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RESUMO

A alergia alimentar é uma reacédo de hipersensibilidade imediata mediada por IgE, que
ocorre apdés a ingestdo de determinados alimentos por individuos previamente
sensibilizados. A incidéncia da alergia alimentar tem sofrido um grande aumento nas
ultimas décadas, tanto em paises desenvolvidos, quanto em desenvolvimento. Dados
referentes ao ano de 2009, por exemplo, citam que a doenca afeta um percentual de
3% a 4% da populacdo mundial de adultos e até 6% das criancas. O desenvolvimento
de novos produtos e tratamentos é importante e desejavel, sendo os produtos naturais
uma importante fonte de substancias bioativas. Nosso grupo de pesquisa desenvolveu
um modelo animal para o estudo da alergia alimentar, a partir da sensibilizacdo de
camundongos BALB/c com ovalbumina (OVA). Apés sensibilizacdo, os camundongos
sdo desafiados com uma solucdo de OVA a 20%. Este protocolo desencadeia o0s
sintomas da alergia alimentar, como o aumento da producdo de IgE, do numero de
mastocitos, de eosindfilos, geracdo de edema e aumento da producdo de muco pelas
células caliciformes do trato gastrointestinal. Neste estudo, animais sensibilizados
foram tratados com extratos brutos e fracGes obtidas das espécies de inhame D. trifida
e D. opposita, com o objetivo de avaliar o potencial destas plantas no tratamento da
alergia alimentar. Os animais sensibilizados tratados demonstraram diminuicdo da
producédo de IgE. Os tratamentos promoveram também uma diminuicdo do edema
gerado pela inflamacao alérgica, do nimero mastécitos na submucosa intestinal, e do
numero de eosinofilos. Os tratamentos foram capazes de diminuir a producdo de muco
pelas células caliciformes do trato gastrointestinal dos animais alérgicos. Os resultados
demonstram que os inhames D. trifida e D. opposita contém substancias
potencialmente ativas para o tratamento das alergias alimentares. Elas agem a partir
da diminuicdo da inflamacao, dependendo da dose, alterando os sintomas observados

em animais alérgicos.

Palavras-chave: alergia alimentar; Dioscorea trifida; Dioscorea opposita; inhame;

nutracéutico.
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ABSTRACT

Food allergies are immediate hypersensitivity reactions mediated by IgE that occur after
the ingestion of specific food by an individual with a pre-existing sensitivity. Occurrence
of food allergies have increased significantly in the last few decades, both in developed
and developing countries. Data from 2009, as an example, have show that this
condition affects between 3% and 4% of the world’s adult population and up to 6% of
children. The development of new products and treatments are important and desirable,
in particular that of natural products that are an important source of bio-active
substances. Our research team has developed an animal model to study food allergies
by exposing BALB/c mice to ovalbumin (OVA). After exposure, the mice are given a
20% OVA solution. This protocol develops food allergies symptoms on the mice, such
as the increase in IgE production, number of mastocytes, eosinophils, edema and
mucus production by the globet cells of the gastrointestinal system. In this study,
exposed mice are treated with raw extracts and fractions extracted from yam D. trifida
and D. opposite in order to evaluate the potential of these plants to treat the allergies.
Exposed animals that were treated showed reduced IgE production. Treatment also
promoted reductions in the edema generated by the allergic inflammation. The results
show that yam D. trifida and D. opposite also contain potentially active substances to
aid in the treatment of food allergies. They act by reducing inflammation, depending on

the dosage, by altering the observed symptoms in allergic animals.

Key Words: food allergies; Dioscorea trifida; Dioscorea opposita; yam,;

nutraceutical.
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1. INTRODUCAO

A alergia é uma disfuncdo do sistema imune, caracterizada por um aumento na
capacidade de linfocitos B sintetizarem imunoglobulinas (lg) do isotipo E, contra
antigenos que invadem o organismo através da inalacao, ingestao ou penetracdo pela
pele (PICCINNI et al., 2000). Esta invasdo conduz a uma hiperatividade imunoldgica e
a uma inflamacao alérgica (BUFE, 1998). Apesar da maior parte desses antigenos
serem considerados in6cuos, eles sao capazes de induzir quadros patolégicos em
individuos geneticamente susceptiveis quando as barreiras fisiolégicas sdo rompidas
(SAMPSON, 1999).

Substéncias que causam as reacdes alérgicas sdo chamadas alérgenos e incluem
proteinas alimentares, polen, poeira, acaros, cosméticos, esporos fungicos e até pelos
de animais. A definicdo de alérgeno € a de uma substancia capaz de produzir uma
reacao alérgica, por induzir a formacédo de anticorpos IgE especificos. Os anticorpos
IgE tém suficiente avidez para causar sensibilizacdo e, quando da re-exposicao, a

habilidade de induzir uma resposta alérgica (HELM et al., 2003).

As alergias alimentares decorrem de sensibilizacdo a alérgenos alimentares com
formacdo de anticorpos especificos da classe IgE, que se fixam a receptores de
mastocitos e basofilos (BREITENEDER, 2004). Contatos subsequentes com este
mesmo alimento e sua ligacdo cruzada com moléculas de IgE préximas determinam a
liberacdo de mediadores vasoativos, que induzem as manifestacdes clinicas de
hipersensibilidade imediata (BREDEHORST & DAVID, 2001). Reacbes cutaneas
(dermatite atOpica, urticaria, angioedema), gastrintestinais (edema e prurido de labios,
lingua ou palato, vomitos e diarréia), respiratérias (asma, rinite) e reacdes sistémicas
(anafilaxia com hipotenséo e choque) sdo exemplos de manifestacdes mais comuns. A
reacdo de fase inicial ocorre dentro de minutos apdés a exposicdo ao alérgeno,
enquanto a reacdo de fase tardia ocorre horas depois e envolve a secrecao de
citocinas como o TNF-a e IL-4 (TEWTRAKUL & ITHARAT, 2006; HOLGATE &
POLOSA, 2008).

Os principais alimentos que tém sido citados como causadores de alergias alimentares
sdo: leite, ovos, amendoim, trigo, castanhas, camardo, peixe e soja (SICHERER,

2002).
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A alergia alimentar é um sério problema de saude publica (NOWAK-WEGRZYN, 2007).
Dados referentes ao ano de 2009, por exemplo, citam que a alergia alimentar afeta um
percentual de 3% a 4% da populacdo mundial de adultos e de até 6% das criancas e
esta prevaléncia esta aumentando (SICHERER & SAMPSON, 2009).

O tratamento da alergia alimentar é feito pela intervencdo na dieta alimentar e no uso
de anti-histaminicos, nos casos mais leves. No caso de criancas ndo esta
recomendada a administracdo, durante os primeiros meses de vida, das proteinas do
leite de vaca, e sim do aleitamento materno exclusivo ou do uso de férmulas
hidrolisadas. Recomenda-se também a introducdo mais tardia de alimentos com maior
potencial alergénico, como o0 ovo, 0 peixe e 0os amendoins. Em adultos a exclusado do
alimento pode ser temporaria ou definitiva, dependendo da gravidade das reacdes
alérgicas, que podem chegar ao choque anafilatico (FERREIRA & SEIDMAN, 2007).

Os produtos naturais sdo usados por povos orientais para o tratamento das alergias
alimentares. Na Tailandia, por exemplo, os inhames s&o usados ha centenas de anos
pelos médicos tradicionais. Um estudo sobre o uso dessas plantas constatou que o
extrato etandlico dos tubérculos de Dioscorea membranacea exibiu potente atividade
antialérgica. Dos 8 compostos isolados, duas naftofuranoxepinas, uma fenantraquinona
e a diosgenina apresentaram forte inibicAo da atividade de células envolvidas no
processo alérgico (TEWTRAKUL & ITHARAT, 2006). Tal fato ilustra a funcionalidade
gue os alimentos podem apresentar em relacdo ao tratamento das alergias
alimentares. O consumo de tais plantas alimenticias, normalmente presentes na dieta,
poderia contribuir para a diminuicdo das reacdes provocadas por alérgenos

alimentares.

Novos tratamentos para a alergia alimentar, inclusive preventivos, sdo necessarios. O
Brasil possui a maior biodiversidade mundial (BRANDAO et al., 2008; BRANDAO et al.,
2009), sendo fonte importante para obtencédo de novas substancias para o tratamento

de enfermidades, dentre elas, a alergia alimentar.

Desta forma, esse trabalho teve como objetivo geral avaliar o potencial das espécies D.
trifida e D. opposita (Dioscoreaceae, inhames) no tratamento da alergia alimentar

induzida com ovalbumina em camundongos BALB/c. Os objetivos especificos foram:
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Tracar o perfil cromatografico dos extratos e fracfes por meio de cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (CLAE);

Submeter as fracdes a ensaios in vivo para verificar eficacia na alergia alimentar
em modelo murino;

Avaliar se os tratamentos interferem na producgéo de IgE;

Avaliar se os tratamentos interferem na (i) produgdo de muco; (ii) edema; (iii)
infiltrado inflamatério de eosindfilos; (iv) nimero de mastdécitos;

Avaliar se os tratamentos interferem no emagrecimento observado em animais
alérgicos;

Avaliar se os tratamentos interferem na reducdo de tecido adiposo e bacgo de

animais alérgicos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Trato gastrointestinal

A mucosa do trato gastrointestinal (TGl), com seus 400m? de &rea superficial e
aproximadamente 8 metros de comprimento, é o maior 6rgéo linféide do corpo humano.
Ela representa o local com a maior exposicdo aos patdgenos e antigenos do corpo
(MACDONALD & MONTELEONE, 2005). Aproximadamente 30 kg de proteinas
alimentares entram em contato com o TGI anualmente (MESTECKY, 2005) sendo 60g
absorvidas diariamente (BRANDTZAEG, 1998; INSTITUTE OF MEDICINE, 2002). O
TGI abriga também uma enorme microbiota, com densidade aproximadamente de 10
microorganismos e aproximadamente 500 a 1000 espécies (SHANAHAN, 2002; XU &
GORDON, 2003; SONNENBURG et al., 2004). Dessa maneira as principais fontes de
perturbacdo da atividade imunolégica estdo presentes na mucosa do TGI e os eventos
iniciados neste local tém importantes respostas locais e sistémicas (MENEZES et al.,
2003; TEIXEIRA et al., 2009).

Substancias que causam as reacdes alérgicas sdo chamadas alérgenos e incluem
proteinas alimentares, polen, poeira, acaros, cosméticos, esporos fungicos e até pelos
de animais. Em geral, alérgeno é uma proteina capaz de produzir uma reacdo de
hipersensibilidade imediata (do tipo 1) induzindo a formacdo de anticorpos IgE
especificos pelas células B diferenciadas em plasmocitos (BREITENEDER, 2004;
BREDEHORST & DAVID, 2001; BANNON, 2004). Apesar da maior parte desses
antigenos serem considerados inocuos, eles sdo capazes de induzir quadros
patolégicos em individuos geneticamente susceptiveis quando as barreiras fisiologicas
sdo rompidas (SAMPSON, 1999).

Apesar da constante exposicdo aos alérgenos, apenas alguns individuos desenvolvem
alergia alimentar, demonstrando que existe uma predisposicdo genética, além de
mecanismos de defesa competentes no TGI, que induzem a tolerancia imunolégica
sistémica. Esta resposta, conhecida como tolerancia oral, € de enorme importancia
porque é um continuo evento imunoldgico natural dirigido a antigenos externos. A

tolerancia oral pode ser definida como a supressdo especifica da resposta imune
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celular e/ou humoral a um antigeno, por administragédo prévia deste antigeno pela via
oral (FARIA & WEINER, 2005). Cabe ao TGI tolerar as proteinas da dieta e o0s
microorganismos inécuos, para manter a integridade da mucosa, permitir a absorgéo
dos nutrientes e atuar de maneira a garantir a homeostase local (KIYONO &
FUKUYAMA, 2004; FARIA & WEINER, 2005; HYUN & BARRET, 2006). Assim, o TGI
efetua diversas fungdes como discriminar entre 0S microorganismos invasivos e 0S
inécuos, iniciar uma resposta imune ativa e prevenir a disseminacdo de infec¢des ou
alternativamente, induzir uma resposta de tolerancia imunoldgica local e sistémica.
Além disso, o TGI deve simultaneamente identificar as proteinas da dieta e os
componentes alimentares (lipidios, carboidratos e micronutrientes, como minerais e
vitaminas), promover a digestdo, modificacdo e a absorcdo de nutrientes
(ROTHENBERG & HOGAN, 2006; UNTERSMAYR & JENSEN-JAROLIM, 2006;
SICHERER & SAMPSON, 2009).

A tolerancia oral aos nutrientes da dieta depende de uma barreira intestinal intacta e
imunologicamente ativa. A mucosa intestinal € composta de uma camada simples de
células epiteliais intestinais (IEC) e da lamina prépria. O epitélio separa o ambiente
externo do interno e assim atua prevenindo que microorganismos patdégenos, bem
como substancias nocivas no lumen, ganhem acesso ao corpo. O epitélio intestinal &
formado principalmente por enterdcitos, seguido de outros tipos celulares como o0s
linfocitos intraepiteliais (IEL), as células M, as células de Paneth e as células
caliciformes (MCKAY, 2005). Esta barreira inclui o epitélio intestinal e suas juncdes
celulares nos enterocitos, 0 muco, o pH acido gastrico, as enzimas luminais e na borda
em escova, 0s sais biliares, a microbiota residente e a motilidade intestinal (FARHADI
et al., 2003).Este conjunto de elementos fazem parte dos mecanismos de defesa
inespecificos. Ja o tecido linféide associado ao intestino (GALT), seus componentes e a
imunoglobulina IgA secretéria (IgA-s), sdo os mecanismos de defesa imunoldgicos. O
GALT é formado por ambos os sistemas imunes: o inato (células natural-killer,
leucdcitos polimorfonucleados, macrofagos, células epiteliais e receptores toll-like) e o
adaptativo (linfécitos intraepiteliais e da lamina prépria, placas de Peyer, IgA-s e
citocinas). Eles promovem uma barreira ativa contra a entrada de antigenos
(SAMPSON, 2003; CHEHADE & MAYER, 2005; TAKAYAMA et al., 2007; SICHERER
& SAMPSON, 2009).
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A membrana lipidica do epitélio intestinal € impermeavel a moléculas polares
carregadas. A maioria das moléculas sé conseguem cruzar o epitélio através de
transporte transcelular se existir um transportador de membrana especifico. A rota de
fluxo paracelular é blogueada, pois estas células estdo unidas na lateral das
membranas, em sua parte apical, pelos complexos juncionais, formados pelas juncdes
oclusivas, juncdes aderentes, jungbes comunicantes e desmossomos (Figura 1;
TSUKITA et al., 2001). Os complexos juncionais permitem a passagem paracelular de
apenas pequenas moléculas, menores que 500 daltons (YU, 2009).

microvilos

\J \/

juncoes oclusivas

N /\U.‘/\ N A

juncoes aderentes

juncoes comunicantes

desmossomo

= T T
hemidesmossomo |amina basal

Figura 1 — Complexo juncional do epitélio intestinal (adaptado de TSUKITA et al., 2001).

Provavelmente, a barreira mais significativa a entrada de antigenos na mucosa € a
presenca de enzimas proteoliticas, desde a cavidade oral até o intestino. As proteinas
ingeridas na dieta sdo sujeitas a degradacdo e destruicdo de seus epitopos
conformacionais pelo acido gastrico e enzimas digestivas luminais, resultando, em
muitos casos, na destruicdo dos epitopos imunogénicos da proteina. Ao realizarem a
guebra de grandes polipeptideos em pequenos dipeptideos e tripeptideos, estas
enzimas permitem que ocorra o processo de absorcdo dos nutrientes e convertem
proteinas potencialmente imunogénicas em peptideos indcuos. Oligopeptideos,
constituidos por menos de 8 aminoacidos, ndo sdo reativos as estruturas envolvidas
em reconhecimento e apresentacdo e sdo imunologicamente ignorados. A acdo dessas
proteases, juntamente com o efeito emulsificante dos sais biliares e a atuacdo de
enzimas que quebram carboidratos, formam um potente sistema capaz de alterar a

exposicao a antigenos. Apesar de todos estes processos digestivos citados, estima-se
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que em adultos, aproximadamente 2% dos antigenos alimentares ingeridos sejam
absorvidos e passem pela barreira intestinal na forma intacta (HUSBY et al., 1987;
YORK et al.,, 1999; MAYER, 2003; CHEHADE & MAYER, 2005; MACDONALD &
MONTELEONE, 2005; UNTERSMAYR & JENSEN-JAROLIM, 2006).

A microbiota intestinal € também um importante componente dessa barreira a entrada
de antigenos e patdgenos. Dentre as funcbes das bactérias intestinais estdo a digestao
de polissacarideos da dieta com economia energética ao individuo e a producdo de
vitamina K (SCHENK & MUELLER, 2008). A microbiota intestinal atua também na
protecdo do individuo contra infec¢des por patdégenos. Dois fatores distintos contribuem
para este efeito protetor. Em primeiro lugar, muitos patdgenos intestinais sdo pouco
adaptados para competir com 0s microorganismos comensais pelos nutrientes da dieta.
Segundo, os microorganismos simbiontes estimulam respostas imunes contra 0s
patogenos (MAYER, 2003; MESTECKY et al., 2005; DUERKOP et al., 2009;
MACPHERSON & HOOPER, 2010).

Ocasionalmente, micro-organismos comensais e antigenos luminais podem driblar a
barreira intestinal e invadir a mucosa. Entretanto, os componentes da imunidade
adaptativa e inata, localizados predominantemente na lamina prépria, sdo capazes de
prevenir uma reacdo inflamatéria excessiva. Os micro-organismos comensais, que
ocasionalmente ganhem acesso a lamina propria, sao rapidamente fagocitados pelos
macrofagos residentes na regido subepitelial. Estes macréfagos apresentam uma
potente atividade fagocitica e bactericida, mas ndo produzem citocinas pro-
inflamatorias, prevenindo excessivas reacdes imunes contra micro-organismos
comensais e antigenos da dieta, que poderiam levar a destruicdo do tecido e condi¢cdes
de inflamacéao cronica (SMITHIES et al., 2005).

Outro componente importante na formacdo de uma barreira contra a entrada de
antigenos e patdgenos na mucosa intestinal € o muco secretado pelas células
caliciformes. O muco é constituido por ions, imunoglobulinas, proteinas, lipidios, agua e
por glicoproteinas chamadas mucinas. A taxa de secrec¢do destes componentes do
muco, e sua densidade, sdo variaveis e dependem da quantidade de antigenos e
patégenos que chegam a superficie epitelial, da atividade da microbiota, e da taxa de

eliminacdo do mesmo pela acdo da mucociliaridade. O muco ajuda a criar um
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ecossistema local epitelial, contribuindo para selecionar e hospedar a microbiota, ja que
0S microorganismos comensais se ligam especificamente as glicoproteinas do
hospedeiro, enquanto definem e protegem o epitélio contra os patdégenos (MESTECKY
et al., 2005). O muco forma uma camada de gel viscoso que se estende até 150um da
superficie da célula epitelial intestinal e forma dois extratos distintos estruturalmente. A
porcdo mais interna € mais densa, esta firmemente ligada a regido apical do epitélio
intestinal e ndo contém bactérias. Ja a por¢cdo externa € movel, tem um volume
expansivel devido a quebra de ligacdes peptidicas das proteinas do muco e é
colonizada por grande numero de bactérias (JOHANSSON et al. 2008). O muco atua
de maneira a dificultar a entrada dos microorganismos patégenos ao reté-los na sua
camada mais densa, promovendo sua eliminacdo pela motilidade intestinal e assim,
evitando que esses entrem em contato com as células epiteliais intestinais. (MAYER,
2003). No muco encontram-se presentes o0s granulos secretados pelas células de
Paneth. Estes granulos contém lisozimas, fosfolipase A, secretdria e a-defensinas,
substancias antimicrobianas envolvidas na defesa do hospedeiro (AYABE et al., 2000).
Além dessas fungdes o0 muco também serve de reservatério para as IgA-s (MAYER,
2003).

