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RESUMO

A alergia alimentar é considerada uma manifestacdo exacerbada da resposta imune a
antigenos que chegam ao organismo por via oral, sendo a maioria delas mediadas por
IgE. Estudos anteriores mostraram que diversos componentes nutricionais sao
capazes de afetar essa resposta negativa ou positivamente. Utilizando modelo
experimental de alergia alimentar é possivel observar diversos sintomas, incluindo
perda de peso drastica associada a inflamacdo do tecido adiposo. Desta forma, o
presente trabalho teve o objetivo de investigar as consequéncias da dieta hiperlipidica
nesse processo. Para tal, foram utilizados camundongos BALB/c separados em quatro
grupos experimentais: SDC (dieta padrdo, ndo sensibilizado), SDS (dieta padrao,
sensibilizado), HFC (dieta hiperlipidica, ndo sensibilizado), HFS (dieta hiperlipidica,
sensibilizado). Depois de cinco semanas de consumo da dieta, os animais foram
sensibilizados com injecdo subcutédnea de ovalbumina (OVA) com AI(OH); e
receberam um reforgo (apenas OVA) duas semanas depois. Uma semana apos o
refor¢o, todos os animais foram submetidos ao desafio oral com solu¢gdo de OVA
durante uma semana. Animais n&o sensibilizados que receberam dieta HF
apresentaram maior indice de adiposidade e area de adipdcitos, maiores niveis de
leptina e adiponectina. Animais sensibilizados independente da dieta ofertada
consumiram menor quantidade da solugdo de OVA. A ingestdo de OVA por animais
sensibilizados foi capaz de gerar alteragbes na morfologia intestinal, porém nao alterou
os niveis de glicose, colesterol e IgA secretéria. Camundongos alérgicos recebendo
dieta HF exibiram menores valores de IgE anti-ovalbumina sérica. Animais
sensibilizados que receberam dieta HF tiveram um aumento do consumo alimentar;
uma maior perda de peso apoés o desfio oral; reducéo nos niveis de triglicérides sérico;
alteracdes hepdticas, na adesdo e rolamento de leucdcitos no tecido adiposo e
acumulo de gordura nos enterécitos. Porém, ndo interferiu na contagem total e

diferencial de células sanguineas e na relacdo vilo/cripta intestinal. Conclusao: O



consumo de dieta hiperlipidica tem impacto negativo sobre a alergia alimentar

experimental.
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ABSTRACT

Introduction and Objective: Food allergy can be considered a manifestation of
exacerbated immune response to antigens that reach the body orally, most of which
are mediated by IgE. It has been shown that several nutritional components can affect
positively or negatively this response. Using an experimental food allergy model, we
have observed a several signals, including a drastic weight loss associated to adipose
tissue inflammation. In this work, our objective was investigated the consequences of a
high-fat diet in this process. Methods and Results: BALB/c male mice were separated
into four experimental groups: SDC (standard diet, not sensitized), SDS (standard diet,
sensitized), HFC (high-fat diet, not sensitized) and HFS (high-fat diet, sensitized). After
five weeks of each diet, animals were sensitized subcutaneously with ovalbumin (OVA)
with AI(OH)3, with a booster (only OVA) two weeks later. One week after the booster,
all animals received an oral challenge with OVA, for one week. Non-sensitized animals
receiving the HF diet had higher fat index area and adipocytes, increased leptin and
adiponectin levels. Sensitized animals independent of diet offered consume less of the
OVA solution. The isolated allergy was able to generate changes in intestinal
morphology but did not affect glucose, cholesterol and secretory IgA levels. Allergic
mice receiving the HF diet showed lower serum anti-ovalbumin IgE levels. The food
allergy in conjunction with the HF diet caused an increase of food intake; more weight
loss after oral challenge; reduction in levels of serum triglycerides; liver changes,
adhesion and rolling of leukocyte in adipose tissue and accumulation of fat in the
enterocytes. However, did not affect the total count and differential blood cell and the
relationship villus/crypt intestinal. Conclusion: The consumption of high-fat diet has

negative impact on food allergy.
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1. INTRODUCAO

1.1. Alergia Alimentar
A alergia alimentar pode ser considerada uma manifestacdo exacerbada da resposta
imunoldgica aos antigenos que chegam ao organismo pela via oral (Wang e Sampson,
2009; Sicherer e Sampson, 2010; Sicherer, 2011). Segundo o National Institute of
Allergy and Infectious Diseases, alergia alimentar € definida como “Um efeito adverso
a salde decorrente de uma resposta imunolédgica especifica que ocorre de forma

reprodutivel sobre a exposicdo a um dado alimento” (Sicherer, 2011).

Reacbes adversas aos alimentos podem ser divididas primariamente em toxicas e
nado-toxicas (Untersmayr e Jensen-Jarolim, 2006). As consideradas téxicas podem
ocorrer devido a componentes téxicos naturalmente presente em alguns alimentos ou
pela presenca de agentes contaminantes (Untersmayr e Jensen-Jarolim, 2006). Ja as
reacfes ndo-toxicas dependem da susceptibilidade de cada individuo e podem ser
classificadas em nao-imunes e imunes. As ndo-imunes podem ser nhomeadas como
intolerdncias e dependem das caracteristicas metabdlicas individuais como por
exemplo a deficiéncia em lactase; as propriedades farmacologicas do alimento
(presenca de mono ou diaminas vasoativas); liberacdo de histamina ndo especificas
de alimentos (por exemplo alta conteddo de lectinas, prolaminas, peptonas,
poliaminas); e intolerdncias indeterminadas devido a respostas psicossomaticas
(Untersmayr e Jensen-Jarolim, 2006; Brandtzaeg, 2010). As reac¢des imunoldgicas s&o
conhecidas como alergia ou hipersensibilidade e podem ser ou ndo mediadas por IgE.
Aquelas mediadas por IgE constituem a hipersensibilidade tipo |, jA& as nao-mediadas
por IgE podem ser consideradas tipo Il e IV, sendo o tipo lll reagbes imunes
complexas envolvendo IgM ou IgG, e as do tipo IV resposta imunolégica tardia
mediada por células. Existe ainda a atopia que € um traco hereditario que leva a

producdo de niveis excessivos de anticorpos IgE, predispondo a hipersensibilidade
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tipo | (Brandtzaeg, 2010). A figura 1 resume a classificacdo das reacdes adversas aos

alimentos (Brandtzaeg, 2010).

‘ Adverse reactions to foods ‘

+ ' +

‘ Nor-toxic ‘ ‘ Toxic ‘
|
‘ Non-immune-mediated (food intolerance) ‘ ‘ Immune-mediated (food allergy) ‘
| Herv.idity |
4 * J' ‘ Atopy ‘ *
‘ Pharmacological ‘ ‘ Enzymatic ‘ ‘ Irritant ‘ ‘ Psychosomatic ‘ lgE-mediated Non-lgE-mediated
(type | hypersensitivity) (type Il or
type IV hypersensitivity)

Figura 1: Classificacdo das reacdes adversas aos alimentos. Adaptado de
BRANDTZAEG, 2010.

No decorrer desta dissertagdo o termo alergia sera utilizado para fazer referencia a

hipersensibilidade tipo I, ou seja, medida por IgE.

O aparecimento e desenvolvimento de alergias envolvem interagdes complexas entre
fatores exogenos (exposicdo aos alérgenos), infecgdes, estimulos ambientais, e

podem ser determinadas por fatores genéticos (Herz, 2008).

O desenvolvimento da alergia pode ser divido em duas fases: sensibilizacéo e efetora.
A fase de sensibilizacao € caracterizada pela resposta de imunoglobulinas especificas
ao alérgeno e desenvolvimento da imunoglobulina E (IgE) especifica. Onde
inicialmente, os alérgenos sédo captados pelas células apresentadoras de antigenos
(APC), que estdo localizadas no intestino. Em seguida, essas células migram para 0s
linfonodos que drenam esses 6rgaos e, la processam as moléculas alergénicas e
apresentam as mesmas para os linfocitos T helper ou auxiliares (Th), por via complexo
principal de histocompatibilidade de classe Il (MHC II). Essa apresentacdo leva a
proliferacdo de linfocitos T e a sintese de citocinas que, por sua vez, promovem uma
resposta caracteristica de linfécitos Th2 (Herz, 2008; Eigenmann, 2009; Leung,
Beukema e Shen, 2015). As células Th2 secretam citocinas como interleucina IL-4, IL-
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5, IL-13 que estimulam as células B a produzirem as imunoglobulinas IgE (Herz,
2008). Cada uma das citocinas esté envolvida em algum fenbmeno imunolégico, como
recrutamento de mastécitos (IL-4,IL-9,IL-13), maturacdo de eosindfilos (IL-3, IL-5 e
GM-CSF), maturacdo de basdfilos (IL-3 e IL-4) e diferenciagcdo, proliferacdo de
imunoglobulinas E (IgE) no lugar de imunoglobulinas A (IgA) nos linfocitos B (IL-3 e IL-
4) (Holgate e Polosa, 2008). Outra citocina que tem sido associada com a
fisiopatologia da alergia é a IL-33 que atua ndo apenas como uma citocina indutora da
resposta Th2, mas também como uma citocina pré-inflamatéria em diversas respostas
imunes assim como IL-1 e IL-18. (Saluja et al., 2015).

A fase efetora é onde ocorre o processo inflamatdrio e acontece quando o organismo
entra em contato novamente com o antigeno ocorrem ligac6es com varias moléculas
de IgE (crosslinking) ligadas aos mastdcitos, desencadeando a liberacao de histamina
e resultando na ativagdo e liberagdo de mediadores inflamatorios que causam o
recrutamento de células inflamatérias. Dessa forma, ocorre o aparecimento dos
sintomas, que podem ser imediatos (de 1 a 30 minutos) ou tardios (entre 6 a 72 horas)
(Herz, 2008; Holgate e Polosa, 2008; Martorell et al., 2013). Nas primeiras 4 a 8 horas,
neutrofilos e eosindfilos invadem o local da inflamacdo e liberam diferentes
mediadores, tais como o fator de ativagdo de plaquetas (PAF) e peroxidases. Nas
horas tardias (24 a 48 horas) pode ser observada uma inflamacédo cronica nas areas
afetadas com infiltragdo de linfécitos e mondcitos. Essas células sdo capazes de
liberar o fator de liberagcéo de histamina (HRF), que parece ser responsavel pela hiper-
responsividade brénquica e cutanea das reacdes alérgicas (Martorell et al., 2013).
(Herz, 2008; A. et al., 2013; Martorell et al., 2013; Martorell, 2013). A Figura 2

representa de maneira resumida as duas fases da alergia alimentar descritas acima.
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— Enterocytes

Cytokine production

IL-4, IL-5, IL-13 o Mast cell
& IL-4,IL-13
£ Degranulation *
] ‘p 4
o 4 @ Ecsinophils
APC (DC) T cell B cell ¢
“ Basophils
BM.L‘»
Allergen presentation T cell activation B cell activation Stimulation Mast Cells,
DC-T cell interaction Allergic cytokines IgE production Eosinophils, Basophils

Figura 2: Imunopatogénese da alergia. APC: Células apresentadoras de antigeno,
DC: células dendriticas, Imunoglobulina E (IgE), Interleucinas (IL). A alergia alimentar
pode ser divida em duas fases: | — sensibilizacdo e Il — efetora. Na fase inicial ocorre

s

um primeiro contato do antigeno como o organismo e é onde sdo produzidas as
imunoglobulinas especificas. Na fase seguinte € quando acontece um novo contato
como o antigeno gerando uma reposta inflamatéria, adaptado de Herz, 2008.

