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RESUMO

As alergias sdo hipersensibilidades imunologicas em resposta a um agente antigénico,
conhecido como alérgeno. 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 criancas e adultos com alergias alimentares. Esta pesquisa teve como
objetivo o estabelecimento do modelo de estudo de alergia alimentar para a busca e a aplicacédo
de novas terapias que visem ao tratamento desse fenébmeno imunolégico. Os grupos estudados,
da linhagem de camundongos BALBI/c, tiveram a alergia alimentar induzida pelo protocolo de
28 dias com dois desafios de injecdo de solucdo de Al(OH)3 e albumina de ovo (OVA). Apoés
protocolo de inducéo, os animais foram eutanasiados para obtencdo de sangue e baco. Buscou-
se avaliar, como forma de validagcdo do modelo, as analises de sangue, com determinacgéo de
perfis celulares sanguineos e a anlise histolégica do baco. Evidenciou-se nessa andlise, do
sangue periférico, uma diferenca entre o percentual de eosinéfilos do Grupo Alergia e o Grupo
Controle com os valores de 8,40 e 1,20 respectivamente. O grupo alergia apresentou um quadro
de linfocitose (80,41) e neutropenia (8,75), 0 que sugere uma resposta inflamatoria devido a
instalagdo de um processo alérgico, mesmo que ambos 0s grupos ndo apresentaram diferencgas
significativas da massa corpdrea e do consumo médio de ragdo e dgua. No tocante a analise do
baco, observou-se que ndo houve valor de P significativo para as avaliacdes de capsula,
trabéculas e nddulos. Dessa forma, constatou-se a auséncia de uma diferenca significativa nas
comparacOes de lesbes, no referido 6rgao, entre 0 Grupo Alergia e o Grupo Controle. Por fim,
buscou-se proceder uma avaliacdo da produgdo de Imunoglobulinas E (IgE), bem como
citocinas ligadas a processos alérgicos objetivadas em analise futura. Ao término do
experimento, a referida analise dos animais alérgicos apresentou um aumento expressivo de
IgE quando comparado aos animais controles, evidenciando com isso a confirmagdo de um
processo alérgico instaurado nos animais do Grupo Alergia detectado por meio do teste ELISA.
O desenvolvimento do modelo abre perspectivas para estudos futuros de terapias

medicamentosas e naturais contra os sinais e sintomas associados a alergias alimentares.

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



ABSTRACT

Allergies are immunological hypersensitivities in response to an antigenic agent, known as an
allergen. Many foods, present in the basic diet, have already been recognized as potentially
allergenic and, associated with the current lifestyle, lead to a worldwide increase in children
and adults with food allergies. This research aimed to establish a model for studying food
allergy for the search and application of new therapies aimed at treating this immunological
phenomenon. The studied groups, from the BALB/c mouse lineage, had food allergy induced
by a 28-day protocol with two injection challenges of AI(OH)3 solution and egg albumin
(OVA). After the induction protocol, the animals were euthanized to obtain blood and spleen.
Blood analyses were sought to validate the model, with determination of blood cell profiles and
histological analysis of the spleen. In this analysis, a difference was evidenced in the peripheral
blood between the percentage of eosinophils in the allergy group and the control group. The
allergy group presented a picture of lymphocytosis and neutropenia, suggesting an
inflammatory response due to the installation of an allergic process, even though both groups
did not show significant differences in body mass and average consumption of food and water.
Regarding the spleen analysis, no significant P value was observed for evaluations of capsule,
trabeculae, and nodules. Thus, the absence of a significant difference in lesion comparisons in
the spleen between the Allergy Group and the Control Group was noted. Finally, an evaluation
of the production of Immunoglobulin E (IgE) and cytokines linked to allergic processes was
conducted. At the end of the experiment, the analysis of allergic animals showed a significant
increase in IgE compared to control animals, confirming the presence of an allergic process in
the Allergy Group detected through the ELISA test. The development of the model opens
perspectives for future studies on drug and natural therapies against the signs and symptoms

associated with food allergies.

Keywords: Food Allergy; OVA Murine Model; IgE.
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1. INTRODUCAO

As alergias sdo hipersensibilidades imunolégicas em resposta a um agente
antigénico, conhecido como alérgeno. Desafios alergénicos podem ocorrer naturalmente ou de
forma induzida, e as vias aéreas (respiracdo) e digestivas (ingestdo de alimentos) sdo as
principais “portas de entrada” de alérgenos nos organismos (YU et al., 2016). A alergias
induzidas pela ingestdo de alimentos (alergias alimentares — AA) sdo frequentes em todas as
etapas da vida nas populagdes humanas. 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 AA infantil, bem como camarao e frutos do
mar, mais frequentemente envolvidos nas AAs em adultos (SICHERER; SAMPSON, 2018).

De acordo com dados atuais, pontua-se que a prevaléncia de doencas alérgicas em
criangas e adultos jovens cresceu de maneira pontual nos ultimos anos, e (AA) faz parte desse
aumento. As alergias alimentares tornaram-se um grande problema de satde publica no mundo
nas Ultimas duas décadas e estdo correlacionadas a um impacto negativo na qualidade de vida.
(DE FREITAS; FERREIRA, 2022).