No intestino, as células menos protegidas pelo muco sdo as células M do epitélio
associado as placas de Peyer, ja que ocorre pouca ou nenhuma célula caliciforme
neste epitélio (KRAEHENBUHL & NEUTRA, 2000; NEWBERRY & LORENZ, 2005).
Assim, 0s antigenos ou patégenos que o muco falhou em reter e eliminar serédo
transportados para o interior das placas de Peyer e podera haver a producdo de
imunoglobulinas, como a IgA-s, que posteriormente ajudardo o muco a reter e eliminar
com mais eficiéncia essas particulas (MAYER, 2003; MESTECKY et al., 2005).

A IgA-s € um anticorpo secretado no limen sob a forma de dimeros pelos plasmacitos
presentes na lamina prépria do TGI, provenientes de células B ativadas nas placas de
Peyer e linfonodos mesentéricos (SANTIAGO et al., 2008). Essa imunoglobulina atua
de maneira benigna, ja que a ligacdo das IgA-s ao antigeno ou patégeno nédo leva a
ativacdo do processo inflamatorio, prevenindo, desta forma, o desenvolvimento de
inflamacédo crénica no TGI (VAN WIJK & KNIPPLES; 2007). A IgA-s atua opsonizando
0s patdgenos, reduzindo sua motilidade e propriedades adesivas, impedindo assim a

ligacdo desses as células epiteliais e ajudando na eliminacédo desse complexo do muco
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pela acdo da motilidade intestinal. Ela atua também aglutinando antigenos, mantendo-
0s presos na camada de muco e facilitando sua remocéo do hospedeiro. Em ambos os
casos a IgA-s atua na exclusdo imunoldgica (BRANDTZAEG, 1998; MAYER, 2003;
BRANDTZAEG, 2009). A enorme carga antigénica na extensa superficie epitelial leva a
necessidade de producao abundante de IgA-s. Essa necessidade reside no fato de que
80% das células B estdo localizadas no TGl e que de 80 a 90% dessas células
produzem IgA-s (BRANDTZAEG et al., 1999). Em recém-nascidos o sistema de
secrecao de IgA-s ndo esta completamente ativo, situacdo que persiste até os 4 anos
de idade. Tem sido postulado que devido a imaturidade desse sistema, todos 0s outros
fatores que ajudam a compor a barreira epitelial intestinal contra a entrada de
patdgenos e antigenos ndo estdo completamente maduros até esta idade. Esse fato
pode facilitar a passagem de proteinas ndo digeridas levando a ativacdo de resposta
imune (MAYER, 2003). Esta penetracdo de macromoléculas da dieta no organismo
através da mucosa intestinal pode acarretar sérias consequéncias imunoldgicas,

sendo, uma delas, a alergia alimentar (SALDANHA et al., 2004).

Apesar de todos estes mecanismos de defesa citados, a barreira epitelial ndo previne
completamente a entrada de antigenos no tecido epitelial intestinal. Os antigenos
podem cruzar a superficie epitelial através de juncdes oclusivas defeituosas, como nos
casos de inflamacao, ou através das células M do foliculo associado ao epitélio (FAE),
das células dendriticas (DC) e dos enterdcitos ou IECs (SAMPSON, 1999; MAYER,
2003).

O FAE recobre as placas de Peyer e os foliculos linfoides isolados. Ele abrange células
epiteliais colunares, células M, linfocitos intraepiteliais, borda em escova pouco
pronunciada e pouca ou nenhuma célula caliciforme (KRAEHENBUHL & NEUTRA,
2000; MOWAT, 2003; NEWBERRY & LORENZ, 2005). As células M transportam 0s
antigenos capturados no lumen diretamente para células localizadas nos tecidos
organizados, como as placas de Peyer, sem processa-los (NEUTRA et al., 2001). As
placas de Peyer sdo encontradas na submucosa ao longo de todo o intestino delgado.
Elas sdo formadas por agregados linféides e sdao separadas do lumen intestinal pelo
FAE. Macrofagos residentes nesta placa fagocitam, processam e apresentam
peptideos unidos a molécula de histocompatibilidade principal (MHC) Il para linfocitos

T. Estes, ativam linfocitos B comprometidos com a sintese de IgA. As células T e B
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migram, entdo, das placas de Peyer para os linfonodos mesentéricos; destes, trafegam
para o ducto toracico chegando a circulagdo sangiinea. Da circulagdo, os linfocitos
ativados retornam a mucosa digestiva e passam a residir na lamina prépria onde irdo
secretar mais IgA (HELM & BURKS, 2000).

As DCs apresentadoras de antigenos podem capturd-los do lumen através de
extensdbes da membrana entre as células epiteliais. Elas podem apresentar
subsequentemente, esses antigenos localmente aos linfécitos T e/ou nos linfonodos
mesentéricos (RESCIGNO et al.,, 2001; DUBOIS et al., 2005; MACDONALD &
MONTELEONE, 2005; BURKS et al., 2008; SICHERER & SAMPSON, 2009).

Os linfonodos mesentéricos (LnM) sdo divididos em trés regibes com diferentes
composicdes celulares: cortex, paracortex e medula. O cortex apresenta foliculos ricos
em linfécitos T e DCs. O paracortex € caracterizado por altas proporcdes de células T e
DCs. Ja a medula, a regido mais profunda do linfonodo, € composta de linfécitos T e B
e de linfécitos secretores (CRIVELLATO et al., 2004). Células T naive (ThO) circulantes,
por exemplo, chegam ao linfonodo através de vénulas pés-capilares chamadas de
vénulas endoteliais altas, e a entrada desses linfocitos T para a regido paracortical é
guiada por quimiocinas produzidas por células epiteliais, estromais e DCs. No cortex,
as DCs residentes capturam e processam 0s antigenos que chegam ao linfonodo. DCs
maduras também migram para o paracortex e apresentam os antigenos a células ThO
ou células T citotdxicas (Tc). Células T efetoras sdo geradas e a resposta imune
adaptativa se inicia. Enquanto os linfocitos efetores ou reguladores deixam o linfonodo
e migram para outros tecidos, algumas células Th permanecem como células de
memadria ou movem-se para 0S centros germinativos para promover a diferenciacéao
final de linfécitos B em plasmacitos secretores de imunoglobulinas (CRIVELLATO et al.,
2004).

Ja os enterdcitos ou IECs atuam como apresentadores de antigenos “nao profissionais”
ao amostrar antigenos parcialmente processados do limen e apresentar estes, através
de seu MHC de classe Il, as células T préximas (SAMPSON 1999; MAYER, 2003;
KUNISAWA & KIYONO, 2005). Mas devido ao fato das IECs apresentarem poucas
moléculas co-estimulatérias, essa interacdo IEC/célula T pode levar a supressdo da

resposta imune (DUBOIS et al., 2005).
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Desta maneira, a barreira epitelial do trato gastrointestinal se apresenta como uma
estrutura altamente dindmica que limita, mas ndo exclui a entrada de antigenos no
tecido epitelial intestinal, onde o sistema imune amostra constantemente antigenos
através do FAE, das DC e das células epiteliais intestinais (MACDONALD &
MONTELEONE, 2005)

2.2. Alergia alimentar

As desordens gastrointestinais alérgicas representam um espectro diverso de doencas
inflamatdrias que tém uma aumentada incidéncia e severidade ao longo das ultimas
décadas (BRANDT et al., 2003; OSTERBALLE, 2005; SAMPSON & WANG, 2009;
SICHERER & SAMPSON, 2009).

Devido a diversidade de termos empregados para essas desordens gastrointestinais e
a dificuldade dos individuos em detectar com precisdo que tipo de reacdo adversa
apresentam a um dado alimento (LACK, 2008; ZUIDMEER et al., 2008) alergistas e
gastroenterologistas propuseram uma nomenclatura padronizada baseada nos
mecanismos destas reacdes (SAMPSON, 2001).

As reacdes adversas aos alimentos sao definidas como quaisquer reacdes aberrantes
apos a ingestdo de um alimento ou aditivo alimentar. As reacdes adversas aos
alimentos podem ser divididas em averséo, reacfes toxicas e nao-toxicas. As reacoes
de aversédo sao devidas principalmente a fatores psicolégicos, como o fato do individuo
nao gostar de algum alimento, enquanto que as reac¢fes toxicas podem ocorrer a
gualquer individuo ao ingerir uma dose suficiente da toxina alimentar como, por
exemplo, intoxicacdo por toxina escombréide (Figura 2) (PATRIARCA et al., 2009;
CARMO et al.,, 2010). As reacBes nao-toxicas dependem da suscetibilidade do
individuo e podem ser ndo imuno-mediadas (causadas unicamente por caracteristicas
do individuo, como desordens metabdlicas) ou imuno-mediadas (alergia alimentar). A
alergia alimentar é definida como uma reac¢do de hipersensibilidade que envolve o
sistema imune (mediada por IgE). As reacdes de hipersensibilidade que ndo envolvem
o sistema imune, como a doenca celiaca, ndo sao consideradas como alergia

alimentar. Ao contrario, elas sdo chamadas hipersensibilidade alimentar ndo alérgica,
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também referida como intoleréncia alimentar (ndo mediada por IgE) (SAMPSON, 1999;
PATRIARCA et al., 2009).

A alergia alimentar é uma disfungdo do sistema imune. Ela é um sério problema de
saude devido aos seus efeitos graves no organismo e por ter alcancado proporcgées de
epidemia tanto nos paises em desenvolvimento, quanto nos paises desenvolvidos
(HOLGATE, 1999; SICHERER & SAMPSON, 2009;). A resposta alérgica mais severa,
conhecida por choque anafilatico, por exemplo, pode levar a consequéncias fatais
(CARA et al., 2004).

Reacodes adversas aos alimentos

\ \

Reacoes de hipersensibilidade Reacgodes toxicas

\ \

Alergia alimentar Intolerancia alimentar
(imuno-mediada) (ndo imuno-mediada)
¥ \’ \! J
Mediada por Néo mediada . . .
Farmacoldgica Enzimatica
IgE por IgE

Figura 2 — Classificacdo das reacdes adversas aos alimentos (adaptado de PATRIARCA
et al., 2009).

Os sintomas clinicos entre alergia e intolerancia podem ser bem similares incluindo
diarréia, dor abdominal, vbmito e urticaria. Esta similaridade de sintomas tem
influenciado os dados de prevaléncia de alergia alimentar, pois na maioria dos estudos
leva-se em consideracdo apenas a percepcao de alguma reacdo adversa ao alimento,
pelo individuo (LACK, 2008; ZUIDMEER et al.,, 2008). A alergia alimentar é
diagnosticada pela demonstracdo de que a retirada do alimento da dieta leva ao
desaparecimento dos sintomas e o subseqiente desafio com 0 mesmo alimento leva
ao reaparecimento dos sintomas anteriores. O padrdao utilizado para diagnostico da
alergia alimentar € o teste de desafio oral duplo-cego controlado por placebo.
Considera-se que somente os dados de prevaléncia obtidos por este teste séo
confiaveis (SAMPSON, 1997; SAMPSON, 2001).
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Em individuos saudaveis, a ingestdo de alimentos determina um estado de tolerancia,
fato este que torna as alergias alimentares um evento relativamente raro. Para o
desenvolvimento da alergia alimentar é necessério que o individuo seja suscetivel, que
a proteina da dieta tenha capacidade alergénica e que haja quebra dos mecanismos de
defesa do TGI, havendo a incapacidade de desenvolver a tolerancia oral (SICHERER &
SAMPSON, 2009).

Pacientes com outra desordem atdpica (dermatite atOpica, asma, rinite alérgica)
apresentam alta prevaléncia de alergia alimentar comparado a populacdo em geral,
indicando que a suscetibilidade para producdo de IgE pode ser um fator muito
importante. A observacdo do padrao familiar sugere um componente genético. A
propensdo a producdo de IgE sofre influéncia de varios genes hereditarios.
Provavelmente, mais de 20 genes estdo envolvidos no desenvolvimento de doencas
alérgicas (LEUNG, 1998).

Conforme citado por SAMPSON (2004), embora a diversidade da dieta humana seja
enorme, ha apenas alguns alimentos que séo responsaveis pela maioria das alergias
alimentares, sugerindo que esses alimentos apresentam propriedades inerentes que 0s
fazem potentes estimuladores de respostas imunes inflamatorias. Geralmente, tais
alimentos contém glicoproteinas com peso molecular de 10 a 70kDa e que sao
relativamente estaveis ao calor, a acidez e as proteases (SICHERER & SAMPSON,
2009). Entre os alimentos causadores de reacdes de hipersensibilidade mais comuns
estao o leite, ovo, amendoim, trigo, soja, castanhas, frutos do mar e peixe (BOCK et al.,
2001; SICHERER, 2002; BERNSTEIN et al., 2003).

Embora haja alguns avancos na imunoterapia das alergias alimentares, o Unico meio
efetivo e confiavel para prevenir os sintomas € evitar os alérgenos especificos
(KIELLMAN, 1998). Entretanto o problema permanece devido a presenca de “alérgenos
ocultos” presentes em alimentos processados (GABY, 1998; SCHAPPI et al., 2001) e a
falta de uniformidade dos rotulos de alimentos (BINDSLEV-JENSEN & POULSEN,
1997; MILLS, 2004). Outro fator importante a ser considerado € que a restricdo de
alimentos da dieta na infancia pode comprometer a sua nutricdo e o desenvolvimento
fisico e mental. Nos adultos, a mudanca nutricional pode gerar profundas mudancas
em seu estilo de vida, representando sacrificios psicolégicos, sociais e praticos

(NIKOLIC et al., 2007).
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O desenvolvimento da alergia alimentar pode ser dividido em duas fases:
sensibilizacdo alérgica e desenvolvimento dos sintomas (HERZ, 2008). A alergia ocorre
guando os antigenos sao expostos as células apresentadoras de antigenos
profissionais levando principalmente a ativacéo de células T helper 2 (Th2) e sintese de
IgE especifica para o alérgeno (PICCINI et al., 2000; HOLGATE & POLOSA, 2008).

A apresentacdo destes peptideos acontece por via MHC de classe Il. Esta fase é
conhecida como sensibilizacdo alérgica. Na presenca desta estimulacdo, as células T
regulam a expressdo de um conjunto de genes codificados no cromossoma, que
incluem os genes que codificam interleucina-3 (IL-3), IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e fator
estimulador de colénia de macrofagos e granulécitos (granulocyte / macrophagecolony-
stimulating factor, GM-CSF). Estas citocinas estdo envolvidas no recrutamento de
mastocitos (IL-4, IL-9 e IL-13) e na maturacdo de eosindfilos (IL-3, IL-5 e GM-CSF),
basdfilos (IL-3 e IL-4) e na diferenciacdo, proliferacdo e mudanca da classe de
imunoglobulina para producdo de IgE (IL-4 e IL-13) (HOLGATE & POLOSA, 2008).
Essa mudanca de classe depende de dois sinais separados, que incluem as citocinas
IL-4 e IL-13 (MINTON, 2008) e da interacdo do receptor de membrana CD40 dos
linfocitos B com o seu ligante CD154, presente em linfocitos B, linfocitos T, baséfilos,
eosindfilos, macréfagos e células dendriticas (VAN KOOTEN & BACHEREAU, 2000;
BISHOP & HOSTAGER, 2001; SCHONBECK & LIBBY, 2001; XU & SONG, 2004).

Os anticorpos IgE especificos produzidos entram na circulacdo e se ligam aos
receptores de alta afinidade (FceRI) em mastocitos e basofilos nos tecidos, de modo
gue estas células ficam sensibilizadas e preparadas para reagir ao encontro com o
alérgeno, em um segundo momento (SAMPSON, 1999; FINKELMAN et al., 2005).

A exposicdo subsequente ao alérgeno causa o recrutamento de células inflamatorias e
ativacao e liberacdo de mediadores, que sao responsaveis pelo desencadeamento dos
sintomas com as reac¢des alérgicas imediatas (de 1 a 30 minutos) e reacdes alérgicas
tardias (entre 6 a 72 horas) (BREDEHORST & DAVID, 2001; HELM et al., 2003;
HOLGATE & POLOSA, 2008). Os granulos de secrecao incluem, histamina, citocinas e
proteases como, triptase e carboxipeptidase A. Posteriormente ocorre a ativacao de
fosfolipase A2 (PLA2), seguida pelas cicloxigenases (COX) e lipoxigenases, produzindo

0s metabdlitos do acido araquidénico como as prostaglandinas, leucotrienos e fator de
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ativacdo de plaquetas (PAF). Mastocitos também liberam citocinas e quimiocinas, que
recrutam macréfagos, eosinofilos e basofilos que compdem a resposta tardia
(BINGHAM & AUSTEN, 2000; HOLGATE & POLOSA, 2008).

A histamina estimula a vasodilatagdo, aumenta a permeabilidade vascular, a taxa dos
batimentos cardiacos, a contragcdo cardiaca e pode levar a secre¢cdo de muco, tanto no
trato digestivo, quanto no respiratério. A prostaglandina D2 (PGD2) causa
vasoconstricdo nos pulmdes e coracdo, gera vasodilatacdo periférica e pode também
estimular a produgcéo de muco. Os leucotrienos produzem broncoconstricdo e aumento
da permeabilidade vascular. O PAF é também um potente broncoconstritor e aumenta
a permeabilidade vascular (CARA et al., 2004; PEAVY & METCALFE, 2008). As acoes
vasodilatadoras e de aumento da permeabilidade vascular destes mediadores causam
eritema na pele e edema no subcutaneo, trato respiratorio e digestivo. A citocina
inflamatoria, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é liberada, tanto na fase imediata,
guanto na fase tardia da alergia, junto com outras citocinas e quimiocinas. O TNF-a
ativa neutrofilos e recruta outras células efetoras, além de aumentar a sintese de
guimiocinas (ANDERSON, 1997; FULEIHAN, 1998; BINGHAM & AUSTEN, 2000;
PEAVY & METCALFE, 2008). No trato gastrointestinal, a histamina, as prostaglandinas
e o0 PAF geram um desequilibrio eletrolitico com estimulacdo do transporte iGnico
epitelial e transporte passivo de agua, levando a um estado de diarréia e aumento da
permeabilidade a macromoléculas (YU & PERDUE, 2001). Tanto no trato respiratorio
como no digestivo, ocorre a producdo de muco, sendo este evento mediado
principalmente pela IL-4 e IL-13 (BLANCHARD et al., 2004; DOURADO et al., 2010).

Outra caracteristica importante nas reacdes alérgicas € o acumulo de eosindfilos. A
ativacao e o recrutamento dos eosinofilos para as areas inflamatérias sdo dependentes
da acdo de eotaxina e IL-5 (ROTHENBERG et al., 2001). A IL-5, produzida via Th2,
estimula a maturacao de eosindfilos e a mobilizacdo dessas células da medula 6ssea
para o sangue. Os eosindfilos séo recrutados para o tecido principalmente em resposta
a producéo local de eotaxina (FOSTER et al., 2002). No local da lesdo, os eosinoéfilos
liberam uma abundéancia de mediadores altamente citotoxicos e pro-citotoxicos, como a
proteina basica principal, proteina catiénica eosinofilica e peroxidase, contribuindo para
a fase tardia da reacao (BISCHOF & MEEUSEN, 2002). Os eosindfilos também podem
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ser uma importante fonte de citocinas pro-inflamatérias, como a interleucina-3 (IL-3), IL-
5e IL-13 (HOLGATE & POLOSA, 2008).

Varias hipéteses na imunopatogénese da alergia alimentar tém sido registradas na
tentativa de esclarecer o desenvolvimento preferencial das células Th2 reativas aos
alérgenos nos individuos atépicos. Dentre os varios mecanismos podemos citar, a
mudanca nas células Thl para Th2 (Th1/Th2) na presenca de IL-4, a disfuncdo nas
células regulatérias (Tr), a falta de tolerancia oral, o aumento da carga antigénica, a
presenca de hormoénios (por exemplo: a progesterona e o calcitriol), alteracdes
genéticas (SAMPSON, 1999; PICCINNI et al., 2000) e presenca de receptores CD30
(PICCINNI et al., 1995).