Os alérgenos alimentares geralmente sdo proteinas naturalmente presentes nos
alimentos e apresentam alguns fatores que podem ser relacionados a sua
alergenicidade como; resisténcia ao transito gastrico, a protedlise e a atividade
enzimatica (Helm e Burks, 2000; Untersmayr e Jensen-Jarolim, 2006).

Os principais alimentos causadores de alergias sdo: leite de vaca, ovos, amendoim,
nozes, camardo, frutos do mar, trigo e soja (Wang e Sampson, 2009; Sicherer e
Sampson, 2010; Turnbull, Adams e Gorard, 2015). A maioria das alergias
desenvolvidas na infancia persistem até a vida adulta, porém algumas criancas
desenvolvem toleréncia a esses alimentos durante a adolescéncia (Wang e Sampson,
2009).

No caso do ovo, as proteinas causadoras de alergia sdo ovomucoide e ovalbumina,
ambas presentes na clara do ovo (Martorell et al., 2013). A ovomucoide é a proteina
mais alergénica por apresentar resisténcia ao calor e a digestdo enzimatica. Ja a
ovalbumina é a proteina mais abundante na clara do ovo, porém ela é mais sensivel

ao calor, perdendo a sua capacidade alergénica quando submetida a altas
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temperaturas. Sendo assim, pacientes sensibilizados apenas para ovalbumina séo
capazes de tolerar bem alimentos contendo ovos que foram submetidos a altas
temperaturas (Martorell et al., 2013).

As reacdes alérgicas podem se manifestar em diversos sistemas do organismo como:
pele, trato gastrointestinal e trato respiratério (Wang e Sampson, 2009; Sicherer e
Sampson, 2010; Martorell et al., 2013). As reacbes cutaneas podem incluir eritema,
prurido, urticaria, angioedema ou ainda uma combinacdo de todas essas
manifestacdes. Os sintomas gastrointestinais mais comuns sdo nauseas, voémitos, dor
abdominal tipo cdlica e refluxo nas primeiras horas apés a alimentagdo. Em lactentes
as manifestagfes gastrointestinais podem gerar irritabilidade. No trato respiratorio os
sintomas podem ser de rinorreia, pieira, dificuldade em respirar e anafilaxia (Wang e
Sampson, 2009; Sicherer e Sampson, 2010; Martorell et al., 2013).

A alergia alimentar ja tem sido considerada um problema de saude publica uma vez
que ela afeta mais do que 1% a 2% da populacao, porém néo chega a atingir 10% da
populacéo mundial (Sicherer e Sampson, 2014). Diversos estudos tem mostrado que a
prevaléncia da alergia alimentar é de aproximadamente 5% a 8% em criancas e jovens
e de 2% a 4% em adultos, considerando-se uma prevaléncia acumulativa de 3% a 6%
(Cianferoni e Spergel, 2009; Sicherer e Sampson, 2010; Sicherer, 2011). Além disso,
estudos apontam que vem ocorrendo aumento mundial das alergias alimentares
(Branum e Lukacs, 2009; Cianferoni e Spergel, 2009; Sicherer e Sampson, 2010).
Segundo o US Centers for Disease Control and Prevention a prevaléncia de alergias
alimentares em criancas com idade entre 0 e 17 anos aumentou de 3,4% em 1997-
1999 para 5,1% em 2009-2011 (Sicherer e Sampson, 2014). Esse aumento impacta
diretamente na qualidade de vida desses pacientes e nos custos para tratamentos
(Sicherer, 2011).

Tendo em vista a magnitude das alergias alimentares, tornou-se necessario o
desenvolvimento de um modelo experimental que possibilitasse aprofundar os estudos

de seus mecanismos, bem com tracar estratégias de tratamento para tal condicao
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patoldgica. Os modelos animais sdo ferramentas poderosas para ajudar a responder
algumas das dificeis questbes que permeiam a epidemia da alergia alimentar. As
pesquisas em humanos ainda sdo muito limitadas por questdes éticas e a chance de
se gerar uma reagdo anafilatica fatal no individuo estudado é preocupante (Bock,
Mufioz-Furlong e Sampson, 2001). Camundongos sdo 0s animais predominantemente
utilizados no estudo de vérias doencas, devido a seu tamanho relativamente pequeno,
sdo animais prolificos de ciclo reprodutivo rapido, faceis de serem acondicionados e
podem também ser manipulados geneticamente (Aldemir, Bars e Herouet-Guicheney,
2009; Meeusen et al.,, 2009). O uso de espécies murinas na pesquisa por muitas
décadas levou ao continuo desenvolvimento de ferramentas moleculares que
permitiram melhor compreensdo dos fendmenos investigados. A caracterizagdo da
biologia, imunologia e genética dos camundongos ja é bem estabelecida. Todo esse
conhecimento fez com que as espécies murinas se tornassem modelos para estudar
alergia alimentar. Vérias linhagens ja foram utilizadas nesses estudos, incluindo
C3H/Hej, BALB/c, C57/BL6 e DBA/2 (Mcclain e Bannon, 2006). Uma das maiores
barreiras envolvendo modelos murinos no estudo da alergia alimentar é a forte
tendéncia do sistema imune dos animais escolhidos desenvolver tolerancia oral aos
antigenos ingeridos (Thang et al., 2011; Bailén et al., 2012). Para evitar esse fato, as
pesquisas tém se concentrado em certas linhagens que mais rapidamente
desenvolvem resposta Th2, a saber: C3H/Hej (Li et al., 1999; Li et al., 2000; Morafo et
al., 2003) e BALB/c (Morafo et al., 2003; Gonipeta et al., 2010; Thang et al., 2011,

Bailon et al., 2012).

Dentro desse contexto, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um modelo
experimental para estudo da alergia a proteina do ovo, a ovalbumina (OVA). Nesse
modelo foram utilizados camundongos BALB/c, adultos jovens de ambos os
sexos,queforam sensibilizados com inje¢cdo subcutanea contendo 10 pg de OVA e 1

mg de adjuvante Al(OH); Apds a sensibilizacdo os animais receberam solucéo oral ou
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racdo contendo OVA (Cara, Conde e Vaz, 1994; Saldanha et al., 2004; Dourado et al.,
2011). Apés passarem pelo desafio oral, os animais apresentaram diversos sinais
caracteristicos da alergia alimentar como: perda de peso corporal acompanhada de
diminuicdo da massa do tecido adiposo; aumento das concentragoes sorologicas de
IgG1 e IgE anti-ovalbumina; edema no jejuno com infiltracdo de eosindfilos, hiperplasia
celular e aumento da producdo de muco; (Saldanha et al., 2004; Dourado et al., 2011).
A partir desses estudos foi possivel afirmar que esse modelo experimental é capaz de
reproduzir alteragBes clinicas e patolégicas da alergia alimentar, sendo uma

ferramenta util para estudos dessa condicao clinica (Saldanha et al., 2004).

1.2. Alergia alimentar e obesidade

Diversos estudos tem mostrado que a obesidade aumenta o risco do desenvolvimento
de asma atopica e de doencas autoimunes (Hancox et al., 2004; Vieira et al., 2005;
Hersoug e Linneberg, 2007; Dixon et al., 2011).

Em um estudo realizado em 2004, o indice de massa corporal (IMC) foi positivamente
associado com asma, chiado, atopia e niveis aumentados de IgE, podendo-se concluir
que IMC elevado estd associado ao desenvolvimento de asma e atopia em mulheres
(Hancox et al., 2004).

Acredita-se que essa relagdo deve-se a diminuicdo da tolerancia imunolégica como
consequéncia de alteragbes do sistema imune induzidas por adipocinas (leptina e
adiponectina) e citocinas (IL-6, fator de necrose tumoral (TNF), secretadas pelo tecido
adiposo. A obesidade leva a alteragbes imunologicas resultando em reducdo da
tolerédncia aos antigenos e induzindo o sistema imune a gerar uma resposta Th2, o
gue aumenta o risco do aparecimento de alergias e outras doengas imuno-mediadas
(Vieira et al., 2005; Hersoug e Linneberg, 2007).

O tecido adiposo produz um grande numero de horménios que atuam localmente ou
em locais distantes, sendo esses capazes de modular respostas imunes, inflamacéao,

funcbes enddcrinas e metabdlicas (Gambero et al., 2007). A inflamacdo crénica do

18



tecido adiposo esté diretamente associada a obesidade e essa inflamacdo envolve a
ativacdo tanto da resposta imune inata como adaptativa. Sinais de MHC classe II-
restritas a macréfagos e células dendriticas contribuem para a ativacdo das células T
em resposta a agdes “obesogénicas” e contribuem para a disfungdo metabdlica.
Macréfagos do tecido adiposo e células dendriticas podem funcionar como células
apresentadoras de antigenos e fornecem importantes informacbes para gerar sinais
pro-inflamatdrias, que incluem a ativacdo de células T-CD4" do tecido adiposo em
direcdo a uma resposta Thl. A obesidade também tem sido relacionada com a
inducdo de células T-CD8" no tecido adiposo e a uma diminuicdo na Tregs que
contribuem para um ambiente pro-inflamatério (Morris et al., 2015).

Segundo Visness et al, a obesidade parece estar contribuindo para o aumento da
prevaléncia de doencas alérgicas em criancas, especialmente as alergias alimentares,
tendo em vista que a inflamagé&o sistémica pode desempenhar um importante papel no
desenvolvimento de doencas alérgicas (Visness et al., 2009).

Em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, a obesidade foi induzida em
camundongos através de uma dieta rica em carboidratos simples e foi mostrado que
camundongos com obesidade de grau leve e alérgicos apresentam caracteristicas
patolégicas semelhantes aos camundongos que consomem dieta padrdo e séo
alérgicos, ndo apresentando exacerbacdo do processo de inflamacgéo alérgica. Foi
também enfatizada a importancia de compreender o efeito de diferentes graus de

obesidade e da composicao da dieta sobre a resposta alérgica (Yamada et al, 2015).

1.3. Dieta Hiperlipidica
A obesidade é um problema global crescente. Estima-se que, mais de 1 bilhdo de
adultos no mundo estdo acima do peso, sendo que desses 500 milhGes serdo obesos
no futuro. A obesidade tem sido vista como um dos desafios mais graves e onerosos

de saude no mundo moderno, custando a economia mundial cerca de 2 trilhdes
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anuais, o que € equivalente a 2,8% do produto interno bruto mundial (Beilharz,
Maniam e Morris, 2015; Kim et al., 2015; Nishiokada et al., 2015).