Com 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. Apesar da
divergéncia quanto a tendéncia do aumento das AAs, trabalhos indicam que cerca de 35% das
pessoas ja relataram alguma reacdo adversa a algum alimento, apesar das AAs ocorrem entre 2
a 10% dos individuos no mundo e variarem com a idade (IWEALA et al., 2018). Estima-se que
a prevaléncia das AAs seja de 6 a 8% em criangas menores de trés anos (DEVDAS et al., 2018),
e cerca de 2 a 4% em adultos. As AAs podem ser mediadas por IgE, ndo mediadas por IgE ou
mistas. As AAs mediadas pela IgE, em comparacdo 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
interacdes 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 sdao de amplo espectro, podem afetar

diversos Orgéos e sistemas, e ocasionar coceira e eritema, inchaco e incbmodo nos olhos, na
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boca, nos labios e na garganta, congestao e coriza nasal, falta de ar e dificuldade de respirar,
dor abdominal e disturbios gastrointestinais (SICHERER; SAMPSON, 2018). Sistemicamente,
observamos reac6es de anafilaxias que variam de discretas a graves, mediadas pela producéo
de mediadores pré-inflamatorios associados as alergias, como a leucotrienos, prostaglandinas,
interleucinas 3 e 4 e histamina (ANVARI et al., 2019). A histamina, liberada pela ligagéo do
alérgeno a anticorpos IgE, que previamente sensibilizaram os mastdcitos teciduais e/ou
basofilos circulantes (REBER et al., 2013), é um dos mediadores mais estudados em terapias
rapidas, que, em geral, levam em conta a acdo de medicamentos que bloqueiam esse mediador,
os anti-histaminicos. A acdo vasodilatadora de mediadores também esta 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 produc¢do de muco,
coriza, irritacdo e dificuldade de respirar. No trato gastrointestinal, sdo relatadas alteracdes 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 € ato recorrente nas
ciéncias naturais. Esses modelos empregam métodos que ajudam no entendimento fisiologico
e histopatoldgico das alergias, bem como no entendimento da acdo de novas proteinas e na
formulagdo ativas nos processos alérgicos. Trabalhos na literatura podem ser observados na
utilizacdo 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/HeJ e BALB/c, que é uma espécie capaz de
produzir 1gG1 e IgE semelhantes aos associados aos mecanismos anafilaticos humanos
(GANESHAN et al., 2009). BALB/C é 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 manipulacéo e sensibilizacdo
que ratos, cachorros e cobaios (SANTORO; MARSELLA, 2014). Nosso estudo visou buscar
uma analise de instauragéo deste modelo frente a nova vigéncia do comité de ética, usando um
namero menor de animais e com um controle mais efetivo dos animais controle e alérgico
buscando confirmar o0 modelo desenhado pela pesquisadora Saldanha, para nossa pesquisa atual

e futuras analises.

Dados literarios corroboram com as afirmativas que nos moveram a presente
pesquisa, isto é, embora se tenha maior conhecimento sobre as AAs na atualidade, 0 mecanismo

como ela se manifesta é ainda muito pouco compreendido e isso fomenta a necessidade de
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novas pesquisas que busquem elucidar tais mecanismo no intento de descobrir novas terapias
ou modificagdes das existentes para uma melhoria dos quadros alérgicos, haja visto que a cada
ano se amplia mais as demandas por tratamentos delas. Somado a isso, sabe-se que a AASs sdo
bem mais comuns no grupo pediatrico do que nos adultos e possuem um impacto médico,
financeiro e social considerdvel em criangas menores e suas familias (DE FREITAS;
FERREIRA, 2022).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estabelecer o modelo experimental de alergia alimentar ovalbumina, no Laboratério de
Morfopatologia (UFOP), em camundongos da linhagem BALB/C e estudar as alteracdes

histoldgicas no 6rgéo linfoide de interesse - baco.

2.2 Objetivos especificos

Confirmar o estabelecimento do procedimento alergénico por meio de:
- avaliacéo de pardmetros morfoldgicos e clinicos;
- dosagem sérica de IGE;
- mudancas no perfil de células sanguineas;
- no perfil sérico de mediadores ligados as alergias.

Avaliar a ocorréncia de alteragdes histologicas no baco, 6rgao linfoide de interesse desta

pesquisa.
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3. JUSTIFICATIVA/RELEVANCIA

O objetivo desta pesquisa foi estabelecer um modelo para o estudo da alergia
alimentar, um problema que se tornou cada vez mais prevalente a nivel global e para o qual as
terapias existentes nem sempre se comprovam eficazes. Este estudo, realizado no Laboratério
de Morfopatologia da Universidade Federal de Ouro Preto - LMP - UFOP, buscou treinar e
validar esse modelo, servindo como base para futuras investigacoes tanto na graduacdo quanto
na pos-graduacdo. Observadas as devidas analises realizadas no experimento, tem-se como
campo de trabalho futuro possiveis estudos relacionados a busca por formulas naturais e 0
aproveitamento de medicamentos que possam ter efeitos anti-histaminicos, contribuindo assim
para a reducdo dos sintomas e reacGes alérgicas aos alimentos. Buscou-se validar o modelo
alergénico desenhado pela pesquisadora Saldanha frente as atualizacGes das diretrizes de
normas éticas em pesquisa, ao trabalhar com um n amostral menor e com maior controle,

através de um célculo estatistico, avaliando a efetividade do modelo para futuras analises.
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4. METODOLOGIA

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 inducédo

alergénica;

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

alergénica.