Os linfocitos T sdo subgrupados de acordo com as citocinas que liberam. Os linfécitos
do tipo Thl expressam principalmente IL-12 e INF-y, enquanto Th2 expressam
principalmente IL-4, IL-5, IL-13. A funcéo principal da IL-4 é a promocéo da sintese de
IgE pelas células B, e a diferenciacéo dos linfocitos Th naive (ThQO) para Th2, ambos os
efeitos podem ser antagonizados pela INF-y. A mudanca de células Thl para Th2 pode
justificar o desenvolvimento e exacerbacdo dos sintomas da alergia alimentar. Além
disso, as células Tr podem expressar fatores imunossupressores como TGF- e IL-10
(FARIA & WEINER, 2005). Nas doencas atopicas, as células Tr podem falhar na
regulacdo das respostas imunologicas aos alimentos inertes, e desta forma, serem
parcialmente responsaveis pela falta de tolerancia oral (KONDELKOVA et al., 2010).
Clones de células T obtidos do sangue do corddo umbilical de recém-nascidos de pais
atopicos produzem mais IL-4 do que recém-nascidos de pais ndo atépicos, mostrando
gue existe uma alteracdo genética nestes individuos atépicos (PICCINNI et al., 1996).
Ademais, estudos tém mostrado que se o TGI esta sensibilizado ao antigeno, este
pode cruzar o epitélio rapidamente, dentro de minutos da exposicdo luminal. Este
aumento da carga antigénica implica na funcdo de barreira epitelial comprometida, e
em individuos atopicos o influxo de antigenos intactos no TGI esta elevado (YU et al.,
2001).

Héa varios modelos experimentais que podem mimetizar doencas, como a alergia, e

contribuir para o entendimento dos mecanismos que as envolvem. Esses modelos
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podem, também, servir para testes de possiveis terapias farmacoldgicas. Nosso grupo
de pesquisa desenvolveu um modelo de alergia alimentar crénica no qual a resposta
imune do tipo Th2 é induzida para um determinado antigeno presente na dieta. Neste
modelo, camundongos recebem a injecdo do antigeno (ovalbumina) associado a um
adjuvante, hidréxido de aluminio, que estimula a resposta do tipo Th2. Apls a
sensibilizacdo, os animais tém como Unica opg¢do liquida uma solugdo 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 eosinéfilos
na mucosa intestinal, hiperplasia de mastocitos e aumento da producdo de muco
(SALDANHA et al., 2004). No presente estudo foi avaliado o potencial de duas
espécies de inhame, D. opposita e D. trifida, no tratamento da alergia alimentar por
meio deste modelo. O objetivo final é contribuir no desenvolvimento de um produto

nutracéutico, que possa ser Util no tratamento da alergia alimentar.

2.3. Potencial dos produtos naturais no tratamento das alergias
alimentares

As alergias alimentares representam hoje um grave problema de saude publica que
acomete grande parcela da populacdo mundial (NOWAK-WEGRZYN, 2007). De fato,
apesar de atualmente existirem muitas substancias disponiveis, como por exemplo os
agentes anti-histaminicos e antialérgicos, elas apresentam efeitos colaterais e reacdes
adversas indesejaveis como sonoléncia, dor de cabeca, disturbio do trato
gastrointestinal, fadiga e xerostomia. Recentemente, tem sido mostrado que certos
alimentos tém a funcdo de defesa relacionada ao sistema imune (CHOI et al., 2004),
gue precisa de suprimento constante de nutrientes ou fitoquimicos através da dieta
para sua sobrevivéncia e funcionalidade. Durante uma resposta inflamatoria contra
organismos estranhos ocorre a chamada supressédo imune. A terapia pela dieta ou o
suprimento de componentes ativos pela dieta é essencial para o restabelecimento
desta supressédo (RASHIDA et al., 2009). Assim, o descobrimento de produtos naturais
ativos pode representar um importante avango no tratamento da doenca, pois sao ricos
em componentes bioativos e imuno-moduladores que contribuem para a saude
humana (TEWTRAKUL & ITHARAT, 2006).

34



No mundo industrializado, o conceito de nutricdo tem mudado significativamente. Da
antiga énfase da necessidade para sobrevivéncia, passando pela satisfacdo da fome, e
mais recentemente da énfase na seguranca alimentar. Atualmente, a Ciéncia de
Alimentos objetiva desenvolver alimentos que promovam o0 bem-estar e a saude
engquanto ao mesmo tempo reduzam o risco de algumas doencas importantes. Isto esta
baseado no fato de que as evidéncias cientificas confirmam a hip6tese de que ambos
0S componentes nutricionais e ndo-nutricionais tém o potencial de modular fungcbes
alvo no corpo que séo relevantes para o bem-estar e saude e/ou prevenir e até tratar
as doencas (ROBERFROID, 1999; ROBERFROID, 2002). Os alimentos com estas
caracteristicas sdo conhecidos por alimentos funcionais, nutracéuticos, alimento-
medicamento, alimentos planejados, alimentos saudaveis, alimentos protetores,
alimentos farmacéuticos, entre outros (WRICK,1993; HUNT, 1994; BYRNE, 1994;
REILLY, 1994; DE FELICE, 1995; ARAI, 1996; HASLER, 1998). E embora estes

tenham sido considerados sinbnimos, eles nao o sao.

Alimentos funcionais sdo todos os alimentos ou bebidas que, consumidos na
alimentacdo cotidiana, podem trazer beneficios fisiologicos especificos, gracas a
presenca de ingredientes fisiologicamente saudaveis (CANDIDO & CAMPOS, 2005).
Eles devem estar na forma de alimento comum, sendo consumidos como parte da dieta
e produzir beneficios especificos a saude. Eles reduzem os riscos de doencas como
hipertensdo, diabetes, cancer, osteoporose e coronariopatias; e promovem a
manutencdo do bem-estar fisico e mental (SOUZA, et al., 2003). O termo alimento
funcional é definido pela Secretaria de Vigilancia Sanitaria, do Ministério da Saude,
pela resolucdo n° 18/1999, como sendo "aquele alimento ou ingrediente que, além das
funcdes nutritivas basicas, quando consumido como parte da dieta usual, produza
efeitos metabdlicos e/ou fisiologicos e/ou efeitos benéficos a saude, devendo ser
seguro para consumo sem supervisdo médica" (BRASIL, 1999). E importante salientar
para o fato de que tais substancias, fisiologicamente ativas, devem estar presentes nos
alimentos funcionais, em quantidades suficientes e adequadas, para produzir o efeito
fisiol6égico desejado. Em outras palavras, ndo é suficiente que um determinado alimento
contenha determinadas substancias com propriedades funcionais fisiolégicas, para que

ele seja imediatamente classificado como funcional.

Os nutracéuticos sado alimentos ou parte de alimentos processados, que apresentam

beneficios a saude, incluindo a prevencdo e/ou tratamento de doencas. Podem
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abranger dessa definicdo os nutrientes isolados, suplementos dietéticos até alimentos
projetados, produtos fitoterapicos e outros produtos como cereais, sopas e bebidas.
Sua acéo varia do suprimento de minerais e vitaminas essenciais até a prote¢édo contra
véarias doencgas infecciosas (KWAK & JUKES, 2001a; HUNGENHOLTZ & SMID, 2002).
Os nutracéuticos sdo definidos pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) como
sendo “‘um alimento que é formulado para ser administrado inteiramente sob a
supervisdo de um médico, e que é utilizado para o controle de uma doenca ou
condicdo para 0S quais possui requerimentos nutricionais distintos, baseado em
principios cientificos reconhecidos” (KWAK & JULES, 2001b).

A contribuicdo das substéncias naturais no desenvolvimento de novos produtos
cosméticos, farmacéuticos e nutracéuticos é inquestionavel. Calcula-se, por exemplo,
gue somente nos ultimos 25 anos, cerca de 80% dos agentes anticancerigenos
testados e aprovados foram derivados de produtos naturais (NOGUEIRA et al., 2010).
A despeito deste fato, estima-se que das cerca de 300 mil espécies de plantas no
mundo, apenas 15% delas tenham sido submetidas a algum estudo cientifico para
avaliar suas potencialidades farmacologicas. O Brasil possui uma das maiores
biodiversidades do planeta, ndo s6 devido a Regido Amazbnica, mas também a
Floresta Atlantica e ao Cerrado, que sdo considerados hotspots de biodiversidade
(GOTTLIEB et al., 1996; CONSERVATION INTERNATIONAL, 2010). Além destes, os
biomas Caatinga e Pantanal abrangem quase 15% do territério brasileiro e contém
também vasta diversidade biolégica. Diferentes ecossistemas produzem uma variedade
enorme de substancias com estruturas quimicas diferentes, que podem ser Uteis para

diversos fins, como medicamentos e nutracéuticos (PINTO et al., 2002).

A avaliacdo do potencial de produtos naturais usados tradicionalmente no tratamento
de alergias alimentares é uma das linhas desenvolvidas pelo nosso grupo e nessa

pesquisa foram estudadas duas espécies de inhames.

2.4. Dioscorea spp. (INHAMES)

“Inhame” € o nome popular atribuido a varias espécies do género Dioscorea spp., da
familia Dioscoreaceae. No Brasil, essas plantas sdo popularmente conhecidas como

‘card@’, ‘caratinga’, ‘inhame’, ‘caranambU’ entre outros nomes populares (CORREA,
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1931). A diferenca de nomes populares varia de local para local, de regido para regiao,
e de um pais para o outro, e isto, infelizmente, vem causando grande confusdo a qual
se estendeu, tanto para informacdes técnicas, quanto informacbes estatisticas
(SANTOS, 1996; PEDRALLI, 2002a; PEDRALLI, 2002b). Esta confusédo dos nomes
pode ser observada pela reportagem veiculada no Jornal O Estado de Minas, de 16 de
agosto de 2009. Na capa encontra-se uma manchete intitulada “Os Milagres do
Inhame” alegando os beneficios do consumo deste alimento (Dioscorea sp.). Mas o
texto da reportagem foi ilustrado equivocadamente com a foto da Colocasia esculenta,
(Araceae, ‘card’ ou ‘taro’) (Figura 3).

U BERCU 05

Figura 3 - llustracdo equivocada com a foto de Colocasia esculenta.

O International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI) definiu os descritores para as
espécies de Dioscorea no ano de 1999 e o nome adotado por este grupo foi “yam” ou
‘inhame’. Sendo assim, PEDRALLI (2002b) em seu trabalho, apresenta a proposta de
padronizacdo da nomenclatura do inhame. Esta proposta foi aprovada no | Simpadsio
Nacional de Culturas do Inhame do Cara ocorrido em 2001, em que ficou estabelecido
gue os 0Orgaos governamentais, universidades, e outras entidades devem divulgar a

nova denominacao de inhame para as espécies de Dioscorea sp. (CEREDA, 2002).

Os inhames sdo monocotileddneas, geralmente trepadeiras herbaceas que podem
atingir até 5 metros de altura, formando um emaranhado sobre outras plantas e
parreiras (PEDRALLI, 2002a; SAUTOUR et al., 2007). Seu caule aéreo voluvel pode ou

nao apresentar espinhos; as folhas apresentam heterofilia (sdo estreitas na forma de
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faca), com flores brancas, amarelo ou verde-claras. S0 munidas de tubérculos
subterraneos de tamanho e forma extremamente variaveis, solitarios, lobulados ou
fasciculados, dos quais partem e se desenvolvem para a direita (dextrosos) ou para a
esquerda (sinistrosos) um ou mais caules, cilindricos ou quase quadrangulares, alados
ou ndo, com ou sem bulbos aéreos na axila das folhas. A propagacédo é feita por
tubérculos, bulbos e sementes (CORREA, 1931; MONTALDO 1991; SEAGRI, 2001).

O género Dioscorea spp. possui mais de 600 espécies amplamente distribuidas nas
regides tropicais e temperadas da Asia, Africa e América, sendo que mais da metade
das espécies ocorrem nas Américas (AL-SHEHBAZ & SHUBERT, 1989; LACAILLE-
DUBOIS, 2005). O inhame é um alimento tradicional nas regides oeste da Africa,
sudeste da Asia, Caribe (AKORUDA, 1984). Apesar de serem bastante consumidos
nas Américas eles nunca alcangcaram uma posicdo importante como alimento
tradicional, como o ocupado pela mandioca (Manihot esculenta, Crantz.), batata doce
(lpomea batatas (L.) Lam.) e taro (Colocasia spp.) (ONWUEME, 1978; AMIRATO,
1984). Entretanto ha relatos de um consumo notavel de inhame no século XVI
(CASCUDO, 1983):

“Cardapio dos tupiniquins constava notadamente de inhames. Diziam que em cada casa se

acolhiam 30 a 40 pessoas, e que assim os achavam; e que lhes davam de comer de aquela
vianda que eles tinham, a saber, muito inhame...que aqui ha muito.”

(Pero Vaz de Caminha, escrivao d’Armada, primeiro cronista do Brasil.)

Este tubérculo foi citado por SAINT-HILAIRE em 1830, em sua passagem pelo estado

de Minas Gerais no século XIX.

“Se, porém, uma parte dos brasileiros ndo pode esperar poder cultivar nossos legumes, esse
povo encontra substitutos em suas numerosas raizes comestiveis, as batatas, os aipins
(Manihot yapi, P.), os caras e as caracatingas (Dioscorea), os inhames (Arum esculentus), 0os
dois mangaritos araceas, etc. Farei notar, de passagem que, entre nés, produzem raizes
alimenticias; e, enquanto na Europa ndo existe uma espécie de raiz comestiveis pertencente a
classe das monocotiledbneas, é, pelo contrario a esse grupo que pertence a maioria das raizes
alimenticias dos brasileiros.”

(Saint-Hilaire, Auguste. In: “Viagem pelas Provincias do Rio de Janeiro e Minas

Gerais”)
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Embora o numero de espécies de Dioscoreaceae conhecidas seja elevado, apenas
cinco sao oficialmente consideradas importantes na alimentagdo humana: D.
cayenensis, D. alata, D. bulbifera, D. esculenta e D. trifida. Destas, apenas D. trifida, é
nativa das Américas, sendo todas as demais espécies de origem africana e asiética
(MONTALDO, 1991). Atualmente, outras espécies sdo também comercializadas e
usadas na dieta dos brasileiros, grande parte delas de origem exoética. Dentre as
espécies nativas mais consumidas no Brasil estdo D. trifida, D. altissima, D.
dodecaneura, D. cinnamomifolia, D. laxiflora, D. piperifolia, D. spicata e D. subhastata
(PEDRALLI, 1998).

A maior producédo de inhame no Brasil ocorre no Nordeste, especialmente nos estados
da Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Bahia, Piaui, seguidos de outros de menor
importancia. Os agricultores cultivam basicamente a espécie D. cayenensis, conhecida
vulgarmente como ‘roxo da costa’, embora sejam utilizados também alguns clones de
D. alata, como o ‘cara Sado Tomé’ e o inhame ‘corneta’. Vale ressaltar que ocorre em
menor escala o cultivo do inhame ‘mimoso’ ou ‘inhambu’ (D. trifida) e do ‘inhame
figado’ (D. bulbifera) (CARVALHO & CARVALHO, 1999).

O tubérculo de varias espécies de inhame é comestivel e integra a dieta humana ha
séculos. Ele contém muitos nutrientes como carboidratos, aminoacidos essenciais,
minerais, apreciaveis teores de tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B2), niacina
(vitamina B5), além de vitamina A e acido ascorbico (vitamina C). Encontram-se
presentes também uma variedade de metabdlitos secundarios bioativos que séo
importantes por apresentarem efeitos farmacologicos. Dentre eles a diosgenina (1), a
alantoina (2) e a dioscorina (HATA et al., 2003; YANG et al., 2003) que apresentam
atividades antiinflamatorias e imunomoduladoras distintas (MACPHERSON & UHR,
2004; LIN, 2006; LIN & YANG, 2008; HUANG et. al., 2010).

HN O 0O
N N NH,
H H

(1) (2)
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O inhame tem ganhado popularidade como nutracéutico, e tanto na China, Corea,
Japao como no Taiwan sdo amplamente utilizados (LIU et al., 1995; JIN et al., 2010).
Na tradicdo oriental o inhame é utilizado pelas populacdes asiaticas como tdnico pois
se acredita que ele seja capaz de aumentar a imunidade. A despeito do seu uso
secular, poucos estudos foram realizados até o momento com o objetivo de avaliar
seus beneficios (JAN et al., 2007).

Na medicina tradicional da Tailandia a espécie D. membranacea € utlizada para
tratamento de cancer. Estudos in vitro indicaram que alguns extratos aquosos foram
ativos especificamente contra o carcinoma mamario, apresentando atividade citotoxica
(SAUTOUR et al., 2007). Outro estudo realizado, utilizando esta mesma espécie,
apresentou atividade inibidora in vitro da producdo de Oxido nitrico, um importante
mediador inflamatério (TEWTRAKUL & ITHARAT, 2007). Os pesquisadores mostraram
também atividade antialérgica in vitro desta espécie, a partir da diminuicdo a producao
de IL-4 (TEWTRAKUL & ITHARAT, 2006). Ja na Corea os inhames sao utilizados para
tratar desordens dos pulmdes, figado e TGI (JEON et al., 2006; JIN et al., 2010). JEON

et al. confirmaram os efeitos benéficos in vivo ao TGl em um modelo animal (2006).

A diosgenina apresentou efeito benéfico no tratamento da alergia alimentar em
camundongos. Ela aumentou a expressdo de t-box (T-bet), que é um fator de
transcricdo relacionado ao desenvolvimento do fenotipo de célula Thl, mas nao
aumentou a expressao de GATA-biding protein 3 (GATA-3), que esta relacionado ao
desenvolvimento do fendtipo de célula Th2 (JAN et al., 2007). Outros estudos
demonstraram que ela é capaz de atenuar a producéo de IgE, inibir a producao de IL-4
e aumentar a producao de IFN-y (HUANG et al., 2009; 2010).

A dioscorina, proteina de reserva dos tubérculos de inhame, apresentou também
atividade immunomodulatéria in vitro (LIU et al., 2007) e, posteriormente, in vivo a partir
da ativacdo de macréfagos, células NK e aumento da producédo de IFN-y (LIU et al.,
2009).

E conhecida a presenca de alantoina em varias espécies de Dioscoreaceae. Em

estudos in vivo foram demonstrados a atenuacdo da producéo de IgE, IL-4 e IL-5 (LEE
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et al., 2010), acdo antiinflamatoria e cicatrizante (OLAYEMI & AJAIYEOBA, 2007) da

alantoina por via oral.

Estudos com a espécie D. batatas (sin. D. opposita) apresentaram atividade
antioxidante (HOU et al., 2001; YANG et al., 2009) e imunoestimulante pela ativacdo de
macroéfagos; Ela também aumentou a atividade citotoxica de linfocitos e a producéo de
IFN-y (CHOI et al., 2004). Por outro lado houve inibicdo de cicloxigenase 2 (COX-2) e
oxido nitrico sintase (NOS) (YANG et al., 2009; JIN et al., 2010). Outro estudo in vitro
com D. batatas (sin. D. opposita), apresentou inibicdo da producdo de IL-4 e IL-10,
aumento da producdo de IFN-y com diminuicdo da resposta Th2, aumentando a
resposta Thl (OH & LIM, 2009).

