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1) RESUMO

A incidéncia de doengas alérgicas tem aumentado tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento. A alergia alimentar € uma reacdo de
hipersensibilidade imediata mediada por IgE que ocorre apdés a ingestdo de
determinados alimentos por individuos previamente sensibilizados. As citocinas
produzidas pelas células Th2 (IL-4, IL-13, IL-10 e IL-5) tém participacdo importante no
desencadeamento da reagdo alérgica, enquanto as citocinas de perfil Th1 inibem as
repostas alérgicas. Nosso grupo de pesquisa desenvolveu um modelo animal para o
estudo da alergia alimentar a ovalbumina. Neste modelo, os camundongos sao
sensibilizados com ovalbumina (OVA) e desafiados com uma solugéo de clara de ovo a
20% (SCO). Foi observado que, na possibilidade de escolha, os camundongos
sensibilizados apresentam aversao a ingestao do antigeno. Neste trabalho, procuramos
investigar a participagao das citocinas IL-4, IL-12, IFN-y e IL-10 na aversao a ingestao
de antigenos e na alergia alimentar induzida a ovalbumina através da utilizacdo de
animais selvagens e deficientes para essas citocinas. O protocolo de sensibilizagéo e
desafio antigénico levou ao aumento dos niveis séricos de IgE e IgG1 anti-OVA em
todos os grupos estudados, com excecédo dos IL-4-/-. Apenas camundongos BALB/c
demonstraram aversao a ingestdo de SCO apds sensibilizagdo com OVA e perderam
peso corpéreo apos a ingestao restrita da solugao do antigeno. Camundongos BALB/c
e |IL-12-/- sensibilizados apresentaram aumento do infiltrado de eosindéfilos na mucosa
intestinal apos desafio com SCO em relagao aos seus controles. Além disso, a ingestao
de SCO desencadeou um aumento da produgao de muco pelas células caliciformes do
intestino delgado de animais BALB/c e IL-10-/- sensibilizados. Esses resultados
demonstram que a producgao de IgE e IgG1 anti-OVA é necessaria para a ocorréncia da
aversdo ao antigeno e para o desenvolvimento da alergia alimentar. A citocina IL-4 tem
uma participagdo fundamental nesses eventos e a IL-10 participa na regulacéo da

producao de muco no intestino de camundongos C57BL/6.
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2. Introducéao

2.1 Aversdao aingestdo de antigenos

Um dos sinais principais que tornam um alimento agradavel ou ndo é seu sabor.
Entretanto, a selecdo de um alimento pode estar relacionada a diversos fatores.
Preferéncias ou aversdes aos alimentos sdo manifestacdes consideradas adaptativas,
uma vez que se tende a associar os sabores amargos a venenos e os doces a fontes
energéticas (ROZIN & KALAT,1971).

A necessidade de algum nutriente também pode levar o animal a escolher
alimentos que contenham esse nutriente, fenbmeno conhecido como “fome especifica”
ou “apetite especifico” (ROGERS & BLUNDELL, 1991).

Um efeito digestivo agradavel ou ndo também pode interferir na ingestao
posterior de um alimento. Os animais sao capazes de associar as consequéncias
digestivas com o sabor deste alimento. Foi observado que mesmo que o novo sabor
nao seja o responsavel pelos efeitos indesejaveis, mas desde que ele seja apresentado
ao animal juntamente a um estimulo que desencadeie um desconforto digestivo, ocorre
aversao em uma segunda exposicao a este sabor. Esse fendmeno foi denominado de
“‘Aversdo condicionada ao sabor”. Acontece, por exemplo, quando uma solugao de
sacarina é fornecida a um animal pela primeira vez e, junto a ela, € aplicada uma
injecao de cloreto de litio. O animal associa o desconforto causado pela inje¢do com o
sabor doce da sacarina e demonstra aversao em uma segunda exposi¢ao (BILLS et al,
2005).

Em estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado
que frente a opgédo de ingerir agua ou solugdo de clara de ovo adocicada,
camundongos sensibilizados com ovalbumina apresentam aversdo a ingestao da clara
de ovo, ao contrario de animais controle. Os resultados desses estudos permitiram
concluir que componentes imunoldgicos também podem influenciar a selegao de dietas,
tendo sido observado que o comportamento de aversdo a ingestdo do antigeno foi
transferido para camundongos que receberam células do bago de camundongos
sensibilizados com baixas doses de ovalbumina (CARA et al., 1994; CARA et al., 1997).
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Posteriormente, comprovou-se que essa aversao estava relacionada diretamente com a
producéo de IgE (ANDRADE, 1999; BASSO et al.,2003 ).

Essa associacado leva ao entendimento ou proposta de que a aversdao € um
mecanismo inicial, induzido imunologicamente, de evitar danos ao organismo caso o
animal consuma um alimento nocivo. Certamente, na auséncia desse comportamento
pode ser desenvolvido um quadro de alergia alimentar. Entretanto, mesmo quando ha
falha desse possivel mecanismo, nem sempre a ingestdo de alimentos desencadeia um

quadro patolégico.
2.2 A mucosa intestinal

As moléculas da dieta entram em contato com a maior area que o organismo
expde ao ambiente. No ser humano, além do intestino possuir metros de extensao, a
presenca de pregas, vilosidades e microvilosidades aumenta de maneira significativa a
superficie da mucosa intestinal disponivel para a absor¢cdo de nutrientes. Calcula-se
que as pregas aumentem a superficie intestinal em cerca de 3 vezes, as vilosidades em
10 vezes e as microvilosidades em 20 vezes, sendo, em conjunto, responsaveis por um
aumento de 600 vezes na superficie intestinal. A area da mucosa intestinal no ser
humano adulto, portanto, atinge aproximadamente 200m? (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2004).

A mucosa intestinal possui estruturas linféides que, em conjunto, formam o GALT
(Gut associated lymphoid tissue). Essas estruturas sao as placas de Peyer do intestino
delgado e os foliculos linféides do intestino grosso e reto. As placas de Peyer formam
estruturas em forma de cupula que se estendem até o lumem do intestino e sao
extremamente importantes para a indugao de respostas imunes no intestino delgado. O
epitélio associado a placa de Peyer contém células epiteliais especializadas conhecidas
como células M. Essas células sado adaptadas para interagirem diretamente com
moléculas e particulas do lumen intestinal e realizar a transcitose deste material para o
interior da célula. A membrana basal da célula M forma muitas pregas ao redor de
linfocitos e células apresentadoras de antigeno, sendo estas ultimas responsaveis pela

captacédo e processamento do material transportado para a apresentagcédo do antigeno e
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ativacdo de linfocitos. Além deste tecido linféide organizado, muitos linfocitos
encontram-se dispersos pela lamina propria da parede intestinal, sendo estas as células
efetoras do sistema imune da mucosa intestinal (NEUTRA et al, 2001; IWASAKI &
KELSALL, 2000; KELSALL & STROBER, 1996).

Os linfécitos T e B ativados migram das placas de Peyer para os linfonodos
mesentéricos e desses trafegam para o ducto toracico, chegando a circulagao
sanguinea. Da circulagéo, os linfocitos ativados retornam a mucosa intestinal pelas
vénulas de endotélio alto e passam a residir na lamina prépria. Estes vasos da mucosa
intestinal e de outras mucosas (respiratéria, reprodutiva e mama em lactagéo)
expressam a adressina de mucosa MadCAM-1que se liga a integrina a4B7 presente na
superficie dos linfocitos. Esta ligagdo possibilita o retorno dos linfocitos as mucosas.
Dessa forma, uma resposta imune iniciada por antigenos apresentados em um numero
limitado de placas de Peyer pode ser disseminada através de toda a mucosa corporal
(SAMPSON, 1999; EIGNMANN, 2002).