4.2 Calculo amostral para definicdo dos grupos experimentais

Para a realizacdo da estimativa amostral do grupo desafiado com alergénico, 0
pardmetro utilizado foi a medida do indice de doenca 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 variacdo em 20%. A significancia adotada foi de 0,05 e o poder de 80%.
Dessa forma, usando o célculo padrdo 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 namero final serd de cinco animais, aplicando-se a

mortalidade de 30% inerente ao modelo, foram necessarios sete animais no Grupo Alergia.

O Grupo Controle foi composto pelo nimero minimo de cinco (05) animais,
necessarios para realizagdo de analises de variacBes no pacote estatistico que sera usado
(PRISM 8.0).



4.3 Estabelecimento do modelo de alergia
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Para a inducdo da alergia alimentar foi adotado o protocolo publicado por Saldanha

et al. (2004). O desenho experimental esta demonstrado na Figura 01. Os camundongos

receberam uma injecdo com 10ug de ovalbumina - OVA, adsorvida em 1mg de hi

dréxido de

aluminio - AI(OH)3 e 0,2 mL de salina 0,9% por via subcutanea no dorso, no inicio do

experimento (dia 1). Quatorze dias depois (dia 15), os animais receberam um

reforco da

sensibilizacdo, apenas com 10ug do antigeno diluido em salina 0,9%. O grupo Controle recebeu

o0 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 0s grupos passaram a receber mamadeira contendo

solugdo de clara de ovo desidratada e pasteurizada (Salto’s, Salto, SP), diluida em &gua filtrada

a uma concentracdo de 20% como Unica fonte hidrica por sete dias.

(6 semanas)

MNascimento

i

Y

Alimentacdo padrao do (CCA/UFOP) }l\

Y

Agua filtrada (CCA/UFOP)

—

Y

Solucdo de agua filtrada
+ OVA (20%)

Figura 01: Modelo experimental para a inducdo da alergia Camundongos BALB/C. Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4 Acompanhamento de massa corpdrea e do consumo de racao e de agua

Para assegurar uma alimentacdo adequada dos animais, foi fornecida uma dieta
padrdo do Centro de Ciéncia Animal da UFOP, acompanhada de dgua sem restri¢des até o 20°
dia do experimento. Posteriormente, a alimentagéo foi mantida sem restri¢cdes ao longo de todo
0 estudo. A ingestdo alimentar, consumo de agua e de OVA foram mensurados com auxilio de
balanca digital e proveta, respectivamente. Os animais tiveram a massa corpérea aferida no 01°,
07°, 14°, 21° e 28° dia. O registro da massa corporea dos camundongos no primeiro dia
viabilizou o estabelecimento de um padrdo referencial pratico para as revisdes futuras mediante

dados comparativos entre 0s grupos, visto que ambos foram obtidos com a mesma pesagem.

4.5 Avaliacéo dos leucécitos

Nesta etapa do estudo, estabeleceram-se os dias 07, 14, 21 e 28 como referenciais
para a coleta das amostras sanguineas atravées de puncdo caudal, com o objetivo de obter uma
gota de sangue. Essa gota foi utilizada para a confeccao de esfregacos sanguineos em laminas
de vidro. Apés a secagem, as laminas foram imediatamente fixadas e coradas utilizando a
técnica do Panotico Rapido. Em seguida, foi realizada a contagem em microscopia éptica dos
100 primeiros leucdcitos, utilizando a objetiva de 100x e uma técnica de visualizacdo em "zig
zag". Com base nessa contagem, foi determinado o percentual de cada tipo de leucdcito,

conforme publicado por Fernandes et al. (2018).

4.6 Avaliacdes histologicas

Ao final do protocolo de estabelecimento do modelo alergénico, os animais foram
eutanasiados com solucdo injetavel de quetamina e xilasina, sendo a quantidade da mesma
calculada para a massa individual do animal no dia da eutanasia. Em necropsia, foram coletados
0 bago dos animais referidos. As porg¢des do baco foram entdo fixadas em solucdo de formalina
tamponada por pelo menos 72 horas. Apos fixagdo, os tecidos foram processados para anélises
histopatoldgicas de rotina, emblocados em parafina e confeccionadas laminas histologicas de,

aproximadamente, quatro micrémetros.
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Posterior a essa etapa, as laminas foram desparafinadas e reidratadas seguindo o
protocolo descrito no Manual de Procedimentos do LMP - UFOP, procedendo as coloragdes
necessarias para as analises. As laminas foram coradas pela técnica da Hematoxilina e Eosina
para avaliacdo das lesbes histologicas aparentes (SALDANHA et al., 2004). Nessa etapa,
focou-se nas analises das estruturas do baco — cpsulas, trabéculas e nédulos — na verificagdo

de diferenca no grupo Alergia e grupo Controle.