Em estudo recente D’AURIOL-SOUZA et al. (2007; 2008) demonstraram o potencial do
oleo de copaiba (Copaifera guyanensis) no tratamento da alergia alimentar induzida por
ovalbumina em camundongos BALB/c. Neste estudo foi avaliado o potencial de duas
espécies de Dioscoreaceae, Dioscorea opposita e Dioscorea trifida no tratamento da

alergia alimentar induzida com ovalbumina em camundongos BALBI/c.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. Equipamentos

— Aparelho de GPS (Etrex)

— Balanca analitica (Shimadzu, AY220)
— Banho Maria (Fisatom, 550)

— Bomba de vacuo (Tecnal, TE0581)

— Centrifuga refrigerada (Hermle, Z323K)

— Cromatégrafo composto de bomba quaternaria, injetor automatico e detector de
UV-DAD (Agilent, 1100)

— Destilador (Quimis)

— Estufa para secagem de plantas (Sociedade Fabbe)
— Fatiador de legumes (Lucre, JR)

— Freezer (Electrolux, FE26)

— Homogeneizador (Omni Internacional, TH)

— Leitor de ELISA (Bio-tek Instruments, EL800)

— Microcamera (JVC, TK-1270/RGB)

— Microscopio (Olympus, B201)

— Moinho de facas (Tecnal, TE-625)

— Rotavapor (Fisatom, 802)

— Sistema de purificacdo de agua (MILLI-Q, Plus)
— Vortex (Phoenix, AP56)

3.1.2. Reagentes e solventes

Os solventes utilizados eram de grau analitico, exceto o usado na CLAE, que era de

grau cromatografico (acetonitrila).
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Acetonitrila (Merck)

Acido sulfarico (Synth)

Adjuvante Hidréxido de Aluminio (Teuto)
Agua oxigenada (Synth)

Alantoina (Aldrich®)

Alcool etilico (Synth)

Amido de Milho (Maisena)

Anticorpo de rato anti-IgE de camundongo (Rat anti-mouse IgE) (Southern
Biotechnology Associates®)

Anticorpo IgE anti-ovalbumina (Southern Biotechnology Associates®)
Bitartarato de colina (Vetec)

Brometo de hexadeciltrimetilamoénio (Aldrich®)
Caseina (Vetec)

Celulose (Vetec)

Cloreto de Saédio (Vetec)

Cloridrato de Xilazina (Syntec)

Dexametasona (Acheé)

Diclorometano (Synth)

Diosgenina (Aldrich)

di-terc-butil metil fenol (Vetec)

Estreptavidina conjugada com a peroxidase (Southern Biotechnology
Associates®)

Ivermectina (Bayer®)
Metionina (Vetec)

Mistura de minerais (Rhoster)
Mistura de vitaminas (Rhoster)
N-butanol (Synth)

Nitrogénio liguido (White Martins)
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— o-fenilenodiamina (Sigma Chemical Co)

— Oleo de soja (Lisa)

— Ovalbumina biotinilada (albumina da clara de ovo) Sigma
— Ovalbumina liofilizada (Saltos)

— Parafina histolégica (Synth)

— Quetamina (Vetaset)

— Sacarose (Uni&o)

— Tween 20 (Sigma Chemical Co)

3.1.3. Outros materiais

— Alcobmetro (Alla France)

— Coluna para CLAE Lichrospher C;5(250 x 4.6 mm) 5um (Merck ®)
— Membrana filtrante (Milipore)

— Pipeta automatica multicanal e de volume variavel (HTL, Multimate)

— Placas de poliestireno (Nunc)

3.2. METODOS

3.2.1.Obtencéo de D. trifida e D. opposita

Amostras de tubérculos de Dioscorea trifida L.f. foram adquiridas na Feira dos
Produtores da cidade de Boa Vista, Roraima, em 30 de junho de 2009 (Figura 4). Para
referéncia futura, alguns tubérculos foram cultivados na area da colecado de espécies
vivas do Banco de Dados e Amostras de Plantas Aromaticas, Medicinais e ToOxicas
(DATAPLAMT), localizado no Museu de Historia Natural e Jardim Botanico da
Universidade Federal de Minas Gerais (MHNJB — UFMG). Os tubérculos séo roxos e

em forma de grandes dedos.
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Figura 4 — Tubérculos de Dioscorea trifida.

Amostras de tubérculos de Dioscorea opposita Thunb. (Figura 5) foram coletadas na
area de conservacao do MHNJB — UFMG, Belo Horizonte, em 10 de junho de 2009. As
coordenadas do local de coleta sdo latitude 19°53’38.67”, longitude: 43°54'48.38”. A
planta cresce espontaneamente e é inclusive considerada daninha. Os tubérculos sao
brancos e muito pilosos.

Figura 5 - Tubérculos de Dioscorea opposita.

A identificagdo taxondémica de ambas as espécies foi feita pela botanica Dra. Juliana de
Paula-Souza.
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3.2.2. Preparacéo dos tubérculos para estudo

3.2.2.1.Secagem

Foram obtidos 24,612Kg de D. opposita e 4,201Kg de D. trifida. As amostras foram
lavadas, cortadas em pedacos de aproximadamente 1cm x 1cm e secadas em estufa a
50°C, por 48 horas. As amostras de D. trifida foram secadas entre os dias 10 a 15 de
julho de 2009 e as amostras de D. opposita entre 16 a 20 de julho de 2009. Apés
secagem, foram obtidos 1,166Kg de D. trifida e 3,905Kg de D. opposita,
correspondendo a 27,77% e 15,87% de rendimento, respectivamente.

3.2.2.2.Moagem e acondicionamento

Apoés a secagem, os materiais foram pulverizados até a granulometria de 14mesh. As
amostras secas e moidas de cada espécie foram armazenadas em frascos de vidro,

em temperatura de -1°C, para posterior extracao.

3.2.3. Preparacao dos extratos e fracdes

Os poés de cada espécie foram percolados, separadamente, a frio, até exaustdo com
solucdo hidroalcodlica a 80% (Figura 6). Os extratos brutos de D. trifida (EBT) e D.
opposita (EBO) foram obtidos a partir da evaporacdo dos liquidos, a pressédo e

temperaturas reduzidas (em rotavapor), até residuo.
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Figura 6 — Percolacéo do p6 dos tubérculos de D. opposita e D. trifida.

Para a obtencdo das fracdes, uma porcdo de extrato bruto de cada espécie foi
separadamente diluida em agua destilada, e submetida a particdo liquido-liquido em
funil de separacdo. A particdo com diclorometano forneceu as fracbes em
diclorometano (FD), sendo FDT para D. trifida e FDO para D. opposita (FDO). Este
procedimento teve como objetivo separar as substancias apolares, como as
sapogeninas.

As fracBes aquosas resultantes do procedimento anterior foram submetidas a particdo
com n-butanol saturado com agua. Obteve-se assim as fracfes n-butanol (FB) de D.
trifida (FBT) e de D. opposita (FBO) e as fracbes aquosas (FA) de D. trifida (FAT) e D.
opposita (FAO). As solucdes obtidas das particbes foram evaporadas a temperatura
maxima de 55°C em rotavapor. Os extratos e fracbes obtidos foram mantidos
refrigerados a -1°C. A Figura 7 representa o protocolo seguido para a preparacdo dos

extratos e fracoes.
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p6 de Dioscorea spp.

1) Extracdo com etanol 80°GL

Extrato hidroalcéolico 80°GL

2) Concentracao até residuo

Extrato bruto seco (EB)

13) Ressuspensdo em agua destilada

Solucado aquosa

4) Extragdo com diclorometano

(5) Evaporacéo até

residuo
Fracdo diclorometano (FD) Fracdo aguosa
(6) Extracdo com n-butanol
(7) Evaporacéao até residuo (8) Evaporacéao até residuo

Fracdo aquosa (FA) Fracao butanol (FB)

Figura 7 — Obtencéo do extrato bruto e fragcdes em diclorometano, butanol e agua.
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3.3. Determinacao do perfil cromatografico dos extratos e fracées por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Os extratos e fragdes foram analisados, qualitativamente, por CLAE no Laboratério de
Controle de Qualidade de Medicamentos, Faculdade de Farmacia/UFMG.

Utilizou-se como fase movel acetonitrila (A) e agua (B), fluxo de 1mL/min e gradiente
de eluicdo: 0 a 45min, 35% a 100% A; 45 a 50min, 100% A. Reequilibrio: 50 a 55min,
100% a 35% A, 55 a 60min, 35%A. O volume de injecdo das amostras foi de 40uL. As
amostras foram preparadas em solucdo acetonitrila/agua (1:1), sendo que os extratos
brutos e fracbes na concentracdo de 6mg/mL e os padrdes de referéncia na
concentragédo de 0.5mg/mL. As substancias foram identificadas pelo espectro no UV a
A 205nm, como descrito por MABRY et al (1970).

3.4. Ensaios bioldgicos

3.4.1. Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem BALB/c jovens (idade
aproximada de 6 a 8 semanas), provenientes Centro de Bioterismo do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO —ICB/UFMG).
Os animais foram mantidos em gaiolas de plastico, contendo, no maximo, 5
animais/gaiola no Biotério da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de
Minas Gerais (FAFAR/UFMG) .

Os procedimentos experimentais realizados nessa dissertacdo de mestrado foram
executados de acordo com o0s principios éticos da experimentacdo animal, adotados
pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da UFMG (CETEA), e foram
aprovados conforme CERTIFICADO N° 010/2010 (ANEXO 11).
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3.4.2. Vermifugagéo

Os animais foram vermifugados com ivermectina, solugdo a 0,08%, por 7 dias,
veiculado na mamadeira de agua. Os ensaios biologicos se iniciaram logo depois.

3.4.3. Preparo daracédo de caseina e avaliacdo do peso corporal

Para impedir que o emagrecimento dos animais fosse gerado por uma dieta
desbalanceada, as racbes de caseina foram preparadas no proprio laboratorio,
conforme receita padréo para roedores, preconizada pela American Institute of Nutrition
(AIN), 93G (Tabela 1) (MOREIRA, 2006; REEVES et al., 1993).

As racOes foram pesadas diariamente (racdo consumida/ ndo consumida), com o
objetivo de avaliar o seu consumo e estabelecer as doses dos tratamentos com os
extratos brutos e fracdes das duas espécies, bem como da dexametasona (controle
ativo, DX).

O peso corporal dos animais foi avaliado individualmente, nos dias -1, 7, 14, 21 e 28. A
variacdo do peso (delta de peso) foi calculada a partir da formula: {peso final - peso

inicial (sensibilizacéo primaria)}. Os pesos finais foram os dias 7, 14, 21 e 28.
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Tabela 1 — Receita padréo para roedores baseada na AIN-93G

Ingredientes Nutrientes (em gramas)
Caseina 200,0
Metionina 3,0

Amido de milho 397,5
Sacarose 100,0
Maltodextrina 132,0

Celulose 50,0

Oleo de soja 70,0

BHT 0,014

Mistura de minerais 35,0

Mistura de vitaminas 10,0
Bitartarato de colina 2,5

Agua Qs

Extratos e fragcdes de inhame De acordo com peso dos animais
Total 1000,0

3.4.4. Sensibilizacéo e desafio alergénico

O modelo de alergia alimentar utilizado neste estudo foi o desenvolvido por
SALDANHA et al. (2004). Para inducdo da alergia (sensibilizacdo primaria), os
camundongos foram sensibilizados com OVA, na dose de 10ug, adsorvida em
hidroxido de aluminio (Al(OH)3; - 1mg) em salina (0,2 mL), por via subcutanea no dorso
(dia 0). O controle recebeu apenas adjuvante (Al(OH)3). Os animais receberam uma
segunda sensibilizacdo (secundaria) 14 dias depois (dia 14). Apos o sétimo dia da
sensibilizacdo secundaria, os animais receberam como Unica fonte hidrica, solucédo de
ovalbumina (OVA). A Figura 8 ilustra o protocolo experimental usados para a inducao

da alergia.
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Figura 8 — Protocolo experimental de inducdo de alergia. Camundongos BALB/c foram
sensibilizados (OVA+) com 10ug OVA + 1mg Al(OH)3 no dia 0 e 10ug OVA no dia 14. O grupo
controle (OVA-) recebeu apenas AI(OH)3 no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias apds a
sensibilizagdo secundaria o desafio alergénico foi realizado substituindo-se a mamadeira de
todos os grupos, que continha agua, por solugdo de OVA e os tratamentos foram ministrados
na ragdo de caseina, do dia -1 até dia 28 (eutanasia).

3.4.5. Esquema de tratamento

Os tratamentos com EBT EBO foram feitos nas doses de 100 mg/kg/dia e 300
mg/kg/dia. Ja as FA, FB e FD das duas espécies foram administrados nas doses de
100 mg/kg/dia. Todos os tratamentos foram incorporados na racdo de caseina. A
relacdo de todos os tratamentos realizados e o0s respectivos grupos de animais estéo

descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Protocolo de tratamento

Grupos Protocolo de Sensibilizagéo

Dieta

1 Controle (Ndo sensibilizado) Racao balanceada sem suplementacéo

2 Controle (Ndo sensibilizado) Racéo balanceada suplementada com EB
(100mg/kg/dia)

3 Controle (Ndo sensibilizado) Racdo balanceada suplementada com EB
(300mg/kg/dia)

4 Controle (Ndo sensibilizado) Racdo balanceada suplementada com FA
(100mg/kg/dia)

5 Controle (Ndo sensibilizado) Racdo balanceada suplementada com FB
(100mg/kg/dia)

6 Controle (Ndo sensibilizado) Racdo balanceada suplementada com FD
(100mg/kg/dia)

7 Controle (Ndo sensibilizado) Racao balanceada suplementada com
Dexametasona (0,4 mg/kg/dia)

8 Alérgico (Sensibilizado) Racao balanceada sem suplementacéo

9 Alérgico (Sensibilizado) Racdo balanceada suplementada com EB
(100mg/kg/dia)

10 Alérgico (Sensibilizado) Racdo balanceada suplementada com EB
(300mg/kg/dia)

11 Alérgico (Sensibilizado) Racdo balanceada suplementada com FA
(100mg/kg/dia)

12 Alérgico (Sensibilizado) Racdo balanceada suplementada com FB
(100mg/kg/dia)

13 Alérgico (Sensibilizado) Racdo balanceada suplementada com FD

(100mg/kg/dia

14 Alérgico (Sensibilizado)

Racao balanceada suplementada com
Dexametasona (0,4 mg/kg/dia)

3.4.6. Desenho Experimental

O desenho experimental com a escala temporal seguido para tratar os animais

controles e alérgicos, por 29 dias (dia -1 ao dia 28), com racdo de caseina

suplementada esta demonstrado na Figura 9. As mamadeiras contendo agua, de todos

0s grupos, foram substituidas por solucdo de OVA na semana do desafio oral. A

eutanasia ocorreu no dia 28 apos sete dias de desafio alergénico.
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|

-7 -1 14 21

Dia -7 ao dia -1 : Vermifugacéo;

Dia -1: Inicio do consumo da racdo de caseina enriquecida com alguma fracao fitoquimica ou

DX, até o sacrificio;
Dia 0: Sensibilizag&o priméaria;
Dia 14: Sensibilizacdo secundaria;

Dia 21 ao dia 28: Desafio com troca da mamadeira de agua por mamadeira contendo solucao
de OVA a 20%;

Dia 28: Sacrificio dos animais para avaliacdo soroldgica e histologica.

Figura 9 — Escala temporal do desenho experimental

3.4.7. Controle sem tratamento e controle ativo

Para os animais sem tratamento (sensibilizados ou nédo) foram utilizadas racdo de

caseina sem suplementacéo.
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Como controle ativo, foi utilizada uma solucdo de dexametasona fosfato de sdodio
4mg/mL, na dose de 0,4 mg/kg/dia, incorporada a ragdo contendo caseina (TATSUO et
al., 1994).

3.4.8. Eutanéasia

ApoOs sete dias de consumo restrito e voluntario de solugdo de ovalbumina a 20%, os
animais foram anestesiados com 100 mg/kg de quetamina e 10 mg/kg de xilazina para
retirada do sangue e obtencdo do soro. Posteriormente, e ainda sob anestesia,

sofreram eutanasia através de deslocamento cervical.

Na necropsia, 0 soro e os orgaos foram retirados e congelados a —20° C (soro e jejuno
proximal) ou fixados em formol (jejuno distal, figado, baco).

3.4.9. Obtencéao de soro

Apoés coagulacdo, o sangue foi centrifugado (3000 r.p.m.) por 10 minutos. O soro foi
entdo retirado, colocado em tubos individuais e congelado (-20°C) para posterior

dosagem sérica de anticorpo IgE- anti-OVA.

3.5. Avaliacao morfolégica da alergia

3.5.1. Histopatologia

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

avaliada, morfologicamente, pela observacéo de alteragdes no segmento de jejuno
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distal, que foi retirado e fixado em formol tamponado a 10%, desidratado em solucdes
decrescentes de alcodis e incluido em parafina. A partir desses blocos, cortes de 4um
foram obtidos e as laminas coradas com Hematoxilina-Eosina (HE), Periodic Acid Shiff
(P.A.S.) e Azul de toluidina. As técnicas estao descritas no ANEXO 1.

3.5.2. Avaliacéo da presenca de muco contendo mucina neutra

Na avaliacdo da presenca de muco intestinal, foi utilizada a coloracdo de P.A.S.
(coloracdo para mucina neutra). Apés a coloracdo, para a analise do muco, foram
capturadas imagens de trés campos da porgcédo do intestino delgado a partir de uma
microcamera. As imagens foram analisadas com a utilizacdo do software Image J. Para
a determinacdo do volume das células caliciformes, todos os pixels verdes foram
selecionados para a criagcdo de uma imagem binarizada e subsequente calculo da area

total. O resultado foi expresso em pm? P.A.S./campo.

3.5.3. Avaliacdo do numero de mastoécitos

Laminas histologicas coradas pelo azul de toluidina, utilizadas para contagem de
mastocitos, foram examinadas em microscopio Optico. A contagem foi realizada
observando 20 campos aleatérios em um aumento de 40X (53.333um?campo) e o

resultado expresso em numero de mastécitos/campo.

3.5.4. Avaliacdo do edema do intestino e do peso do tecido adiposo

A guantificacdo do edema foi realizada pela técnica de MOORE-OLUFEMI et al. (2005)
modificada. Apés a eutanasia, um pedaco de 1cm do duodeno foi pesado (peso Umido)
e seco em estufa a 56°C, por 24 horas, e novamente pesado (peso seco). Para
avaliacdo da perda de agua utilizou-se a férmula: {(Peso Umido — Peso seco)/ Peso

seco}. O tecido adiposo da regido periuterina também foi pesado (apenas peso Umido).
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3.5.5. Dosagens enzimaticas da atividade de eosinéfilos

A peroxidase eosinofilica (EPO) € uma enzima de eosindfilos que reflete indiretamente
a quantidade desta célula. A EPO foi dosada no tecido do intestino delgado (jejuno
proximal) congelado a -20°C. Este ensaio foi conduzido assim como descrito por
STRATH et al. (1985). Foram pesados 100mg do jejuno dos animais e estes foram
processados em um homogeneizador de tecidos com 1,9mL de PBS. O material foi
centrifugado a 12.000 g (especificamente 10.000 r.p.m. no rotor utilizado) por 10min. O
sobrenadante foi descartado e eventuais eritrocitos foram lisados pela adicdo de 1,5mL
de salina 0,2% seguida de 1,5mL de salina 1,6% + glicose 5%. As amostras foram mais
uma vez centrifugadas e o sobrenadante descartado. O precipitado (pellet) foi
ressuspenso em 1,9mL de solucdo de brometo de hexadeciltrimetilamonio, HTAB 0.5
% em PBS. As amostras foram congeladas e descongeladas trés vezes em nitrogénio
liquido, centrifugadas a 12.000 g a 4 °C por 10 min. O sobrenadante foi utilizado no
ensaio enzimatico, que foi feito da seguinte maneira: 75uL de cada amostra ou
somente diluente (branco) foram adicionados a placas de 96 pocos juntamente com
75uL da solugdo do substrato (1,5 mM o-fenilenodiamina, OPD, em tampéao tris-HCI
0,075mM, pH 8,0 suplementado com H,O, 6,6mM). Apds o desenvolvimento de cor, a
reacao foi interrompida pela adicdo de 50uL de H,SO4 1mol/L. A absorbancia foi lida a
492nm. Os valores foram expressos em unidades arbitrarias (U.A.). A dosagem de

EPO no intestino dos animais tratados com DX ndo pode ser realizada.