Nas Ultimas décadas ocorreu uma transicao nutricional global onde a subnutricdo deu
lugar ao consumo excessivo de alimentos. Houve também a substituicdo das dietas
tradicionais por alimentos processados, ricos em carboidratos refinados, gorduras
animais e diversos 6leos, resultando em uma pandemia global de obesidade (Petrov et
al., 2015). O aumento do sobrepeso e da obesidade estédo diretamente ligados a uma
dieta desequilibrada e com alto teor de gordura(Kim et al., 2015; Nishiokada et al.,
2015; Wang et al., 2015). Além do consumo excessivo de alimentos com alto teor
caldrico, de gorduras e pobres em nutrientes, tem-se notado redugdo no gasto de
energia com atividades de vida diaria (Beilharz, Maniam e Morris, 2015; Saravanan e
Pari, 2015). Esse ambiente tem sido denominado ambiente obesogénico (Beilharz,
Maniam e Morris, 2015). Tal modo de vida é capaz de causar alteragées no organismo
(Fujiwara et al., 2015).

A ingestdo de uma dieta hiperlipidica é capaz de afetar a composi¢do dos acidos
graxos presentes no organismo(Fujiwara et al., 2015). O desequilibrio de acidos
graxos pode aumentar mediadores inflamatérios no tecido e no sangue, podendo
aumentar a inflamacdo no tecido adiposo causando alteragbes na regulacdo e
sinalizacdo do receptor de linfocitos, estimular genes relacionados com inflamacéo e
causar a supressado de genes relacionados com o metabolismo de lipideos (Fujiwara et
al., 2015; Kim et al., 2015). Além disso, o consumo de uma dieta hiperlipidica leva a
um acumulo de lipideos hepaticos, podendo gerar inflamagdo levando ao
desenvolvimento de esteato-hepatite ndo alcodlica (Beilharz, Maniam e Morris, 2015;
Fujiwara et al., 2015; Kim et al., 2015; Petrov et al., 2015). O consumo excessivo de
gordura também predispe a outras condigbes patolégicas como: aumento da
adiposidade visceral, resisténcia a insulina, perda Ossea, osteoartrite, dislipidemia,
intolerancia a glicose, sindrome metabdlica, diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares,

acidente vascular cerebral, doenc¢a da vesicula biliar, alguns tipos de cancer, doengas
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respiratorias, distlrbios reprodutivos, depresséo, deficiéncias cognitivas com risco
aumentado para desenvolvimento de deméncia e doencga de Alzheimer (Beilharz,
Maniam e Morris, 2015; Doucette et al., 2015; Kim et al., 2015; Petrov et al., 2015;
Saravanan e Pari, 2015; Wang et al., 2015).

Diante da magnitude das alergias alimentares, do aumento no consumo de dietas
hiperlipidicas e tendo em vista que ambas condi¢cbes impactam diretamente na
qualidade de vida dos individuos e nos custos com saude por serem doencgas cronicas
inflamatérias, o presente trabalho se prop6s a investigar a relacdo entre a alergia

alimentar e o consumo de uma dieta hiperlipidica em modelo murino.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar a interferéncia do consumo de uma dieta hiperlipidica nos sinais inflamatérios e
em outras alteracBes metabdlicas induzidas pela alergia alimentar experimental a

ovalbumina (OVA).

2.2. Objetivos Especificos

o Avaliar se a dieta hiperlipidica interfere nos sinais clinicos observados na
alergia alimentar experimental

e Avaliar se a dieta hiperlipidica causa alteracdes imunolégicas na alergia
alimentar experimental

e Avaliar se a dieta hiperlipidica causa alteragbes metabdlicas na alergia
alimentar experimental

e Avaliar se a dieta hiperlipidica causa alteracbes histologicas na alergia

alimentar experimental
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais
Foram utilizados camundongos BALB/c machos, com oito a nove semanas de idade.
Os animais foram provenientes do CEBIO — Centro de Bioterismo do Instituto de

Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

Os camundongos foram mantidos no Biotério do Departamento de Morfologia, em
gaiolas de plastico, contendo cinco animais/gaiola. Quando chegaram ao biotério, os
animais foram vermifugados (lvermectina 1%, JA Produtos Veterinérios, Patrocinio
Paulista, SP). Os animais receberam agua “ad libitum” até o desafio antigénico. Os
grupos SDC (dieta padrdo, ndo sensibilizado) e SDS (dieta padrdo, sensibilizado)
receberam ragdo para camundongos com composicdo baseada na AIN (American
Institute of Nutrition) - 93G (Reeves, Nielsen e Fahey, 1993) e os grupos HFC (dieta
hiperlipidica, ndo sensibilizado) e HFS (dieta hiperlipidica, sensibilizado) racéo

hiperlipidica indutora de obesidade, “ad libitum” durante todo o experimento.

Todos os procedimentos foram executados de acordo com o0s principios éticos
estipulados pelo Comité de Etica Animal (CETEA) da UFMG e aprovado no protocolo

085/11.

3.2. Preparo e composicao das racdes

Para preparo das racfes, todos os ingredientes foram pesados e misturados. A
mistura de vitaminas foi adicionada por Ultimo e ao abrigo da luz. Apés a adicdo de
todos os ingredientes, a mistura foi peneirada para homogeneizag¢édo. Apés moldada a

racao foi acondicionada em vasilhas plasticas e armazenada em freezer.
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Tabela 1: Composicéo das dietas utilizadas

DIETA AIN-93M — Animais com idade superior a 6 DIETA HIPERLIPIDICA - Indutora de
semanas Obesidade (HF)
Ingredientes Quantidade |Ingredientes Quantidade
BHT 0,008 g BHT 0,014 g
Bitartarato de colina 2,509 Bitartarato de colina 2,509
Cistina (metionina) 1,80 g Cistina (metionina) 3,00 g
Mix de vitaminas 10,00 g Mix de vitaminas AIN-93M 10,00¢g
Mix de minerais 35,00 g Mix de minerais AIN-93M 35,00 g
Celulose 50,00 g Celulose 50,00 g
Oleo de soja 40,00 g Oleo de soja 20,00 g
Sacarose 100,00 g Sacarose 31,009
Caseina 140,00 g Caseina 200,00 g
Amido de milho 465,692 g | Amido de milho 62,00 g
Maltodextrina 155,00 g Groselha Cereser® 310,00 g
Agua destilada (para formar os pellets) 300,00 g Manteiga sem sal 355,00 g

Tabela 2: Composicdo Groselha Cereser®

Groselha Cereser®
Informacéo Nutricional em 20 mL

Carboidrato (Sacarose) 16 gramas

Informacgado Nutricional em 310 mL

Carboidrato (Sacarose) 248 gramas




3.3. Protocolo de inducéo de alergia alimentar a ovalbumina

O modelo de alergia alimentar utilizado neste estudo foi desenvolvido por Saldanha e
colaboradores, em 2004. O protocolo de sensibilizagdo deste modelo esti
esquematizado na Figura 3. Para a inducdo da alergia alimentar, os camundongos
receberam uma injecdo com 10ug de OVA (ovalbumina, Grade V, Sigma Chemical
Co., USA) adsorvida em 1mg de hidréxido de aluminio - Al(OH); (EMS, Hortolandia,
SP) e 0,2mL de salina 0,9% por via subcutanea no dorso (semana 6). Quatorze dias
depois (semana 8), os animais receberam um reforco da sensibilizacdo apenas com
10pg do antigeno diluido em salina 0,9%. Os grupos controle receberam o adjuvante
diluido em salina na semana 6 e apenas salina apds quatorze dias.

Para o desafio antigénico, a partir do sétimo dia apdés o reforco da sensibilizacdo
(semana 9), os camundongos de todos 0s grupos passaram a receber mamadeira
contendo solucdo de clara de ovo desidratada e pasteurizada (Salto’s, Salto, SP)

diluida em &gua filtrada a uma concentracao de 20% como Unica fonte hidrica.

3.4. Protocolo de Inducéo de obesidade
Para induzir o aumento de adiposidade, os animais dos grupos denominados HFC e
HFS receberam uma ragéo rica em lipideos, denominada dieta HF (Tabela 2), durante

as nove semanas do experimento.

A tabela a seguir apresenta a comparagdo entre uma dieta comercial e uma indutora

de obesidade.

Tabela 3: Distribuigdo calorica (% do valor caldrico total) e densidade caldrica da
dieta AIN-93M e dieta hiperlipidica (HF)

Dieta AIN-93M Dieta Hiperlipidica
Carboidratos 76% 24%
Proteina 14% 14%
Gordura total 10% 62%
Calorias/g de dieta 3,8 5,4
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3.5. Delineamento experimental
Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais:
e SDC - animais que receberam dieta AIN-93M e que n&o foram sensibilizados
(negativos para alergia).
e SDS - animais que receberam dieta AIN-93M e que foram sensibilizados com
OVA (positivos para alergia).
¢ HFC - animais que receberam dieta HF e que n&o foram sensibilizados
(negativos para alergia).
¢ HFS — animais que receberam dieta HF e que foram sensibilizados com OVA
(positivos para alergia).
Cada grupo foi composto por cinco animais e todos eles foram submetidos ao desafio

oral com solucéo de OVA a 20%.

Tabela 4: Grupos Experimentais

Grupos Dieta Procedimento experimental

Standard Diet Control (SDC) AIN-93M Na&o sensibilizados

Desafio oral com solucdo de OVA a 20%
Standard Diet Sensitized (SDS) AIN-93M Sensibilizacdo com OVA

Desafio oral com solucdo de OVA a 20%
High-Fat Diet Control (HFC) HF Nao sensibilizados

Desafio oral com solucéo de OVA a 20%
High-Fat Diet Sensitized (HFS) HF Sensibilizados com OVA

Desafio oral com solucdo de OVA a 20%
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HF Diet or Standard diet

Obesity induction
Allergy induction

| |
| |
6 8

0 i 10 (Weeks)
Start diets .
Euthanasia

First sensitized Booster Oral

OVA + Al(OH)3 + sensitized challenge

Saline OVA + Saline
Or Or
Saline + Al(OH)3 Saline

Figura 3 — Esquema dos procedimentos. Escala temporal semanal, onde semana 0:
inicio das dietas em todos os grupos, semana 6: 12 sensibilizagcdo ou imunizagcéo
primaria, semana 8: sensibilizacdo secundaria ou refor¢co, semana 9: inicio do desafio
oral e semana 10: eutanasia.

