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RESUMO

As alergias sdo hipersensibilidades imunoldgicas em resposta a um ou mais agentes
antigénicos, conhecidos como alérgenos. Muitos alimentos, presentes na dieta basica, ja foram
reconhecidos como potencialmente alergénicos e, associados ao modelo de vida atual, levam
a um quadro de aumento mundial de criangas e adultos com alergias alimentares. Esta
pesquisa visou estabelecer um modelo de estudo de alergia alimentar para a busca e a
aplicagdo de novas terapias que visem ao tratamento dessa reacdo imune. Camundongos
BALB/c tiveram a alergia alimentar induzida pelo protocolo de 28 dias com dois desafios de
injecdo de solucdo de AI(OH); e albumina de ovo (OVA). Apds protocolo de indugdo, os
animais foram eutanasiados para obtencdo de sangue e tecidos pulmonares e intestinais.
Foram avaliadas, como forma de validagdo do modelo, as andlises de sangue, com
determinagdo de perfis celulares sanguineos. Nesta andlise foi observada uma diferenca entre
o percentual de eosinofilos do grupo Alergia e o grupo Controle. O grupo Alergia apresentou
linfocitose e neutropenia, o que sugere uma resposta inflamatéria devido a instalagdo de um
processo alérgico, mesmo que ambos 0s grupos ndo tenham apresentado diferengas da massa
corpdrea e do consumo médio de racdo e agua. O presente estudo demonstrou a relevancia da
analise pulmonar a cerca de uma distribui¢do sist€émica do alérgeno, evidenciado na mudanga
significativa da 4rea luminal alveolar, bem como um possivel processo inflamatério
relacionado diretamente com a exposicdo do alérgeno de maneira ininterrupta durante o
protocolo, bem como resultados ndo significativos de muco e mastdcitos pulmonares. A
analise histoldgica do pulmdo em animais alérgicos demonstrou-se promissora na pesquisa
frente a uma caréncia na literatura em relacdo a essa exposi¢do ao antigeno por via oral.
Tornando-se pertinente a avaliagdo em conjunto da produ¢do de imunoglobulinas e citocinas
ligadas a processos alérgicos no intestino delgado, devido a sua exposi¢do tecidual direta com
o alérgeno, bem como a avaliagdo futura das lesdes histologicas, presenca de mastocitos e
producdo de muco, no orgdo-alvo das AA O desenvolvimento do modelo abre perspectivas
para estudos futuros de terapias medicamentosas e naturais contra os sinais € sintomas
associados a alergias alimentares.

Palavras-chave: Alergia Alimentar; Modelo Murino OVA; IgE.
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1. INTRODUCAO

As alergias sdo hipersensibilidades imunoldgicas em resposta a um agente
antigénico, conhecido como alérgeno. Desafios alergénicos podem ocorrer naturalmente ou de
forma induzida, e as vias aéreas (respiragdo) e digestdrias (ingestdo de alimentos) sdo as
principais “portas de entrada” de alérgenos nos organismos (YU et al., 2016). As alergias
induzidas pela ingestdo de alimentos (alergias alimentares — AA) sdo frequentes em todas as
etapas da vida nas populagdes humanas, consequéncias da desregulacdo imunoldgica da
revogacdo da tolerancia oral normal (LOPES; SICHERER, 2020). Muitos alimentos,
presentes na dieta basica, ja foram reconhecidos como potencialmente alergénicos, tais como
ovos, leite, soja e amendoim, que sdo responsaveis pela grande maioria dos casos de AAs
infantis, bem como camarao e frutos do mar, mais frequentemente envolvidos nas AAs em

adultos (SICHERER et al., 2014; SICHERER; SAMPSON, 2018).

Mesmo que seja um distirbio comum, o acesso facilitado a um nimero maior de
grupos alimentares, um consumo crescente de alimentos processados, além de uma vida diaria
que ndo privilegia o bem-estar fisico e fisioldgico, as AAs tém se tornado um grande
problema mundial de saude, com prevaléncia crescente. Apesar da divergéncia quanto a
tendéncia do aumento das alergias alimentares, trabalhos indicam que cerca de 35% das
pessoas ja relataram alguma reag@o adversa a algum alimento, apesar das AAs ocorrem entre
2 a 10% dos individuos no mundo ¢ variam com a idade IWEALA et al., 2018). Estima-se
que a prevaléncia da AA seja de 6 a 8% em criancas menores de trés anos (DEVDAS et al.,
2018), e cerca de 2 a 4% em adultos. Outros estudos sugerem que até¢ 10% de algumas

populagdes sao afetadas pelas AAS (LOPES; SICHERER, 2020).

As AAs podem ser mediadas por IgE, ndo mediadas por IgE ou mistas. As AAs
mediadas pela IgE, em comparagdo com as ndo mediadas, apresentam diagnostico mais facil e
fisiopatologia mais bem compreendida (YU et al., 2016; TORDESILLAS et al., 2017). A
gravidade dos sinais e sintomas vai depender da quantidade de alérgeno ingerido, da sua
biodisponibilidade no organismo, além de uma complexa rede de interagdes genéticas e
epigenéticas influenciadas pelas caracteristicas do individuo e pelo meio ambiente (REIS,

2015; REIS et al., 2015; TORDESILLAS et al., 2017).

Os sinais e sintomas associados as AAs sdo de amplo espectro, podem afetar

diversos orgdos e sistemas, e ocasionar coceira e eritema, inchaco e incomodo nos olhos, na



boca, nos labios e na garganta, congestdo e coriza nasal, falta de ar e dificuldade de respirar,
dor abdominal e distarbios gastrointestinais (SICHERER; SAMPSON, 2014; 2018).
Sistemicamente, observamos reagdes de anafilaxias que variam de discretas a graves,
mediadas pela producdo de mediadores pro-inflamatorios associados as alergias, como a
leucotrienos, prostaglandinas, interleucinas 3 e 4 e histamina (ANVARI et al., 2019). A
histamina, liberada pela ligacao do alérgeno a anticorpos IgE, que previamente sensibilizaram
os mastocitos teciduais e/ou basofilos circulantes (REBER et al., 2013), ¢ um dos mediadores
mais estudados em terapias rapidas, que, em geral, leva em conta a agdo de medicamentos que
bloqueiam esse mediador, os anti-histaminicos. A ac¢do vasodilatadora de mediadores também
estd associada ao eritema e a dermatite observada nas AAs (HAUSMANN et al., 2010;
MARTINS; REIS, 2011) e aos sinais e sintomas observados no trato respiratorio, como rinite,
aumento da producdo de muco, coriza, irritagdo e dificuldade de respirar. No trato
gastrointestinal, sdo relatadas alteragdes de motilidade, além de processos inflamatérios, e se

destaca a gastroenterite, muito associada as AAs mediadas por IgE (MOTA et al., 2002).