Aproximadamente uma tonelada de alimentos passa pelo trato gastrointestinal a
cada ano, portanto, o sistema imune intestinal esta em constante contato com uma
grande quantidade de antigenos diferentes (SEIBOLD, 2005). A variedade de reagoes
imunes que pode ocorrer em seguida a absorgdo do antigeno pelo epitélio intestinal
depende da natureza do antigeno, da via de entrada no organismo e da historia
imunoldgica do individuo.

Em contrapartida a grande superficie absortiva da mucosa intestinal, os
antigenos da dieta encontram algumas barreiras que controlam a sua absorcgao,
impedindo que ocorra uma reagdo imunolégica aos componentes da dieta. Essas
barreiras sdo constituidas pelo muco que cobre continuamente e de forma aderente a
mucosa digestiva, pelas enzimas presentes no lumem intestinal, pela presenca de
células T reguladoras especificas e pela producao de IgA (MAYER, 2003).

Provavelmente, a barreira mais significativa a entrada de antigenos na mucosa é
a presencga de enzimas desde a boca até o intestino grosso. Ao realizarem a quebra de
grandes polipeptideos em pequenos dipeptideos e tripeptideos, estas enzimas
permitem que ocorra o processo de absor¢cdo dos nutrientes e convertem proteinas

potencialmente imunogénicas em peptideos ndo imunogénicos. A acgao destas
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proteases juntamente com o efeito emulsificante dos sais biliares e com a atuagao de
enzimas que quebram carboidratos formam um potente sistema capaz de alterar a
exposi¢cao a antigenos (MAYER, 2003). Entretanto, as proteinas podem escapar ou
resistir a digestdo e passar para o lumem intestinal em uma forma intacta
(UNTERSMAYR & JENSEN-JAROLIM, 2006). A contribuicdo das enzimas gastricas
para a tolerancia aos antigenos alimentares foi demonstrada através da correlagao
entre o tratamento com drogas anti-ulcera e a produgao de IgE especifica a antigenos
da dieta (SCHOLL et al., 2005).

Outro componente importante no controle da entrada de antigenos pela mucosa
intestinal € o muco produzido pelas células caliciformes. Este muco forma uma camada
espessa que cobre o epitélio intestinal. As particulas antigénicas sao aprisionadas na
camada de muco e expelidas pelo movimento peristaltico do intestino. Além desta
funcdo de barreira fisica, 0 muco também serve como reservatorio de IgA secretdria
(MAYER, 2003).

A IgA é um anticorpo que atravessa o epitélio intestinal e é secretada no lumem.
Esta imunoglobulina pode aglutinar antigenos e aprisiona-los no muco, facilitando a
remogao destas moléculas do organismo. A importancia da IgA no controle da absorgao
dos antigenos alimentares pdde ser comprovada pela observagdo de aumento dos
niveis circulantes de complexos antigeno-anticorpo, contendo antigenos derivados de
alimentos em individuos portadores de deficiéncias congénitas na secrecéo de IgA.
Entretanto, ndo se sabe se esta deficiéncia predispbe a alergia alimentar (MAYER,
2003; CUNNINGHAM-RUNDLES et al., 2002)

Em recém nascidos, as enzimas digestivas ndo sdo completamente ativas e o
sistema de IgA secretéria ndo € maduro até 4 anos de idade, podendo ocorrer a
passagem de proteinas nao digeridas pela mucosa intestinal causando o
desencadeamento de uma resposta imune aos componente da dieta (MAYER, 2003).

A Ultima barreira a absorgado antigénica € conferida pela célula epitelial. As
jungdes oclusivas presentes na membrana apical e basal destas células e nos espagos
paracelulares sao geralmente impermeaveis a grandes macromoléculas, permitindo

apenas a passagem de ions. Entretanto, em eventos inflamatdrios, as juncbes se
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tornam menos oclusivas, permitindo a passagem de macromoléculas para a lamina
prépria (MAYER, 2003).

Em situagbes onde houve falha do mecanismo de aversédo a ingestdo do
antigeno ou permeabilidade alterada da mucosa intestinal, antigenos alimentares que
normalmente desencadeariam uma resposta imunossupressora, podem desencadear
uma resposta das células Th2. Caso isto ocorra em um individuo geneticamente

predisposto a resposta alérgica, pode ser desencadeada a alergia alimentar.

2.3 Alergia alimentar

Estudos epidemioldgicos sugerem um aumento significativo na prevaléncia de
doencgas alérgicas nas ultimas duas ou trés décadas (YAZDANBAKHSH et al., 2002). A
alergia alimentar, em particular, € uma patologia que afeta 6-8% das criangas menores
de 3 anos e aproximadamente 2% da populagdo adulta no mundo industrializado
(SCHOLL et al., 2005).

Os antigenos que provocam as reagbes alérgicas, também chamados de
alérgenos, sdo em geral proteinas ambientais comuns (HELM & BURKS, 2000). A
maioria dos individuos em contato com esses antigenos nao produz IgE especifica nem
desenvolve reagdes potencialmente lesivas. No entanto, essas reagbes podem se
desenvolver em pessoas geneticamente susceptiveis quando as barreiras fisiologicas
sdo rompidas (SAMPSON, 1999).

Relativamente, poucos alimentos sao responsaveis pela grande maioria das
reacdes alérgicas. Esses alimentos incluem leite, ovo, amendoim, castanhas, peixes e
frutos do mar. Alergias a ovos e leite de vaca s&o observadas com maior freqUéncia em
criangas, enquanto frutos do mar e amendoim sdo as causas mais comuns de alergia
em adultos (SEIBOLD, 2005). Os alimentos que causam reagdes imunolégicas tém
macromoléculas com propriedades comuns: baixo peso molecular, glicosilagcado e alta
solubilidade em fluidos corporais. Essas caracteristicas estruturais provavelmente
protegem os antigenos da desnaturagado e da degradagao no trato gastrointestinal e
permitem sua absorcao intacta. Entretanto, ndo se sabe por que alguns alimentos sao
mais alergénicos que outros (HELM et al, 2002; BRADLEY, 1997).
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A alergia alimentar € a manifestagdo de uma resposta imune anormal aos
antigenos introduzidos no organismo por via oral (MAYER, 2003). Em individuos com
sensibilidade a estas substancias, um grupo de disturbios é desencadeado apds a
ingestdo de determinados alimentos. Nesses individuos atdépicos, a alergia esta
relacionada com a presengca no soro de anticorpos especificos para antigenos
alimentares (SICHERER, 2002).

A propensdo a produgao de IgE sofre influéncia de varios genes hereditarios.
Provavelmente, mais de 20 genes estdo envolvidos no desenvolvimento de doengas
alérgicas (LEUNG, 1998). Niveis exageradamente elevados de sintese de IgE e atopia
associada sdo comuns em algumas familias. Estudos familiares demonstraram
transmissao autossOmica nitida da atopia, embora o padrdo completo de heranga seja
provavelmente poligénico. Varios estudos ja identificaram genes candidatos ou loci que
podem estar envolvidos na alergia. Um desses loci para a atopia estda no cromossomo
5q, proximo ao sitio do aglomerado de genes que codifica as citocinas IL-3, IL-4, IL-5,
IL-9, IL-13 e o receptor de IL-4. Essa regido € de grande interesse por causa da
conexao entre varios genes ai localizados e os mecanismos de regulacéo de IgE, bem
como com o crescimento e diferenciagao de mastdcitos e eosindfilos (XU et al, 2000).
Em um estudo sobre a genética da atopia em criangas, foi concluido que algumas
variantes nos genes codificantes da IL-4, IL-13 e do receptor alfa da IL-4 desempenham
importante papel no controle de respostas a alérgenos mediadas por IgE (LIU et al,
2004).