3.5.6. Avaliacédo da IgE anti-OVA

Os anticorpos IgE anti-ovalbumina foram dosados por ELISA (Enzime Linked
Immunosorbent Assay). Placas de poliestireno foram sensibilizadas com anticorpo de
rato anti-IgE de camundongo diluido 1:250, na quantidade de 50uL/pogo, por no
minimo, 18 horas a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas e bloqueadas (1
hora a temperatura ambiente) com 200uL/po¢co de PBS/caseina. Foram adicionados
50uL/poco de soro total das amostras de camundongos. Apds incubagao por 2 horas,

as placas foram lavadas com salina-Tween por seis vezes. Foram adicionados 50uL da
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OVA-biotinilada (1mg/mL) por 1 hora a temperatura ambiente. A placa foi novamente
lavada com salina-Tween e incubada, agora, com a estreptavidina conjugada com a
peroxidase em uma diluicdo de 1:5000 (50uL/pogo) por mais 45 minutos. Em seguida,
foi realizada a etapa de revelagdo com ortofenileno-diamino (OPD) mais H,O, em
tampéo citrato (100uL/pogo) e as amostras foram lidas em 492nm em leitor de ELISA.
Em todas as placas foram colocados um controle positivo padrao (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 computados através das
densidades Opticas e foram expressos como unidades arbitrarias (UA), sendo atribuido
um valor de 1000 unidades ao controle positivo e as amostras comparadas a esse

valor.

3.6. Andlise estatistica

A analise das diferencas na resposta entre grupos relacionados foi feita pela analise de
variancia (ANOVA). Para comparacdes pareadas entre grupos foi usado ANOVA de
Tukey. Nas analises das diferencas na resposta entre grupos relacionados foram feitas
utilizando-se teste t de Student. O nivel de significancia foi considerado quando p<0.05.
As analises foram realizadas com o auxilio dos softwares de estatistica: GraphPad
InStat® e GraphPad Prism®3.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Rendimento das extracdes

Nos estudos de plantas medicinais € muito importante conhecer o conteddo em
metabdlitos secundarios da espécie em questdo. Para isso foram preparados extratos
brutos (EB) seguido de fracionamento com solventes com o objetivo de quantificar as
classes de substancias presentes nas plantas. Foram obtidas as seguintes quantidades
e rendimentos dos extratos brutos (Tabela 3):

Tabela 3 — Rendimento do extrato bruto de D. trifida e D. opposita

Espécie P6 da planta (g) Sigla Peso obtido(g) Rendimento (%)
D. trifida 1.166,66 EBT 42,82 3,67%
D. opposita 3.905,45 EBO 126,09 3,23%

Cinco gramas de EBT e EBO foram separados para os ensaios biologicos. O restante
foi submetido a particdo liquido-liquido e foram obtidas as seguintes quantidades e

rendimentos de fracdo aquosa (FA), butanol (FB), e em diclorometano (FD) (Tabela 4):

Tabela 4 — Rendimento das frag8es de D. trifida e D. opposita

Espécie Particéo Sigla Peso () Rendimento (%)
D. trifida Extrato bruto EBT 37,29 -
Aquoso FAT 30,1 79,58%
Butanol FBT 43 11,34%
Diclorometano FDT 2,89 7,64%
D. opposita Extrato bruto EBO 120,98 -
Aquoso FAO 77,87 64,30%
Butanol FBO 12,04 9,94%
Diclorometano FDO 31,07 25,65%

Os maiores rendimentos foram observados para as fracdes aquosas, indicando uma
elevada concentracdo de substancias polares nos tubérculos de ambas as espécies.

As concentracdes de FB e FD foram diferentes entre as espécies, tendo a D. trifida,
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apresentado maior rendimento de substancias de polaridade intermediaria, enquanto D.

opposita apresentou maior rendimento de substancias apolares.

4.2. Perfis cromatogréaficos por CLAE dos padrdes de referéncia

Para definir o perfil cromatogréfico dos extratos brutos e fracdes obtidos das plantas foi
realizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

4.2.1. Perfil cromatografico do padrao alantoina (Aldrich®)

Na Figura 10 esta demonstrado o cromatograma, acompanhado do respectivo espectro
no UV (Figura 11), obtido para o padrdo de referéncia alantoina. Esta substancia foi
estudada porgque existem citacdes na literatura (SAGARA et al., 1989; NIU et al., 2010)
gue descrevem sua presenca em varias espécies de Dioscorea, e para qual sdo

atribuidas varias atividades bioldgicas

O padréo de alantoina apresentou-se como um pico no tR 2.14min. O espectro no UV

apresentou um maximo de absorcao proximo de 200nm.

mAU ]

2147

1000

Figura 10 — Cromatograma do padréo de referéncia alantoina obtido por CLAE-DAD a A
205nm.
60



Pico em 2.14 min

*DAD1, 2.144 (1626 mAU, - ) Ref=2.044 & 69.958 of 001-0101.D
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Figura 11 — Espectro no UV do padrdo alantoina.

4.2.2. Perfil cromatografico do padréao diosgenina (Aldrich®)

Na Figura 12 estd demonstrado o cromatograma, acompanhado do seu respectivo
espectro no UV (Figura 13) do padrédo diosgenina, obtido no CLAE-DAD. O
cromatograma apresentou um pico em tR 52.80min., acompanhado de outro de menor
intensidade em tR 39.54min. O espectro no UV da diosgenina apresentou absorcao
proxima a 200nm, resultado condizente para substancias de nucleo esteroidal. O pico

observado no tempo de retencdo 63,08min., que se repete nas varias analises, foi
atribuido ao eluente.

DAD1 A Sig=2054 Ref=off (D\1\DATA\11 11 _10ASAPONINAS 2010-11-10 11-35-47\002-0101.D)

g
52802

39529

Figura 12 — Cromatograma do padréo de referéncia diosgenina obtido por CLAE-DAD a A
205nm.

61



Pico em 39.54 min Pico em 52.80 min
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Figura 13 — Espectros no UV do padréo de referéncia diosgenina.

4.3. Perfis cromatograficos por CLAE dos extratos e fracdes de D. trifida
e D. opposita

Os cromatogramas de todos os extratos e fracbes obtidos das plantas apresentaram
trés regides bem definidas, correspondendo a classes distintas de substancias de
polaridades diferentes: de 0 a 6 minutos sdo observados picos para substancias de
elevada polaridade; de 6 a 37 minutos observam-se picos de polaridade intermediaria,
especialmente substancias fendlicas; e de 38 a 70 minutos nota-se a presenca de

substancias de baixa polaridade, especialmente as sapogeninas.

4.3.1. Perfil cromatografico do extrato bruto de D. trifida (EBT)

Na Figura 14 esta demonstrado o cromatograma e na Figura 15 os espectros no UV
para o EBT. O cromatograma apresenta nove picos principais, sendo trés na regido
das substancias de elevada polaridade (tR 1,72, 2,18 e 2,74min.), dois (11,99 e 15,56
min.) na regido de polaridade intermediaria e quatro na regido de baixa polaridade
(39,56, 43,54, 45,74 e 51,09min.). Os picos em tR 2,18 e 51,09 apresentaram 0 mesmo
tempo de retencdo e espectros no UV observados para o padrbes de referéncia
alantoina e diosgenina. E interessante notar a presenca da substancia no tR 39,56min.,

também observada acompanhando o padrdo de referéncia de diosgenina. Os
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espectros no UV das duas principais substancias detectadas na regido de polaridade
intermediaria (tR 11,99 e 15,56min.) apresentaram absor¢do caracteristicas para
flavonodides. Todos o0s picos detectados na regido de baixa polaridade do
cromatograma apresentaram absor¢cdo no UV somente préximo a 200nm, condizente

com a estrutura terpénica das sapogeninas.

100

Figura 14 — Cromatograma de EBT obtido por CLAE-DAD a A 205nm.
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Figura 15 — Espectros no UV de EBT
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4.3.2. Perfil cromatogréfico da fragcdo aquosa de D. trifida (FAT)

O cromatograma e os espectros no UV obtidos para a FAT estdo demonstrados nas
Figuras 16 e 17. Conforme o esperado foi observado um maior niumero de picos na
regido das substancias de elevada polaridade (1,64 a 2,69min.). A alantoina foi
detectada no tR 2,17min. A presenca de picos na regido de polaridade intermediéaria (tR
11,17 a 15,67 min.) sdo devidos, provavelmente, a substancias que foram carreadas
em residuos de n-butanol, resultante da extracdo liquido-liquido. N&o foi detectado o
pico referente a diosgenina, que € uma substancia de baixa polaridade.

2
Z

160

12524
63872

1n1s
15671
52

O,

L A e A e s B e Y s e e T S e e e R A
0 10 Y] D 23] 0 4] i

Figura 16 — Cromatograma de FAT obtido por CLAE-DAD a A 205nm.
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Figura 17 — Espectros no UV de FAT

4.3.3.

O cromatograma e os espectros no UV de FBT podem ser observados nas Figuras 18
e 19. Nota-se a presenca de varios picos na regido das substancias de polaridade
intermediaria, todos com absorcdo no UV condizente para substancias fendlicas, entre
elas chalconas (17,95, 19,54 e 21,53min.) e flavondides (15,90 e 26,54min.). O
aumento observado na concentracdo dessas substancias, em relacdo ao EBT, indica
gue a particdo liquido-liquido foi eficiente, concentrando o grupo de substancias de

acordo com sua polaridade. O pico no tR 2,18min. pode ser atribuido a presenca de

alantoina. Nao foi observado o pico no tR referente a diosgenina.

Perfil cromatografico da fracdo butanol de D. trifida (FBT)
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Figura 18 — Cromatograma de FBT obtido por CLAE-DAD a A 205nm.
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Figura 19 — Espectros no UV de FBT.



4.3.4. Perfil cromatogréafico da fragcdo diclorometano de D. trifida (FDT)

Na Figura 20 estd demonstrado o cromatograma de FDT, acompanhado de seus
respectivos espectros no UV (Figuras 21 e 22). Diferente dos cromatogramas
anteriores, ele apresentou varios picos, muito bem definidos, na regido das substancias
de baixa polaridade (tR 40,98, 43,44, 45,65 e 48,99min.). A diosgenina foi detectada
em tR 51,00min. Conforme o esperado, substancias de elevada polaridade, inclusive a
alantoina, ndo estdo presentes. As substancias fendlicas, presentes em FBT, também
foram detectadas nesta fragdo, mas em menor proporcdo (tR 18,62, 21,84, 22,65,
24,05, 26,09, 26,85, 27,44, 28,16, 28,96 e 36,81min.).
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Figura 20 — Cromatograma de FDT obtido por CLAE-DAD a A 205nm.
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Figura 21 — Espectros no UV de FDT
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Figura 22 — Espectros no UV de FDT.
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4.3.5. Perfil cromatografico do extrato bruto de D. opposita (EBO)

Na Figura 23 estd demonstrado o cromatograma do EBO, acompanhado de seus
respectivos espectros no UV (Figuras 24 e 25). Ele mostra a presenca de dezesseis
picos principais, sendo trés na regido das substancias de elevada polaridade (tR 1,25,
2,17, 2,68min.), seis ( tR 21,51, 21,91, 25,99, 21,91, 25,99, 28,99min.) na regido de
polaridade intermediaria e sete na de baixa polaridade (tR 39,55, 41,00, 43,41, 45,70,
47,43, 49,08 e 51,05min.). Os picos em tR 2,17 e 51,05min. apresentaram o mesmo
tempo de retencdo e espectros no UV observados para o padrdes de alantoina e
diosgenina, respectivamente. Os espectros no UV das substancias detectadas na
regido de polaridade intermediaria apresentaram absorcdo caracteristicas de
substancias fendlicas, inclusive flavonéides e chalconas. Os picos detectados na regido
de baixa polaridade do cromatograma apresentaram absor¢cdo no UV somente préximo
a 200nm, condizente com a estrutura terpénica das sapogeninas. A elevada
concentracéo dessas substancias em EBO, quando comparado com EBT, é condizente
com o maior rendimento obtido para FDO.
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Figura 23 — Cromatograma de EBO obtido por CLAE-DAD a A 205nm.
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Figura 25 — Espectros no UV de EBO.

4.3.6. Perfil cromatografico da fragcdo aquosa de D. opposita (FAO)

O cromatograma obtido para a FAO, juntamente com seus respectivos espectros no
UV, estdo demonstrados nas Figuras 26 e 27. Observa-se uma elevada concentracao
de substancias de alta polaridade entre tR 1,37 e 2,68min., indicando que a extracao
liquido-liquido foi eficiente para concentrar essas substancias. A alantoina foi detectada
no tR 2,17min. As demais substancias detectadas anteriormente no EBO foram
observadas nesta fracdo em baixa concentracdo. N&o foi detectado o pico referente a
diosgenina, que € uma substancia de baixa polaridade.
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Figura 26 — Cromatograma de FAO obtido por CLAE-DAD a A 205nm.
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Figura 27 — Espectros no UV de FAO.
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4.3.7. Perfil cromatografico da fracdo butanol de D. opposita (FBO)

Pode ser observado, na Figura 28 o cromatograma e 0s espectros no UV de FBO
(Figura 29). Nota-se a presenca de picos na regido das substancias de polaridade
intermediaria, com absorcdo no UV condizente para chalconas (tR 21,48 e 21,83min.) e

flavondides (tR 11,78min). O pico no tR 2,16min. pode ser atribuido a presenca de
alantoina. Nao foi observado o pico no tR referente a diosgenina.
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Figura 28 — Cromatograma de FBO obtido por CLAE-DAD a A 205nm.
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4.3.8. Perfil cromatogréafico da fracéo diclorometado de D. opposita (FDO)

Na Figura 30 esta demonstrado o cromatograma de FDO, acompanhado de seus
respectivos espectros no UV (Figura 31 e 32). O perfil obtido € muito semelhante ao
EBO, exceto pela auséncia de substancias de elevada polaridade. O cromatograma
apresentou Varios picos, muito bem definidos, na regido das substancias de baixa
polaridade (tR 41,02, 43,55, 45,77 e 49,01min.). A diosgenina foi detectada em tR
51,09min. Conforme o esperado, substéancias de elevada polaridade, inclusive a
alantoina, ndo estdo presentes. As substancias fendlicas, presentes em FBT, também
foram detectadas nesta fragdo nos tRs 21,50, 21,85, 22,65, 26,03, 28,93 e 30,64min.
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Figura 30 — Cromatograma de FDO obtido por CLAE-DAD a A 205nm.
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Figura 31 — Espectros no UV de FDO
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Figura 32 — Espectros no UV de FDO.

Nas analises cromatograficas dos extratos pode-se confirmar a presenca de alantoina
e diosgenina, conforme descrito para as espécies do género Dioscorea (CHOI et al.,
2004). Quando da separacédo pelo método de particdo com n-butanol, nota-se nas
fracbes FAT, FBT, FAO e FBO a presenca de alantoina, acompanhada de outras
substancias polares. A diosgenina e outras sapogeninas ndo foram observadas nessas
fracGes. Ja FDT e FDO, obtidas com diclorometano, apresentaram, prioritariamente, as
sapogeninas. Este resultado demonstra que o método de particdo liquido-liquido foi
eficiente na separacéo e concentracédo de substancias de diferentes polaridades, o que
poderia permitir averiguar qual(is) classe(s) apresentaria(m) melhor(es) resultado(s)

para o tratamento da alergia alimentar.
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4.4. Ensaios bioldgicos

A alergia alimentar € um importante problema de saude mundial, pois além de ter sua
incidéncia aumentada nas Ultimas décadas, ha caréncia de tratamentos eficazes. Ela
acomete aproximadamente 6% das criancas e de 3 a 4% dos adultos nos paises
ocidentais e pode ser até fatal (SICHERER & SAMPSON, 2009).

As caracteristicas clinicas da alergia alimentar advém de reacfes imunes subjacentes,
associadas a producao de IgE (reacles alérgicas agudas e anafilaxia) (SAMPSON &
WANG, 2009). Para estudar a alergia alimentar nosso grupo de pesquisa desenvolveu
um modelo que reproduz muitos parametros encontrados na doenca espontanea
(SALDANHA et al., 2004). Neste modelo, camundongos BALB/c, sensibilizados com
ovalbumina (OVA), recebem como dunica fonte hidrica solugdo de OVA. Eles
apresentam aumento da producéo de IgE e IgG1, edema intestinal nas primeiras 24
horas, além de infiltrado de eosindfilos de 48 horas a 14 dias na mucosa intestinal. Ha4
também um aumento do nimero de mastocitos na mucosa intestinal, assim como um

aumento da producdo de muco pelas células caliciformes.

Para avaliar o potencial dos inhames no tratamento da alergia alimentar, os animais
sensibilizados com OVA ou nao, desafiados oralmente com solucdo de OVA,
receberam suplementacdo da dieta com extratos brutos e fracbes aquosa, butanol e
diclorometano das espécies D. trifida e D. opposita. O objetivo foi averiguar se 0s
tratamentos interfeririam nos parametros clinicos na doenca, indicando o potencial das

pIantas no seu tratamento.

Primeiramente, foi necessario determinar quais doses de extratos obtidos de D. trifida e
D. opposita seriam adequadas para o0 estudo. Sabe-se que as espécies de
Dioscoreaceae apresentam, em sua maioria, a sapogenina esteroidal, diosgenina.
Estudos com esta substancia bioativa pura, nas doses de 100mg/kg/dia e 200
mg/kg/dia (HUANG et al., 2009) em um modelo de alergia alimentar experimental
proposto por VAN HALTEREN et al. (1997) obtiveram diminuicdo da inflamacéo
intestinal, do niumero de mastocitos, e da producédo de IgE. Este mesmo grupo de

pesquisa (HUANG et al., 2010) demonstrou, com o uso de diosgenina, a diminuicdo de
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IL-4 e GATA-3 e 0 aumento da producéo de IL-10, atenuando as respostas imunes via
Th2. Em outro estudo com um modelo de alergia respiratoria experimental utilizando
diosgenina pura nas doses de 200mg/kg/dia e 400mg/kg/dia, JAN et al. (2007)
encontraram apenas uma tendéncia a diminuicdo na producéo de IgE total e IgE anti-
OVA (p>0,05). Entretanto, esses mesmos pesquisadores encontraram aumento da
producéo de IFN-y e aumento da expresséo do fator de transcricdo para diferenciacao
das células Thl T-bet (p<0,05). Ja HUANG et al. (2009) demonstraram a reducéo de
IgE total e IgE anti-OVA em camundongos com alergia alimentar a OVA, tratados com
diosgenina na dose de 200mg/kg/dia.

Outro composto bioativo encontrado nas espécies de inhame € a alantoina (SAGARA
et al., 1989; NIU et al., 2010). A alantoina, 5-ureido hidantoina, tem sido amplamente
citada na literatura como responsavel por numerosas atividades farmacolégicas, entre
elas cicatrizante, anti-irritante, hidratante e removedor de tecido necrotico (SAITO &
OLIVEIRA, 1986), estimulador de mitose celular, como também promotor de
estimulacdo epitelial, analgésico e queratolitico (SHESTOPALOV et al.,, 2006;
VERALDI et al., 2008). Devido a essas agdes a alantoina tem sido utilizada em
preparacdes cosméticas e medicamentosas ao longo dos ultimos 70 anos com
diferentes propdsitos, especialmente como cicatrizante. Entretanto, apesar dessas
inimeras citacdes e ampla aplicacéo terapéutica, o mecanismo de acdo da alantoina
permanece desconhecido (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2001). Em um estudo
de alergia respiratoria experimental, a alantoina pura foi utilizada nas doses de
25mg/kg/dia e 50mg/kg/dia para avaliar seus efeitos supressivos na inflamacéo
alérgica. Nas duas doses testadas, ela promoveu diminuicdo do niumero de eosindfilos,
da producdo de muco pelas células caliciformes no tecido pulmonar, e da producao de
IL-4, IL-5, IgE anti-OVA e IgE total (LEE ET AL., 2010).