O uso de modelos de estudo para o entendimento das alergias alimentares ¢ ato
recorrente nas ciéncias naturais. Esses modelos empregam métodos que ajudam no
entendimento fisioldgico e histopatologico das alergias, bem como no entendimento da agao
de novas proteinas ¢ na formulagdo ativas nos processos alérgicos. Trabalhos na literatura
podem ser observados na utilizagdo de modelos murinos, suinos, felinos, caninos e cobaios
(DOURADO et al., 2010, SANTORO; MARSELLA, 2014). Modelos de estudos em
camundongos incluem uma variada gama de espécies, como C57/BL6, DBA/2, C3H/Hel e
BALB/c, que ¢ uma espécie capaz de produzir IgG1 e IgE semelhantes aos associados aos
mecanismos anafildticos humanos (GANESHAN et al., 2009). BALB/C ¢ reportado na
literatura como modelo para estudo de imunogenicidade alérgica de proteinas do amendoim,
albumina bovina sérica e albumina da clara de ovo. Camundongos ainda conferem mais
facilidade na manipulagdo e sensibilizacdo que ratos, cachorros e cobaios (SANTORO;

MARSELLA, 2014).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estabelecer um modelo animal de alergias alimentares para estudos histopatologicos e de

tratamento.

2.2 Objetivos especificos

Comparar variagdes entre os animais alérgicos e nao alérgicos:
- na massa corporea;
- nas mudangas no perfil de células sanguineas;
- nas alteracdes histologicas pulmonares e intestinais;

- no perfil sérico de mediadores ligados as alergias.



3. JUSTIFICATIVA/RELEVANCIA

A pesquisa proposta teve como objetivo estabelecer um modelo de estudo para
alergia alimentar, um problema que avanca em todo o mundo e cujas terapias existentes nao
sdo eficazes em todos os casos. Essa nova linha de pesquisa feita no Laboratorio de
Morfopatologia da Universidade Federal de Ouro Preto - LMP - UFOP visou o treinamento e
a validagao de tal modelo, estudo base para complementar possiveis vertentes de pesquisas de
graduacdo e pos-graduagdo, bem como estudo de formulagdes naturais ou reposicionamento
de farmacos, que podem possuir a¢do anti-histaminica e viabilizem minimizar os efeitos,

sinais e sintomas dos processos alérgicos alimentares.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Para este estudo foram utilizados 12 camundongos da linhagem BALB/c, com
seis semanas de vidas, sexo masculino, pesando cerca de 20 g, provenientes do Centro de
Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Os animais foram divididos

em dois grupos, a saber:

- Grupo Controle: formado por cinco (05) animais que ndo sofreram indugdo

alergénica;

- Grupo Alergia: formado por sete (07) animais que sofreram o processo de indugdo

alergénica.

4.2 Calculo amostral pela definicio dos grupos experimentais

Para a realizagdo da estimacdo amostral do grupo desafiado com alergénico, o
parametro utilizado foi a medida do indice de doenga intestinal observado no artigo
“Protective effect of galfangin agains dextran sulfate sodium (DSS) — indiced ulcerative
colitis in Balb/c mice”, publicado por Sangaraju et al. (2019), com diferenca minima
identificada de 50% e maior coeficiente de variagdo em 20%. A significancia adotada foi de
0,05 e o poder de 80%. Dessa forma, usando o calculo padrao n = 1 + [2C*(s/d)2], temos: n
=1 +[2x10,51*%(0,2/0,5)2], n = 1 +[21,02*(0,4) 2], n=1+[21,02*% 0,16],n=1+3,36,n=5
animais por grupo (ao final do experimento). Considerando que o niimero final sera de cinco
animais, aplicando-se a mortalidade de 30% inerente a0 modelo, foram necessarios sete

animais no grupo Alergia.

O grupo Controle foi composto pelo nimero minimo de cinco (05) animais,
necessarios para realizacdo de andlises de variacdes no pacote estatistico que serd usado

(PRISM 8.0).



4.3 Estabelecimento do modelo de alergia

Para a indugdo da alergia alimentar foi adotado o protocolo publicado por
Saldanha et al. (2004). O desenho experimental estd demonstrado na Figura 01. Os
camundongos receberam uma injecdo com 10ug de ovalbumina - OVA, adsorvida em 1mg de
hidroxido de aluminio - AI(OH); e 0,2 mL de salina 0,9% por via subcutidnea no dorso, no
inicio do experimento (dia 1). Quatorze dias depois (dia 15), os animais receberam um refor¢o
da sensibilizag¢do, apenas com 10ug do antigeno diluido em salina 0,9%. O grupo Controle
recebeu o adjuvante diluido em salina no dia 01 e apenas salina no dia 15. Para o desafio
antigénico, a partir do dia 21, os camundongos de ambos os grupos passaram a receber
mamadeira contendo solu¢do de clara de ovo desidratada e pasteurizada (Salto’s, Salto, SP),

diluida em agua filtrada a uma concentragao de 20% como tnica fonte hidrica por sete dias.
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Figura 01: Modelo experimental para a indugdo da alergia Camundongos BALB/C. Fonte: Elaborado pelo
autor.
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4.4 Acompanhamento de massa corporea e do consumo de racio e de agua

Para os animais, foi oferecida dieta padrdo do Centro de Ciéncia Animal da
UFOP, bem como agua, sem restricdes. A ingestdo alimentar, consumo de agua e de OVA
foram mensurados com auxilio de balanca digital e proveta, respectivamente. Os animais
tiveram a massa corporea aferida no 01°, 07°, 14°, 21° e 28° dia. O registro da massa corpdrea
dos camundongos no primeiro dia viabilizou o estabelecimento de um padrido referencial
pratico para as revisdes futuras mediante dados comparativos entre os grupos, visto que

ambos foram obtidos com a mesma pesagem.