As reagoes alérgicas alimentares dependentes de IgE podem afetar um ou mais
orgaos: a pele (urticaria), o trato respiratério (rinite e asma), o trato gastrointestinal (dor
e diarréia) e o sistema cardiovascular (choque anafilatico). Estas reagées podem ser
desencadeadas por exposigao direta do érgao envolvido ou por distribuicdo sistémica
das proteinas apds ingestdo. Exemplos de reagdes por exposigao direta as proteinas
alergénicas sdo as reagdes gastrointestinais isoladas apds alimentag&o, asma e rinite
que ocorrem apos inalagao e urticaria apds contato local com estas proteinas. Ja a
reacao sistémica mediada por IgE € denominada anafilaxia e é constituida por reagdes

alérgicas severas e potencialmente fatais (SICHERER, 2002).
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O termo anafilaxia foi criado para indicar que anticorpos, especialmente IgE,
poderiam conferir o oposto de protecao (profilaxia) em um individuo menos favorecido.
Nesta forma sistémica mais extrema das reagdes alérgicas, os mediadores derivados
dos mastdcitos podem desencadear a obstrugao das vias aéreas até o ponto de asfixia
e produzir um colapso cardiovascular que pode resultar em morte (KEMP & LOCKEY,
2002).

A ocorréncia de diferentes sintomas apos a reacdo alérgica alimentar é
determinada por diferencas na quantidade de mediadores inflamatérios liberados no
intestino, na taxa de absorgédo dos antigenos ingeridos e na distribuicdo de mastécitos
ligados a IgE especifica ao antigeno. Além disso, estes sintomas refletem as
quantidades de anticorpos IgA e IgG capazes de neutralizar o antigeno antes que este
possa se ligar nas moléculas de IgE na superficie dos mastocitos (FINKELMAN et al,
2005).

2.4 Mecanismo da alergia alimentar

Nos casos em que ha diminuigdo das barreiras imunoldgicas e nao imunoldgicas da
mucosa digestiva, ocorre uma absorcdo exacerbada de moléculas da dieta que
interagem com células apresentadoras de antigeno. Uma vez processadas por essas
células, ocorre a apresentagcdo dos antigenos provenientes destas moléculas para
linfécitos T helper (Th). Essa fase inicial leva a proliferagdo dos linfocitos T e a sintese
de citocinas. Essa sintese leva a promog¢ao de uma resposta caracteristica de linfécitos
Th2 (SAMPSON, 1999).

Os linfécitos Th2 e seus produtos (IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13) ativam
linfécitos B especificos para os antigenos alergénicos. Sob a influéncia do ligante CD40
e das citocinas, principalmente IL-4, produzidas pelos linfocitos Th2, os linfécitos B
sofrem a troca de isotipo da cadeia pesada e produzem IgE (BACHARIER & GEHA,
2000). Essa imunoglobulina circula como um anticorpo bivalente e esta presente
normalmente no plasma, em concentragdes abaixo de 1ug/mL. Em condi¢cbes de atopia
grave, esse nivel pode aumentar para mais de 1.000ug/mL. A IgE especifica para o

alérgeno produzida pelos linfocitos B entra na circulacdo e se liga aos receptores Fc
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nos mastocitos dos tecidos, de modo que essas células ficam sensibilizadas e prontas
para reagir a um encontro subsequente com o alérgeno (SAMPSON, 1999; ABBAS,
2005).

As reagdes alérgicas sao descritas como reagdes de hipersensibilidade imediata
porque tém inicio rapido, em alguns minutos a partir do estimulo do antigeno (imediato)
e trazem consequéncias patolégicas significativas. Este evento é iniciado quando o
antigeno € novamente ingerido e forma ligagbes com varias moléculas de IgE
(crosslinking) ligadas a mastdcitos (FINKELMAN et al, 2005). Em um individuo alérgico
a um antigeno em particular, uma grande propor¢ao da IgE ligada aos mastécitos é
especifica para este antigeno. Portanto, a exposicdo ao antigeno permitira ligacao
cruzada suficiente de moléculas de IgE para desencadear a ativagdo dos mastocitos
(ABBAS, 2005). Esta ativacao resultara na liberagdo de histamina, prostaglandina Do,
fator ativador de plaquetas (PAF) e outros mediadores que irdo gerar muitas
modificagdes locais responsaveis pelos sintomas imediatos da alergia alimentar
(BINGHAM & AUSTEN, 2000).

A ligagdo da histamina ao endotélio provoca a contragdo celular, levando ao
extravasamento do plasma para os tecidos. A histamina estimula as células endoteliais
a sintetizarem relaxantes vasculares para as células dos musculos lisos, como a
prostaciclina e o 6xido nitrico, que provocam a vasodilatacdo. Além disso, a histamina
também provoca constricio da musculatura lisa intestinal, podendo contribuir para o
aumento da peristalse associado aos alérgenos ingeridos (AKDIS & BLASER,2003).

A prostaglandina D, € um mediador lipidico derivado do acido araquiddnico e,
uma vez liberada, adere-se aos receptores nas células da musculatura lisa e atua como
vasodilatador. Este mediador também promove a quimiotaxia e o acumulo de neutréfilos
em sitios inflamatérios (BINGHAM & AUSTEN, 2000).

Outro tipo de mediador lipidico produzido pelos mastdcitos é o fator ativador de
plaquetas (PAF) que provoca retragcado das células endoteliais, além de ser capaz de
relaxar a musculatura lisa vascular. O fator ativador de plaquetas também pode ser
importante em reagdes tardias, pois pode ativar leucdcitos. Entretanto, nessa situagao,
a principal fonte desse mediador pode ser representada pelos basofilos ou pelas células

endoteliais vasculares (CHOI et al., 2003).

19



Tanto no trato respiratério como no digestivo, ocorre a produgdo de muco, sendo
este evento mediado principalmente pela IL-4 e IL-13 (BLANCHARD et al., 2004). No
trato gastrointestinal, ha um desequilibrio eletrolitico com perda de ions e agua, levando
a um estado de diarréia e aumento da permeabilidade a macromoléculas
(WASSERMAN, 1983; PLAUT, 1993).

A reacao alérgica imediata € seguida por uma resposta de fase tardia que é
causada pela liberacdo de leucotrienos, citocinas e quimiocinas pelos mastécitos
ativados. Esses mediadores recrutam outros leucacitos, incluindo eosindfilos e linfocitos
Th2 para o local de inflamacéo (LUKACS, 2001).

As citocinas liberadas pelos mastécitos na inflamagdo alérgica sdo as
responsaveis principais pela reac¢ao tardia e incluem: fator de necrose tumoral (TNF),
IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, MIP-1a, MIP-1B e o fator estimulador de granuldcitos-
mondcitos (GM-CSF). O TNF, em especial, ativa a expressdo endotelial das moléculas
de adesdo responsaveis pelos infitrados de células mononucleares e
polimorfonucleares (BINGHAM & AUSTEN, 2000; BRESSLER et al, 1997; BURD et al,
1995).

Os eosindfilos sdo granulécitos derivados da medula 6ssea que em condigdes
saudaveis, estdo espalhados na lamina prépria da mucosa gastrica e intestinal.
Entretanto, em pacientes com alergia alimentar, a distribuicdo, o numero, a morfologia e
também o comportamento funcional destas células estdo alterados (MISHRA et al,
1999; SCHWAB et al, 2003). Os eosinofilos existem em abundéncia nos infiltrados
inflamatorios de reagbes alérgicas tardias e contribuem para muitos dos processos
patolégicos em doengas alérgicas (LUKACS, 2001). Sua maturagdo a partir de
precurssores mieldides é promovida pelo GM-CSF e pelas interleucinas IL-3 e IL5
(Rothenberg et al., 2001).