Para analise dos tecidos do baco utilizou-se o Laboratorio Multiusuarios do Nucleo
de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas — NUPEB, UFOP. Para tal, 7 imagens foram capturadas
aleatoriamente, na objetiva de 10 X, de cada 6rgéo por meio do uso do Sistema de captura digital
Leica™ (Wetzlar, Alemanha). As medicGes foram realizadas por técnicas de morfometria

digital, com a utilizacdo do programa FIJI™ (NIH-USA).

4.6.1 Coloracéo em Hematoxilina e Eosina — HE

Em relacdo a coloracdo em HE dos tecidos do baco, utilizou-se também o protocolo
descrito no Manual de Procedimentos do LMP da UFOP. Apds a coloragdo, essas laminas
foram fotografadas no Laboratdrio Multiusuarios NUPEB - UFOP por meio do uso do Sistema
de captura digital Leica™ (Wetzlar, Alemanha). Na fotodocumentacéo utilizou-se a objetiva de
40x selecionando aleatoriamente 20 campos compreendendo a area campal do baco.

Uma vez as referidas capturas de imagens estando prontas, iniciou-se a analise das
estruturas de interesse, a saber: tamanho dos nddulos e espessura das trabéculas e capsulas dos
Grupos Alergia e Grupo Controle. Desta maneira, ao fim das andlises os dados obtidos foram
somados e tabelados, extraindo-se as médias e confeccionando-se os graficos das areas aferidas

e obtencdo das analises ndo paramétricas, atraves do programa PRISM 8.0.

4.7 AvaliacOes séricas

Ao final do protocolo de estabelecimento do modelo alergénico, em necropsia, 0
sangue periférico foi coletado. O soro foi obtido em centrifugacdo e 50 microlitros foram
utilizados para quantificacdo de anticorpos IgE antiOVA pelo método de ELISA, descrito por
Saldanha et al. (2004).
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4.8 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram tabulados, incluindo a determinacéo das méedias, medianas,
desvios-padrdo e erros, juntamente com os percentis. A normalidade dos dados foi avaliada
através de dois testes estatisticos: o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e o teste de
Shapiro-Wilk, ambos com um nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os dados normais foram
analisados utilizando o teste T de Student ndo paramétrico cuja significancia estatistica adotada
foi de 5% (p<0,05).

Para a analise do percentual de leucdcitos, foi empregado o teste Exato de Fisher,
com uma significancia estatistica estabelecida em 5% (p<0,05). Este procedimento foi adotado
para garantir uma avaliacdo robusta e abrangente da normalidade e do percentual de leucécitos

nos dados obtidos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

No que concerne aos estudos imunoldgicos sabe-se que ele possui uma maturacao
ao longo do tempo de vida, estendendo-se desde a fase embrionaria até a adolescéncia, na qual
ele se torna mais similar ao de uma pessoa adulta devido as exposi¢des corriqueiras a alérgenos
e a criacdo de anticorpos ao longo desse periodo. Portanto, a fase mais critica aos
desenvolvimentos de AAs € o periodo neonatal, caracterizado por um periodo critico de
processos infecciosos, devido a imaturidade do sistema imunoldgico (PASTOTINO et al.,
2016).

Factualmente, sabe-se que em sua estrutura primordial, a AA se manifesta como
uma hipersensibilidade imediata na qual anticorpos IgE especificos ligados a mastdcitos e
baséfilos desencadeiam a liberacdo de mediadores que levam a respostas fisiologicas muito
rapidas em varios tecidos-alvo (RENZ et al, 2018). Com isso, na busca de estabelecer um dado
confirmatorio com relacdo a esta torna-se importante a quantificacao de tais granuldcitos 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).

No intento de estabelecer um modelo de alergia para o referido estudo, o
procedimento de sensibilizacdo publicado por Saldanha et al. (2004), foi de fundamental
importancia visto que para os camundongos do grupo Alergia foi imprescindivel o contato
prévio com o antigeno, OVA. Mostrou-se muito relevante para a pesquisa e sua efetivacdo com
o0 indculo de interesse 0 uso do adjuvante hidréxido de aluminio, pois esse confere uma funcgéo
imunopotencializadora tanto as respostas imunes inatas quanto as adquiridas evocadas contra a
OVA, como mostra a revisdo bibliografica publicada por He et al. (2015), tracejando em sua
abordagem que o complexo OVA-AI (OH)3 contribui para que ocorra melhor interacdo com as
células apresentadoras de antigeno - APCs. Tal adsor¢do do antigeno no aluminio desencadeia
a interacao com as celulas apresentadoras que ativam a resposta imune. Este processo é relatado
como efeito causado principalmente pela alteracdo das caracteristicas fisicas dos adjuvantes a
base de aluminio, tais alteracbes como carga elétrica, area da superficie, estrutura, entre outras
(SHI et al., 2001). Ressalta-se também que € preciso delinear o local de aplicacdo da injecéo,
pois 0 complexo mencionado pode causar inflamacao local (HE et al. 2015). Caso essa injecédo
fosse aplicada por via intraperitoneal, ela poderia gerar dados falsos positivos em regides como

os colons, normalmente usados em estudos. Mediante a esse fato, escolheu-se para a
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sensibilizagcdo dos camundongos BALB/C a via subcutanea, pelos dados apresentados e uma

opcdo metodoldgica nessa presente pesquisa.