4.5 Avaliagao dos leucocitos, células sanguineas

Nos dias 07, 14, 21 e 28, os animais sofreram puncao da calda para retirada de
uma gota de sangue. Essa gota de sangue foi usada para confecc¢do de esfregago sanguineo em
lamina de vidro. Apds secagem, as laminas foram imediatamente fixadas e coradas pela
técnica do Pandtico Réapido. Foram contados, em microscopia optica, os 100 primeiros
leucoécitos, na objetiva de 100x, visualizados em técnica de “zig zag”, determinando-se, assim,

o percentual de cada um deles como publicado por Fernandes et al. (2018).

4.6 Avaliacgdes histologicas

Ao final do protocolo de estabelecimento do modelo alergénico, os animais foram
eutanasiados com solu¢do injetavel, via intraperitoneal, composta por 90 mg/kg de Cetamina

a 10% (100mg/mL) e 10mg/Kg de Xilasina a 2% (20mg/mL), Favoretto et al. (2013).

Em necropsia, foram coletados os pulmdes e toda extensdo do intestino delgado.
Posteriormente, retirou-se os pulmdes sendo esses fixados em formalina tamponada. Da
mesma forma, o intestino foi dividido em trés porg¢des: duodeno, jejuno e ileo, sendo essas

porg¢des fixadas em solu¢dao de formalina tamponada em forma de rolos para analises futuras.
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Ap6s fixagdo, os tecidos foram processados, conforme descrito por Saldanha et al. (2004),

para analises histopatologicas de rotina e emblocados em parafina.

Para os tecidos pulmonares, procedeu-se a confeccao de laminas histologicas de
aproximadamente cinco micrometros. Apds essa etapa, essas foram desparafinadas e
hidratadas, seguindo o protocolo descrito no Manual de Procedimentos do LMP - UFOP,

procedendo as coloragdes necessarias para as analises.

4.6.1 Coloracao em Hematoxilina e Eosina — HE

Em relacdo a coloragdo em HE dos tecidos pulmonares, utilizou-se também o
protocolo descrito no Manual de Procedimentos do LMP da UFOP. Apos a coloragdo, essas
laminas foram fotografadas no Laboratério Multiusudrios do Nucleo de Pesquisas em
Ciéncias Biolégicas - NUPEB - UFOP por meio do uso do Sistema de captura digital Leica™
(Wetzlar, Alemanha). Na fotodocumentagdao utilizou-se a objetiva de 40x selecionando
aleatoriamente 20 campos compreendendo a area alveolar e sacos alveolares, porg¢des distais

dos bronquiolos respiratorios, Ferreira, Paiva et al. (2018).

Para a quantificagdo da celularidade do tecido em cada imagem, obteve-se a area total
dos nucleos presentes por meio do programa FIJI™ (NIH-USA), Santos et al. 2018.
Consecutivamente a isso, fez-se uma média da area de 03 nucleos, do tecido analisado,
chegando ao valor médio de 8,0 micrometros. Esse valor foi dividido pela area total dos
nucleos, ja coletados, para se obter o valor total de células de cada fotografia. A pratica desta
metodologia possibilitou a validagdao de analise dos tecidos inflamados em relacdo aqueles
que ndo apresentaram inflamacao. Posteriormente, os dados obtidos foram somados e
tabelados, extraindo-se as médias dos mesmos para a confec¢do dos graficos das areas

mensuradas e obtencao das andlises ndo paramétricas, através do programa PRISM 8.0.

Para a avaliagdo das estruturas teciduais propostas nesse estudo, utilizou-se uma
imagem de um so6lido geométrico. Pela técnica estereométrica escolheu-se a estrutura do
prisma pentagonal, possibilitando um alcance efetivo de areas da fotodocumentagdo. Por meio
dessa escolha, estabeleceu-se no programa FIJI™ (NIH-USA) uma grade para selecionar e
padronizar a distancia dos pontos de ligagdo de tal prisma, como mostra, a seguir, a Figura 02.
A padronizagao de pontos foi aplicada em todas as imagens, a fim de minimizar um possivel

viés do analisador nas escolhas das estruturas alveolares, o que valida o método.
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Uma vez plotado os pontos na imagem e quando esses se localizavam na luz do
alvéolo, o alvéolo pontuado era selecionado para a medicao de sua area e espessura, seguindo
o pré-requisito de ndo ter sua estrutura cortada no momento da fotodocumentacdo, para
delimitacdo de sua area total e as devidas mensuragdes. Posteriormente, os dados obtidos
foram somados e tabelados, extraindo-se as médias e confeccionando-se os graficos das areas

aferidas e obtengao das analises ndo paramétricas, através do programa PRISM 8.0.
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Figura 02: modelo estereométrico padronizado para a analise da area e espessura alveolar. A imagem A
corresponde a demarcagdo dos pontos na grade de acordo com a coordenacdo de ligagdo das faces do prisma
pentagonal, ilustrado na imagem B. Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6.2 Coloragoes Especiais: coloracido com Azul de Toluidina — ATO e

coloracido com Acido Periédico de Schiff — PAS

Para a coloragdo com o método ATO, recorreu-se ao protocolo publicado por LAMEB
(2018). Em sequéncia, por microscopia Optica, foram contabilizados os mastocitos,
visualizados em técnica de “zig zag”, escolhendo-se 20 campos de forma aleatoria na objetiva
de 40x em todas as laminas confeccionadas, para estimar o namero de mastdcitos
metacromaticos, Silva (2019). No término das quantificagdes, os dados obtidos foram
tabulados sendo extraidos o somatdrio do numero de mastocitos de cada lamina, averiguando
os resultados pelo uso do programa PRISM 8.0, plotando-se os graficos comparativos do

grupo Alergia e Controle, bem como os dados ndo paramétricos das amostras.