Os eosindfilos sédo recrutados para o tecido principalmente em resposta a
producao local de eotaxina (FOSTER et al., 2002). Camundongos deficientes em IL-5
ou eotaxina demonstram uma reacao alérgica significativamente reduzida, apontando
para um papel essencial destas citocinas na fase efetora da alergia alimentar (HOGAN
et al, 2000).
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No local da lesdo, sob o estimulo de citocinas e quimiocinas, os eosindfilos
podem liberar citocinas pro-inflamatorias, qumiocinas e mediadores lipidicos. Essas
moléculas podem induzir a producdo de moléculas de adesdo, o aumento da
permeabilidade vascular e a produ¢do de muco (ROTHENBERG & HOGAN, 2006).
Além disso, os eosindfilos agem como células apresentadoras de antigeno promovendo
a expansao de células Th2 em tecidos inflamados e amplificando diretamente a
resposta imune destas células (SHI, 2004).

Os eosinofilos podem ser facilmente ativados através dos receptores de IgE
presentes em sua superficie. Portanto, pode-se especular que estas células contribuem
para a reagao alérgica através da ligagao das moléculas alergénicas aos receptores de
IgE (SCHWAB et al, 2003; UNTERSMAYR & JENSEN-JAROLIM, 2006) .

Como ja mencionado, existem varias citocinas envolvidas nas reagdes alérgicas.
As citocinas s&o pequenas proteinas soluveis (~25KDa) liberadas por varias células do
organismo, normalmente em resposta a um estimulo ativador e induzem respostas por
meio da ligacdo a receptores especificos. Elas podem atuar de forma autdcrina,
afetando o comportamento das células que as liberam, ou de forma paracrina, afetando
o comportamento das células adjacentes. Outras podem atuar de maneira enddcrina,
afetando o comportamento de células distantes, embora isto dependa de sua
capacidade de entrar na circulagao e de sua meia-vida. A maioria das citocinas possui
multiplos efeitos bioldgicos diferentes quando testadas em alta concentragdo em testes
in vitro. A alteracdo direcionada dos genes de citocinas e seus receptores em
camundongos knockouts ajudou no esclarecimento de seus papéis fisiologicos
(JANEWAY, 2002).

A IL-4 produzida por linfécitos T é essencial para o desenvolvimento de linfocitos
envolvidos na resposta do tipo Th2, enquanto a IL-4 liberada por mastocitos e basofilos
pode amplificar respostas deste tipo ja estabelecidas (ROMAGNANI, 2000). Esta
citocina tem sido fortemente associada com a alergia alimentar por estar relacionada
com a troca de isotipo para IgE. A IL-4 induz a produgdo de IgE ao se ligar em
receptores na superficie das células B que por sua vez, ativam as tirosina quinases
JAK1 e JAKS, as quais levarao a fosforilacdo do fator de transcricao STAT6. O STAT6

induz a transcricdo de genes que respondem por muitas das ac¢des da IL-4, tais como
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diferenciagcdo de células Th2 além da troca de isotipo do linfécito B para IgE
(BACHARIER & GEHA, 2000; SHIMODA et al., 1996).

A IL-4 atua, juntamente com o fator de célula tronco (SCF), na regulagdo do
estado funcional dos mastécitos, induzindo aumento da proliferacdo dessas células.
Além disso, a agao sinérgica destas duas substadncias aumenta a liberagdo de
mediadores pelos mastécitos apds ativagao por IgE (BISCHOFF et al, 1999).

A IL-4 também ¢é necessaria para a producdo de IL-5 que tem fungao
quimiotatica para eosindfilos no tecido (ROMAGNANI, 2000). Juntamente com a IL-5, a
IL-4 contribui para um aumento da adesdo dos eosindfilos as células endoteliais
vasculares e promove sua infiltracdo nos sitios inflamatoérios através da regulagao de
marcadores de superficie dos eosinofilos (por ex: VLA-4) e do endotélio (por ex: VCAM-
1) (TEIXEIRA et al., 2005). Além disso, a IL-4 é capaz de regular a fungdo de barreira
do epitélio intestinal, tendo sido relacionada com a Doenga de Crohn e alergia alimentar
(DI LEO et al., 2002). Muitos estudos tém demonstrado aumento da producao de IL-4 e
diminuicdo da producdo de IFN-y em doengas atépicas (OSTERLUND &
SUOMALAINEN, 2002). A IL-4 antagoniza os efeitos ativadores do IFN-y sobre os
macrofagos e, assim, inibe reagdes imunes mediadas por células (BOGDAN et al.,
1994).

A IL-10 foi originalmente descrita como uma citocina produzida por células Th2.
Entretanto, estudos posteriores demonstraram que esta citocina também ¢é produzida
por outras células, incluindo células Th1, macrofagos, células dendriticas e células T
reguladoras. A IL-10 é um inibidor da produc&o de citocinas pelas células Th1, através
da sua agao em células dendriticas e macrofagos, que resulta na inibigdo da produgao
de citocinas pré-inflamatérias, de IL-12, da expressao de MHC classe Il e de moléculas
co-estimulatéorias (HAWRYLOWICZ & O'GARRA, 2005). A participagao da IL-10 nas
respostas tipicas de células Th1 foi demonstrada em estudos nos quais camundongos
deficientes em IL-10 (KUHN et al.,, 1993) ou seu receptor (SPENCER et al., 2002)
desenvolvem colite espontanea.

A IL-10 modula também muitas funcdes efetoras das células associadas com
doengas alérgicas, incluindo inibicdo da ativagdo de células Th2, da funcdo de

eosinofilos e mastdcitos e da troca de isotipo para IgE pelas células B. Alguns estudos
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demonstraram a ocorréncia de correlagdo inversa entre os niveis de IL-10 e a
severidade das doencas alérgicas (HAWRYLOWICZ & O'GARRA, 2005). Existem
evidéncias de que a IL-10 esteja envolvida na modulagao da tolerancia oral, tendo sido
demonstrado que camundongos tolerantes a antigenos alimentares apresentam
produ¢cdo aumentada de IL-10 pelas células da Placa de Peyer (FROSSARD et al.,
2004).

A IL-12 é uma citocina produzida por células apresentadoras de antigeno que
promove a diferenciacdo de células Th1 e a produgdo de IFN-y, além de inibir a
diferenciacao de células Th2 secretoras de IL-4, suprimindo, portanto, a producao de
IgE. Foi demonstrado que esta citocina tem efeito terapéutico e preventivo na alergia ao
amendoim, tendo como efeitos um aumento na producgédo de IFN-y (LEE et al.,2001).
Sabe-se, ainda, que o aumento da producdo de IFN-y induzido pela IL-12 ocorre
através de ativacdo da via do NF-xB (TEIXEIRA et al.,2005).

A principal citocina produzida pelas células T CD8 efetoras € o IFN-y, que pode
bloquear a replicacédo de virus ou mesmo levar a eliminagdo do virus sem matar a
célula infectada (JANEWAY, 2002). O IFN-y secretado pelas células Th1 & a principal
citocina ativadora de macrofagos, sendo capaz de ativar enzimas que sintetizam 6xido
nitrico (BOGDAN et al., 1994). Alguns estudos demonstram que a produgao de 6xido
nitrico induzida pelo IFN-y inibe a desgranulacdo de mastdcitos mediada por IgE,
sugerindo uma importancia desta citocina no controle das reagbes alérgicas
(EASTMOND et al., 1997).

