio oral, muito pelo
contrario, observamos um aumento expressivo, préximo do que ocorre no grupo
alérgico ndo suplementado. Podemos sugerir que a producdo de IgE é dependente
da presenca de adjuvante, uma vez que, em nosso protocolo de sensibilizacdo o
hidroxido de aluminio [Al(OH)s] é utilizado como adjuvante.

Podemos observar que a vitamina E tem efeito em diversos sistemas. Na
dose e nas condi¢cdes que trabalhamos conseguimos diferenciar dois momentos.
Um, da producédo de IgE e outro das consequéncias apoOs sua ligacdo com o
antigeno. Isso reforca seu papel antialérgico. Esse papel ainda esta sendo
investigado e a associacdo com NO na mucosa e outros tecidos € um caminho
provavel.

Observamos nesse trabalho que a vitamina E foi capaz de reduzir o infiltrado
eosinofilico, na mucosa intestinal de camundongos alérgicos suplementados com
esta vitamina.

Em doencgas alérgicas cronicas, os eosindfilos séo ativados e atraidos para o
local da inflamacgéo. Essas células sdo responsaveis pela fase tardia da reacéo
alérgica imediata, produzindo proteina basica que é toxica ao epitélio (CARA et al.,
2000).

A IL-5 e a eotaxina induzem infiltragdo de eosinodfilos na mucosa intestinal
durante a reacao alérgica (BAE et al., 1999).

Saldanha em 2004 observou uma maior infiltracdo de eosindfilos na mucosa
intestinal de camundongos alérgicos, tendo inicio com 6 horas de desafio e
mantendo-se até trés semanas de desafio (SALDANHA, 2004).

E descrito na literatura que 4,5% dos pacientes que fazem hemodidlise,
apresentam reacoes alérgicas a materiais utilizados nesse procedimento. Kojima em

2005 demonstrou que quando se utilizou vitamina E associada a membrana utilizada
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na dialise, ocorreu uma melhora na eosinofilia em todos os pacientes testados e uma
reducao no nivel da interleucina 5 ( IL-5) no soro desses pacientes (KOJIMA et al,
2005). Em reac0es alérgicas nasais também foi demonstrado um efeito supressor da
vitamina E na producéo da IL-5 (ZHENG, 1999).

Podemos sugerir que um dos provaveis mecanismos pelo qual a vitamina E
reduz o infiltrado de eosindéfilos na mucosa intestinal é através da reducdo da
producédo da IL-5, como foi observado em outros trabalhos, mas o mecanismo pelo
qual a vitamina E reduz a produc¢édo da IL-5, ainda € desconhecido.

Nos grupos tratados com selénio organico e aminoguanidina ndo foram observadas
alteracdes significativas no infiltrado eosinofilico.

No nosso modelo de alergia alimentar, camundongos BALB/c apresentam
aumento da producdo de muco pelas células caliciformes do intestino delgado
(SALDANHA et al., 2004). A producdo de muco tem sido associada como um
mecanismo protetor da mucosa intestinal. Certamente a entrada de antigenos pela
mucosa de um animal sensibilizado causa irritacdo. No entanto, tal provavel irritacéo
nao repercute em modificacdes morfoldgicas drasticas da mucosa intestinal, como
erosédo do epitélio, por exemplo. E provavel, entdo, que o muco produzido atue como
protetor nessa mucosa. Se a vitamina E atua, por mecanismo ainda desconhecido,
como um anti-alérgico, a producdo de muco ndo é mais necessaria, ou mesmo pode
ser mais variavel, como mostra a Figura 11.

Portanto, diante dos dados obtidos nesse trabalho podemos dizer que as
suplementacdes com selénio organico e vitamina E foram eficientes para reverter a
perda de peso dos camundongos alérgicos e a vitamina E diminuiu o infiltrado de
eosindfilos nos animais alérgicos. Os mecanismos pelos quais essa vitamina age

melhorando a alergia alimentar, sera investigado.
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SUMARIO DE RESULTADOS E CONCLUSOES

O protocolo de alergia alimentar em camundongos SWISS foi capaz de
aumentar os niveis séricos de IgE e IgG1 anti-ovalbumina, mas néo interferiu

no peso corpéreo e no peso da gordura abdominal.

O protocolo de alergia alimentar em camundongos BALB/c foi capaz de
diminuir o peso corporal, aumentar os niveis séricos de IgE e IgGl anti-
ovalbumina, aumentar o infiltrado de neutréfilos e eosindfilos na mucosa
intestinal e aumentar a produgédo de muco. O consumo de racdo nao foi

alterado nesses animais.

Os sinais encontrados neste modelo de alergia alimentar ndo foram
associados com infec¢cdo secundéria, uma vez que nao houve translocacao

bacteriana do intestino para o figado, baco e linfonodos mesentéricos.

O tratamento com vitamina E foi eficiente para reverter a diminuicdo de peso,
o infiltrado de eosindfilos na mucosa intestinal, e 0 aumento da producéo de
muco encontrados em camundongos BALB/c com alergia alimentar . O
tratamento com vitamina E ndo interferiu no infiltrado de neutrofilos

encontrado inicialmente na mucosa intestinal.

O tratamento com selénio foi eficiente para reverter apenas o peso diminuido

dos animais alérgicos.

O tratamento com aminoguanidina néao foi eficiente para reverter nenhum dos

parametros analisados da alergia alimentar em camundongos BALB/c:

E provavel que a producéo de 6xido nitrico participe do mecanismo de acio

da vitamina E no tratamento da alergia alimentar.
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