A coloragdo com o Acido Periodico de Schiff (PAS) dos tecidos pulmonares promove
a observacdo da secrecdo de muco pelas células caliciformes (MONTEIRO, et al., 2018) e
para coloracdo com esse método, usou-se o protocolo publicado por (BEHMER, et al., 2003).

Nessa técnica de coloragdo fez-se uma andlise qualitativa percorrendo a area alveolar do
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tecido para detectar a expressdo, ou ndo, de muco. Uma vez evidenciado, a estrutura mucoide

se cora de carmim.

4.7 Avaliacoes séricas

Ao final do protocolo de estabelecimento do modelo alergénico, em necropsia, o
sangue periférico foi coletado. Devido ao tempo de andlise deste trabalho e as limitacdes
laboratoriais impostas pelas condigdes atuais da pandemia, esta etapa serd realizada
futuramente. O soro foi obtido em centrifugacdo e esses serdo utilizados para quantificagcdo de
anticorpos IgE antiOVA pelo método de ELISA, descrito por Saldanha et al (2004). O
restante de soro obtido sera utilizado para a quantificacdo de citocinas ligadas a alergia, tais

como IL4, IL5, IL10 e IFN-a (PERTEGUER; CUELLAR, 2001).

4.8 Analises estatisticas

Os dados obtidos inicialmente foram tabulados, com a determinacao das médias,
medianas, desvios e erros, além dos percentis. Os dados normais foram inferidos pela anélise
T-Student, cuja significancia estatistica adotada foi de 5% (p<0,05). E o teste para analise do
percentual de leucdcitos foram inferidos pelo teste Exato de Fisher, cuja significancia
estatistica adotada foi de 5% (p<0,05). Para determinacdo das relagdes entre variaveis foi
utilizado o coeficiente de correlagdo de Pearson. Os dados foram analisados utilizando o

software (PRISM 8.0).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

No delineamento do processo metodoldgico da pesquisa, bem como a escolha dos
orgdos analisados e o biomarcador IgE, torna-se pertinente mencionar novamente que a AA
compreende varios mecanismos imunologicos que conduzem as reacdes a OVA ingerida. Em
sua forma mais comum, a AA se manifesta como uma hipersensibilidade imediata na qual
anticorpos IgE especificos ligados a mastocitos e basofilos desencadeiam a liberacdo de
mediadores que levam a respostas fisioldgicas muito rapidas em varios tecidos-alvo (RENZ et
al, 2018). O que torna a quantificagdo de tais granuldcitos interessante para a validacdo do
estudo, uma vez que as reacdes ao desafio enteral demonstraram ser totalmente dependentes

de IgE em varios modelos murinos de alergia alimentar (RENZ et al, 2018).

Para o estabelecimento do modelo de alergia, foi primordial o procedimento de
sensibilizacdo publicado por Saldanha et al. (2004), visto que para os camundongos do grupo
Alergia foi imprescindivel o contato prévio com o antigeno, OVA. A eficacia desse inoculo se
deve a utilizacdo do adjuvante hidroxido de aluminio, pois esse confere uma funcao
imunopotencializadora tanto as respostas imunes inatas quanto as adquiridas evocadas contra
a OVA, como mostra a revisdo bibliografica publicada por He ef al. (2015), em que o0 mesmo
cita que o complexo OVA-AI(OH); contribuem para que ocorra melhor interacdo com as
células apresentadoras de antigeno - APCs. Nota-se também a importancia na escolha do
local da aplicag¢do da injecdo, pois o complexo mencionado pode causar inflamacao local, He
et al. (2015). Caso essa injecao fosse aplicada por via intraperitoneal, ela poderia gerar dados
falsos positivos em regides como os colons, os quais ainda serdo analisados. Com isso, a via

subcutanea foi a melhor opgao metodologica.

Ainda sobre a confeccdo dos antigenos para a sensibilizagdo prévia do grupo
Alergia, observou-se também que a introdu¢do do adjuvante estabilizou o precipitado de
albumina na forma de um coloide, de maneira que o indculo foi distribuido de forma
homogénea durante a aplicagdo, ndo gerando residuos de proteinas no fundo do pistdo, para

que todos os animais do grupo Alergia tivessem a mesma quantidade de antigeno inoculado.

Para confirmar o desenvolvimento e o estabelecimento do modelo de AA, os
animais foram acompanhados nos parametros corpdreos e alimentares durante todo o
experimento. A massa corporea foi acompanhada semanalmente e os resultados obtidos foram

compilados na Figura 03.
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Figura 03: Grafico do perfil da massa corporal dos camundongos ao longo do protocolo de 28 dias. Os dados
sdo expressos em média + erro padrdo, teste T-Student. Fonte: Elaborado pelo autor.

Durante todo o tempo de experimentacdo, ndo houve diferenga significativa (p>
0,05) da massa entre os grupos estudados. Dessa forma torna-se pertinente mencionar que os
animais desses dois grupos foram adquiridos em momentos diferentes, sendo esses divididos
em trés levas. Contudo, mesmo com a realizagio do mesmo protocolo alimentar e de
sensibiliza¢dao, o grupo Alergia da ultima leva se apresentou muito debilitado e desidratado,
com o aumento expressivo de perda de massa. Dessa forma, foi tomada a decisao, juntamente
com o veterindrio do CCA, de mudar a dieta dessa ultima leva, tanto do grupo Controle
quanto do grupo Alergia, para que esses ndo viessem ao sofrimento. A decisdo foi de
intercalar 4gua e a solugdo de albumina nos dias do desafio do uso da mamadeira de
albumina, via oral, como unica fonte hidrica, como foi feito nas levas anteriores, o que tornou

a analise com um viés.