3.6. Eutanasia

Na décima semana de experimento, apés sete dias de desafio oral, os camundongos
foram submetidos a um periodo de jejum de aproximadamente 4 horas, onde o
consumo de racdo foi cessado e a mamadeira contendo solugcdo de OVA foi
substituida por dgua. Em seguida, os animais foram anestesiados com xilazina (10
mg/kg; Dopaser®, Hertape Calier Satde Animal, Juatuba, MG) e ketamina (100 mg/kg;
Vetanarcol®, Laboratérios Konig do Brasil, Santaa de Parnaiba, SP) por via
intraperitoneal (i.p.), 0 sangue foi coletado através dos vasos axilares e posteriormente
foi realizado o sacrificio do animal por deslocamento cervical.

Na necropsia, o0 soro e os 6rgdos foram retirados. Esses foram congelados a -20° C
(soro; intestino delgado; figado; tecido adiposo mesentérico, epididimal, retroperionial
e inguinal) ou fixados em formol (jejuno proximal, figado, tecido adiposo mesentérico e

epididimal).
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3.7. Obtencéo do sangue e do soro
Para a separacdo do soro, apO0s coagulacdo, o sangue foi centrifugado a 3000
rotacdes por minuto (rpm) por 10 minutos. O soro foi entdo retirado, colocado em

tubos individuais e congelado (-20°C) para andlises posteriores.

3.8. Avaliacao da Alergia Alimentar a ovalbumina.

3.8.1 Dosagem de IgE anti-ovalbumina (soro)

A dosagem de anticorpos IgE foi realizada através do teste de ELISA (Ensaio de
Absor¢cdo Imunoenzimético). Microplacas de poliestireno (Nunc, Roskilde, Denmark)
foram incubadas a -4°C overnight, contendo anticorpo de rato anti-IgE de camundongo
diluido 1:250 (Rat anti-mouse IgE, Southern Biotechnology, Birmingham, Al) em
tampao carbonato pH 9.6, 50uL/poco. Posteriormente, as placas foram lavadas 3
vezes com salina-Tween 20 e incubadas por 1 hora contendo 200ul/poco de solugao
caseina a 0,25% em tampao salina fosfato (PBS), para bloqueio a temperatura
ambiente (TA). ApGs este periodo a placa foi lavada 3 vezes salina-Tween 20 e foram
adicionados 50pl /pogo do soro total das amostras dos animais a serem testados, as
placas foram incubadas por 2 horas a TA e lavadas com solucao salina-Tween 20 por
5 vezes. As placas foram incubadas por 1 hora a TA com 1ul de OVA-Biotinilada em
50ul de PBS-Caseina, por po¢o. Apds nova lavagem com salina-Tween 20, as placas
foram incubadas com 50pl/pogco com Streptavidina-Peroxidase (Southern
Biotechnology, Birmingham, AL) na concentragdo de 1:5000 por 45 minutos a TA. As
placas foram lavadas 4 vezes com salina-Tween 20 e em seguida foi realizada a etapa
de revelacdo, foram adicionados 100ul/po¢co de uma solugao de tampao citrato
contendo peroxido de hidrogénio(H,0,) e ortofenileno-diamino (OPD), as placas foram
incubadas em uma camara escura por 15 minutos a TA até que a reacao ocorresse .
Decorridos os 15 minutos, as reagdes foram interrompidas pela adicao de 20ul/poco
de acido sulfarico (H,SO,) a 2 normais de concentracdo(2N). Em todas as placas foi

corrido um controle positivo padrdo (pool de soros de animais imunes), um controle

28



negativo (pool de soros de animais normais), além de um controle da prépria placa
(branco). A OD foi obtida em Leitor de ELISA ( Expert Plus, Asys Hitech GMBH,
Eugenorf, Austria) e lidas com filtro de 492 nm. Os resultados foram expressos como
unidades arbitrarias (U.A.) sendo o padrao positivo considerado como 1000 unidades

e as demais amostras comparadas a este valor.

3.9. Avaliagédo dos parametros clinicos

3.9.1 Avaliacao do consumo de ragéo

Para avaliar a ingestdo alimentar de cada grupo de animais, a racao foi pesada antes
e depois de ser colocada nas gaiolas, duas vezes por semana durante todo o periodo
de duracéo do experimento. O resultado foi expresso em gramas através do consumo
semanal estimado por grupo. Uma possivel perda da racdo no fundo da gaiola néo foi

computada.

3.9.2 Avaliagéo do consumo da solucéo de ovalbumina (OVA)

Para avaliar a ingestdo da solugdo de OVA de cada grupo de animais, o volume da
solucdo foi medido antes e depois da oferta, diariamente, durante os sete dias de
desafio oral. O resultado foi expresso em mililitros através do consumo diario estimado

por grupo.

3.9.3 Avaliacéo do peso corpoéreo
O peso corporeo foi avaliado duas vezes por semana (com intervalo de 3-4 dias),
desde o inicio do experimento (dia 0) até o inicio do desafio oral (9% semana). ApGs o

inicio do desafio oral os animais foram pesados diariamente até o dia do sacrificio.

3.10. Avaliagéo do Tecido Adiposo

3.10.1 Avaliacéo do peso do tecido adiposo
Durante a necropsia, foram retirados e pesados os tecidos adiposos mesentérico,

epididimal, retroperionial e inguinal para serem correlacionados ao peso corpéreo do
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animal. Apés essa analise biométrica, parte de cada um dos tecidos foram fixados em
formol para andlise histolégica e o restante dos tecidos congelados a -20°C para

futuras analises.

3.10.2 indice de Adiposidade
O indice de adiposidade € a relacdo entre a adiposidade e o peso corporal. Ele foi

medido para cada um dos animais através da seguinte formula:

I.A. % =| Somatorio do peso dos Tecidos Adiposos| X 100

Peso corporal do dia do sacrificio

O resultado foi expresso em porcentagem por grupo.

3.10.3 Avaliacéo histologica do tecido adiposo

O tecido adiposo mesentérico e epididimal foram fixados em formalina 10% durante
vinte e quatro horas. Apoés a fixagao, o tecido foi desidratado em alcool etilico absoluto,
clarificado em xilol e embebido em parafina. Foram realizados cortes de 5 um que
foram corados pela técnica de Hematoxilina- Eosina (HE). Para a medida da area dos
adipécitos, laminas histol6gicas do tecido adiposo mesentérico e epididimal coradas
por H.E., foram analisadas utilizando-se um microscépio (Olympus Optical Co., Japan,
B201), em um aumento de 10X, equipado com uma camera digital (Moticam 2500,
China). A medida da area de 50 adipdcitos por grupo foi realizada através do software

Image J. O resultado foi expresso pela area do adipdcito em pm?.

3.10.4 Microscopia intravital no tecido adiposo

Para a realizagdo da microscopia intravital, os camundongos foram anestesiados com
xilazina (10 mg/kg; Dopaser®, Hertape Calier Saude Animal, Juatuba, MG) e ketamina
(100 mg/kg; Vetanarcol®, Laboratérios Konig do Brasil, Santana de Parnaiba, SP) por
via intraperitoneal (i.p). Durante a microscopia intravital, os animais receberam inje¢cédo
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intravenosa de rodamina 6G (Sigma Chemical Co., USA) (0,15mg/Kg) para marcacao
das células, uma vez que o tecido adiposo nao é translicido. O tecido adiposo
mesentérico foi exposto para a analise das interacdes entre leucdcitos e endotélio na
microcirculagéo.

A microcirculacéo foi visualizada por meio de um microscépio de fluorescéncia (Nikon
Eclipse, Japan) conectado a uma camera (Nikon, Japan) que transmite a imagem a
um monitor de televisdo. Foram feitos videos de um minuto cada, e esses gravados
para andlises posteriores.

Para as andlises, foram escolhidas vénulas de calibre entre 10 e 40 um. Os leucdcitos
em rolamento foram avaliados contando-se 0 niumero de células que passavam por
um determinado ponto da vénula por minuto. O leucdcito foi considerado aderido se
permaneceu estacionario por pelo menos trinta segundos, sendo a adeséao leucocitaria
total quantificada como o numero de células aderidas em 100um de extensdo da

vénula.
3.11. Dosagens Séricas

3.11.1 Dosagem de leptina, adiponectina e resistina
A leptina, adiponectina e resistina plasmaticas foram determinadas através de kits da
R&D Systems. As instrugbes do fabricante para a realizagdo dos ensaios foram

seguidas. As dosagens foram feitas através do teste de ELISA.

3.11.2 Dosagem de colesterol total

As dosagens foram feitas através do teste de ELISA com o kit KATAL®.

O soro foi homogeneizado e colocado em banho-maria a 37°C durante 10 minutos. Em
seguida, foram determinadas as absorbancias do teste e do padrdo em 500 nm
acertando o zero com o branco.

Para obtencéo do resultado foi realizado o seguinte célculo:

Colesterol (mg/dL) = (Absorbancia do Teste + Absorbancia do Padrdo) x 200
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3.11.3 Dosagem de triglicérides

As dosagens foram feitas através do teste de ELISA com o kit KATAL®.

O soro foi homogeneizado e colocado em banho-maria a 37°C durante 10 minutos. Em
seguida, foram determinadas as absorbancias do teste e do padrdo em 500 nm
acertando o zero com o branco.

Para obtencao do resultado foi realizado o seguinte célculo:

Triglicérides (mg/dL) =(Abs. do Teste + Abs. do Padréo) x 200

3.11.4 Dosagem de glicose

As dosagens foram feitas através do teste de ELISA com o kit KATAL®.

O soro foi homogeneizado e colocado em banho-maria a 37°C durante 15 minutos. Em
seguida, foram determinadas as absorbancias do teste e do padrdo em 505 nm
acertando o zero com o branco.

Para obtencéo do resultado foi realizado o seguinte célculo:

Glicose (mg/dL) = (Abs. do Teste + Abs. do Padrao) x 100.
3.12. Avaliacéo do Intestino

3.12.1 Coleta do lavado intestinal

O conteudo do intestino delgado foi coletado logo ap6s a retirada do mesmo para a
dosagem de IgA secretdria (slgA). Uma perfuséo de 10ml de salina tamponada (PBS)
1x gelada utilizando seringa e agulha por uma das extremidades do intestino foi
realizada e o lavado intestinal era coletado em tubos Falcon de 15ml pela outra
extremidade. Apés a coleta, o conteudo foi centrifugado a 4°C, na velocidade de 1200
RPM por 20 minutos. O sobrenadante era coletado e utilizado no mesmo dia para a

dosagem de sigA.

3.12.2 ELISA para sigA do Muco do Intestino Delgado
Os titulos de anticorpos no muco foram medidos por ELISA. As placas (Nunc-

Immuno Plates MaxiSorp) foram incubadas com solugdo (100pl/pogo) contendo
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anticorpo de cabra anti-imunoglobulinas totais de camundongos 1mg/mL
(Southern Biotechnology) e diluidos (1:2000) em tampao carbonato pH=9,6 por, no
minimo, 18 horas a 4°C. O bloqueio foi feito com uma solucado de PBS-0,25%
caseina por uma hora a temperatura ambiente (200 ul/pogo). Posteriormente, as

placas foram lavadas com solucéo salina-0,05%Tween por duas vezes.