O IFN-y promove a diferenciagao de células CD4+ virgens para a subpopulagéo
Th1 e inibe a proliferagcdo de células Th2 (TEIXEIRA et al.,2005). Além disso, esta
citocina exerce efeito inibidor direto na producéo de IL-4 e IL-5 pelas células Th2. Em
modelos de inflamacéo alérgica, a administragdo intranasal de IFN-y é capaz de reduzir
a eosinofilia nas vias aéreas (COHN et al.,2001).

A reducao da producao de IFN-y esta associada a um nivel elevado de IgE sérica
em pacientes atdpicos, o que pode ser explicado pela observagao de que esta citocina
induz a transcricdo de genes relacionados a troca de isotipo pra IgG e diminui a

transcrigdo daqueles relacionados a troca de isotipo para IgE (TEIXEIRA et al., 2005).
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2.5 Modelo de alergia

A utilizacdo de modelos animais € uma importante alternativa para o estudo dos
mecanismos envolvidos na reagdo alérgica, bem como para o desenvolvimento de
estratégias clinicas que possam minimizar as reagdes adversas causadas por esta
patologia. Especialmente em situagdes onde os 6rgaos alvo sao inacessiveis, como o
trato gastrointestinal na alergia alimentar, estes modelos animais s&o insubstituiveis.

Varias metodologias experimentais tém sido utilizadas com o intuito de alterar os
mecanismos de tolerancia na mucosa intestinal e iniciar uma reacdo de
hipersensibilidade que mimetize a alergia alimentar humana. Geralmente, o
desenvolvimento destas metodologias requer a utilizagdo de vias nao fisiologicas de
administragdo do antigeno, bem como o uso de adjuvantes indutores da producéo de
citocinas pelas células Th2. Na maioria dos modelos animais, incluindo pequenos
animais de laboratério (camundongo e rato) e animais domésticos (cachorro e porco),
sao utilizadas via intravenosa, intraperitoneal, subcutdnea, ou intradérmica para
administragdo do antigeno com ou sem adjuvante (HELM et al, 2003).

Modelos experimentais em cachorro e suinos demonstraram-se particularmente
adequados ao estudo da alergia alimentar. Estes modelos sdo vantajosos uma vez que
aspectos da anatomia e fisiologia destes animais, incluindo o sistema imune, sao
comparaveis as caracteristicas de pacientes humanos. Além disso, amostras obtidas
desses animais sao maiores e as intervengdes, como analises endoscoépicas, sdo mais
faceis de serem realizadas (UNTERSMAYR & JENSEN-JAROLIM, 2006).

Com o objetivo de investigar as caracteristicas histologicas e imunoldgicas da
alergia alimentar, foi desenvolvido um modelo de alergia ao amendoim em porcos
recém nascidos, cujos sintomas sao consistentes com a resposta alérgica em humanos.
Neste estudo, os animais foram sensibilizados com extrato de amendoim e desafiados
oralmente com este antigeno. Apds o desafio, estes porcos sensibilizados
desenvolveram uma resposta alérgica mediada por IgE, alteragbdes morfologicas e
histolégicas no es6fago, estdbmago e intestino delgado, hemorragia intestinal e diarréia
(HELM et al, 2002).
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Como exemplo da utilizagdo do cachorro como um modelo experimental,
podemos citar um estudo de alergia alimentar ao amendoim, castanha-do-para e nozes.
Para investigar se a sensibilizagdo com extratos destes alimentos era capaz de gerar
reacdes de hipersensibilidade, foram utilizados 11 cachorros de uma raga que produz,
normalmente, altos niveis de IgE. Estes cachorros receberam estes extratos por via
subcutdnea e posteriormente, foram desafiados oralmente com o mesmo antigeno
utilizado na sensibilizagdo. Apds serem submetidos a esta metodologia, os animais
demonstraram reagdes positivas em testes cutdneos com o antigeno e apresentaram
sintomas clinicos como vomito, diarréia e letargia apos o desafio oral. Estes resultados
confirmam a viabilidade da utilizagdo do cachorro como um modelo experimental de
alergia alimentar humana (TEUBER et al, 2002).

Uma das vantagens do uso de roedores para as pesquisas sobre a alergia
alimentar é a disponibilidade de uma grande variedade de linhagens, incluindo também
animais knockouts. Além disso, através da utilizacdo de roedores € possivel a
investigacdo da questdo de interesse em grupos com grandes numeros de animais
(UNTERSMAYR & JENSEN-JAROLIM, 2006).

Entre os roedores, os ratos da linhagem Brown Norway apresentam uma
resposta expressiva quando submetidos a protocolos de sensibilizagdo alimentar.
Quando ratos desta linhagem receberam alimentacdo intragastrica diaria com
ovalbumina durante 6 dias, foram induzidas resposta imunes especificas ao antigeno
nos niveis celulares e humorais (IgE e 1gG). Os altos de niveis de imunoglobulinas
produzidos por estes animais foi comparavel aos niveis observados em pacientes
atopicos (KNIPPELS et al, 1999; PILEGAARD & MADSEN, 2004; KNIPPELS et al,
1998).

Além dos ratos, a utilizagdo de camundongos no estudo da alergia alimentar é
extremamente comum. Existem similaridades importantes entre as espécies murina e
os humanos que fazem que com que os primeiros sejam excelentes modelos para o
estudo da alergia alimentar. Ambas as espécies produzem IgE que se liga com alta
afinidade ao receptor na superficie de mastdcitos e basodfilos. Além disto, os mastécitos

tanto de camundongos como de humanos secretam histamina e PAF, substancias que
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contribuem para o aumento da permeabilidade vascular nos quadros alérgicos
(FINKELMAN et al, 2005).

A administragdo oral de proteinas alimentares juntamente com um adjuvante
capaz de romper a funcdo de barreira da mucosa € um protocolo aplicado em varios
destes estudos. Recentemente, este protocolo foi utilizado para avaliar o potencial
alergénico da soja geneticamente modificada. Camundongos BALB/c foram
sensibilizados com extrato da soja transgénica que apresenta epitopos comuns com a
planta selvagem. Nestes animais sensibilizados, o desafio oral com soja selvagem ou
transgénica desencadeou um quadro caracteristico de alergia alimentar. Foi observada
uma resposta imune do tipo Th2, com aumento de IgE e IgG1 especificos para a soja
além de aumento da producéo de IL-4 e IL-5 pelas células do baco (GIZZARELLI et al,
2006).

Em trabalhos desenvolvido pelo nosso grupo, observamos que na auséncia de
outra opg¢ao liquida, a ingestao de clara de ovo pelos camundongos sensibilizados foi
capaz de aumentar a producao de IgE e IgG1 anti-ovalbumina, gerar edema intestinal
nas primeiras 24 horas e infiltrado de eosindfilos de 48 horas a 14 dias na mucosa
intestinal. Esse quadro fundamentou o modelo utilizado neste estudo como o de uma
alergia alimentar por reproduzir varios parametros encontrados na doenga espontanea
(SALDANHA et al., 2004). No entanto, ndo houve nenhuma alteragdo morfolégica aos
21 dias de ingestdo continua de clara de ovo, sugerindo um forte controle anti-
inflamatdrio presente na mucosa digestiva. Apesar desse controle morfolégico, foi
observado que a ingestado do antigeno era capaz de gerar outras consequéncias, como
um acentuado emagrecimento e uma mudanga na susceptibilidade/resisténcia a
doengas (CARMO-PINTO, 2000; SALDANHA, 2002; GARGIULO;2002).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a participacao das citocinas IL-4, IL-12, IFN-y e IL-10 na aversao a ingestao de

antigenos e na alergia alimentar induzida a ovalbumina (OVA).

3.2 Objetivos Especificos

Investigar a producdo das citocinas TNF-a, IL-10, IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-12 no
intestino e bagco de camundongos Balb/c sensibilizados com OVA apds diversos tempos

de ingestéao restrita e voluntaria de SCO 20%.