Concernente a sensibilizacdo prévia do grupo Alergia, observou-se também que a
introducdo do adjuvante levou a estabilizacdo do precipitado de albumina na forma de um
coloide, de maneira que o inoculo foi distribuido de forma homogénea durante a aplicagdo, ndo
gerando residuos de proteinas no fundo do pistdo. Fornecendo assim um padrdo em que todos

0s animais do grupo Alergia obtivessem a mesma quantidade de antigeno inoculado.

Na elucidacdo do desenvolvimento e o estabelecimento do modelo de alergia
alimentar, fez-se 0 acompanhamento dos camundongos da linhagem BALB/C nos parametros
corporeos e alimentares no decorrer do experimento, coletando-se as amostras para exames
histoldgicos e bioquimicos. No término dessa etapa, com a devida mensuracdo da massa

corporea semanalmente, compilou-se os resultados extraidos na Figura 02.
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Figura 02: Gréfico do perfil da massa corporal dos camundongos ao longo do protocolo de 28 dias. Os dados
séo expressos em média + erro padrao, teste T-Student. Fonte: Elaborado pelo autor.

Observou-se no presente estudo que durante todo o tempo de experimento, ndo
houve diferenca significativa (p>0,05) entre o Grupo Controle e Grupo Alergia. Ressalta-se que
0s animais desses dois grupos foram adquiridos em momentos distintos, sendo 0s mesmos
divididos em trés levas. Concerne aqui a apresentacdo de um dado relevante a abordagem:
embora o protocolo alimentar e de sensibilizacdo tenha sido idéntico para as trés levas, 0 Grupo
Alergia da ultima leva desenvolveu uma desidratacdo e debilitagdo maior, com o aumento
expressivo de perda de massa. Diante desse fato, realizou-se uma interferéncia para mediar o

sofrimento dos animais usados na presente pesquisa, mediante uma decisdo em conjunto com
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o0 veterinario do CCA. Com isso, buscou-se intercalar na dieta do dia 21 a 28 (do desafio oral a
OVA) a mamadeira de solucdo de albumina com agua, via oral, ao invés de somente solucdo
de albumina como Unica fonte hidrica feitas nas duas levas anteriores, o que pode ter dado um

viés na presente analise.

Mensurou-se o consumo alimentar e hidrico dos animais dos grupos Controle e
Alérgico ao longo de todo o experimento e os dados foram relatados respectivamente nas
figuras 02 e 03. Frente aos mesmos, nossa analise observou que ndo houve uma diferenca
significativa nos grupos com relacdo ao consumo de racdo e hidrico. Contudo, a partir da
segunda semana na qual foi realizado o primeiro desafio alérgico (OVA + Hidroxido de
aluminio), no Grupo Alergia, nota-se uma diminuic&o significativa no consumo de ragéo, isso

comparando com o consumo do primeiro ao 14° dia, de cada grupo separadamente.
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Figura 03: Grafico do perfil de consumo médio de racdo ao longo do protocolo de 28 dias. Teste T-Student.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Segundo os dados relatados nos gréaficos, observou-se que o consumo alimentar dos
animais se manteve estavel nas duas primeiras semanas de experimento. A partir da terceira
semana de experimento, evidenciou-se que tanto o Grupo Controle quanto o Grupo Alergia,
desafiados com a mamadeira de OVA, apresentaram um decréscimo no consumo de racao. Para
devida comprovacdo desta hipotese, tornou-se preciso uma andlise através das técnicas de
imunoensaios. Sugere-se também a possibilidade de uma rejeicdo dietética a mamadeira de
OVA, levando-os a um quadro de reducgédo de massa visualizada em um processo de desnutricao,

assim como ao estado de desidratagdo que foram vistos em animais do Grupo Alergia.
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Evidenciando assim a importancia frente a um novo experimento da realizacdo de um periodo

adaptativo da dietética desses animais.

O grafico referente a figura 04, demonstra que o consumo de dgua do Grupo Alergia
e do Grupo Controle apresentam uma linearidade na sua fase inicial. Contudo, ap6s o desafio
alergénico do Grupo Alegria, com a injecdo de OVA + hidroxido de aluminio + salina 9%,
observou-se uma progressiva queda no consumo de agua desse grupo em relacdo ao Grupo
Controle que recebeu a injecdo contendo apenas hidréxido de aluminio + salina 9%. Destaca-
se no grafico que apos o desafio alimentar com mamadeira de OVA, o Grupo Controle teve
uma respectiva queda no consumo da mamadeira de OVA e o Grupo Alergia, que havia
reduzido seu consumo de &gua, esse consumo nos Ultimos oito dias, do desafio oral da

mamadeira de OVA, continuou em decréscimo significativo.
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Figura 04: Gréfico do perfil de consumo médio de agua e albumina ao longo do protocolo de 28 dias. Teste T-
Student. Fonte: Elaborado pelo autor

Em relacdo a ndo ingestdo da mamadeira de albumina, podemos relacionar esse
dado aos estudos experimentais conduzidos por Bills et al. (2005), conforme citado por
Dourado e Machado (2006). Esses estudos demonstraram gque camundongos desenvolvem uma
associacdo negativa entre um determinado sabor presente na dieta e uma experiéncia
desagradavel. Essa correlacdo do sabor do alimento com o desconforto resulta em um fenémeno
conhecido como “Aversdo acondicionada ao sabor”. Como contorno a este problema sugere-se
em futuras pesquisas a utilizacdo do sistema de gavagem, administracdo intragastrica, para o
alimento OVA. No experimento mencionado, os pesquisadores ilustraram esse fenémeno ao

associar uma solucdo de sacarina a uma prévia exposicao a injecdo de cloreto de litio. Embora
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o desconforto tenha sido causado pela injecdo de litio, ndo pela sacarina em si, 0s animais

passaram a rejeitar a ingestdo da sacarina em futuras exposi¢des devido a associacdo negativa

com o fator causador do desconforto, a injecdo de litio.