De acordo com estes resultados citados e levando em consideracdo que estariamos
testando extratos brutos e ndo as substancias isoladas purificadas, foi determinado que
as doses de extrato bruto de D. trifida e D. opposita a serem testadas seriam 100
mg/kg/dia e 300 mg/kg/dia. Ao testar extratos brutos estamos tentando mimetizar o
efeito da ingestdo do alimento e sua atuacdo como nutracéutico. Nos extratos brutos
existe uma mistura de varias substancias bioativas em baixas concentracdes.
Entretanto, tem sido bem estabelecido que a mistura complexa de compostos bioativos

em frutas e vegetais pode prover beneficios a saude através da combinacdo dos
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efeitos aditivos e sinergisticos. Os compostos bioativos em frutas e vegetais podem ter
complementaridade e ultrapassar o efeito dos compostos isolados, exercendo diversas
acOes como diminuicdo do estresse oxidativo, atuagéo no sistema imune, na expressao
génica da proliferacdo de células e da apoptose, no metabolismo hormonal e
exercendo atividades antibacteriana e antiviral (LIU, 2002; SEERAM et al.; 2004).

Para avaliar se a separacdo e a concentracdo das substancias presentes em EBT e
EBO afetariam a atividade, ou seja, se alguma fracdo do EB teria sua atividade
pronunciada quando da separacdo dos demais componentes, foi realizada a particdo
dos extratos brutos em fracdes de diferentes polaridades. A partir do resultado para os
extratos brutos, em que ambos foram ativos na dose de 100mg/kg/dia, foi determinada
a dose de 100 mg/kg/dia para testar as fragdes aquosa, butanol e diclorometano.

Antes de iniciar os estudos com D. trifida e D. opposita, foi necessario escolher um
controle ativo para o experimento. Um controle ativo € uma substancia cuja acao é
comprovada sobre os efeitos a serem estudados. A sua utilizagdo nos experimentos
visa comparar o seu potencial com a droga a ser testada. Neste estudo foi escolhido
como controle ativo a dexametasona (DX), um anti-inflamatério esteroidal de escolha
no tratamento de alergias (HOLMES, 1991). Ela apresenta efeitos potentes, tanto como
anti-inflamatoério, quanto como imunossupressor. Como um glicocorticoide, a DX liga-se
a receptores intracelulares, que pertencem a superfamilia de receptores nucleares,
agindo como um fator de transcricdo ativado pelo horménio. Em seguida, ocorre
dimerizacdo e ha migracdo para o nucleo. A interagdo com o DNA modifica a
transcricdo génica. Diferente de seus analogos, a DX apresenta propriedades
mineralocorticoides reduzidas. E aproximadamente 25 vezes mais potente que seu
analogo natural, o cortisol (DE CASTRO, 2005). Foi possivel encontrar na literatura
uma dose que ndo acarretasse tantos efeitos colaterais pelo uso cronico, sendo o
trabalho de TATSUO et al. (1994) a referéncia para o presente estudo. Eles utilizaram a
dose de DX mais baixa (0,4 mg/kg/dia), por um periodo de tempo mais longo (21 dias),
obtendo os resultados como controle ativo esperados (TATSUO et al., 1994). Além
disso, nessa mesma dose, a DX foi também capaz de inibir a aversdo a ingestdo de
OVA induzida imunologicamente com este mesmo modelo experimental (CARA et al.,
1994).
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No presente estudo, a DX apresentou inibicdo dos sintomas da alergia alimentar.
Houve reducdo na producéo de IgE, melhora no consumo de solugcdo de OVA,
diminuicdo do edema e diminuicdo do numero de mastécitos. Entretanto, os animais
tratados com DX apresentaram retardo do crescimento, mantendo seu peso constante
durante as 4 semanas do tratamento. O desenvolvimento retardado do organismo
destes animais € um dos efeitos colaterais relatados na literatura e pode ser explicado
pelas modificacbes metabdlicas como o nivel de aminoécidos plasmaticos elevado,
devido ao aumento no catabolismo e diminuicdo do anabolismo, por isso o peso
constante (GRAMSBERGER & MULDER, 1998). Outros efeitos colaterais relatados
sdo o retardo do desenvolvimento do tecido linféide, que foi observado pela diminuigdo
do indice esplénico, por possivel reducdo da expansédo clonal de linfécitos T e B
(SCHACKE et al., 2004).

4.5. Tratamentos com racao de caseina e desafio com solucédo de OVA a
20%

45.1. Consumo daracédo de caseina

O extratos bruto de D. trifida (EBT), nas doses de 100 mg/kg/dia (T100) e 300mg/kg/dia
(T300) e suas fracbes aquosa (FAT) 100mg/kg/dia, butanol (FBT) 100mg/kg/dia e
diclorometano (FDT) 100mg/kg/dia e o extrato bruto de D. opposita (EBO) na dose de
100mg/kg/dia (0100) e 300mg/kg/dia (O300) e suas fracbes aquosa (FAO)
100mg/kg/dia, butanol (FBO) 100mg/kg/dia e diclorometano (FDO) 100mg/kg/dia foram
adicionadas a racao de caseina. O consumo médio por grupo de racao suplementada,

no periodo de tratamento de 29 dias, esta apresentado na Tabela 5 abaixo:
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Tabela 5 — Média do consumo por grupo da ragdo de caseina suplementada ou néo
durante o periodo de tratamento.

Grupos Consumo de racao de caseina (g)
ST (sem tratamento) 5,17 +/- 0,14
T100 (EB de D. trifida) 100mg/kg/dia 5,13 +/- 0,13
T300 (EB de D. trifida) 300mg/kg/dia 4,98 +/- 0,13

0100 (EB de D. opposita) 100mg/kg/dia 4,72 +/- 0,14

0300 (EB de D. opposita) 300mg/kg/dia 3,83 +/- 0,25

FAT 100mg/kg/dia 4,98 +/- 0,10
FBT 100mg/kg/dia 5,28 +/- 0,15
FDT 100mg/kg/dia 5,03 +/- 0,11
FAO 100mg/kg/dia 5,28 +/-0,19
FBO 100mg/kg/dia 5,15 +/- 0,17
FDO 100mg/kg/dia 4,81 +/-0,17
Dexametasona 0,4mg/kg/dia 4,67 +/- 0,25

Observou-se que a adicao dos extratos e fracdes néo interferiu no consumo de racao,
tanto em camundongos controle (OVA-), quanto em camundongos alérgicos (OVA+)
excetuando-se os grupos controle e alérgico 0300, quando comparados aos grupos
ST. Os animais do grupo controle e alérgico de O300 consumiram menos racao
durante todo o periodo do experimento, mostrando que o tratamento interferiu na

ingestao diaria dos animais.

O consumo de racgéo, dentro do mesmo grupo de tratamento, ndo apresentou diferenca
estatistica em nenhum dos tratamentos (p>0,05), mostrando que o grupo sensibilizado
(OVA+) néao foi tratado com uma dose maior ou menor que 0 grupo nao-sensibilizado
(OVA-).
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A Figura 33 representa o consumo médio diario de ragédo dos animais sensibilizados ou
nao, tratados ou ndo, com os extratos e fracdes de D. trifida e D. opposita.
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Figura 33 — Avaliacdo do consumo diério da ragdo de caseina. Camundongos BALB/c
sensibilizados (alérgicos) ou ndo (controles), receberam ou ndo tratamento na racao (ST: sem
tratamento; T100: extrato bruto D. Trifida dose 100mgkg/dia; T300: extrato bruto D. trifida dose
300mg/kg/dia; O100: extrato bruto D. opposita dose 100mg/kg/dia; O300: extrato bruto D.
opposita dose 300mg/kg/dia; FAT: fracdo aquosa de D. trifida dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo
butanol D. trifida dose 100mg/kg/dia; FDT: fracdo diclorometano D. trifida dose 100mg/kg/dia;
FAO: fracdo aquosa de D. opposita dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D. opposita dose
100mg/kg/dia; FDT: fracdo diclorometano D. opposita dose 100mg/kg/dia; DX: dexametasona
dose 0,4mg/g camundongo/dia). Tratamentos iniciaram no dia -1, a sensibilizacdo ocorreu dia
0, o reforco dia 14 e do dia 21 ao dia 28 todos receberam solucdo de OVA a 20% na
mamadeira. As barras representam a média (+/- EPM) dos valores de cada grupo de todos os
dias avaliados (-1 ao 28). N= 5 animais/ grupo. **P<0,05 em relacdo ao grupo alérgico ST
(OVA+); **P<0,05 em relacdo ao grupo controle ST (OVA-).

Os resultados demonstraram que ndo houve diferenca estatistica na média de
consumo de racdo dentro do mesmo grupo de tratamento (intragrupos), evidenciando
gue os animais controle receberam a mesma dose do que 0s respectivos animais
alérgicos. Também nao houve diferenca estatistica na média de consumo de racéo
intergrupos, exceto o grupo 0300, que apresentou diminuicdo do consumo racgao,

guando comparado ao grupo ST. O fato do grupo O300 apresentar diminui¢cdo do
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consumo de racdo pode ser explicado por uma possivel aversdo ao gosto da racdo
suplementada com o extrato bruto de D. opposita, na dose de 300mg/kg/dia. E relatado
na literatura que algumas espécies de inhame podem conter substancias amargas, fato
este que leva aos consumidores deste alimento a fazerem a lavagem em agua
corrente, ou sua decoccdo antes da ingestdo (OMORUYI, 2008). Devido ao fato de
usarmos extratos brutos, onde as substancias estdo presentes em elevada
concentracdo, e do produto nao ter sofrido nenhum dos processos citados acima, €
possivel que a racdo tenha um gosto desagradavel, podendo ser este o fato que levou
a inibicdo do consumo, pelo sabor.

45.2. Consumo de solucédo de OVA a 20%

Na semana do desafio alergénico, as mamadeiras contendo a solucdo de OVA a 20%
foram pesadas diariamente. Observou-se animais controles tém uma tendéncia a
ingerir mais solucdo de OVA que animais alérgicos, mas essa diferenca sO foi
significativa com o grupo ST. Entretanto apenas o tratamento com DX permitiu que 0s
animais alérgicos tratados ingerissem mais solucdo de OVA gue os animais alérgicos
ST (P<0,05) (Figura 34).
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Figura 34 — Avaliacdo do consumo diéario de solugdo de OVA na semana do desafio oral.
Camundongos BALB/c sensibilizados (alérgicos) ou nao (controles), receberam ou nao
tratamento na ragdo (ST: sem tratamento; T100: extrato bruto D. Trifida dose 100mgkg/dia;
T300: extrato bruto D. trifida dose 300mg/kg/dia; O100: extrato bruto D. opposita dose
100mg/kg/dia; O300: extrato bruto D. opposita dose 300mg/kg/dia; FAT: fragcdo aquosa de D.
trifida dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D. trifida dose 100mg/kg/dia; FDT: fracdo
diclorometano D. trifida dose 100mg/kg/dia; FAO: fracdo aquosa de D. opposita dose
100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D. opposita dose 100mg/kg/dia; FDT: fracdo diclorometano
D. opposita dose 100mg/kg/dia; DX: dexametasona dose 0,4mg/g camundongo/dia).
Tratamentos iniciaram no dia -1, a sensibilizacédo ocorreu dia 0, o reforco dia 14 e do dia 21 ao
dia 28 todos receberam solucdo de OVA a 20% na mamadeira. As barras representam a média
(+/- EPM) dos valores de cada grupo de todos os dias avaliados (-1 ao 28). N= 5 animais/
grupo. *P<0,05 em relacdo ao grupo controle (OVA-); **P<0,05 em relacdo ao grupo alérgico
ST (OVA+).

Em estudos anteriores ficou evidenciado que, frente a opcéo de ingerir agua ou solucao
de OVA adocicada, animais sensibilizados com OVA demonstram aversao a ingestao
da solucdo de OVA, ao contrario dos animais controle (CARA et al., 1994, CARA et al.,
1997). No presente estudo, este dado foi confirmado com os animais n&o
sensibilizados, que ingeriram mais solucdo de OVA do que os animais sensibilizados.
Acredita-se, entdo, que a ingestdo de solucdo de OVA causou um desconforto nos
animais sensibilizados, devido a presenca do alérgeno na solu¢do no periodo inicial da
ingestao, e isto os levou a relacionar o sabor da ovalbumina a um possivel mal estar.

No entanto, mesmo 0s animais sensibilizados, que ingeriram menor volume de solucao

89



de OVA, esta quantidade foi suficiente para causar alergia, com producdo de

anticorpos anti-ovalbumina e todos os sintomas da doenca.

Neste estudo animais sensibilizados, tratados com extratos e fracdes de inhame, nao
apresentaram melhora na ingestdo de solucdo de OVA. J& os animais tratados com o
padrdo, dexametasona, apresentaram melhora na ingestdo desta proteina, resultado
também encontrado no estudo de CARA et al. (1997).

4.6. Quantificacdo da IgE anti-OVA sérica

Um dos parametros utilizados para avaliar o processo alérgico € a dosagem sérica de
anticorpos IgE. No dia 28, antes da necropsia, foi realizada a sangria dos animais e o
sangue foi posteriormente separado por centrifugacédo para obtencdo do soro. Como
mostra a Figura 35, a producdo de IgE anti-OVA do grupo alérgico ST foi
estatisticamente maior quando comparado ao seu respectivo grupo controle (p<0,001),
comprovando que os animais ficaram alérgicos. Os tratamentos com T100, T300,
0100, 0300, FAT, FBT e FDT se mostraram eficazes na diminuicdo da producéo dessa
imunoglobulina no soro dos animais alérgicos (p<0,05), quando comparados aos
animais alérgicos nao tratados ST. Observa-se, no entanto, que a diminuicdo nao foi
tdo acentuada quanto a do tratamento com DX. J& os grupos FAO, FBO e FDO nao
foram capazes de diminuir a producdo de IgE quando comparados ao grupo alérgico
tratado ST.
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Figura 35 — Avaliacdo dos anticorpos IgE anti-OVA apds o desafio com solucao de OVA.
Camundongos BALB/c sensibilizados (alérgicos) ou nao (controles), receberam ou nao
tratamento na ragdo (ST: sem tratamento; T100: extrato bruto D. Trifida dose 100mgkg/dia;
T300: extrato bruto D. trifida dose 300mg/kg/dia; O100: extrato bruto D. opposita dose
100mg/kg/dia; O300: extrato bruto D. opposita dose 300mg/kg/dia; FAT: fragcdo aquosa de D.
trifida dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D. trifida dose 100mg/kg/dia; FDT: fracéo
diclorometano D. trifida dose 100mg/kg/dia; FAO: fracdo aquosa de D. opposita dose
100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D. opposita dose 100mg/kg/dia; FDT: fracdo diclorometano
D. opposita dose 100mg/kg/dia; DX: dexametasona dose 0,4mg/kg/dia). Tratamentos
iniciaram no dia -1, a sensibilizacdo ocorreu dia 0, o reforco no dia 14 e no dia 21 ao dia 28
todos receberam solucdo de OVA a 20% na mamadeira. As barras representam a média (+/-
EPM) dos valores de cada grupo obtidos em amostras de soro total para IgE comparados ao
soro positivo que foi considerado como 1000 unidades arbitrarias (U.A.). N=5 animais/grupo.
*P<0,05 em relacdo ao grupo controle (OVA-); **P<0,05 em relacdo ao grupo alérgico ST
(OVAH+).

Individuos que sofrem com doencas alérgicas tém o0s niveis elevados de IgE
especificas a um determinado antigeno. Estas imunoglobulinas se ligam aos seus
respectivos receptores FceRI na superficie dos mastacitos/basofilos e, com a exposicao
do alérgeno, ocorre liberacdo de mediadores inflamatorios que irdo gerar 0os sintomas

caracteristicos da alergia.

Analisando o tratamento com EBT e EBO, nas duas doses testadas, nota-se que
ambos foram capazes de inibir a producdo de IgE anti-OVA (p<0,05) quando

comparado aos animais alérgicos ST, mas ndo foram tdo potentes como DX. Nota-se,
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pelo perfil em CLAE, que as classes de substancias bioativas encontradas nesses
extratos sdo bastante similares, diferenciando apenas nas suas concentragdes. Foram
encontrados em ambos 0s extratos brutos alantoina e diosgenina. Adicionalmente, foi
avaliado se as fragOes aquosa, butanol e diclorometano teriam 0 mesmo resultado que
seu respectivo extrato bruto. As fragcbes obtidas de D. trifida (FAT, FBT e FDT)
continuaram inibindo a producédo de IgE anti-OVA (p<0,05), indicando a presenca de
substancias ativas em concentracdes suficientes para exercerem esta acdo. Ja as
fracOes obtidas de D. opposita (FAO, FBO e FDO) nédo apresentaram esta capacidade.
No estudo de HUANG et al. (2009), animais com alergia alimentar a OVA tratados com
diosgenina também apresentaram diminuicdo da producao de IgE total e IgE anti-OVA.
Da mesma forma, LEE et al. (2010) demonstraram reducéao da producéo de IgE total e
IgE anti-OVA em camundongos tratados com alantoina. E possivel que exista uma
sinergia entre os compostos bioativos presentes nos extratos e fracdes testados,
inclusive entre a alantoina e diosgenina, e conjunto delas sejam 0s responsaveis pela
inibicdo da producdo de IgE anti-OVA. A diminuicdo da producédo de IgE pode ser
também explicada pela regulacdo da diferenciacdo das células T. JAN et al. (2007)
detectaram aumento da producdo de t-bet, o fator de transcricdo para linfécitos Thi,
em animais alérgicos tratados com diosgenina. Este achado esta de acordo com o
encontrado por HUANG et al. (2009), que determinaram a concentracao de INF-y e IL-
4, em animais alérgicos a OVA e tratados com diosgenina. Esses detectaram que
houve uma diminuicédo da producédo de IL-4 (relacionada a resposta Th2) e aumento de
INF-y (relacionada a resposta Thl). A alantoina, no estudo de LEE et al. (2010),
também foi capaz de inibir a producéo de IL-4 em animais alérgicos a OVA. Conforme
discutido anteriormente, a alantoina pode estar agindo sinergicamente com diosgenina
e outras substancias para a obtencédo dos resultados encontrados. Desta forma, estas
substancias estariam modulando a resposta alérgica alimentar (uma resposta imune

tipicamente Th2) para uma resposta imune do tipo Th1l.

4.7. Avaliacdo do edema intestinal

O edema foi avaliado pela formula [(peso Umido — peso seco)/ peso seco]. Foi
observado que os animais alérgicos ST apresentam maior extravasamento de liquidos

e proteinas que 0s animais nao alérgicos ST (Figura 36). Apesar de todos o0s extratos e
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fragcbes testados serem ativos, nenhum dos tratamentos conseguiu diminuir o

extravasamento de liquido e proteinas como DX, que chegou a 39%.
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Figura 36 — Avaliacdo do edema intestinal. Camundongos BALB/c sensibilizados (alérgicos)
ou néo (controles), receberam ou néo tratamento na ragdo (ST: sem tratamento; T100: extrato
bruto D. Trifida dose 100mgkg/dia; T300: extrato bruto D. trifida dose 300mg/kg/dia; O100:
extrato bruto D. opposita dose 100mg/kg/dia; O300: extrato bruto D. opposita dose
300mg/kg/dia; FAT: fracdo aquosa de D. trifida dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D.
trifida dose 100mg/kg/dia; FDT: fracdo diclorometano D. trifida dose 100mg/kg/dia; FAO: fracao
aquosa de D. opposita dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D. opposita dose 100mg/kg/dia;
FDT: fracdo diclorometano D. opposita dose 100mg/kg/dia; DX: dexametasona dose
0,4mg/kg/dia). Tratamentos iniciaram no dia -1, a sensibilizacéo ocorreu dia 0, o refor¢co no dia
14 e no dia 21 ao dia 28 todos receberam solu¢do de OVA a 20% na mamadeira. As barras
representam a média (+/- EPM) dos valores de cada grupo obtidos pela férmula [(peso Umido —
peso seco) / peso seco]. N= 5 animais/grupo. *P<0,05 em relacdo ao seu respectivo grupo
controle (OVA-); **P<0,05 em relacéo ao grupo alérgico ST (OVA+).