Avaliar a aversao a ingestdo da SCO em camundongos Balb/c e C57BL/6 selvagens

e deficientes para as citocinas IL-4, IL-10, IL-12 e IFN-y, sensibilizados com OVA.

Avaliar a resposta inflamatdria (infiltrado de eosindfilos e produgdo de muco) no
intestino de camundongos selvagens (Balb/c e C57BL/6) e deficientes para as citocinas
(IL-4, IL-10, IL-12 e IFN-y), sensibilizados com OVA, apds 14 dias de ingestao restrita e

voluntaria de SCO.

Avaliar a perda de peso corporeo e a producido de anticorpos séricos anti-OVA em
camundongos selvagens (Balb/c e C57BL/6) e deficientes para as citocinas (IL-4, IL-10,
IL-12 e IFN-y), sensibilizados com OVA, ap6s 14 dias de ingestao restrita e voluntaria
de SCO.
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4) Metodologia
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos de seis a oito semanas de idade, fémeas, da
linhagem C57BL/6 selvagens e deficientes em IL-12, IFNy e IL-10 e camundongos da
linhagem BALB/c selvagens e deficientes em IL-4. Os animais selvagens foram
provenientes do CEBIO — Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais deficientes nas citocinas
especificadas foram cedidos pela Profa. Léda Quercia Vieira, do Departamento de
Bioquimica e Imunologia — ICB-UFMG.

Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Patologia Geral, em
gaiolas de plastico, contendo o maximo de 6 animais/gaiola. Quando chegaram ao
biotério, os animais foram vermifugados (invermectin 2%) e, apés uma semana, as
gaiolas foram transferidas para as estantes ventiladas (ALESCO).

Os animais receberam, durante todo o experimento, dieta comercial para
camundongos (PURINA) “ad libitum”. Alguns grupos receberam apenas agua como
fonte liquida, outros receberam solucdo de clara de ovo a 20% (SCO) e outros
receberam as duas opgdes.

Os procedimentos experimentais realizados nesta dissertagdo de mestrado
foram executados de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal,
adotados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal —-CETEA/UFMG (Protocolo
23/2003).

4.2 Sensibilizag&o e Desafio Alergénico.
Os camundongos foram injetados com OVA (albumina da clara de ovo, SIGMA

Grade V, SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA), na dose de 10ug, adsorvida em

hidroxido de aluminio (1mg) e salina (0.2mL) por via sub-cutédnea no dorso (dia 0).
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Receberam uma segunda sensibilizacao 14 dias depois (dia 14) apenas com o antigeno
(10ug) diluido em salina.

O grupo controle recebeu apenas o adjuvante diluido em salina no dia zero e
apenas salina apo6s 14 dias.

Para o desafio alergénico, camundongos sensibilizados receberam, como unica
fonte liquida, mamadeira contendo solugédo de clara de ovo a concentragdo de 20% a
partir do sétimo dia apos a segunda sensibilizagdo (dia 21).

O grupo controle permaneceu bebendo agua ao longo de todo o experimento

(Figura 1).

4.3 Teste de Aversao

Para a realizagdo do teste de aversao, tanto os animais sensibilizados como os
animais do grupo controle foram colocados em gaiolas individuais, tendo a sua
disposigédo duas fontes liquidas: agua e SCO adocicada com sacarina na concentragao
de 0.5%. A posicdo das duas mamadeiras foi alternada a cada dia para que nao
houvesse interferéncia de preferéncia pela posi¢gao. O consumo foi avaliado obtendo-se
0 peso das mamadeiras antes e depois de 24 horas de consumo. Esse teste foi
realizado durante trés dias, a partir do dia 21. O resultado foi expresso em miligramas
de solucgdo ingerida por grama de peso corporeo, sendo considerada a média de cada
um dos grupos.

Durante o restante do experimento, como ja descrito no item 4.2, os animais de
cada grupo experimental foram reunidos e foi ofertada agua para o grupo controle e

SCO para o grupo sensibilizado como unicas opgdes liquidas.
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&2, Dia 0 £,

SALINA + 1 mg Al(OH)3 10 ug OVA + 1 mg Al(OH)3

Dia 14
=4 Y

SALINA 10 ng OVA

Dia 21 a dia 35

QED, QD

GRUPO B:

GRUPO A: OVA

OVA-

Figura 1. Protocolo Experimental de Inducao da Alergia — O trabalho foi
realizado com dois grupos experimentais, contendo quatro ou cinco animais
em cada. O grupo A (OVA-) recebeu injegcao subcutanea de salina + Al(OH)3
no dia 0, e apenas salina no dia 14. O grupo B (OVA+) recebeu injecao
subcuténea de 10 ug OVA + 1 mg AlI(OH)3 no dia 0, e apenas OVA no dia 14.
Sete dias depois, a mamadeira do grupo B (OVA+) contendo agua foi trocada
por mamadeira contendo solu¢do de clara de ovo 20%, enquanto o grupo A

(OVA-) continuou bebendo agua até o final do experimento.
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4.4 Avaliacdo do peso corporeo

O peso corporeo foi avaliado uma vez por semana, desde o inicio do
experimento (dia 0) até o final, ou seja, 14 dias apds o inicio da ingestdo de SCO (dia
35). O peso corporeo final de cada grupo foi obtido através da média dos pesos

individuais e expresso em gramas.

4.5 Obtencao do Soro

As sangrias foram feitas sete dias apos a sensibilizacdo secundaria e apds 14
dias de ingestdo de SCO, através do vaso da cauda e dos vasos axilares,
respectivamente, em animais anestesiados com xilazina (20mg/kg) e ketamina
(100mg/kg). Apos coagulacédo, o sangue foi centrifugado (3000 rpm) por 10 minutos. O
soro foi entdo retirado, colocado em tubos individuais e congelado (-20°C) para

posterior analise da presenca de anticorpos.

4.6 Dosagem sérica dos anticorpos IgG1 anti-ovalbumina

A dosagem de anticorpos foi realizada através do teste de ELISA (Enzime Linked
Immunosorbent Assay). Microplacas de poliestireno (Nunc, Roskilde, Denmark) foram
incubadas overnight (4°C), com 2 ug de OVA diluidos em 100ul por pogo de tampao
carbonato pH=9,6 (Coating Buffer). Apds 18 horas, no minimo, as placas foram lavadas
duas vezes com salina fisiolégica contendo 0,05% de Tween 20 (SIGMA Chemical Co.,
St Louis, MO, USA - solugdo salina Tween) e incubadas, por uma hora, com 200ul de
solucao de caseina a 25% em PBS (PBS/caseina), por pogo, para bloqueio, a
temperatura ambiente. A solugdo de bloqueio foi desprezada e as placas incubadas,
por 1 hora (37°C), com 100 pl por pogo de seis diluicbes seriadas dos soros a serem
testados, iniciando com a dilui¢do 1:100 (fator de diluigdo seriada = 0,5, diluigdes 1:100

a 1:3200). As placas foram lavadas seis vezes com salina-Tween e incubadas, por 1
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hora (37°C) com 100 ul por pogo de uma solugdo contendo anticorpos de cabra anti-
IgG1 (Goat anti-mouse 1gG1, Southern Biothecnology Associates, Birmingham, AL,
USA), diluidos a 1:20000. As placas foram novamente lavadas com salina-Tween e
incubadas por 1h (37°C) com anticorpos de coelho anti-IgG de cabra conjugados com
peroxidase (Rabbit anti-goat IgG-HRP, Southern Biothecnology Associates,
Birmingham, AL, USA). As placas foram novamente lavadas seis vezes com salina-
Tween e incubadas, no escuro, com 100 pul por po¢o de tampao citrato (pH=5,0)
contendo H;0O, e ortofenileno-diamino (OPD). Apdés 20 minutos, a reagao foi
interrompida pela adicdo de 20 ul por pogco de HySO4 a 2%. A densidade éptica foi
obtida em Leitor de ELISA automatico (EL800, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT,
USA) com filtro de 492 nm. Em todas as placas foi corrido um controle positivo padrao
(pool de soros de animais sensibilizados), um controle negativo (pool de soros de
animais controles), além de um controle da prépria placa (branco).