O consumo alimentar e hidrico dos animais dos grupos Controle e Alergia foram
mensurados ao longo de todo o experimento e os dados foram apresentados, respectivamente,
nas Figuras 04 e 05. Ambos os grupos iniciam o experimento com o mesmo consumo de
racdo. Contudo, a partir da segunda semana na qual foi realizado o primeiro desafio alérgico
(OVA + AI(OH);), no grupo Alergia, nota-se uma diminui¢do no consumo de racdo, isso

comparando com o consumo do primeiro ao 14° dia, de cada grupo separadamente.
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Figura 04: Grafico do perfil de consumo médio de ragdo ao longo do protocolo de 28 dias. Teste T-Student.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O consumo alimentar dos animais se manteve estavel nas duas primeiras semanas
de experimento. A partir da terceira semana, tanto o grupo Controle quanto o de Alergia,
desafiados com a mamadeira de OVA, apresentaram um decréscimo no consumo de ragao.
Isso sugere a hipdtese de um possivel desconforto gastrico no grupo Controle e um processo

alérgico no grupo Alergia.
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Figura 05: Grafico do perfil de consumo médio de agua e albumina ao longo do protocolo de 28 dias. Teste
T-Student. Fonte: Elaborado pelo autor
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Sobre a Figura 05, ¢ observado que o consumo de agua do grupo Alergia e do
grupo Controle seguem um padrdo regular at¢ o final da primeira semana. Posterior a isso,
apos o desafio alergénico do grupo Alegria, com a inje¢ao de OVA + hidréxido de aluminio +
salina 9%, nota-se uma queda gradual no consumo de 4gua desse grupo em relacdo ao grupo
Controle, que recebeu apenas a injecdo contendo hidréxido de aluminio + salina 9%. Ainda
nessa figura, ap6s o desafio alimentar, na terceira semana, com mamadeira de OVA,
observou-se que o grupo Controle apresentou uma discreta queda no consumo do mesmo.
Ademais, o grupo Alergia que ja vinha apresentando reducao no consumo de agua, a partir da
segunda sensibilizagdo, percebeu-se a continuidade crescente na redu¢do de sua ingestdo da
mamadeira de OVA, nos ultimos oito dias do desafio oral, mesmo que os resultados
compilados na Figura 05 ndo tenham dado diferenga significativa, devido a interferéncia do

protocolo ja mencionado.

Diante o exposto, tanto a possibilidade de uma rejei¢do dietética quanto a de uma
aversio a mamadeira de OVA, pelo desenvolvimento da hipersensibilidade, levou os
camundongos do grupo Alergia a um quadro de desnutricdo e desidratagdo. Com isso, ¢
importante em um novo experimento a realizagdo de um periodo adaptativo da dieta com
OVA desses animais ou a utilizacdo do método de gavagem para alimenté-los, padronizando o

volume de albumina para cada animal, ao evitar o viés da rejeicao alimentar.

Estudos experimentais feitos por Bills et al, (2005) citado por Dourado; Machado
(2006) demonstram que os camundongos podem fazer associacdo entre determinado sabor
ofertado na dietética relacionado desconforto causado pelo mesmo, levando a rejeigdo
alimentar pelos grupos, fendmeno denominado de “Aversdo acondicionada ao sabor”. Esse
mesmo estudo, demonstrou tal fendmeno mediante a associacao de uma solu¢ao de sacarina e
prévia exposi¢ao a inje¢ao de cloreto de litio, nisso os animais desenvolveram desconforto
causado pela injecdo e ndo pela sacarina em si. Contudo, passam a associar a sacarina ao fator
causador do desconforto e rejeitam a mesma em futuras exposigdes. Dessa forma, sugere-se a
relevancia de em futuras andlises a realizagdo de avaliagdes séricas de IgE, a fim de elucidar o

mecanismo pelo qual os animais tornaram-se aversivos ao alimento ofertado.

No que tange as avaliagdes dos leucdcitos, durante as semanas do experimento, os
animais tiveram semanalmente coletados o sangue para detecgdo de parametros
hematologicos e bioquimicos, no intuito de elucidar o alcance ou ndo do desenvolvimento da
alergia alimentar. Foram realizadas contagens diferenciais de leucdcitos circulantes e o

percentual obtido foi comparado com os valores referenciais de leucocitos de camundongos
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machos da linhagem BALB/C, (DE SOUSA BARBOSA et al. 2017). Os dados obtidos foram

compilados nas Tabelas 01 e 02.

Grupo Controle
Parametro Valor Semanal Semana 2 Semana3 Semana 4 Andlise de
referéncia% contingéncia
(Exato de
Fisher)
Linfécitos 68,00+8,36 67,00* 76,602 80,40° 75,00 p>0.05
Eosinofilos 2,12+1,09 0,80° 0,80° 1,20? 1,00? p>0.05
Monocitos 2,84+1,03 4,00* 3,207 2,60° 3,407 p>0.05
Basofilos 0,00 0,20? 0,80° 0,20° 0,40? p>0.05
Neutrofilos 27,04+8,55 27,80 18,60 16,00* 20,40* p>0.05

Tabela 01: relagdo leucocitaria entre grupo Controle ¢ valores de referéncia. Avaliagdo pelo teste Exato de
Fisher. O simbolo “a” representa um dado estatisticamente semelhante ao valor de referéncia. Fonte: Elaborado
pelo autor

Grupo Alergia
Parametro Valor Semanal Semana?2 Semana3 Semana 4 Anilise de
referéncia contingéncia
° (Exato de
%o Fisher)
Linfécitos 68,00+8,36 72,57% 75,432 80,42* 72,202 p<0.05
Eosinofilos 2,12+1,09 2,00° 4,86 5,57* 8,407 p>0.05
Mondcitos 2,84+1,03 3,14* 4,00 4,71° 5,20° p>0.05
Basofilos 0,00 0,42* 0,14° 0,42° 0,60° p>0.05
Neutrofilos 27,04+8,55 21,14 15,14° 8,75* 13,60° p<0.05

Tabela 02: relacdo leucocitaria entre grupo Alergia e valores de referéncia. Avaliagdo pelo teste Exato de Fisher.
* — dado estatisticamente semelhante ao valor de referéncia e * - dado estatisticamente diferente ao valor de
referéncia. Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao analisar o perfil leucocitario do grupo Controle em relagdo aos valores de
referéncia (DE SOUSA BARBOSA et al. 2017) nota-se que ndo houve uma diferenca
significativa entre o percentual de cada parametro celular, o que demonstra que os valores do
grupo Controle seguem viaveis para serem comparados com os valores do grupo Alergia.
Dessa forma, ao analisar esses dois grupos de estudo, percebe-se que houve uma mudanga do
perfil leucocitario entre os grupos durante a terceira semana do experimento. O grupo Alergia
foi caracterizado por uma linfocitose (p=0,0042), aumento de possiveis linfocitos circulantes

sensiveis ao antigeno albumina, referente ao primeiro desafio alergénico, e uma neutropenia
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significativa (p=0,003). Isso sugere um processo inflamatorio causado pela hipersensibilidade,
0 que ja demonstra uma possivel efetividade no estabelecimento do modelo de alergia

confeccionado.