5.1 Perfil leucocitario

Nas semanas consecutivas ao desenvolvimento do experimento, 0s animais tiveram

semanalmente coletados o sangue para deteccdo de parametros hematoldgicos e bioguimicos,

no intuito de elucidar o alcance ou nao do desenvolvimento da alergia alimentar. Foram

realizadas contagens diferenciais de leucdcitos circulantes e o percentual obtido foi comparado

com os valores referenciais de leucécitos de camundongos 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 Semana2 Semana3 Semana4 Analise de
referéncia contingéncia
o (Exato de
Yo Fisher)
Linfdcitos 68,00+8,36 67,002 76,602 80,402 75,002 p>0.05
Eosinofilos 2,12+1,09 0,802 0,802 1,208 1,008 p>0.05
Mondcitos 2,84+1,03 4,002 3,202 2,607 3,402 p>0.05
Basdfilos 0,00 0,202 0,802 0,202 0,402 p>0.05
Neutrofilos 27,04+8,55 27,80 18,60 16,002 20,4082 p>0.05

Tabela 01: relag&o leucocitaria entre Grupo Controle e valores de referéncia. Avaliagdo pelo teste Exato de Fisher.

2 — Dado representa estatisticamente semelhante ao valor de referéncia. Fonte: Elaborado pelo autor
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Grupo Alergia
Parametro Valor Semanal Semana2 Semana3 Semana4 Andlise de
referéncia contingéncia
o (Exato de
Yo Fisher)
Linfécitos 68,00£8,36 72,572 75,432 80,42* 72,202 p<0.05
Eosinofilos 2,12+1,09 2,002 4,862 5,572 8,402 p>0.05
Mondécitos 2,84+1,03 3,142 4,002 4,712 5,202 p>0.05
Baséfilos 0,00 0,422 0,142 0,422 0,602 p>0.05
Neutrofilos 27,04+8,55 21,142 15,142 8,75* 13,602 p<0.05

Tabela 02: relacdo leucocitaria entre Grupo Alergia e valores de referéncia. Avaliacdo 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 relacdo 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 mudanca 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 linfdcitos circulantes
sensiveis ao antigeno albumina, referente ao primeiro desafio alergénico, e uma neutropenia
significativa (p=0,003). Isso sugere um processo inflamatério causado pela hipersensibilidade,
0 que ja demonstra uma possivel efetividade no estabelecimento do modelo de alergia

confeccionado.

Uma vez que eosinofilos e basofilos estdo envolvidos intimamente em processos
alérgicos (LICHTMAN, A. H. et al. 2013), nos dados obtidos no experimento observou-se um
percentual aumentado de ambas as células inflamatérias no grupo alergia em correlagdo ao
grupo controle. De tal forma que essa alteracdo do perfil sérico de celulas do sistema
imunologico no sangue, representado no esfregaco sugere provavel desenvolvimento de
hipersensibilidade imediata nesses animais, que serd confirmada posteriormente pelo

imunoensaio, apresentado em materiais e métodos, através da quantificacéo de IgE.

Concernente a figura 5, notou-se uma mudanca significativa de eosinéfilos (p <
0,05), evidenciando um aumento suscetivel a porcentagem numérica deles no decorrer do

desenvolvimento do experimento. Observou-se essa mudanca inicial no grupo alergia ja na
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primeira semana, em que esse ja foi sensibilizado com o antigeno, albumina, no primeiro dia
do experimento. De tal modo que o observado se correlaciona visivelmente com o aumento no
percentual de eosinofilos de maneira gradual a medida que houve uma segunda sensibilizacéo

com o antigeno, por via cutanea, e posteriormente com o desafio com a albumina por via oral.

Vale a pena detalhar que esse aumento de eosinéfilos ndo ocorreu apenas em
comparagdo com o Grupo Controle, observou-se também em comparacdo entre as quatro
semanas do protocolo do mesmo grupo. Desta maneira, fica pontuado de maneira significativa

a efetivacdo do experimento.
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Figura 05: Grafico do perfil de eosinéfilos 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.

Os gréficos apresentados na figura 06, figura 07 e figura 08, bem como as pranchas
expressas na figura 09 e figura 10, dizem respeito a avaliacdo campal das areas estruturais do
baco, respectivamente nddulos, trabéculas e capsulas. Nas avaliagdes pontuadas para a pesquisa
das estruturas, os achados no estudo evidenciaram que ndo houve uma variacéo significativa
nas avaliagcdes comparativas do Grupo Controle em relagdo ao Grupo Alergia, por mais que ja
tenha sido previamente relatado que as respostas imunes esplénicas desempenham papéis
centrais no desenvolvimento de doencas alérgicas. (TOYOSHIMA, SHOTA et al. 2017).