Os resultados foram expressos como unidades arbitrarias (UA), sendo atribuido um
valor de 1000 unidades ao controle positivo e as amostras na diluigdo de 1:1600

comparadas a este valor.

4.7 Dosagem sérica de anticorpos IgE anti-ovalbumina

Os anticorpos IgE anti-ovalbumina foram dosados por ELISA (Enzime Linked
Immunosorbent Assay), de forma semelhante a descrita no item anterior. Placas de
poliestireno (Nunc, Roskilde, Denmark) foram sensibilizadas com anticorpo de rato anti-
IgE de camundongo diluido 1:250 (Rat anti-mouse IgE, Southern Biotechnology,
Birmingham, Inc), 50uL/pog¢o, por no minimo, 18 horas a 4°C. No dia seguinte, as placa
foram lavadas e bloqueadas (1hora a temperatura ambiente) com 200ulL/pogo de
PBS/caseina. Foram adicionados 50uL /pogo de soro total das amostras de
camundongos. Apds incubagao por 2horas, as placas foram lavadas com salina-Tween
por seis vezes. Foram adicionados 50uL da OVA-biotinilada (1mg/mL) por 1hora a
temperatura ambiente. A placa foi novamente lavada com salina-Tween e incubada,

agora, com a estreptavidina conjugada com a peroxidase (Southern Biotechnology,
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Birmingham, AL) em uma diluicdo de 1:5000 (50uL/pogo) por mais 45 minutos. Em
seguida foi realizada a etapa de revelagdo com OPD mais H,O, em tampéao citrato
(100uL/pogo) e as amostras foram lidas em 492nm em leitor de ELISA (EL800, Bio-Tek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).

Os resultados foram computados através das densidades Opticas e foram
expressos como unidades arbitrarias (UA), sendo atribuido um valor de 1000 unidades

ao controle positivo e as amostras comparadas a este valor.

4.8 Avaliacdo da resposta inflamatéria da alergia

Apds 14 dias de ingestdo de SCO, os animais foram sacrificados através de
deslocamento cervical.

Foram retirados segmentos do intestino delgado para avaliagdo da resposta
inflamatéria desencadeada pela alergia alimentar. Por ndo haver separagao
macroscopica nitida entre as porgdes do intestino delgado em camundongos, o critério
para distingao foi baseado segundo FERRARIS et al.,1992, sendo o intestino 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
por¢cdes foram designadas como: duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo,
respectivamente.

Essas por¢des foram entdo fixadas em formol tamponado a 10%, desidratadas
em solugdes decrescentes de alcoois, clarificadas em xilol e incluidas em parafina.
Cortes de 5um foram obtidos para posterior avaliagdo da produ¢céo do muco intestinal e

do infiltrado de eosinofilos.

4.8.1 Avaliacéo da presenca de muco intestinal

A avaliagdo da presenga de muco intestinal foi feita através do método de

coloragcdo por PAS (Periodic Acid Schiff). Neste método, os cortes foram
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desparafinados, hidratados, banhados na solugao de acido periddico durante 5 minutos
e entdo mergulhados no Reativo de Schiff durante 10 minutos ou mais, até que atinjam
uma tonalidade rosa palida. As células caliciformes ficaram evidenciadas em um tom
rosa escuro.

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

em um? PAS/campo.

4.8.2 Avaliacdo do numero de eosinofilos

Para a identificacdo e contagem dos eosindfilos, os cortes das porgdes de jejuno
proximal foram corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina (H.E) e as laminas foram
examinadas em microscoépio optico (Olympus B201). Dez campos foram escolhidos ao
acaso, em um aumento de 40X (53.333pm2/campo) para a contagem do numero de

eosinofilos. O resultado foi expresso em numero de eosindfilos/campo.

4.9 Cinética da producéo de citocinas no intestino e baco

Para a analise da cinética da produgdo de citocinas no intestino e baco,
camundongos Balb/c selvagens foram sensibilizados com OVA como descrito
anteriormente no item 4.2 e desafiados com SCO (20%). Apos varios tempos (1dia,
4dias, 4dias, 14dias e 21dias) de ingestao restrita e voluntaria de SCO, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical. Uma porgéo do jejuno proximal e o baco

foram retirados e congelados a -20°C.
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Os niveis de citocinas nestes tecidos foram medidos por ELISA (como descrito
por REES et al., 1999). Cem miligramas de tecido retirados durante a necrépsia e
mantidos a temperatura de -20°C foram homogeneizados com PBS contendo
antiproteases (0.1 mM PMSF, 0,1 nM benzethonium cloridrico, 10 mM EDTA e 20 Ki
aprotinina A) e 0,05% Tween20. As amostras foram entdo centrifugadas por 10 minutos
a 3000 g, o sobrenadante foi diluido em 1:3 e imediatamente utilizado para o ensaio de
ELISA.

Placas de ELISA foram cobertas com anticorpo policlonal anti-IL-4, IL-10, IFN-y,
IL-12, IL-5 e TNF-o. de camundongo (1-2 pg/ml) e incubadas a 4°C por 24 horas. As
placas foram lavadas trés vezes, a reacao foi bloqueada com albumina bovina 1% e as
placas foram deixadas em agitador horizontal durante 1 hora. Apds nova lavagem, as
placas foram incubadas com amostras de um dia para o outro (“overnight”). Os
anticorpos policlonais biotinilados foram usados com diluicdo de 1:1000 ou 1:2000. A
deteccao foi feita utilizando-se estreptoavidina e OPD como substrato. A curva padrao
foi feita utilizando as concentragdes de 1000, 500, 250, 125, 60, 30 e 15 pg/mL. A
leitura sera realizada a 492 nm e o resultado foi expresso em pg da citocina/mL de

amostra.
4.10 Analise Estatistica

Foi realizada analise de variancia (ANOVA-Tukey ou ANOVA-Mann Withney)
para as diferengcas na resposta entre grupos diferentes. As analises das diferencas na

resposta entre grupos relacionados foi feita utilizando-se TESTE T DE STUDENT. O

nivel de significancia foi considerado quando P<0.05.
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5. Resultados

5.1 Avaliacdo da cinética da producdo de citocinas no intestino e baco

Camundongos BALB/c selvagens foram sensibilizados com OVA e desafiados
com SCO. Apos varios tempos (1, 4, 7, 14 e 21 dias) de ingestao restrita de SCO, os
animais foram sacrificados e foram coletados o jejuno proximal e bago para analise da
producao de citocinas (IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12, TNF-a e IL-5).

A citocina IFN-y foi reduzida a niveis ndo detectaveis no bago dos camundongos
BALB/c sensibilizados, apos 21 dias de desafio antigénico (Figura 2). Em todos os
tempos investigados, o IFN-y ndo foi detectado no jejuno proximal de animais do grupo

controle ou sensibilizados.