Na reacdo alérgica, a ligacdo de OVA com IgE especifica para OVA ligada a superficie
dos mastécitos leva a liberacdo de granulos de mediadores. Entre estes mediadores
estdo a histamina e a citocina TNF-a, que geram aumento da permeabilidade vascular
e do fluxo sanguineo local. A vasodilatacdo esta relacionada ao aumento da
permeabilidade vascular, permitindo que os leucdcitos acessem o local da leséo
(BINGHAM & AUSTEN, 2000). Isso ocasiona o0 extravasamento de proteinas (como a

albumina) e liquido para o intersticio (GUO et al. 2009). Proteinas plasmaticas
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exsudadas aumentam a pressao oncotica intersticial, favorecendo a retencdo de agua
fora dos vasos. A circulagdo linfatica encontra-se sobrecarregada, e seus vasos,
comprimidos ou deformados pelo exsudato, perdem a eficiéncia da drenagem,
agravando a retencdo de agua no intersticio. Tudo isso, portanto, contribui para a
formacdo do edema inflamatoério (BRASILEIRO-FILHO, 2006).

A histamina estimula as células endoteliais a sintetizarem relaxantes vasculares para
as células dos musculos lisos, como o 6xido nitrico (NO), que provoca vasodilatacao.
Em estado fisiol6gico, o 6xido nitrico tem papel protetor, mas sob condi¢bes de
producdo exacerbada, como no processo inflamatério, pode provocar danos teciduais
através da reacdo com superéxidos para formar peroxinitrito (GAUT et al., 2002).
Inibidores da enzima Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) sdo capazes de reduzir a
inflamac&o em varios estudos, sugerindo que a iINOS pode contribuir para a inflamacao
intestinal (TEWTRAKUL & ITHARAT, 2007).

Os animais tratados com EBT apresentaram diminuicdo do edema nas duas doses
propostas de 100mg/kg/dia (23%) e 300mg/kg/dia (24%), assim como 0S animais
tratados com as doses de 100mg/kg/dia (27%) e 300mg/kg/dia (17%) de EBO (p<0,05).
Todas as fracbes também atuaram na inibicdo do edema, sendo essa diminuicdo de
31% com FAT, 32% com FBT, 30% com FDT, 25% com FAO, 30% com FBO e 32%
com FDO. Nenhuma das amostras testadas foi tdo potente quanto DX, que promoveu
uma diminuicdo de 39%, quando comparado aos animais alérgicos ST. Uma das
possibilidades é que a diminuicdo do edema intestinal pelas espécies de inhame
testadas seja devida a alantoina, presente em EBT e EBO e nas fracdes FAT. FBT,
FAO e FBO, conforme seus cromatogramas em CLAE. A alantoina foi relacionada a
diminuicdo da inflamacéo das vias respiratérias em um modelo experimental de asma
induzida por OVA (LEE et al., 2010). Estes dados estdo de acordo com o estudo de
OLAYEMI & AJAIYEOBA (2007) que correlacionaram a atividade antiedematogénica
do extrato bruto de Dioscorea esculenta a presenca de alantoina. Os perfis em CLAE
de EBT, EBO e suas fracbes também apresentaram um grupo de substancias
fendlicas, com capacidade antioxidante (flavondides e chalconas). A presenca dessas
substancias pode estar relacionada a diminuicdo das espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, geradas na inflamacdo (VANNUCCHI et al.,, 1998; BARREIROS et al.,

2006). HOU et al. (2001), por exemplo, demonstrou uma atividade antioxidante in vitro
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da espécie D. batatas (sin. D. opposita). Em outro estudo, YANG et al. (2009), também
observaram a atividade antioxidante de compostos fendlicos de D. opposita.

Outra possibilidade para a diminuicdo do edema intestinal & a presenca de diosgenina
e outras sapogeninas em EBT, EBO, FDT e FDO conforme observado em seu perfil de
CLAE. HUANG et al. (2009), por exemplo, demonstraram que diosgenina atua na
diminuicdo da producdo de IgE anti-OVA e do infiltrado inflamatério do intestino de
camundongos BALB/c alérgicos, levando a diminuigdo do edema. Este resultado esta
de acordo com os estudos realizados por TEWTRAKUL & ITHARAT (2006; 2007) em
que extratos brutos das espécies D. membranaceae e D. birmania, com presenca de
sapogeninas em sua constituicdo, foram capazes de inibir a producdo de NO
(possivelmente por inibir a INOS) e TNF-a. Essa inibicdo de NO e TNF-a pode estar

relacionada a diminuicdo do edema intestinal.

4.8. Avaliacdo do numero de mastocitos na submucosa intestinal

Com o objetivo de avaliar se os inhames também atuariam na diminui¢cdo do edema por
outra via, foi analisado se os extratos e fracGes de D. trifida e D. opposita atuariam no
infiltrado de mastécitos na submucosa do epitélio intestinal, por serem células
importantes na resposta imediata e tardia da alergia. No grupo alérgico ST, a contagem
de mastocito na submucosa intestinal teve um aumento significativo (p<0,05) quando
comparado ao respectivo grupo controle. Os animais alérgicos tratados com as doses
T100, T300, FAT, FBT, FDT 0100, 0300, FBO e FDO tiveram sua contagem de
mastocitos diminuida quando comparados aos animais alérgicos do grupo ST (p<0,05).
JA os animais tratados com a fracdo FAO, ndo apresentaram diminuicdo
estatisticamente significativa do numero de mastacitos (p=0,0556) quando comparado

ao grupo ST (Figura 37).
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Figura 37 — Infiltrado de mastécitos na submucosa intestinal. Camundongos BALB/c
sensibilizados (alérgicos) ou nédo (controles), receberam ou nao tratamento na racdo (ST: sem
tratamento; T100: extrato bruto D. Trifida dose 100mgkg/dia; T300: extrato bruto D. trifida dose
300mg/kg/dia; O100: extrato bruto D. opposita dose 100mg/kg/dia; O300: extrato bruto D.
opposita dose 300mg/kg/dia; FAT: fracdo aquosa de D. trifida dose 100mg/kg/dia; FBT: fracéo
butanol D. trifida dose 100mg/kg/dia; FDT: fracdo diclorometano D. trifida dose 100mg/kg/dia;
FAO: fracdo aquosa de D. opposita dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D. opposita dose
100mg/kg/dia; FDT: fracdo diclorometano D. opposita dose 100mg/kg/dia; DX: dexametasona
dose 0,4mg/kg/dia). Tratamentos iniciaram no dia -1, a sensibilizacdo ocorreu dia 0, o reforco
no dia 14 e no dia 21 ao dia 28 todos receberam solu¢cdo de OVA a 20% na mamadeira. As
barras representam a média (tEPM) dos valores de cada grupo pela contagem de mastdcitos
hiperplasicos na submucosa (20 campos aleatérios). N= 5 animais/grupo. *P<0,05 em relacéo
ao seu respectivo grupo controle (OVA-); **P<0,05 em relacdo ao grupo alérgico ST (OVA+).

Os mastocitos sao células altamente especializadas e sao residentes proeminentes dos
tecidos mucosos e epiteliais. Eles sdo ativados quando os antigenos fazem ligacGes
cruzadas com a IgE ligada em seus receptores especificos de membrana. A
degranulacdo ocorre em segundos, liberando uma série de mediadores inflamatorios
pré-formados (YU & PERDUE, 2001). Esses mediadores produzem um aumento
imediato do fluxo sanglineo local e permeabilidade vascular, gerando o edema (CARA
et al., 2004).

A contagem destas células em laminas histologicas coradas pelo azul de toluidina

(granulos metacromaticos diferenciam esta célula das outras estruturas presentes na
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[amina) mostrou que os animais alérgicos tratados com as duas doses de EBT e EBO
apresentaram diminuicdo do numero de mastocitos na submucosa do epitélio intestinal.
As fracdes FAT, FBT e FDT também apresentaram diminui¢ao significativa (p<0,05). J&
das fracbes oriundas de EBO, apenas FBO e FDO apresentaram diminuicao
significativa do numero de mastocitos. HUANG et al. em 2009 observaram a diminuigdo
do infiltrado de mastécitos e de sua degranulacdo no TGI de animais alérgicos a OVA
guando tratados com diosgenina. Este dado pode explicar a diminuicdo do niumero de
mastécitos promovido por EBT, EBO FDT e FDO. Entretanto a diminuicdo do nimero
de mastécitos por FAT ndo pode ser explicada por este fato, por ndo apresentar
diosgenina em sua composi¢cédo. Nota-se que FAO apresentou tendéncia a diminuicao
do numero de mastdcitos (com p=0,0556). Talvez, com o aumento do numero de
animais esta diminuigdo se mostraria significativa, como foi a diminui¢do por FAT. LEE
et al. observaram o efeito anti-inflamatorio da alantoina, que é presente em FAT, com
diminuic&o do infiltrado total de células inflamatorias, mas néao citaram especificamente
0s mastocitos (2010). FAT pode estar atuando devido a presenca de outras

substancias fendlicas também presentes em sua composigao.

4.9. Quantificacdo de peroxidase eosinofilica (EPO) na mucosa intestinal

A Figura 38 representa o resultado obtido na quantificacdo da peroxidase eosinofilica
na mucosa intestinal. Observa-se que todos os tratamentos foram capazes de diminuir

o infiltrado de eosindéfilos quando comparado ao grupo ST.
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Figura 38 — Quantificacdo da peroxidase eosinofilica no jejuno distal. Camundongos
BALB/c sensibilizados (alérgicos) ou ndo (controles), receberam ou ndo tratamento na racao
(ST: sem tratamento; T100: extrato bruto D. Trifida dose 100mgkg/dia; T300: extrato bruto D.
trifida dose 300mg/kg/dia; O100: extrato bruto D. opposita dose 100mg/kg/dia; O300: extrato
bruto D. opposita dose 300mg/kg/dia; FAT: fracdo aquosa de D. trifida dose 100mg/kg/dia;
FBT: fracdo butanol D. trifida dose 100mg/kg/dia; FDT: fracdo diclorometano D. trifida dose
100mg/kg/dia; FAO: fracdo aquosa de D. opposita dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D.
opposita dose 100mg/kg/dia; FDT: fracdo diclorometano D. opposita dose 100mg/kg/dia.
Tratamentos iniciaram no dia -1, a sensibilizacdo ocorreu dia 0, o reforco no dia 14 e no dia 21
ao dia 28 todos receberam solucdo de OVA a 20% na mamadeira. As barras representam a
média (tEPM) dos valores de cada grupo e os resultados expressos em unidades arbitrarias
(U.A). N= 5 animais/grupo. *P<0,05 em relacdo ao seu respectivo grupo controle (OVA-);
**P<0,05 em relacdo ao grupo alérgico ST (OVA+).

Em doencas alérgicas cronicas, os eosinofilos sdo ativados e atraidos para a mucosa
intestinal via IL-5 e eotaxina (BAE et al., 1999). Essas células sdo responsaveis pela
fase tardia da reacdo alérgica imediata, produzindo proteina basica e outras
substancias que sdo toxicas ao epitélio (CARA et al., 2000). Estas células tém dois
tipos de funcBes efetoras: em primeiro lugar, elas liberam proteinas altamente téxicas e
radicais livres de seus granulos, que podem matar parasitos, mas também produzir
lesdo tecidual significativa nas reacbes alérgicas; em segundo lugar, eosinéfilos
produzem moléculas, incluindo prostaglandinas, leucotrienos e citocinas, que
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amplificam a resposta inflamatoria, recrutando e ativando mais eosinofilos e leucécitos
(HOGAN, et al. 2008; ROTHENBERG et al., 2001). No local da leséo, os eosinéfilos
liberam uma abundancia de mediadores altamente citotoxicos e pro-citotdxicos, como a
proteina basica principal, proteina catidnica eosinofilica e peroxidase, contribuindo para
a fase tardia da reacdo que ocorre trés a doze horas depois da degranulacdo dos
mastocitos (HOLGATE & POLOSA, 2008). SALDANHA et al. (2004), observaram uma
maior infiltracdo de eosindéfilos na mucosa intestinal de camundongos alérgicos, tendo
inicio ap6s 6 horas de desafio e mantendo-se até trés semanas (SALDANHA, 2004).
Foi avaliado, entdo, se a acao antiedematogénica dos extratos e fracdes de inhame
poderia ter sido causada pela diminuicdo de células inflamatérias que utilizam como

enzima a peroxidase e que poderiam causar lesdo endotelial.

Com o objetivo de verificar se os extratos brutos e fracdes de inhame atuariam no
recrutamento de eosindfilos foi dosado a peroxidase eosinofilica (EPO), jA que esta
enzima reflete indiretamente a quantidade destas células. Animais tratados com as
doses 100 e 300mg/kg/dia de EBT, EBO e suas respectivas fracdes aquosa, butanol e
diclorometano mostraram reducédo de EPO. Este dado também foi encontrado por LEE
et al. (2010), em que animais com inflamacgéo respiratdria induzida com OVA tratados
com alantoina tiveram reducdo no infiltrado de células inflamatdrias, entre elas, os
eosindfilos, no lavado broncoalveolar. A analise histologica de tecido pulmonar também
mostrou esta mesma reducdo. Como ja citado, a IL-5 esta envolvida no recrutamento
de eosinodfilos no sitio da lesdo. LEE et al. (2010) demonstraram que o nivel de IL-5
estava diminuido nos animais tratados com alantoina, podendo ser este 0 mecanismo
de atuacado da diminuicdo do nimero de eosinéfilos nos animais alérgicos tratados com

as fracoes de inhame, que apresentam alantoina em sua composicao.

4.10. Quantificacdo do muco intestinal pela coloracdo P.A.S.

A analise do muco produzido pelas células caliciformes da porcédo do jejuno distal do
intestino delgado foi realizada através da coloracdo dos cortes histologicos por P.A.S,
referéncia para mucinas neutras. A area das células caliciformes foi determinada

através de morfometria, utilizando o software ImageJ. Nos animais alérgicos tratados
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com as duas doses de extrato bruto de D. trifida, T100 e T300, a redugao da producéo
de muco foi de 33% e 31% respectivamente. J& as fracdbes FAT, FBT e FDT
promoveram reducdo de 22%, 20% e 31%. As duas doses de extrato bruto de D.
opposita, 0100 e O300 e a fragado FDO reduziram a producdo de muco em 22%, 26% e
20%, respectivamente. Nos animais alérgicos tratados com as fracdes FAO e FBO, por
sua vez, ndo houve diminuicdo significativa (p>0,05) na producédo de muco quando
comparado ao grupo alérgico ST (Figura 39). Nenhum dos extratos e fracfes testadas
apresentaram diminuicdo como DX, que foi de 38%. As Figuras 40 e 41 apresentam as
imagens obtidas da avaliacdo histolégica do muco neutro produzido pelas células
caliciformes do intestino delgado dos camundongos tratados com os extratos e fracdes
de D. trifida e D. opposita.
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Figura 39 — Avaliacdo do muco produzido pelas células caliciformes do intestino delgado
de camundongos BALB/c evidenciado pela coloracéo de PAS.
Camundongos BALB/c sensibilizados (alérgicos) ou nao (controles), receberam ou nao
tratamento na ragdo (ST: sem tratamento; T100: extrato bruto D. Trifida dose 100mgkg/dia;
T300: extrato bruto D. trifida dose 300mg/kg/dia; O100: extrato bruto D. opposita dose
100mg/kg/dia; O300: extrato bruto D. opposita dose 300mg/kg/dia; FAT: fracdo aquosa de D.
trifida dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D. trifida dose 100mg/kg/dia; FDT: fracdo
diclorometano D. trifida dose 100mg/kg/dia; FAO: fracdo aquosa de D. opposita dose
100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D. opposita dose 100mg/kg/dia; FDT: fracdo diclorometano
D. opposita dose 100mg/kg/dia. Tratamentos iniciaram no dia -1, a sensibilizacao ocorreu dia 0,
o reforco no dia 14 e no dia 21 ao dia 28 todos receberam solu¢cdo de OVA a 20% na
mamadeira. As barras representam a média (tEPM) dos valores de cada grupo e os resultados
foram analisados 3 campos aleatérios do jejuno distal morfometricamente. N= 5 animais/grupo.
*P<0,05 em relacdo ao seu respectivo grupo controle (OVA-); **P<0,05 em relacdo ao grupo
alérgico ST (OVA+). Aumento de 40X.
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Figura 40 — Avaliacao histolégica do muco neutro produzido pelas células caliciformes
do intestino delgado de camundongo BALB/c tratados com D. trifida. Camundongos
BALB/c sensibilizados (alérgicos) ou ndo (controles), receberam ou ndo tratamento na racao
(ST: sem tratamento; T100: extrato bruto D. Trifida dose 100mgkg/dia; T300: extrato bruto D.
trifida dose 300mg/kg/dia; FAT: fracdo aquosa de D. trifida dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo
butanol D. trifida dose 100mg/kg/dia; FDT: fracdo diclorometano D. trifida dose 100mg/kg/dia;
DX: dexametasona dose 0,4mg/kg/dia). Tratamentos iniciaram no dia -1, a sensibilizacédo
ocorreu dia 0, o refor¢go no dia 14 e no dia 21 ao dia 28 todos receberam solugédo de OVA a
20% na mamadeira. Ap6s 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 ST; B: camundongo BALB/c alérgico ST; C: camundongo BALB/c controle T100; D:
camundongo BALB/c alérgico T100; E: camundongo BALB/c controle T300; F: camundongo
BALB/c alérgico T300; G: camundongo BALB/c controle FAT; H: camundongo BALB/c alérgico
FAT; I: camundongo BALB/c controle FBT; J: camundongo BALB/c alérgico FBT; K:
camundongo BALB/c controle FDT; L: camundongo BALB/c alérgico FDT; M: camundongo
BALB/c controle DX; N: camundongo BALB/c alérgico DX. Aumento de 40X.
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Figura 41 — Avaliacdo histolégica do muco neutro produzido pelas células caliciformes
do intestino delgado de camundongo BALB/c tratados com D. opposita. Camundongos
BALB/c sensibilizados (alérgicos) ou ndo (controles), receberam ou nao tratamento na racao
(ST: sem tratamento; O100: extrato bruto D. opposita dose 100mgkg/dia; O300: extrato bruto
D. opposita dose 300mg/kg/dia; FAT: fracdo aquosa de D. opposita dose 100mg/kg/dia; FBT:
fracdo butanol D. opposita dose 100mg/kg/dia; FDT: fracdo diclorometano D. opposita dose
100mg/kg/dia; DX: dexametasona dose 0,4mg/kg/dia). Tratamentos iniciaram no dia -1, a
sensibilizac&o ocorreu dia 0, o refor¢co no dia 14 e no dia 21 ao dia 28 todos receberam solucéo
de OVA a 20% na mamadeira. Apds 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 ST; B: camundongo BALB/c alérgico ST; C: camundongo
BALB/c controle 0100; D: camundongo BALB/c alérgico O100; E: camundongo BALB/c
controle O300; F: camundongo BALB/c alérgico O300; G: camundongo BALB/c controle FAO;
H: camundongo BALB/c alérgico FAO; I: camundongo BALB/c controle FBO; J: camundongo
BALB/c alérgico FBO; K: camundongo BALB/c controle FDO; L: camundongo BALB/c alérgico
FDO; M: camundongo BALB/c controle DX; N: camundongo BALB/c alérgico DX.