Dessa forma para estudos futuros torna-se pertinente avaliar o uso de uma outra
técnica de coloracdo como Azul de Toluidina, para validar e quantificar a presenca de
mastocitos nos tecidos. Uma vez que o bago é o local onde os mastdcitos sdo induzidos no
desenvolvimento da alergia alimentar (TOYOSHIMA, SHOTA et al. 2017).
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Figura 06: Grafico da correlacdo analitica de mensuragdes realizadas nas estruturas nodais por um2 em objetiva
de 10x, Grupo Controle e Grupo Alergia. Os dados sdo expressos em média * erro padréo, teste T ndo pareado.
Figura 07: Gréafico da correlagdo analitica de mensuragdes realizadas nas estruturas da trabécula por pm2 em
objetiva de 10x, Grupo Controle e Grupo Alergia. Figura 08: Grafico da correlacdo analitica de mensurac6es
realizadas nas estruturas da capsula por um?2 em objetiva de 10x, do Grupo Controle e Grupo Alergia.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 09: Cortes histoldgicos representativos do baco do Grupo Controle (A) e do Grupo Alergia (B). As areas
dos nodulos (um?) estdo "indicados pelas circunferéncias” e as trabéculas “indicadas pelas setas" de ambos os
grupos, ao longo do protocolo de 28 dias. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 10: Cortes histologicos representativos do baco do grupo controle (C) e do grupo alergia (D). As areas das
capsulas (um?) estdo "indicadas pelos retangulos” de ambos os grupos, ao longo do protocolo de 28 dias. Fonte:
Elaborado pelo autor.

Dada a necessidade identificada de analisar a presenca de IgE nos grupos estudados
para verificar se a rejeicdo alimentar estd vinculada apenas a um desconforto gastrointestinal
ou se ocorre devido a um quadro alérgico estabelecido que os debilita, buscou-se neste estudo
realizar a dosagem de IgE. Essa abordagem lancou uma luz mais criteriosa sobre nossas
afirmacdes em relacdo a queda na ingestdo alimentar, investigando se estd exclusivamente
associada a esse desconforto ou se esta relacionada a uma alergia, que procuramos identificar
com a OVA. Essa andlise visa elucidar o mecanismo pelo qual os animais desenvolveram

aversdo ao alimento oferecido.

A imunoglobulina E é compreendida como uma classe de anticorpos (proteinas do
sistema imunoldgico) encontrada no sangue. Tendo em vista que ela desempenha um papel
fundamental na resposta do sistema imunoldgico a alérgenos e esta intimamente associada a
respostas alérgicas e hipersensibilidade, mediando as reagdes alérgicas frente a exposi¢cdo a um
alérgeno, ao ligar-se a receptores na superficie de células chamadas mastécitos e basofilos, que
estdo envolvidos nas reacdes alérgicas. Esse tipo de reacdo ocorre quando proteinas alimentares
desencadeiam inadequadamente uma resposta Th2 predominante, resultando em uma alergia
alimentar mediada por IgE, também classificada como hipersensibilidade do tipo |
(TURNBULL, Adams et al. 2015).

Para quantificar a concentracdo de IgE nas amostras de soro obtidas do Grupo
Controle e do Grupo Alergia, inicialmente realizou-se a diluicdo das amostras na proporcao de
1:10.000. Posteriormente, a placa do kit ELISA foi lida no aparelho de espectrofotometria, na
linha visivel do UV a 450 nm. Os dados obtidos foram entdo tabulados e utilizados para analise

estatistica por meio do programa GraphPad Prism 8.0. Contudo, observou-se uma discrepancia
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nos dados que sugeriam uma gqueda na concentracéo de IgE nos animais do Grupo Alergia com
relacdo ao Grupo Controle, o que seria improvavel pelos dados encontrados na literatura.

Embora os dados tenham resultados numa concentracao de IgE diminuido no Grupo
Alergia, e sendo esse um biomarcador importante e que se apresentaria huma concentragdo
maior que o Grupo Controle, dados literarios sugerem que as abordagens em estudos de IgE
mensurados em desafios alérgenos sustentam a necessidade de busca por uma IgE especifica.
Mediante a isso, nossa hipdtese discursiva € de que o teste de IgE ndo especifica (SIgE) nédo
consegue distinguir entre um individuo que é meramente sensibilizado ao alérgeno (tem sIgE
circulante detectavel) e um que € clinicamente alérgico (tem IgE ligada aos mastécitos levando
a liberagdo imediata do mediador) (TURNBULL, Adams et al. 2015). Desta forma, como nosso
estudo ndo buscou evidenciar uma IgE especifica, pode ter ocorrido o desfecho encontrado na
analise pontuando, para futuros estudos, que uma analise direcionada a SIgE evidenciou-se

como pertinente.