O sobrenadante do muco foi diluido 1:80. Em seguida, foram feitas diluicbes seriadas
(1:2) sobrenadante das fezes em PBS-0,25% caseina, e as placas foram incubadas
durante uma hora a temperatura ambiente. Na seqiiéncia, as placas foram novamente
lavadas, cinco vezes. Anticorpos IgA de camundongo conjugados com biotina
0,5mg/mL (Southern Biotechnology) e diluidos (1:10000) em PBS-0,25% caseina
foram adicionados aos pogos (100 pL/pogo). As placas foram novamente incubadas
por uma hora a 37°C. Em seguida foram lavadas e adicionou-se uma solu¢do de
estreptavidina ligada a peroxidase (Sigma) em um diluicdo 1:10000 (100pul/po¢o) em
PBS-0,25% caseina durante uma hora a temperatura ambiente. Finalmente, a
revelacdo do complexo anticorpo-anticorpo-conjugado foi feita através da incubacgéo
com 4mg de o-orthophenylenediamine dihydreochloride (OPD) (Sigma), 2uL de
H,O , diluidos em 10 mL de tampao citrato 100ul/poco, A reacéo foi paralizada

pela adicao de 20uL/poco de acido sulfarico (H,SO,) 2N.

A leitura foi realizada em leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate

Reader), em comprimento de onda de 492 nm.

Essa reacgdo de ELISA acima descrita teve como controle positivo (padréo), anticorpo
purificados IgA  (10pg/mL) de camundongo (Southern Biotechnology) em uma diluigcéo
1:10 em PBS-0,25% caseina. PBS-0,25% caseina foi utilizado como controle

negativo.
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3.12.3 Preparo do intestino delgado para analise histologica

O intestino foi lavado com salina fisiolégica para retirada das fezes e entdo dividido em
quatro partes, sendo da parte proximal para a distal, seu tamanho dividido em 20%,
30%, 30% e 20%. Essas porgdes foram designadas: duodeno, jejuno proximal, jejuno
distal e ileo, respectivamente. A porcéo utilizada para preparo das laminas foi o jejuno
proximal, do qual foram retirados aproximadamente 2 cm que foram abertos
longitudinalmente e colocados sobre papel filtro, com Iimen voltado para fora. Esse
papel contendo o tecido foi entdo colocado dentro de um cassete que teve seu fundo
coberto por uma fina camada de esponja. Em seguida, os cassetes com o tecido foram
colocados em formol tamponado. As laminas foram preparadas a partir desse material

e coradas com HE para futuras analises.

3.12.4 Morfometria dos vilos e criptas intestinais

Imagens das laminas histolégicas dos vilos intestinais coradas com HE foram
capturadas a partir do microscopio Olympus Optical Co., Japan, B201, em aumento de
4x. Os vilos e as criptas foram medidos através do software Image J. O resultado foi
apresentado pela relacdo entre os tamanhos de vilo e cripta, sendo a média de cinco

animais.

3.12.5 Avaliacéo de enterocitos gordurosos

Para avalicdo da quantidade de enterdcitos gordurosos presentes no intestino
delgado, as laminas histologicas do jejuno proximal coradas por HE, foram analisadas
utilizando-se um microscopio (Olympus Optical Co., Japan, B201), e fotografadas em
um aumento de 20X, equipado com uma camera digital (Moticam 2500, China). Foi
feita a medida da area dos enterécitos gordurosos em uma das vilosidades
encontradas na imagem. A escolha da vilosidade foi feita a partir da sua
representatividade de todo o campo. Foi feita a analise de uma lamina por animal.
Essa medida foi realizada através do software Image J. O resultado foi expresso em

area de enterdcidos gordurosos (um?).
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3.13. Avaliacéo histologica do figado

O figado foi fixado em formalina 10% durante vinte e quatro horas. Apos a fixacdo, o
tecido foi desidratado em alcool etilico absoluto, clarificado em xilol e embebido em
parafina. Foram realizados cortes de 5 um que foram corados pela técnica de HE. As
analises histolégicas do figado corado foram realizadas utilizando-se um microscépio
(Olympus Optical Co., Japan, B201), em um aumento de 10X, equipado com uma

camera digital (Moticam 2500, China).

3.14. Contagem total e diferencial de leucécitos

Para contagem total de leucécitos, uma amostra de sangue foi diluida na proporgéo
1:10 em solucdo de Tirk. O sangue foi obtido da cauda dos animais apds um pequeno
corte na ponta da mesma. A contagem total foi realizada em microscopio 6tico
(Olympus), usando camara de Neubauer. A contagem diferencial foi realizada apos
aplicacdo da técnica de coloracdo com kit panoptico das laminas com esfregaco

sanguineo.

3.15. Anédlise estatistica

Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism 5.0 e apresentados como
média +/- desvio-padrdo da média. Para a andlise estatistica, os dados foram
submetidos a andlise de variancia ANOVA seguida do teste Tukey ou ao test t. O nivel

de significancia foi considerado quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Sensibilizacdo em conjunto com dieta HF aumenta o consumo alimentar
Para avaliar o consumo alimentar dos animais as racfes foram pesadas duas vezes

por semana durante todo o periodo de experimento.

Os animais dos grupos com dieta HF (HFC e HFS) apresentaram maior consumo
alimentar em algumas semanas do experimento quando comparado aos grupos com
dieta padrdo (SDC e SDS). Comparando os animais sensibilizados com o0s seus
respectivos controles, foi possivel observar que o consumo alimentar foi semelhante.
Além disso, notou-se que a sensibilizagdo e o desfio oral n&o interferiram no consumo

alimentar independente da dieta ofertada (Figura 4).
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Figura 4. Consumo alimentar. Grupos HFC e HFS apresentaram maior consumo
alimentar durante alguns periodos do experimento. A sensibilizacdo e o desafio oral
nao interferiram no consumo alimentar. O resultado foi expresso em gramas através
do consumo semanal estimado por grupo. n = 5 animais/grupo. 7 dias de desafio
antigénico.
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4.2 Sensibilizagdo juntamente com consumo de dieta HF altera o peso corporal
Para avaliar a variacdo de peso corporal os animais foram pesados duas vezes por

semana até o inicio do desafio oral.

Os animais dos grupos HFC e HFS apresentaram maior ganho de peso corporal do
que os animais dos grupos SDC e SDS respectivamente, até a oitava semana de
experimento onde foi iniciado o desafio oral. Nota-se também que a sensibilizacdo néo

interferiu no ganho de peso de nenhum dos grupos (Figura 5).
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Figura 5: Evolugcédo do peso corporal. Grupos HFC e HFS apresentaram maior
ganho de peso corporal até a oitava semana de experimento. A sensibilizagdo néo
interferiu no ganho de peso. O resultado foi expresso em gramas através do peso
aferido de cada animal. *P<0,05 em relacdo ao seu controle da dieta. n = 5
animais/grupo. 7 dias de desafio antigénico.

4.3 Animais sensibilizados consomem menor quantidade da solucédo de

ovalbumina

Para avaliar o consumo da solugdo de ovalbumina, a quantidade das mamadeiras foi

medida diariamente durante todo o desafio oral.

Os animais sensibilizados (SDS e HFS) apresentaram menor consumo da solugéo

durante todo o periodo em relagdo aos animais ndo sensibilizados (SDC e HFC). Os

37



grupos SDC e HFC tiveram consumo semelhante. Os grupos SDS e HFS quando
comparados, apresentaram ingestdo da solucdo de OVA semelhante durante todo o
periodo, o que indica que a dieta ndo interferiu na quantidade de OVA consumida

(Figura 6).
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Figura 6: Consumo da solucdo de Ovalbumina. Grupos SDS e HFS apresentaram
menor consumo da solucdo de OVA durante todo o desafio oral. O consumo dos
grupos SDC e HFC foi semelhante, assim como nos grupos SDA e HFA. O resultado
foi expresso em mililitros através do consumo diario estimado por grupo. n = 5
animais/grupo. 7 dias de desafio antigénico.

4.4 Animais alérgicos com dieta HF tem maior reducdo de peso durante o
desafio oral

Durante o desafio oral o peso dos animais foi aferido diariamente.

Os grupos SDC e HFC néo apresentaram varia¢des significativas de peso durante o
desafio oral, sendo assim o grupo HFC manteve um peso mais elevado quando
comparado ao SDC. Ja os grupos SDS e HFS tiveram reducéo significativa de peso
significativa durante esse periodo quando comparados com seus controles. Além
disso, o peso final do grupo HFS foi diferente do grupo SDS indicando uma perda de

peso corporal mais intensa (Figura 7).
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Figura 7: Evolucdo do peso corporal durante o desafio oral. Grupos SDC e HFC
ndo tiveram alteragdes significativas de peso corporal durante todo o desafio oral. Os
grupos SDS e HFS apresentaram reducéo de peso durante este periodo. O grupo HFS
exibiu uma reducéo de peso mais intensa que o grupo SDS. O resultado foi expresso
em gramas através do peso aferido de cada animal. *P<0,05 em relagdo ao seu
controle da dieta. *P<0,05 em relacdo ao seu controle ndo sensibilizado. n = 5
animais/grupo. 7 dias de desafio antigénico.

4.5 Dieta hiperlipidica associa da a alergia alimentar reduz o indice de
adiposidade
Para calcular o indice de adiposidade foram utilizados os pesos dos tecidos adiposos

mesentérico, epididimal, retroperionial e inguinal, aferidos no dia da eutanasia.

Os animais do grupo HFC apresentaram o maior indice de adiposidade quando
comparado aos grupos HFS e SDC. Os demais grupos tiveram indices de adiposidade
semelhantes (Figura 8). Esse resultado indica que a dieta HF quando ndo associada a
nenhum fator patolégico é capaz de aumentar o indice de adiposidade de

camundongos e que quando associada a alergia alimentar esse indice é reduzido.
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Figura 8: indice de adiposidade. O grupo HFC apresentou o maior indice de
adiposidade. Os demais grupos tiveram indices semelhantes. O resultado foi expresso
em porcentagem por grupo. *P<0,05 em relacdo ao grupo controle SD. *P<0,05 em
relacdo ao grupo sensibilizado HF. n = 5 animais/grupo. 7 dias de desafio antigénico.

4.6 Dieta hiperlipidica associa da a alergia alimentar reduz a area de adipécitos
Para calcular a area de adipécitos 1aminas histologicas do tecido adiposo epididimal
coradas por H.E. foram analisadas através do software Image J, foi realizada a medida
da area de 50 adipdcitos por grupo.

O grupo HFC apresentou a maior area de adipdcitos em relagdo ao grupo SDC. Os
grupos SDS e HFS exibiram valores semelhantes. O grupo SDS teve menor area de
adipdcitos quando comparado aos grupos SDC, assim como o grupo HFS em relacdo
ao grupo HFC (Figura 9). Esse resultado corrobora com o resultado de indice de

adiposidade.
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Figura 9: Area de adip6citos. O grupo HFC apresentou a maior area de adipocitos
em relacéo ao grupo SDC. Os grupos SDA e HFA tiveram areas semelhantes. O grupo
SDS exibiu menor area quando comparado com SDC, assim como o HFS em relacdo
ao HFC. O resultado foi expresso pela area do adipécito em pm?. *P<0,05 em relacéo
ao grupo controle SD. *P<0,05 em relagéo ao seu controle ndo sensibilizado. n = 5
animais/grupo. 7 dias de desafio antigénico.