No modelo de alergia alimentar utilizado (SALDANHA et al., 2004), células caliciformes
do intestino delgado dos camundongos apresentam aumento da producdo de muco.
Este fato ocorreu com os animais alérgicos do grupo ST, que apresentaram aumento
da producédo de muco de forma significativa (p<0,05). A hipersecrecdo de muco é uma
caracteristica nas alergias que ocorrem em mucosas, inclusive na alergia alimentar. Ela
€ induzida por IL-4 e IL-13 com a funcado de proteger o intestino, ao limitar a absorcéo
de antigenos (SALDANHA et al. 2004; DOURADO et al. 2010).

HUANG et al. (2009) demonstraram a diminui¢cdo de muco pelas células caliciformes do

TGl em animais alérgicos a OVA quando tratados com diosgenina. A presenca de
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diosgenina em EBT, EBO, FDT e FDO pode explicar a observada reducdo do muco. J&
a inibicdo da producdo de muco pelas fracdes FAT e FBT pode ser devida a presenca
de alantoina. LEE et al. (2010) observaram a diminuicdo da produgcdo de muco pelas
células caliciformes das vias respiratérias em animais alérgicos a OVA tratados com
alantoina. Da mesma forma, a diminuicdo de muco observada com o tratamento com
EBT e EBO pode ser justificada pela presenca de alantoina em sua composicao.
Conforme citado anteriormente, a IL-4 esta envolvida na hiperplasia e hipertrofia das
células caliciformes (BLANCHARD et al., 2004, DOURADO et al., 2010). HUANG et al.
(2009) observaram que a diosgenina atenua a producao de IL-4, podendo ser este o
mecanismo de acdo da diminuicdo de muco pelas células caliciformes pelos extratos e
frac6es de inhame testados. Outro estudo que corrobora esta suposicao é o de LEE et
al. (2010) em que a administracdo de alantoina diminuiu a producdo dessa mesma
citocina. Foi detectado niveis reduzidos no liquido broncoalveolar e do mRNA de IL-4
no tecido pulmonar. Entretanto, outras substancias encontradas nas espécies de
Dioscoreaceae também podem estar envolvidas nesta diminuicdo de IL-4 e, portanto
da producéo de muco. No estudo de OH & LIM (2009) foi demonstrado, por exemplo,
gue glicoproteinas obtidas de D. batatas (sin. D. opposita) apresentaram inibicdo da
producédo desta citocina in vitro, podendo ser esta a via de atuacdo da inibicdo da
producédo de muco pelas células caliciformes. No estudo de TEWTRAKUL & ITHARAT
(2006), substancias isoladas de D. membranacea (fenatraquinonas e

naftofuranoxepinas) também apresentaram diminuicao de IL-4.

4.11. Avaliacdo da gordura corporal pela variagcédo do peso (delta)

Os grupos tratados tiveram aumento do peso do inicio do tratamento até a semana do
desafio oral, exceto os animais controle e alérgico do grupo O300, que apresentaram
leve perda de peso gradual durante as 4 semanas de tratamento. JA 0s animais

controle e alérgico do grupo DX mantiverem o peso durante todo o tratamento.

Os tratamentos com T100, T300, 0100, FAT, FBT, FDT, FAO, FBO e FDT né&o inibiram
a perda de peso durante a semana do desafio oral, mas o delta se manteve positivo.

Os animais alérgicos e controles do tratamento com O300 apresentaram delta
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negativo, ou seja, ao final do experimento estavam pesando menos do que quando
iniciaram (Figura 42).
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Figura 42 — Avaliacdo do peso corpéreo. Camundongos BALB/c sensibilizados (alérgicos) ou
ndo (controles), receberam ou ndo tratamento na racdo (ST: sem tratamento; T100: extrato
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bruto D. Trifida dose 100mgkg/dia; T300: extrato bruto D. trifida dose 300mg/kg/dia; O100:
extrato bruto D. opposita dose 100mg/kg/dia; O300: extrato bruto D. opposita dose
300mg/kg/dia; FAT: fracdo aquosa de D. trifida dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D.
trifida dose 100mg/kg/dia; FDT: frag&o diclorometano D. trifida dose 100mg/kg/dia; FAO: fracéo
aquosa de D. opposita dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D. opposita dose 100mg/kg/dia;
FDT: fracdo diclorometano D. opposita dose 100mg/kg/dia; DX: dexametasona dose
0,4mg/kg/dia). Tratamentos iniciaram no dia -1, a sensibilizacéo ocorreu dia 0, o refor¢o no dia
14 e no dia 21 ao dia 28 todos receberam solucéo de OVA a 20% na mamadeira. A: Variagédo
do peso durante todo o experimento. B: Delta da semana do desafio. As barras representam a
média (xEPM) dos valores de cada grupo pesados os dias avaliados (-1 ao 28), utilizando a
férmula (peso final- peso inicial). N= 5 animais/grupo. (}) Semana do desafio oral. *P<0,05 em
relacdo ao seu respectivo grupo controle (OVA-); *P<0,05 em relacdo ao grupo alérgico ST
(OVA+); ***P<0,05 em relagédo ao grupo controle ST (OVA-).

No estudo de JAN et al. (2007), animais alérgicos tratados com diosgenina
200mg/kg/dia e 400mg/kg/dia foram avaliados quanto a perda de peso durante o
tratamento. Os autores ndo encontraram diferencas significativas no peso dos animais
tratados com diosgenina, quando comparados aos animais ST (p>0,05). Isso indica
gue diosgenina ndo promove perda de peso. Conforme discutido anteriormente, a
diminuicdo do peso corporal, observada em O300, pode ser devido a diminuicdo do

consumo de ragao suplementada como consequéncia a aversao ao gosto da racao.

4.12. Avaliacdo da perda da gordura corporal pelo peso da gordura
periuterina

Conforme citado anteriormente, o delta de peso dos grupos alérgicos ndo apresentou
reducéo significativa (P>0,05) do peso na semana do desafio oral, exceto para o grupo
0300. Para avaliar se a ndo perda de peso corpéreo dos animais alérgicos estava
sendo mascarada por uma possivel retencéo de liquido, como ocorre quando animais
da linhagem C57/BL6 sdo sensibilizados com OVA (MOREIRA, 2006), foi feita uma

avaliacdo do peso da gordura periuterina.

Na Figura 43 pode ser observado que nao houve perda significativa (p>0,05) da
gordura periuterina em nenhum dos grupos tratados, com excecdo do grupo O300.
Este resultado indica que ndo houve retencdo de liquidos e os tratamentos ndo atuam

gerando emagrecimento, com excecao do tratamento T300.
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Figura 43 — Avaliacdo do deslocamento das reservas energéticas por visualizacdo da
perda de gordura periuterina. Camundongos BALB/c sensibilizados (alérgicos) ou nao
(controles), receberam ou ndo tratamento na racao (ST: sem tratamento; T100: extrato bruto D.
Trifida dose 100mgkg/dia; T300: extrato bruto D. trifida dose 300mg/kg/dia; O100: extrato bruto
D. opposita dose 100mg/kg/dia; O300: extrato bruto D. opposita dose 300mg/kg/dia; FAT:
fracdo aquosa de D. trifida dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D. trifida dose
100mg/kg/dia; FDT: fracdo diclorometano D. trifida dose 100mg/kg/dia; FAQO: fracdo aquosa de
D. opposita dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D. opposita dose 100mg/kg/dia; FDT:
fracdo diclorometano D. opposita dose 100mg/kg/dia; DX: dexametasona dose 0,4mg/kg/dia).
Tratamentos iniciaram no dia -1, a sensibilizacdo ocorreu dia 0, o reforco no dia 14 e no dia 21
ao dia 28 todos receberam solucdo de OVA a 20% na mamadeira. As barras representam a
média (xEPM) dos valores de cada grupo da gordura periuterina pesada no dia 28 (eutanasia)
e pela formula (peso da gordura/peso corporal). N= 5 animais/grupo. *P<0,05 em relacédo ao
seu respectivo grupo controle (OVA-); **P<0,05 em relacdo ao grupo alérgico ST (OVA+);
***P<0,05 em relacdo ao grupo controle ST (OVA-).

Conforme citado anteriormente, JAN et al. (2007) demonstraram que animais alérgicos
tratados com diosgenina ndo apresentaram diferencas significativas na reducdo do

peso, quando comparados aos animais ST (p>0,05).

A partir destes dados pode-se supor que a aversdo ao gosto da racdo levou a
diminuicdo do consumo e gerou perda de peso corporal e da gordura periuterina dos

animais do grupo O300.
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4.13. Avaliacado do peso do figado

Para avaliar se os tratamentos com o0s extratos brutos e fracfes das espécies de D.
trifida e D. opposita poderiam estar levando a algum dano hepatico, foi avaliado o peso
do figado destes animais. A hepatotoxicidade pode ser verificada pelo peso do figado,
pois uma das primeiras manifestacfes da sua lesdo € o acumulo de gorduras, via

inibicdo da secrecdo de triglicerideos (CHAN et al., 2010).

Os resultados demonstram que ndo houve aumento do peso do figado em nenhum dos
tratamentos (Figura 44). O estudo anatomopatolégico também nado constatou
alteracbes macroscopicas significativas no figado dos animais sacrificados ao final do

experimento (resultado ndo demonstrado).
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Figura 44 — Avaliacao do peso do figado. Camundongos BALB/c sensibilizados (alérgicos)
ou néo (controles), receberam ou néo tratamento na ragdo (ST: sem tratamento; T100: extrato
bruto D. Trifida dose 100mgkg/dia; T300: extrato bruto D. trifida dose 300mg/kg/dia; O100:
extrato bruto D. opposita dose 100mg/kg/dia; O300: extrato bruto D. opposita dose
300mg/kg/dia; FAT: fracdo aquosa de D. trifida dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D.
trifida dose 100mg/kg/dia; FDT: fracdo diclorometano D. trifida dose 100mg/kg/dia; FAO: fracao
aquosa de D. opposita dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D. opposita dose 100mg/kg/dia;
FDT: fracdo diclorometano D. opposita dose 100mg/kg/dia; DX: dexametasona dose
0,4mg/kg/dia). Tratamentos iniciaram no dia -1, a sensibiliza¢éo ocorreu dia 0, o refor¢o no dia
14 e no dia 21 ao dia 28 todos receberam solucdo de OVA a 20% na mamadeira. As barras
representam a média (xEPM) dos valores de cada grupo do peso do figado no dia 28
(eutanasia). N= 5 animais/grupo. *P<0,05 em relacdo ao seu respectivo grupo controle (OVA-);
**P<0,05 em relacdo ao grupo alérgico ST (OVA+); ***P<0,05 em relacdo ao grupo controle ST
(OVA-).

A auséncia de toxicidade esta de acordo com estudo in vivo realizado por LEE et al.
(2002) com o extrato bruto de D. alata. Eles demonstraram que, além de nao ser téxica,
a planta apresenta efeito hepatoprotetor, preservando as func¢des do figado frente a
toxicidade induzida por paracetamol. Outro estudo in vivo também demonstrou o efeito
hepatoprotetor de D. alata contra toxicidade induzida por tetracloreto de carbono. Este
efeito foi relacionado a presenca de substancias fenélicas com capacidade antioxidante
(CHAN et al., 2010). No estudo de LEE et al. (2010) em gque animais alérgicos a OVA
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receberam tratamento com alantoina, foram realizadas dosagens de marcadores de
enzimas para determinar toxicidade ao figado. Estes pesquisadores nao detectaram
nenhuma alteracdo no nivel destes marcadores, indicando que a alantoina, presente
em espécies de Dioscoreaceae, preserva as fungbes normais do figado dos animais
tratados. Extratos de D. japonica melhoraram os niveis de colesterol do figado,
conforme demonstrado por CHEN et al. (2003). Historicamente, os inhames sao
usados na China como protetor do figado (FAROMBI et al., 2000). Exemplo disso € o
medicamento chinés patenteado Liu Wei Di Huang Wan, composto por seis espécies
vegetais, entre elas a D. opposita. Ele é usado tradicionalmente para o tratamento de
diferentes enfermidades do figado (ZHAO et al., 2007).

4.14. indice esplénico

Na Figura 45 esta demonstrada que n&do houve diminuicdo do peso relativo do bacgo
dos animais tratados com os extratos brutos e fra¢cdes de D. trifida e D. opposita.
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Figura 45 — Avaliacdo do indice esplénico. Camundongos BALB/c sensibilizados (alérgicos)
ou néo (controles), receberam ou néo tratamento na ragédo (ST: sem tratamento; T100: extrato
bruto D. Trifida dose 100mgkg/dia; T300: extrato bruto D. trifida dose 300mg/kg/dia; O100:
extrato bruto D. opposita dose 100mg/kg/dia; O300: extrato bruto D. opposita dose
300mg/kg/dia; FAT: fracdo aquosa de D. trifida dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D.
trifida dose 100mg/kg/dia; FDT: fracdo diclorometano D. trifida dose 100mg/kg/dia; FAO: fracao
aquosa de D. opposita dose 100mg/kg/dia; FBT: fracdo butanol D. opposita dose 100mg/kg/dia;
FDT: fracdo diclorometano D. opposita dose 100mg/kg/dia; DX: dexametasona dose
0,4mg/kg/dia). Tratamentos iniciaram no dia -1, a sensibiliza¢éo ocorreu dia 0, o refor¢o no dia
14 e no dia 21 ao dia 28 todos receberam solu¢do de OVA a 20% na mamadeira. As barras
representam a média (xEPM) dos valores de cada grupo do indice esplénico no dia 28
(eutanasia) calculado pela férmula (peso baco/ peso corpéreo). N= 5 animais/grupo. *P<0,05
em relacdo ao seu respectivo grupo controle (OVA-); **P<0,05 em relacdo ao grupo alérgico ST
(OVA+); **P<0,05 em relacédo ao grupo controle ST (OVA-).

No estudo anatomopatoléogico ndo foram constatadas alteracbes macroscopicas
significativas no baco, provenientes dos animais sacrificados ao final do experimento.
Ao analisar o peso relativo do baco dos animais tratados com as duas espécies de
inhame D. trifida e D. opposita e suas fragcdes, ndo foram encontradas diferencas
significativas quando comparado aos animais ST (p>0,05). Apenas 0s animais do
grupo DX apresentaram reducdo significativa (p<0,05) do indice esplénico quando
comparados aos animais do grupo ST. Este dado esta de acordo com a literatura, que
cita dentre os efeitos colaterais do uso de glicocorticéides, a reducdo no
desenvolvimento do tecido linfoide, por possivel reducdo da expansao clonal de
linfocitos T e B (SCHACKE et al., 2004).
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5. CONCLUSAO

O conjunto dos resultados revela que os inhames D. trifida e D. opposita contém
substancias potencialmente ativas para o tratamento das alergias alimentares. Elas
agem a partir da diminuicdo da inflamacdo dose-dependente, alterando os sinais
clinicos observados em animais alérgicos. Os resultados confirmam o potencial dessas

plantas como um possivel agente nutracéutico para o tratamento da alergia alimentar.
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Técnicas de coloracdes histoldgicas

HE (HEMATOXILINA-EOSINA)

Desparafinar em Xilol I e 11

10 minutos (cada)

Hidratar em concentracdes decrescentes de alcool etilico
(absoluto I, absoluto 11, 90%, 80%, 70%)

3 minutos (cada)

Lavar em égua corrente

5 minutos

Corar pela Hematoxilina (VETEC)

50 segundos

Lavar em &gua corrente branda

20 minutos

Corar pela Eosina (VETEC)

1 minuto e 30 segundos

Lavar rapidamente em &gua corrente

1 mergulho

Desidratar em série crescente de concentracdo de alcool
etilico (70%, 80% e 90%)

2 mergulhos

Desidratar em série crescente de concentracdo de alcool
etilico absoluto 1 e 11

3 minutos (cada)

Montar a lamina com laminula e Entellan (MERCK)

P.A.S. (ACIDO PERIODICO DE SCHIFF)

Desparafinar em Xilol I e 11

10 minutos (cada)

Hidratar em concentracdes decrescentes de alcool etilico
(absoluto I, absoluto 11, 90%, 80%, 70%)

3 minutos (cada)

Lavar em agua corrente 5 minutos
Lavar em agua destilada 1 mergulho
Acido periddico 0,5% 5 minutos
Lavar em agua destilada 2 mergulhos

Reativo de Schiff

10 minutos ou mais (até os
cortes ficarem rosa palido)

Lavar em agua corrente

Até agua ficar limpida

Desidratar em seérie crescente de concentracdo de alcool
etilico (70%, 80% e 90%)

2 mergulhos (cada)

Desidratar em seérie crescente de concentracdo de alcool
etilico absoluto I e 11

3 minutos
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Diafanizar em Xilol I e 11

5 minutos (cada)

Montar a lamina com laminula e Entellan (MERCK)

AZUL DE TOLUIDINA

Desparafinar em Xilol I e 11

10 a 20 minutos (cada)

Hidratar em concentracdes decrescentes de alcool etilico
(absoluto I, absoluto 11, 90%, 80%, 70%)

3 minutos (cada)

Lavar em agua destilada 3 minutos
Azul de Toluidina 0,5% 5 segundos
Agua destilada 1 mergulho

Diferenciar em alcool 95%

Até os cortes ficarem azuis
claros

Desidratar em alcool etilico absoluto | e 11

2 mergulhos (cada)

Diafanizar em Xilol I e Il

5 minutos (cada)

Montar a lamina com laminula e Entellan (MERCK)
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Solucdes utilizadas para HE

1-Solugéo de Eosina

Eosina Y 44
Bicromato de potassio 29

Acido Picrico solugio aquosa saturada 40 mL

Alcool absoluto 40 mL

Agua destilada 320 mL

Acido Acético 1 gota (opcional)

Dissolver a Eosina no alcool e o bicromato na agua. Juntar a solugéo de &cido picrico a solucao
de bicromato. Por Gltimo a solucéo de eosina.

2-Acido picrico solucio aquosa saturada
Acido picrico 1,59
Agua destilada 100 mL

Dissolver em agua destilada quente. Deixe esfriar e filtrar no dia seguinte.

3-Solucdo de Hematoxilina de Harris

Hematoxilina cristalizada 10¢g
Alcool 95% 100 mL
Sulfato de Aluminio e Potéssio 200 g
Agua destilada 2000 mL
Acido acético glacial 80 mL
Oxido vermelho de mercrio 5¢

Como preparar:

1) Dissolver a hematoxilina em alcool (reserva).

2) Dissolver o Alumen na dgua previamente aquecida(ndo precisa levar a ebulicéo).
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3) Misturar estas 2 solugdes e aquecer ate a fervura.
4) Adicionar o oxido de mercurio e resfriar, mergulhando o frasco na agua fria.

5) Adicionar a solucdo fria o acido acético e filtrar.
Solucbes utilizadas para P.A.S.
1-Acido periddico a 0,5%
Acido periddico cristalizado 059

Agua destilada g.s.p 100 mL

2-Reativo Reagente de Schiff

Fucsina basica 1g
Agua destilada 200 mL
Bissulfito de sddio 29
Acido cloridrico 1N 10 mL
Carvao vegetal. 29

Dissolver a fucsina em agua fervendo. Depois, esfriar esta solugdo até 70°C e adicionar o
bissulfito de sddio. Agitar bem até esfriar. Adicionar o acido cloridrico 1N, agitar bem, filtrar e
guardar em local escuro por 24 horas. No dia seguinte, adicionar o carvao vegetal, agitar por 1
hora e filtrar. Conservar em geladeira (4°C).

Solucéo para Azul de Toluidina

Azul de toluidina 0,5%

Azul de toluidina 059
Borato de sodio (borax) 19
Agua destilada 100 mL (gsp)
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Dissolver o azul de toluidina e o borax em agua destilada e completar o volume para completar
para 100 ml. Filtrar antes do uso.
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ANEXO I
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Cépia do certificado do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG
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