Uma vez que eosinéfilos e basofilos estdo envolvidos intimamente em processos
alérgicos (LICHTMAN, et al. 2013), nota-se um aumento no percentual de ambas as células
inflamatorias no grupo Alergia, em comparacdo com o grupo Controle. A alteracao do perfil
sérico de células do sistema imunoldgico no sangue, representado no esfregaco demonstra que
provavelmente houve uma hipersensibilidade imediata nesses animais, que sera confirmada

posteriormente pelo imunoensaio, apresentado em materiais e métodos, através da

quantificacdo de IgE.
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Figura 06: Grafico do perfil de eosinofilos do grupo Controle e grupo Alergia ao longo do protocolo de 28 dias.
O simbolo “*” indica a diferenga entre os grupos. Os dados sdo expressos em média + erro padrdo, Teste

T-Student. Fonte: Elaborado pelo autor.

Sobre a Figura 06, hd uma mudanca significativa de eosinéfilos (p<0,05), em que
a porcentagem do nimero desses foi aumentando de acordo com o desenvolvimento do
experimento, sendo que essa mudanga ja se inicia no grupo Alergia na primeira semana, em
que esse ja foi sensibilizado com o antigeno, albumina, no primeiro dia do experimento.
Percebe-se que esse aumento no percentual de eosindfilos foi gradual a medida que houve
uma segunda sensibilizagdo com o antigeno, por via cutanea, e posteriormente com o desafio
com a albumina por via oral. Torna-se pertinente falar que esse aumento de eosinéfilos ndo se

deu apenas em comparagao com o grupo Controle, ele se deu também em comparagdo entre
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as quatro semanas do protocolo do mesmo grupo. O que qualifica ainda mais a efetivacao do

experimento.

Como as AAs se manifestam em uma variedade de condi¢des clinicas no trato
gastrointestinal - TGI, pele e pulmdes em humanos (RENZ et al, 2018) tornou-se pertinente
também a andlise histopatoldgica pulmonar no modelo murino proposto. Quando o alérgeno ¢
distribuido sistemicamente apds a sua absor¢do no TGI, ele, os basoéfilos circulantes ja
sensibilizados por IgE e os mastocitos residentes nos tecidos podem reagir, resultando no
processo inflamatdrio, como mostra a Figura 07 e 09 a seguir, ou até mesmo em um processo
anafilatico Renz et al. (2018). Isso pode ter gerado uma queda da pressdo arterial e obstrucao
das vias respiratérias Lichtman et al. (2013), uma vez que os grupos se encontravam em
posigdo prostatica incapazes de se locomover ou reagir a estimulos tateis na ultima semana do

protocolo, o que acarretou na mudanga do mesmo pela orientacao do veterinario.

Ao observar a Figura 07, nota-se que ndo hd aumento do nimero médio de

células dos pulmdes (p=0,08), devido ao infiltrado inflamatorio.
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Figura 07: Grafico do nimero médio de ntcleos dos pulmdes do grupo Controle e grupo Alergia, tecidos
extraidos apoOs a eutanasia no ultimo dia do protocolo de 28 dias. Os dados sdo expressos em média + erro

padrao, teste T-Student. Fonte: Elaborado pelo autor.

Além disso foi possivel observar uma forte correlacio (= 0,6894) e
estatisticamente significativo (p= 0,0274) entre a espessura alveolar representada na (p=0,07)

e a massa de infiltrado inflamatoério no grupo Alergia.
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Figura 08: Grafico de dispersdo obtido através do coeficiente de correlagdo de Pearson. Nota-se a relagdo das
varidveis: células inflamatdrias e espessuras alveolares do grupo Alergia e Controle. Associag@o indicada pelo

valor de r = 0,69. Fonte: Elaborado pelo autor.

A primeira hipotese dessa correlagdo se da pelo grande fluxo de células
inflamatérias, mediadas por mastocitos, ao gerar grande volume celular no parénquima
alveolar, aumentando dessa forma seu espessamento, mesmo que nado significativo. Uma
segunda hipdtese sugere um remodelamento do parénquima pulmonar com o espessamento
dos septos alveolares, devido ao acumulo de coldgeno no tecido reparado. Tal resposta
comeca quase que de forma instantdnea apos o inicio da lesdo causada pelo processo
inflamatério, numa tentativa de reparar o dano a parede alvéolo-capilar como mostra a tese
publicada por Silva (2019), referenciando também que esse acimulo de células inflamatorias
alteram o microambiente alveolar, conduzindo a evolugdo do remodelamento tecidual para a
fibrose progressiva (SOUZA, 2003; SILVA, 2019). Este processo faz com que os tecidos
pulmonares sejam progressivamente substituidos por fibroblastos e colageno, causando uma
perda irreversivel destes tecidos em transferir oxigénio para a corrente sanguinea via alvéolos

pulmonares (LEE et al., 2002; WALDMAN et al., 2003; SILVA, 2019).