Abaixo sdo apresentadas fotografias das laminas histolégicas do tecido adiposo
epididimal utilizadas para calculo da area de adipdcitos (Figura 10). As imagens sao

representativas de cada grupo.
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SDC SDS

HFC HFS
Figura 10: Laminas histolégicas de tecido adiposo epididimal. Imagens
representativas do tecido adiposo epididimal dos grupos SDC, SDS, HFC e HFS.

4.7 A sensibilizagcdo e a dieta interferem na ades&o e no rolamento de leucocitos
no tecido adiposo

Para analise da adesdo e rolamento de leucécitos no tecido adiposo foi realizada
microscopia intravital do tecido adiposo epididimal. Foram feitos videos de um minuto
cada, onde essa atividade foi analisada. O leucotcito foi considerado aderido se
permaneceu estacionario por pelo menos trinta segundos.

O grupo SDS apresentou maior adeséao e rolamento de leucdcitos quando comparado
ao seu controle ndo sensibilizado (SDC). O grupo HFS mostrou um aumento de

leucdcitos aderidos em relagdo ao HFC, porém essa diferenca nédo foi estatisticamente
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significativa. O grupo HFC apresentou maior rolamento de leucécitos quando

comparado ao SDC (Figura 11).
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Figura 11: Adesdo e rolamento de leucdcitos no tecido adiposo epididimal. O
grupo SDS apresentou maior adesao (B) e rolamento (A) de leucécitos em relagdo ao
SDC. O grupo HFC apresentou maior rolamento de leucocitos (A) quando comparado
ao SDC. O grupo HFS apresentou maior adesdo que HFC, porém sem diferenca
estatistica. O resultado foi expresso em nimero absoluto de leucdcitos. *P<0,05 em
relacdo ao seu controle da dieta. "P<0,05 em relacdo ao seu controle ndo
sensibilizado. n = 5 animais/grupo nos grupos SDC, SDS e HFC. n = 3 animais/grupo
no grupo HFS. 7 dias de desafio antigénico.

4.8 Dosagens Séricas

4.8.1 Sensibilizacdo néo altera os niveis de glicose e colesterol sérico
A glicose e colesterol foram dosados no soro de cada um dos animais apés jejum de

guatro horas.

Os animais do grupo HFC apresentaram maiores niveis de glicose sérica quando
comparados ao grupo SDC. Os grupos SDC e SDS exibiram valores semelhantes,

assim como HFC comparado ao HFS (Figura 12).

Quanto ao colesterol, os grupos HFC e HFS apresentaram maiores niveis séricos de
colesterol do que seus respectivos controles. Quando comparados HFC e HFS

exibiram valores semelhantes, assim como SDC e SDA (Figura 13).
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Figura 12: Concentracdo sérica de glicose. O grupo HFC apresentou maiores
valores de glicose sérica quando comparado ao grupo SDC. Os grupos SDC e SDA
exibiram niveis semelhantes de glicose, assim como HFC e HFS. O resultado foi
expresso em miligramas/mililitro. *P<0,05 em relacdo ao seu controle da dieta. n = 5
animais/grupo. 7 dias de desafio antigénico.
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Figura 13: Concentracao sérica de colesterol. Os grupos HFC e HFS apresentaram
maiores valores de colesterol sérico quando comparados aos grupos SDC e SDS.
Quando comparados, os grupos SDC e SDS exibiram niveis semelhantes de
colesterol, assim como os grupos HFC e HFS. O resultado foi expresso em
miligramas/mililitro. *P<0,05 em relagéo ao seu controle da dieta. n = 5 animais/grupo.
7 dias de desafio antigénico.
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4.8.2 Animais sensibilizados recebendo dieta HF apresentam menores niveis de
triglicérides sérico
Os triglicérides foram dosados no soro de cada um dos animais apdés jejum de quatro

horas.

Os animais sensibilizados que receberam dieta HF (HFS) apresentaram menores
valores de triglicerideos séricos quando comparados com o grupo SDS. Os demais
grupos exibiram valores semelhantes (Figura 14).

Triglicérides Sérico
200~
150-

1004

o
<

Triglicerides (mg/dL)

T T
Controle Sensibilizado Controle Sensibilizado

SD HF

Figura 14: Concentracédo sérica de triglicérides. O grupo HFS apresentou menores
niveis de triglicérides sérico quando comparado com o grupo SDS. Os demais grupos
tiveram valores semelhantes de triglicérides. O resultado foi expresso em
miligramas/mililitro. *P<0,05 em relagéo ao seu controle da dieta. n = 5 animais/grupo.
7 dias de desafio antigénico.

4.8.3 Animais ndo sensibilizados com dieta HF apresentam maiores niveis de
leptina e adiponectina
Os niveis de resistina, leptina e adiponectina foram dosados no soro de cada um dos

animais.

Os animais do grupo HFC apresentaram maiores niveis de leptina quando
comparados com o grupo SDC. Ja os animais do grupo HFS apresentaram menores
niveis de leptina em relacdo ao HFC. Os grupos SDC e SDS néo tiveram diferencas
(Figura 15). Quanto a adiponectina, os maiores valores foram observados no grupo

45



HFC quando comparado ao grupo SDC. Os demais grupos exibiram valores
semelhantes (Figura 16). Os grupos ndo apresentaram diferenca significativa nos

niveis de resistina sérica (Figura 17).
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Figura 15: Concentracdo de leptina sérica. O grupo HFC apresentou a maior
concentracéo de leptina sérica em relacdo ao SDC. O grupo HFS teve menor nivel
sérico de leptina quando comparado ao grupo HFC. O resultado foi expresso em
nanograma/mililitro. *P<0,05 em relag&o ao seu controle da dieta. “P<0,05 em relacéo
ao seu controle ndo sensibilizado. n =5 animais/grupo. 7 dias de desafio antigénico.
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Figura 16: Concentracdo de adiponectina sérica. O grupo HFC apresentou a maior
concentracdo de adiponectina sérica em relacdo ao grupo SDC. Os demais grupos
exibiram valores semelhantes. O resultado foi expresso em nanograma/mililitro.
*P<0,05 em relagcdo ao seu controle da dieta. n = 5 animais/grupo. 7 dias de desafio
antigénico.
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Figura 17: Concentracdo de resistina sérica. Nao foi observada diferenca
significativa das concentracdes de resistina sérica entre os grupos. O resultado foi
expresso em nanograma/mililitro. n = 5 animais/grupo. 7 dias de desafio antigénico.

4.9 A dieta e a sensibilizacdo ndo interferem no numero total e diferencial de
células sanguineas

Para realizacéo da contagem total e diferencial de células sanguineas foi retirada uma
pequena quantidade de sangue da cauda de cada um dos animais.

N&o foi observada diferenca na contagem total e diferencial de células sanguineas

independentemente da sensibilizacdo ou da dieta ofertada (Figura 18).

47



Contagem Total

N
o
S

1004 —L

a
o
1

NUmero Absoluto de células

o

T T
Controle Sensibilizado Controle Sensibilizado

SD HF

(o9)
O

Mononucleares
Polimorfonucleares

o)
o
]

- -

401

304 T T

D
o
1

B
o
1

204

n
o
1

104

Numero Absoluto de células

o

T T
Controle Sensibilizado  Controle Sensibilizado

Numero Absoluto de células

T T
Controle Sensibilizado  Controle Sensibilizado

SD HF

SD HF

Figura 18: Contagem total e diferencial de células sanguineas. Nao foi observada
diferenca na contagem total de células (A). Também n&o houve diferenga no ndmero
de células mononucleares (B) e polimorfonucleares (C). O resultado foi expresso em
namero absoluto de células. n = 5 animais/grupo. 7 dias de desafio antigénico.

4.10. Avaliacéo do intestino

4.10.1. A alergia interfere na morfologia intestinal

Através da andlise de laminas histol6gicas nota-se uma reducdo do tamanho da
mucosa dos animais do grupo SDS (Figura 19), sendo possivel também, perceber que
0s animais alérgicos com dieta padrdo apresentam uma modificacdo na morfologia
intestinal, podendo ser observado mudanca no formato das vilosidades e presenca de

edema nas mesmas (Figura20).
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Figura 19: Tamanho da mucosa. Os animais do grupo SDS apresentaram menor
tamanho de mucosa quando comparados com SDC e HFS. O resultado foi expresso
em umz. *P<0,05 em relacdo ao seu controle da dieta. #P<0,05 em relacdo ao seu
controle ndo sensibilizado. n = 5 animais/grupo. 7 dias de desafio antigénico.

SDC SDS

Figura 20: Laminas histologicas do intestino delgado. No grupo SDS € possivel
observar alteracdo no formato das vilosidades e edema nas mesmas.
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4.10.2. A dieta e a alergia nao interferem na relacéo vilosidade/cripta
Para calcular a relacdo vilosidade/cripta foram usadas |aminas histolégicas coradas

em H.E. A andlise foi feita com auxilio do software Image J.

A relacéo vilosidade/cripta ndo apresentou diferenca entre os grupos (Figura 21). Esse
resultado indica que ndo houve diferenca na relacdo vilosidade/cripta independente da

dieta utilizada e da presenga ou ndo de patologia.
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Figura 21: Relagdo Vilosidade/Cripta. N&o houve diferenca na relacdo
vilosidade/cripta entre os grupos analisados. O resultado foi expresso pm?
apresentando a relacdo vilosidade/cripta. n = 5 animais/grupo. 7 dias de desafio
antigénico.

4.10.3. Sensibilizacdo né&o interfere nos niveis de IgA secretéria
Para dosagem de IgA secretoria foi utilizado o lavado intestinal, obtido no dia da

eutanasia.

O grupo HFC apresentou os menores valores de IgA quando comparado ao grupo

SDC. Os demais grupos exibiram valores semelhantes (Figura 22).
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Figura 22: IgA secretéria do lavado intestinal. O grupo HFC apresentou os menores
valores de IgA em relacdo ao grupo SDC. O resultado foi expresso em
microgramas/mililitro. *P<0,05 em relagdo ao seu controle da dieta. n = 5
animais/grupo. 7 dias de desafio antigénico.

4.10.4 Dieta HF leva ao acumulo de gordura nos enterécitos
A quantificacdo da area de enterdcitos gordurosos foi feita a partir de laminas

histologicas coradas em H.E. com o auxilio do software Image J.

Através dessa analise foi possivel perceber que apenas animais que receberam dieta
HF possuem enterécitos gordurosos. Sendo que o0s animais do grupo HFS
apresentaram a maior area de enterdcitos gordurosos quando comparado aos grupos

HFC e SDS (Figura 23).