Outro dado hipotético importante, levantado nessa diferenga observadas,
estabelece-se numa possibilidade de se perder 0s picos de concentracdes importantes para a
analise na leitura espectrofotométrica - erro provavel advindo de uma diluicdo maior do que a
necessaria para a leitura no equipamento; e considerando que, segundo dados literarios, a
diluicdo é uma etapa critica na preparacdo da amostra, erros eventuais na preparacdo das
solugdes de amostra ou em suas diluicdes podem caracterizar concentracdes de amostra
incorretas, resultando em valores de absorbancia semelhantes para ambos os grupos ou
discrepantes. As diferencas em variaveis experimentais no momento da medida do branco, da
amostra e dos padrfes também podem invalidar uma calibracdo estabelecida (SKOOG et al.;
2005).

Uma vez que os dados amostrais obtidos demonstraram uma diferenca nas
concentracdes de IgE conforme objetivo adotado frente a literatura disponivel, ainda que os
valores de IgE observados em maiores concentracdes no Grupo Controle quando comparado ao
Grupo Alergia, tornou-se pertinente a realizagdo de uma nova analise, porém em uma diluigdo
menor para a qual adotamos a diluigdo na proporgdo 1:100. Isso se justifica pela observacao de
que, em analises de espectrofotometria para determinar a concentracéo de IgE ou qualquer outra
substancia, quando se tem dois grupos com dados de absorbancia muito proximos, isso pode
ser indicativo de erros na diluicdo ou em outros aspectos da preparacdo da amostra. Frente a
iss0, nessa nova analise da leitura espectrofotométrica, observou-se que a diluicdo escolhida

conferiu a nossa analise um resultado mais preciso, e os dados corroboram com o esperado em
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uma averiguacdo confirmatdria sorolégica de IgE no Grupo Controle em relagcdo ao Grupo
Alergia, como expresso na figura 11 e tabulado no gréafico expresso na figura 12.
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Figura 11: Amostras sensibilizadas foram preparadas com suas respectivas dilui¢des, além do branco, utilizando

uma solucdo de reagdo (A). Da mesma forma, amostras diluidas e sensibilizadas, juntamente com as respectivas
diluicBes e o branco, foram tratadas com uma solucdo de parada de reacdo (B). Leitura das respectivas absorbancias
para analise (C). Fonte: Elaborada pelo autor.

No gréfico, Figura 12, apresenta-se os dados relacionados as absorbéncias obtidas
no teste ELISA na dilui¢do 1:100 adotada, utilizando o espectrofotometro UV calibrado para a
linha visivel a 450 nm. Nele observa-se um aumento significativo nas concentragdes de IgE no
grupo Alergia em comparagdo com o Grupo Controle. Esse aumento é confirmado pelo valor
de p<0,05, considerado como indice de significancia na analise estatistica deste estudo,

indicando o estabelecimento de um quadro alérgico.
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Figura 12. Gréfico da concentracdo média de imunoglobulina E - IgE do Grupo Controle e Grupo Alergia ap6s o
imunoensaio ELISA, destacando o aumento de IgE nos animais do Grupo Alergia. O soro foi coletado, sem
anticoagulante, no altimo dia do protocolo de 28 dias, antes da eutanasia. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Dessa forma, podemos concluir que as absorbancias obtidas no Grupo Controle e
Grupo Alergia, durante a anélise de IgE no soro dos animais, foram bem-sucedidas. Esses
resultados ndo apenas corroboram, de maneira pontual, os objetivos do presente estudo, mas

também fornecem uma confirmacéo sélida do aumento na presenca de IgE no Grupo Alergia.

Na analise dos dados observamos uma elevacao significativa nas concentracGes de
IgE no Grupo Alergia em comparagdo com o Grupo Controle, o que fortalece a associacgao entre
a presenca dessa imunoglobulina e a condicdo alérgica nos animais estudados. Essa
confirmacdo reforca a relevancia da nossa pesquisa na compreensdo dos mecanismos

imunolégicos subjacentes as reacdes alérgicas.

Para a analise estatistica, os dados foram submetidos a dois testes com o objetivo
de verificar sua normalidade: o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e o teste de
Shapiro-Wilk. No teste de Kolmogorov-Smirnov, a hipotese nula, que assume uma distribuicdo
normal dos dados, foi aceita, pois o valor-p obtido (0,1) foi superior ao nivel de significancia
(0,05). Da mesma forma, no teste de Shapiro-Wilk, a hipotese nula também foi aceita, visto que
o valor-p obtido (0,8) foi superior ao nivel de significancia (0,05). Diante dos resultados
encontrados, conclui-se que os dados seguem uma distribuicdo normal, e nossa anélise foi

efetivada com sucesso.
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6. CONCLUSOES

Diante das anéalises e discussdes apresentadas neste trabalho do desenvolvimento

de alergia alimentar, podemos concluir que:

e Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas em relacdo a massa
corporal e ao consumo médio de racdo e agua no Grupo Controle em comparagao com
0 Grupo Alergia.

e Observou-se no Grupo Alergia uma alteracdo no perfil leucocitério, caracterizada por
linfocitose e neutropenia, em comparagdo com o Grupo Controle.

e Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas nas analises
histoldgicas do bago — capsulas, nddulos e trabéculas - entre 0 Grupo Alergia e o Grupo
Controle.

e Evidenciou-se um aumento significativo nas concentracdes de Imunoglobulina E (IgE)

nos animais alérgicos em comparacao com 0s animais controle.
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