Diante do exposto, ¢ evidente a mudanga significativa da conformagdo dos
alvéolos pulmonares bem como a diminui¢ao de sua area luminal, representado pela Figura 10

(P <0,05), de forma a comprometer a fungao respiratoria dos camundongos do grupo Alergia.
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Contudo, para elucidar o mecanismo do espessamento e diminui¢do da area alveolar torna-se
necessario uma analise morfoldgica com a utilizagcdo de um corante especifico para evidenciar
fibras colagenas, como a técnica colorimétrica do Picrosirius Red utilizado no estudo

publicado por Silva (2019).
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Figura 09: Grafico das espessuras dos alvéolos pulmonares do grupo Controle ¢ grupo Alergia, tecidos extraidos
apos a eutanasia no ultimo dia do protocolo de 28 dias. Os dados sdo expressos em média + erro padrdo, teste

T-Student. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 10: Grafico demonstrativo das areas dos alvéolos pulmonares do grupo Controle e grupo Alergia, tecidos
extraidos apos a eutanasia no ultimo dia do protocolo de 28 dias. Os dados sdo expressos em média + erro

padrao, teste T-Student. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 11: fotomicrografias representativas de sec¢des dos tecidos pulmonares, no aumento de 400x, do grupo
Controle (A) e do grupo Alergia (B). As areas dos sacos alveolares e alvéolos propriamente ditos (um?) estdo
indicados pelos “pontos pretos” e pelas "estrelas", respectivamente. As diferencas das espessuras das paredes
alveolares de ambos os grupos estdo delimitadas pelos retangulos. As setas indicam os septos ou paredes
intra-alveolares. Tecidos extraidos apos a eutanasia no tltimo dia do protocolo de 28 dias. Fonte: Elaborado pelo

autor.

No que diz respeito aos mastdcitos, essas sao células derivadas da medula 6ssea e
estdo presentes em todos os tecidos conjuntivos, especialmente sob o epitélio, e normalmente
ficam adjacentes aos vasos sanguineos (LICHTMAN, et al. 2013). Tais células apresentam
em sua composicdo granulos citoplasmaticos que sdo corados na cor purpura pelo corante
metacromatico ATO, como mostra a Figura 13. Os granulos dos mastocitos sdo diversos
sendo que esses contém: aminas vasoativas, mediadores lipidicos e citocinas, todas

envolvidas no processo alérgico e/ou inflamatério, Lichtman et al. (2013)

As AAs compreendem varios mecanismos no sistema imunoldgico que conduzem
as reagdes alérgicas aos antigenos ingeridos. Porém de maneira geral, a alergia ocorre pela
liberacdo de mediadores que levam a respostas fisiologicas muito rapidas em varios
tecidos-alvo, sendo que as células efetoras dessa mediagdo sdo os basoéfilos, que também
possuem granulos citoplasmaticos, e os mastocitos, Renz et al. (2018). Torna-se pertinente
mencionar, que o protagonismo dos basofilos na hipersensibilidade imediata ndo estd tdo bem
estabelecido como o papel dos mastocitos, Lichtman et al. (2013), o que tornou apenas o
mastocito alvo deste estudo, uma vez que seu papel ¢ fundamental na resposta ao alérgeno.
Ainda sobre a acdo dos mastocitos, nota-se que ele possui grande importancia, tanto na

hipersensibilidade imediata quanto na tardia.

No que tange a hipersensibilidade imediata, essa se configura em minutos pela
liberacdo, degranulacdo, da histamina pelos mastocitos: principal amina vasoativa de tal

mecanismo, provocando o aumento da permeabilidade vascular e contracdo da musculatura
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lisa bronquica e intestinal, Lichtman et al. (2013). Diferentemente da imediata, a reacdo tardia
caracteriza-se como um elemento de resposta a hipersensibilidade imediata decorrente de duas
a quatro horas posterior ao efeito granulocitario do mastocito, manifestado por uma infiltragao
inflamatéria de neutréfilos, linfocitos, eosinofilos e basoéfilos, Lichtman et al. (2013), como
mostrado na Figura 11. Os tecidos podem, mediante a repetidas ocorréncias desta reacao,

desenvolver lesdes teciduais, Lichtman et al. (2013).

Na reagao tardia as citocinas sdo as desencadeadoras principais dessa reacgao,
sendo essas liberadas pelos mastocitos num processo inflamatorio, dentre elas compreende-se:
fator de necrose tumoral (TNF), IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, MIP-1a, MIP-1f. Destaca-se o
TNF, uma vez que o mesmo ¢ responsavel pela ativagdo da expressdo no endotélio de
moléculas de adesdo as quais geram infiltrados de células mononucleares e

polimorfonucleares, Dourado; Machado (2006)

Em geral, a ativacdo dos mastocitos depende da via de entrada do antigeno.
Alérgenos inalados ativam mastécitos nos tecidos submucosos dos bronquios, enquanto
alérgenos ingeridos ativam mastocitos na parede do intestino (LICHTMAN, et al. 2013), o
que torna possivel que sejam encontrados em quantidades significativas no intestino dos
animais do grupo Alergia, que serdo analisados. Complementando a essa informagdo, a
analise quantitativa de mastdcitos entre o grupo Alergia e o grupo Controle no tecido
pulmonar ndo foram significativos (p=0,4), como mostra a Figura 12. Uma vez que o
tecido-alvo no recrutamento dos mastdcitos na alergia alimentar seria o intestino. O que torna

essa analise promissora.
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Figura 12: quantificagdo dos niimeros de mastdcitos no tecido pulmonar dos grupos Controle e Alergia.
Contagem manual utilizando a técnica de zig-zag. Os dados sdo expressos em média + erro padrdo, teste

T-Student. Fonte: Elaborado pelo autor.

Assim como a alergia alimentar ¢ determinada por diferengas na quantidade de
mediadores inflamatorios liberados no intestino, na taxa de absor¢do dos antigenos ingeridos
e na distribuigdo de mastocitos ligados a IgE especifica ao antigeno (FINKELMAN et al,
2005; DOURADO; MACHADO, 2006), um estudo publicado por Monteiro et al. (2018)
demonstrou o aumento de mastdcitos nas vias aéreas através de uma exposi¢ao de alérgeno
inalado pelos camundongos, comparativamente ao grupo tratado com Gama-Terpineno (GT),
permitindo a obtengdo de dados significativos na expressdo de mastocitos na regido nasal,
bem como infiltrados nasal, muco e presencas de fibras coldgenas. Isso colabora com os
resultados negativos da AA apresentado pela Figura 13 na imagem C, onde ha a auséncia de
infiltrado mucoide nos alvéolos terminais, expressos pelas células caliciformes nas porgoes
bronquiolares, em que o muco se apresentaria na cor carmim pela coloragdo PAS. Torna-se
pertinente mencionar que a coloragdo foi controlada por um controle positivo na expressao de

muco, validando a coloracao.