A presenca desses enterdcitos esta representada abaixo na fotografia representativa

da lamina histoldgica (Figura 24).
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Figura 23: Area de enterdcitos gordurosos. O grupo HFS apresentou maior area de
enterdcitos gordurosos quando comparado grupos HFC e SDS. O resultado foi
expresso em area de enterdcitos gordurosos em pm?. *P<0,05 em relagdo ao seu
controle da dieta. *P<0,05 em relacdo ao seu controle ndo sensibilizado. n = 5
animais/grupo. 7 dias de desafio antigénico.

Figura 24: Laminas histoloégicas do intestino delgado. Imagens representativas do
intestino delgado dos grupos SDC, SDS, HFC e HFS. As setas indicam os enterocitos
gordurosos encontrados no grupo HFS.
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4.11. Dieta HF e alergia causam alteracdes no figado
As alteragbes no figado puderam ser percebidas através da andlise das laminas

histolégicas coradas em H.E.

O grupo SDC apresenta o figado sem alteracbes. Ja no figado dos animais do grupo
SDS é possivel notar a ocorréncia de degeneracgdo hidropica. O grupo HFC
apresentou presenca de gordura no figado e no grupo HFS observam-se ambas

alteracdes (degeneracgéao hidropica e acumulo de gordura) (Figura 25).

HFC
Figura 25: Laminas histolégicas de figado. Figado saudavel (A), degeneracao
hidrépica (B), acimulo de gordura (C), degeneracéo hidropica e acumulo de gordura

(D).
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4.12. Animais com dieta HF expressam menores niveis de IgE anti-ovalbumina
sérica

Os animais que foram sensibilizados com OVA ap6s serem submetidos ao desafio oral
apresentaram um aumento nos niveis séricos de IgE, o que indica que eles se
tornaram-se alérgicos. Ja aqueles que durante a sensibilizacdo receberam salina,
mesmo apos o desafio oral, ndo tiveram seus niveis de IgE anti-ovalbumina elevados

(Figura 26).

Os animais do grupo SDS apresentaram os maiores niveis de IgE em relacdo ao seu
controle ndo sensibilizado. O grupo HFS teve niveis de IgE mais elevado quando
comparado com os grupo SDA e HFC. Comparando os grupos controle (SDC e HFC),
foi possivel observar que ambos apresentaram os mesmos niveis de IgE. Tal resultado
indica que animais sensibilizados recebendo dieta HF expressam menores valores de

IgE quando comparados aos animais sensibilizados que receberam dieta padrao.
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Figura 26: Niveis séricos de IgE anti-ovalbumina. Grupos SDC e SDS, receberam
dieta AIN 93-M. Grupos HFC e HFS receberam dieta HF. Todos os grupos passaram
por desafio oral. Os grupos controle (SDC e HFC) ndo apresentaram elevacdo nos
niveis de IgE. J& os grupos SDS e HFS tiveram seus niveis de IgE aumentados, sendo
que o grupo HFS apresentou os menores valores em relagdo ao grupo SDS.
Resultados expressos em unidades arbitrarias (U.A.) +/- SEM. *P<0,05 em relacdo ao
seu controle da dieta. “P<0,05 em relacdo ao seu controle ndo sensibilizado. n = 5
animais/grupo. 7 dias de desafio antigénico.
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5. DISCUSSAO

Os animais que receberam dieta rica em gordura apresentaram um maior consumo
alimentar que parece estar associado a maior palatabilidade conferida pelos lipidios.
Kerr et al mostraram em sua revisdo que os lipidios sao os responséaveis pelo aumento
da palatabilidade da dieta de suinos (Kerr, Kellner e Shurson, 2015). Em estudo com
humanos, Corbin et al realizaram uma analise sensorial de carne e mostram que o teor
de gordura foi o principal fator interferente na aceitabilidade das amostras (Corbin et
al., 2015). A alta palatabilidade dos lipidios dietéticos ocorre inicialmente na cavidade
oral onde os &cidos graxos provenientes dos alimentos liberam triglicerideos através
da acao da lipase lingual e esses sdo reconhecidos pelos receptores do paladar, em
seguida o sinal é transmitido para o cérebro através dos nervos gustativos. No trato
gastrointestinal a gordura é digerida e absorvida e sinais séo enviados ao cérebro por
mecanismos ainda desconhecidos. As informagfes dos receptores sensoriais e do
tecido periférico sdo integradas no cérebro resultando em um forte apetite por
alimentos gordurosos. Essa preferéncia é induzida por varios mecanismos
dependentes da concentracdo de gordura como: preferéncia gratificante via

mecanismo homeostatico e preferéncia via estimulo olfativo (Fushiki, 2014).

O consumo de uma dieta com alto teor de gordura e cal6rico esta diretamente ligado
ao ganho de peso excessivo (Beilharz, Maniam e Morris, 2015; Kim et al., 2015;
Nishiokada et al., 2015; Saravanan e Pari, 2015; Wang et al., 2015). Fato que pdde ser
observado nos animais dos grupos HFC e HFS uma vez que seu consumo calérico e

de gordura foi maior do que o dos animais dos grupos SDC e SDS.

Apesar de um maior consumo alimentar dos animais com dieta HF, aqueles que foram
sensibilizados consumiram menor quantidade de OVA durante o desafio oral, assim
como 0s animais do grupo SDS. Esse menor consumo de OVA pelos animais
sensibilizados, indica que ocorreu um processo de aversao ao antigeno e que esse

fendbmeno acontece independente da dieta ofertada. Diversos autores ja demostraram
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gque uma das caracteristicas da alergia alimentar é a aversdo ao antigeno (Cara,
Conde e Vaz, 1994; Cara, Conde e Vaz, 1997; Saldanha et al., 2004; Dourado et al.,
2010). Essa aversdo € imunologicamente especifica e esta diretamente relacionada
com a producgdo de IgE (Cara, Conde e Vaz, 1997; Dourado et al., 2010). Cara et al
demostraram em seu estudo que mediadores liberados por mastécitos em animais
sensibilizados levam a um comportamento aversivo e além disso a aversdo parece
envolver também multiplos fatores que ndo sdo mediados por anticorpos especificos

(Cara, Conde e Vaz, 1997).

Embora os animais sensibilizados tenham ingerido menor quantidade de OVA eles
apresentaram sintomas classicos da alergia como perda de peso corporal durante o
desafio oral, o que néo ocorreu com 0s animais controle. Dourado et al mostraram que
animais sensibilizados e expostos ao desafio oral com OVA apresentam um perda de
peso corporal de aproximadamente 16% ap0s o desafio oral, o que foi atribuido a uma
redugdo no consumo alimentar que pode ser devido a varios fatores tais como,
aumento no metabolismo e ocorréncia de inflamacdo intestinal levando a diarreia
(Dourado et al., 2011). Assim como no estudo de Saldanha et al, a OVA nao foi
incluida na dieta e sim na 4gua, indicando que a perda de peso desses animais parece
ndo estar associada a reducdo do consumo alimentar, uma vez que ndo houve
reducdo no consumo de ragdo porém ainda assim houve perda de peso. Saldanha et
al observaram uma perda de peso de aproximadamente 20% e sugeriram que essa
perda de peso na alergia pode ser influenciada pela diminuicdo da absorcéo de alguns
componentes da dieta e que a desidratacdo nao interfere nessa perda (Saldanha et
al., 2004). Em nosso estudo os animais sensibilizados que receberam dieta padrao
tiveram uma perda de peso de aproximadamente 15%, sendo semelhante a
encontrada pelos autores acima citados. J& os animas sensibilizados que receberam
dieta HF tiveram uma perda de peso muito mais acentuada sendo de

aproximadamente 30%. Dourado et al, mostraram que a reducdo de peso corporal
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esta associada a perda de massa de tecido que pode ocorrer devido a um aumento na
lip6lise (Dourado et al., 2011). Nesse estudo podemos afirmar que aconteceu o
mesmo fato, uma vez que o grupo HFS apresentou menor indice de adiposidade
guando comparado ao seu controle ndo sensibilizado e os grupos SDS e HFS
apresentaram menor area de adipdcitos quando comparados aos seus respectivos
controles. Sabendo que os lipidios da dieta sdo armazenados no tecido adiposo e que
este € o principal reservatério de energia em mamiferos (Bolsoni-Lopes e Alonso-Vale,
2015) é possivel afirmar que o consumo excessivo de gorduras e calorias leva a um
aumento do tecido adiposo, que pbéde ser observado nos animais do grupo HFC que
apresentaram maior indice de adiposidade e é&rea de adip6citos que pode ser
observada nas laminas histoldgicas. Sendo assim, é possivel que a perda de peso
mais acentuada no grupo HFS tenha ocorrido em decorréncia de uma maior lipdlise,
assim como mostrado por Howe et al, que em estudo como humanos, aqueles
alimentados com dieta rica em gordura apresentaram maior taxa de lipélise do que os
que receberam uma dieta balanceada (Howe et al., 2011) e em estudo anterior onde
Suljkovicova et al sugerem que a dieta HF em curto prazo e associada a pratica de

exercicio leva a uma maior taxa de lip6lise (Suljkovicova et al., 2002).

Para avaliar a inflamag&o do tecido adiposo, foi realizada microscopia intravital, que
mostrou que animais alérgicos independentemente da dieta ingerida apresentam
maior adesdo de leucocitos no tecido adiposo epididimal. Tal fato foi mostrado
anteriormente por Dourado et al e Batista et al em estudos anteriores e pode indicar
que a alergia gera uma inflamacdo no tecido adiposo. Os animais do SDS ainda
apresentaram maior rolamento de leucdcitos neste tecido o que reforca a ideia de uma
maior inflamacao gerada pela alergia. Ja os animais do grupo HFS apresentaram uma
reducdo nesse rolamento, o que pode indicar que a alergia associada ao consumo de
dieta HF pode minimizar a inflamacao do tecido adiposo epididimal. A ndo significAncia

estatistica notada na comparacéo entre os grupos HFS e HFC pode ser explicada pelo
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namero reduzido de animais utilizados no grupo HFS, uma vez que alguns deles
morreram no procedimento cirdrgico e ndo puderam ser utilizados para anélise. Porém
tal diferenca deve ser considerada tendo em vista que com um aumento do n a

significancia estatistica é encontrada.

Através de tal resultado € possivel afirmar que mesmo com o consumo de dieta
padrdo a alergia é capaz de gerar uma inflamacdo do tecido adiposo e que em
conjunto com a dieta HF essa inflamag&o parece estar reduzida. E possivel também
que, diante desses dois quadros inflamatérios atividades reguladoras possam

prevalecer e reduzir o nimero de células inflamatérias no tecido adiposo.