Dessa forma tanto as alteracdes histopatoldgicas e as fisioldgicas observadas se
deram de forma central ao local de absor¢do do alérgeno, sendo os sinais e sintomas
pulmonares como inicio de um processo anafilatico ou sintomas secundarios, aos sinais e

sintomas intestinais.

Figura 13: fotomicrografia da sec¢do dos tecidos pulmonares, no aumento de 400x. Em A, as setas indicam os
mastocitos propriamente ditos dispostos na camada mucosa do pulmio, no tecido conjuntivo. Em B um
mastocito, ampliado, com seus granulos citoplasmaticos evidenciados pelas setas finas. Em C, nota-se a auséncia
de muco nos lumens dos alvéolos, representados pelas “estrelas”. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Ainda sobre o papel dos mastocitos na alergia alimentar, mesmo que esses nao
tenham se expressado significativamente no pulmao, sua participagdo na fase alimentar do
grupo Alergia pode ter ganhado mais um destaque, uma vez que tanto o desenvolvimento da
aversdo alimentar quanto a ativagdo cerebral contra alérgenos alimentares, parecem ser
induzidos pela degranulagdo de mastocitos dependente de IgE, uma vez que estes eventos nao
acontecem apds o tratamento dos animais com anticorpo anti-IgE (BASSO et al, 2003;
BASSO et al, 2004; DOURADO; MACHADO, 2006). Esse mesmo trabalho aponta a
possibilidade da acdo dos mastocitos induzida pela IgE ser o principal mecanismo de
sinalizagdo da alergia alimentar para o sistema nervoso. Renz et al. (2018), relataram que os
efeitos dos mastocitos nos neurdnios secretomotores demonstraram regular a secre¢do de

muco no intestino.

A partir dos resultados coletados pode-se dizer que o grupo Alergia apresentou
linfocitose e neutropenia, o que sugere uma resposta inflamatdria devido a instalacdo de um
processo alérgico, mesmo que ambos 0s grupos ndo apresentaram diferencas significativas da
massa corpdrea ¢ do consumo médio de ragao e dgua. Isso se deve a mudanca inesperada do
protocolo devido a observagao do veterinario referente aos sinais ¢ sintomas de um possivel
processo anafilatico, mesmo que no célculo amostral estivesse previsto a perda de animais

requeridos, aplicado a mortalidade de 30% inerente ao modelo.

Como os sinais e sintomas associados as AAs sdo de amplo espectro, podendo
afetar at¢ mesmo o pulmao (SICHERER; SAMPSON, 2014; 2018), a escolha desse orgao
para ser analisado no estabelecimento de AA se tornou interessante, pois ndo ha muitos
estudos direcionados a estes orgdos em tal modelo, presentes na literatura. Os pulmdes
apresentam-se como um possivel marcador de um processo anafildtico, pois o antigeno
absorvido no TGI pode ser distribuido de forma sistémica atingindo estes 6rgaos, os quais sao
amplamente vascularizados, o que serd confirmado com a andlise do perfil sérico de

mediadores ligados as alergias.

A intervengdo realizada no protocolo, pode ter impactado diretamente com os
resultados histopatologicos pulmonares, uma vez que tanto a alergia imediata quanto a tardia
podem acontecer horas apds o contato com a mamadeira de OVA, Lichtman et al. (2013).
Com a alternancia de mamadeira de OVA e 4gua, o infiltrado inflamatorio, expressdo de muco
e quantidade de mastdcitos podem ter sido amenizados no dia seguinte. Desta forma a nao

interrupcao do alérgeno se demonstra essencial para a efetivacdo do protocolo de AA.
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Mesmo que o resultado da celularidade alveolar ndo tenha sido significativa para
inflamacao a arquitetura dos alvéolos mudaram, de modo que a area luminal dos mesmos no
grupo Alergia se tornaram menores e significativos, em relagdo ao grupo Controle, como
mostram os dados estatisticos. Nao obstante, para elucidar o mecanismo do espessamento e
diminui¢do da area alveolar torna-se necessario uma analise morfologica com a utilizagdo de
um corante especifico para evidenciar fibras coldgenas, como a técnica colorimétrica do

Picrosirius Red utilizado no estudo publicado por Silva (2019).

Nota-se também que tanto a possibilidade de uma rejeicao dietética quanto a de
uma aversdo a mamadeira de OVA, pelo desenvolvimento da hipersensibilidade, levou os
camundongos do grupo Alergia a um quadro de desnutricdo e desidratacdo. Com isso, ¢é
importante em um novo experimento a realizagdo de um periodo adaptativo da dieta com
OVA desses animais ou a utilizagdo do método de gavagem para alimenté-los, padronizando o

volume de albumina para cada animal, ao evitar o viés da rejeicao alimentar.

Como perspectivas, além desses resultados, espera-se analisar o perfil
imunologico de cada grupo através do imunoensaio ELISA e a analise histopatologica dos
tecidos intestinais coletados e ja processados, de modo a evidenciar a efetividade do
estabelecimento de um modelo animal de alergias alimentares para posteriores estudos
histopatologicos e de tratamento, bem como a expressio de mastdocitos ¢ de muco
relacionados diretamente com a exposicao local do antigeno, como visto no presente estudo.
O desenvolvimento do modelo abre perspectivas para estudos futuros de terapias

medicamentosas € naturais contra os sinais e sintomas associados as alergias alimentares.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho do desenvolvimento de alergia alimentar podemos concluir que:

® A massa corporea de animais alérgicos ndo se diferiu de animais ndo alérgicos durante
todo o processo de indugdo alergénica;

e Os animais alérgicos mudancas das populagdes celulares séricas com o
desenvolvimento de linfocitose e neutropenia Nas mudancas no perfil de células
sanguineas;

e (Os animais alérgicos nao apresentaram diferengas inflamatdrias bem como a espessura
da parede alveolar, produgdo de muco e nimero de mastdcitos, comparado a animais
ndo alérgicos;

e A area de luz alveolar de animais alérgicos € menor do que a de animais nao alérgicos;

e A infiltragdo inflamatoria se correlaciona diretamente com a area de parede alveolar

nos pulmaes.
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