Sistemicamente os animais sensibilizados ndo apresentaram redugdo nos niveis de
glicose sérica, diferentemente do que foi mostrado por Batista et al e Dourado et al. J&
os animais do grupo HFC tiveram maiores niveis de glicose circulante que pode ser
em decorréncia do consumo da dieta hiperlipidica assim como sugerido por Petrov et
al e Saravanan et al em seus estudos. Além disso, animais dos grupos SDS e HFS
ndo apresentaram diferenca nos niveis de glicose, tal resultado sugere que em
animais sensibilizados a dieta ndo é capaz de interferir nos niveis séricos de glicose.
Quanto ao colesterol sérico os animais sensibilizados que receberam dieta padrdo nao
apresentaram reducdo do mesmo, sendo contrario ao dado apresentado anteriormente
por Dourado et al. Em contrapartida, os animais com dieta HF independentemente da
sensibilizacdo apresentaram niveis de colesterol mais elevados do que 0s animais
com dieta padrdo, concordando com o sugerido por Ning et al que sugerem que uma
dieta hiperlipidica é capaz de aumentar os niveis plasméaticos de colesterol. Sendo
assim, é possivel afirmar que a dieta HF aumenta os niveis de colesterol independente
da sensibilizacdo. Em trabalhos anteriores, animais apenas sensibilizados sem
diferenca entre as dietas apresentaram triglicerideo sérico menor do que o do seu
controle (Dourado et al., 2011; Batista et al., 2014), porém no presente estudo, 0s

animais ndo apresentaram tal comportamento. Os animais do grupo HFS tiveram
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menores niveis de triglicérides quando comparados ao grupo SDS e nédo
apresentaram diferenca em relagdo ao seu controle ndo sensibilizado (HFC) e, além
disso, o grupo HFC ndo mostrou diferenca em relacdo ao grupo SDC, o que indica que
a dieta sozinha néo foi capaz de influenciar nos niveis de triglicérides e que apenas
quando associada a alergia alimentar causa reducdo nesses niveis, indo contra a
literatura que sugere que a dieta hiperlipidica € capaz de aumentar os niveis de

triglicerideos séricos (Ning et al., 2015; Petrov et al., 2015).

Ainda no contexto sistémico, foram dosadas algumas adipocinas. A leptina € hormonio
secretado pelos adipécitos e possui semelhancas estruturais com citocinas pro-
inflamatoérias, ela desempenha papel fundamental na funcdo neuroenddcrina e no
processo metabdlico. E, além disso, esta diretamente associada a massa corporal,
sendo encontrada em maiores niveis em individuos obesos. A leptina inibe o apetite,
aumenta o dispéndio de energia, induz citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e IL-9,
promove a agregagdo plaquetaria e parece ter um papel na trombose arterial
associada a obesidade (Lieb et al., 2009; Saber et al., 2015) No presente estudo foi
possivel notar que os animais do grupo HFC apresentaram maiores niveis de leptina
sérica, 0 que era esperando uma vez que eles possuem maior massa corporal e de
tecido adiposo. Ja os animais do grupo HFS tiveram uma redugdo nos niveis de
leptina em relagdo ao seu controle ndo sensibilizado, esse fato pode indicar que a
alergia alimentar é capaz de reduzir os niveis de leptina, uma vez que a massa
corporal e de tecido adiposo, e consequentemente de adipécitos, € diminuida nos
animais alérgicos, assim como demostrado por Batista et al em seu estudo. Tal fato
nao pdde ser observado nos animais que receberam dieta padrdo, discordando da

literatura encontrada.

A adiponectina é a proteina mais abundante secretada e expressa no tecido adiposo,
ela desempenha um papel fundamental na regulacdo da sensibilidade a insulina, no

metabolismo de glicose, acidos graxos e na resposta imune. Baixos niveis de
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adiponectina circulante sdo associados a obesidade, resisténcia a insulina e diabetes
mellitus tipo 2 (Lai et al., 2015; Mendoza-Azpur et al., 2015). No presente estudo 0s
animais com dieta HF e nado sensibilizados apresentaram os maiores niveis de
adiponectina séria, sendo contrario a literatura encontrada. Os animais sensibilizados
também mostraram resultados diferentes dos apresentados por Batista et al, uma vez
gque a sensibilizacdo nao interferiu nos niveis de adiponectina quando comparando os

animais sensibilizados aos seus respectivos controles.

Outra importante adipocina € a restina, ela também é um hormonio secretado pelo
tecido adiposo e seu papel parece estar ligado com a resisténcia a insulina na
adiposidade excessiva. Seus niveis séricos parecem ser proporcionais ao grau de
adiposidade (Bettowski, 2003; Courten et al., 2004). Em estudo sobre alergia alimentar
experimental, Batista et al mostraram que animais alérgicos apresentam menores
niveis de resistina circulante do que seu controle. Apesar do descrito na literatura o
presente estudo mostrou que a dieta e a alergia, independentes ou associadas, ndo

interferiram nos niveis séricos de resistina.

A discordancia dos resultados de glicose, colesterol, triglicerideos, leptina,
adiponectina e resistina com os dados apresentados anteriormente na literatura,
podem ser explicadas pela diferenca de tempo de jejum utilizado no presente trabalho
(4 horas) quando comparado a de outros autores com Dourado et al e Batista et al. Tal
diferenca pode sugerir que o tempo de jejum interfere fortemente nos parametros
acima citados dentro das condicBes estudadas, sendo necessarios novos estudos

para estabelecer os mecanismos que levam a tal modificagcéo.

Como ultima analise no contexto sistémico foi realizada a contagem total e diferencial
de células sanguineas. Diferentemente do apresentado por Batista et al, ndo houve

diferenca na contagem total e diferencial de células. Tal resultado pode indicar que a
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dieta HF associada a alergia ndo € capaz de modificar o padrdo de células

sanguineas, sugerindo a inexisténcia de uma inflamacéao sistémica.

Saindo do contexto sistémico partimos para analise de modificacdes intestinais
induzidas pela dieta HF e pela alergia alimentar. Através da analise das laminas
histolégicas foi possivel perceber que a alergia causa uma alteracdo na morfologia
intestinal, porém o mesmo nao ocorre quando o0s animais alérgicos recebem dieta HF.
Apesar da observacdo feita nas laminas histolégicas, ao analisar a relacédo
vilosidade/cripta ndo foi encontrada diferenca entre os grupos, o que indica que
mesmo causando alteracdes morfoldgicas no intestino a alergia ndo € capaz de
modificar o tamanho das vilosidades independente de estar ou ndo associada a dieta
HF. Ainda no intestino foi dosada a quantidade de IgA secretéria, a IgA é secretada
através do receptor de imunoglobulina polimérica (plgR) na mucosa intestinal, e
desempenha uma funcdo fundamental no sistema imune ao evitar a infec¢cdo em fase
inicial eliminando as bactérias e virus do trato gastrointestinal (Shibuya et al., 2015).
Em estudo com animais recebendo dieta rica em carboidrato mostrou-se que nao
houve diferenca nos niveis de IgA (Shibuya et al., 2015). Paula-Silva et al mostraram
em seu estudo que animais alérgicos que consomem dieta livre de proteinas
apresentam menores indices de IgA (Paula-Silva et al., 2015). Em nosso estudo
observamos que animais néo sensibilizados recebendo dieta HF exibiram menores
valores de IgA, indicando que a dieta HF é capaz de modificar parametros intestinais,
sugerindo que o consumo de dieta hiperlipidica pode aumentar a susceptibilidade
desses individuos a contrair infecgBes. Outra alteracdo encontrada no intestino foi a
presenca de enterdcitos gordurosos nos animais que consumiram dieta HF, sendo que
aqueles que foram sensibilizados apresentaram maior quantidade dessas células. Tal
fato pode ser explicado pela alta ingestdo de gordura, uma vez que a absorcdo de
gordura alimentar no intestino delgado € um processo de multiplos passos que regula

a absorcédo e a distribuicdo de nutrientes essenciais e energia. Um dos passos deste
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processo é o armazenamento temporario de gordura alimentar em goticulas lipidicas
citoplasméticas (CLD), porém os detalhes dos mecanismos envolvidos nesse processo

ainda sdo desconhecidos (Robertson et al., 2003; D’aquila et al., 2015).

Além da gordura observada no intestino, foi possivel notar o acumulo de gordura no
figado dos animais que receberam dieta HF. A dieta hiperlipidica j& é descrita por
diversos autores como indutora de figado gorduroso ou esteatose hepéatica (Waller-
Evans et al.,, 2013; Fakhoury-Sayegh et al., 2015; Geng et al., 2015). Foi também
encontrada no figado de animais alérgicos uma degeneracao hidrépica, sendo esta
uma liquefagdo do citoplasma das células, que neste caso foi causada pela alergia
alimentar (Toreson, 1951). Com esses resultados € possivel afirmar que animais
recebendo dieta HF e sensibilizados sofrem maior injaria hepatica, podendo

apresentar alterag6es em sua fungao.

Quando camundongos séo sensibilizados com OVA e ap6és alguns dias sao expostos
ao antigeno por via oral ocorre um aumento dos niveis séricos de IgE. As reacgbes
alérgicas dependentes de IgE afetam um ou mais 6érgaos como pele, trato respiratorio
e gastrointestinal. Pode ocorrer também uma reacdo sistémica conhecida como
anafilaxia (Saldanha et al., 2004). Em nosso estudo os animais sensibilizados e
submetidos ao desafio oral tiveram os niveis séricos de IgE aumentados, indicando
que eles realmente se tornardo alérgicos, assim como ja foi demostrado por diversos

autores (Saldanha et al., 2004; Dourado et al., 2011; Batista et al., 2014).

Ao analisarmos os resultados em conjunto foi possivel perceber que os animais
sensibilizados que receberam dieta HF apresentaram sintomas mais exacerbados do
que os animais alérgicos com dieta padrdo. Dessa forma esperdvamos que a
associagdo da dieta HF com a alergia leva-se a maiores niveis de IgE sérica, porém
ocorreu o inverso. Uma possivel explicacdo para tal fato pode ser de que como o0s

animais com dieta HF possuiam maior quantidade de tecido adiposo no momento da
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sensibilizacdo a IgE tenha se ligado aos mastocitos do tecido adiposo e permaneceu
no mesmo apoés o desafio oral, ndo sendo possivel detectar maiores niveis séricos de

IgE. Desta forma, tornam-se necessarios estudos futuros para elucidar tais

mecanismos.
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6. CONCLUSAO

Através dos resultados encontrados é possivel afirmar que o consumo de dieta
hiperlipidica associado a alergia alimentar faz com que 0s animais apresentem
menores niveis de IgE sérica, mas suficiente para causar rea¢cdes mais severas como
perda de peso mais drastica apos o desafio antigénico, maior nimero de alteracdes
hepaticas e um acumulo acentuado de gordura nos enterdcitos. Dessa forma podemos

sugerir que o consumo de uma dieta hiperlipidica é capaz de acentuar a severidade

dos sinais da alergia alimentar experimental.

Além disso, destacamos que para melhor avaliagdo de tal associagdo, s&o

necessarios estudos futuros que demostrem o efeito desse fendbmeno sistemicamente.
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