IFN-y baco
1504
- » OVA-
+ OVA+
—1 1001
E
(@]
o - A
500 - -
04 - ) . nd

1d 4d 7d 14d 21d

Figura 2: Produgcdo de IFN-y no tecido. Os niveis de IFN-y foram dosados no baco dos animais
BALB/c selvagens controle (OVA-) e sensibilizados (OVA+). Os camundongos foram sensibilizados
(OVA+) com 10ug OVA + 1mg AI(OH); no dia 0 e 10ug OVA no dia 14. O grupo controle (OVA-)
recebeu apenas Al(OH); no dia 0 e salina no dia 14. Os animais do grupo sensibilizado foram
desafiados com solugao de clara de ovo (SCO) a 20% por 1, 4, 7, 14 ou 21 dias. Apds estes tempos, os
animais foram sacrificados e o bacgo foi analisado quanto a producdo de citocinas. As linhas horizontais

representam a mediana dos valores encontrados. nd (ndo detectavel).
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A ingestdo de SCO pelos animais sensibilizados levou a uma diminuigao
significativa da producédo de IL-4 no intestino apés 14 dias de desafio antigénico,

quando comparados aos niveis basais medidos no grupo controle (Figura 3A). Ja no

baco, houve uma queda nos niveis dessa citocina a partir de 4 a 7 dias de desafio em

relacdo ao grupo controle (Figura 3B).
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Figura 3: Producé&o de IL-4 no tecido. Os niveis de IL-4 foram dosados no jejuno

proximal (A) e bago (B) dos animais BALB/c selvagens controle (OVA-) e sensibilizados

(OVA+). Os camundongos foram sensibilizados (OVA+) com 10ug OVA + 1mg Al(OH);

no dia 0 e 10ug OVA no dia 14. O grupo controle (OVA-) recebeu apenas AI(OH); no

dia 0 e salina no dia 14. Os animais do grupo sensibilizado foram desafiados com

solugéo de clara de ovo (SCO) a 20% por 1, 4, 7, 14 ou 21 dias. Apos estes tempos, os

animais foram sacrificados e o bago e jejuno proximal foram analisados quanto a

producdo de citocinas. As linhas horizontais representam a mediana dos valores
encontrados. *p<0.05 em relagéo ao controle (OVA-).
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A producdo basal de TNF-o observada nos animais do grupo controle foi
reduzida com o desencadeamento do processo alérgico, atingindo niveis nao
detectaveis no jejuno proximal de animais sensibilizados apdés 7 a 14 dias de desafio
oral com o antigeno (Figura 4A). No bago desses animais, observou-se a mesma

tendéncia, uma vez que o TNF-a, neste tecido, foi reduzido a niveis ndo detectaveis

apos 7 dias de ingestdo de SCO (Figura 4B).
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Figura 4: Producdo de TNF-a no tecido. Os niveis de TNF-a foram dosados no jejuno

proximal (A) e bago (B) dos animais BALB/c selvagens controle (OVA-) e sensibilizados

(OVA+). Os camundongos foram sensibilizados (OVA+) com 10ug OVA + 1mg Al(OH); no

dia 0 e 10pg OVA no dia 14. O grupo controle (OVA-) recebeu apenas Al(OH); no dia O e

salina no dia 14. Os animais do grupo sensibilizado foram desafiados com solugéo de clara

de ovo (SCO) a 20% por 1, 4, 7, 14 ou 21 dias. Apds estes tempos, os animais foram

sacrificados e o0 bago e jejuno proximal foram analisados quanto a produgéo de citocinas. As

linhas horizontais representam a mediana dos valores encontrados. nd (ndo detectado).
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pg/mL

Os niveis de IL-12 no intestino de animais sensibilizados nao sofreram alteragdes
significativas apds o desafio com SCO (Figura 5A). No bago desses animais, houve
uma diminui¢ao significativa da produgéo de IL-12 apds 4 e 7 dias de desafio antigénico

em relacdo aos niveis basais medidos nos animais do grupo controle (Figura 5B).
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Figura 5: Producdo de IL-12 no tecido. Os niveis de IL-12 foram dosados no jejuno proximal (A) e bago
(B) dos animais BALB/c selvagens controle (OVA-) e sensibilizados (OVA+). Os camundongos foram
sensibilizados (OVA+) com 10ug OVA + 1mg AI(OH); no dia 0 e 10ug OVA no dia 14. O grupo controle
(OVA-) recebeu apenas AI(OH); no dia 0 e salina no dia 14. Os animais do grupo sensibilizado foram
desafiados com solugéo de clara de ovo (SCO) a 20% por 1, 4, 7, 14 ou 21 dias. Apos estes tempos, os
animais foram sacrificados e o bacgo e jejuno proximal foram analisados quanto a producgéo de citocinas.
As linhas horizontais representam a mediana dos valores encontrados. *p<0.05 em relagdo ao controle
(OVA-) nd (n&o detectado).
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No decorrer do processo alérgico, os niveis de IL-10 foram reduzidos no intestino
de camundongos sensibilizados em relacdo a produgdo basal dos animais controle,
atingindo niveis ndo detectaveis apos 7 dias de desafio com SCO e niveis
significativamente menores que o controle apos 21 dias de desafio antigénico (Figura 6
A). No bago destes animais, ndo houve alteragao significativa da produgao de IL-10

apos sensibilizacao e ingestao da SCO (Figura 6B).

pg/mL
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Figura 6: Producéo de IL-10 no tecido. Os niveis de IL-10 foram dosados no jejuno proximal (A) e bago
(B) dos animais BALB/c selvagens controle (OVA-) e sensibilizados (OVA+). Os camundongos foram
sensibilizados (OVA+) com 10ug OVA + 1mg Al(OH); no dia 0 e 10ug OVA no dia 14. O grupo controle
(OVA-) recebeu apenas AI(OH); no dia 0 e salina no dia 14. Os animais do grupo sensibilizado foram
desafiados com solugéo de clara de ovo (SCO) a 20% por 1, 4, 7, 14 ou 21 dias. Apos estes tempos, os
animais foram sacrificados e o bago e jejuno proximal foram analisados quanto a produgéo de citocinas.
As linhas horizontais representam a mediana dos valores encontrados. *p<0.05 em relagéo ao controle
(OVA-) nd (n&o detectado).
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pg/mL

A produgdo da citocina IL-5 no intestino foi reduzida a niveis ndo detectaveis

apos 7 e 21 dias de ingestdo do antigeno pelos animais sensibilizados (Figura 7A). No

baco destes animais, entretanto, ndo houve alteragdes significativas dessa citocina

apos ingestao de SCO quando comparados aos animais do grupo controle (Figura 7B).
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Figura 7: Producao de IL-5 no tecido. Os niveis de IL-5 foram dosados no jejuno proximal (A) e baco

(B) dos animais BALB/c selvagens controle (OVA-) e sensibilizados (OVA+). Os camundongos foram
sensibilizados (OVA+) com 10ug OVA + 1mg Al(OH); no dia 0 e 10ug OVA no dia 14. O grupo controle

(OVA-) recebeu apenas Al(OH); no dia 0 e salina no dia 14. Os animais do grupo sensibilizado foram

desafiados com solugéo de clara de ovo (SCO) a 20% por 1, 4, 7, 14 ou 21 dias. Apos estes tempos, os

animais foram sacrificados e 0 baco e jejuno proximal foram analisados quanto a produgéo de citocinas.

As linhas horizontais representam a mediana dos valores encontrados. nd (ndo detectado).
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5.2 Teste de averséo aingestdo do antigeno

Os camundongos dos grupos controle e sensibilizado foram submetidos ao teste
de aversdo. Para a realizacdo deste teste, os animais foram colocados em gaiolas
individuais e tiveram a opgado de ingerir agua ou SCO adocicada. O consumo dos
conteudos destas duas mamadeiras foi avaliado a cada 24 horas, por trés dias a partir
do sétimo dia apds a sensibilizacdo secundaria.

Apenas camundongos BALB/c selvagens mostraram aversdo a ingestdo da
solugédo do antigeno (ovalbumina) com o qual tinham sido previamente sensibilizados.
Estes animais ingeriram uma quantidade de SCO adocicada aproximadamente quatro
vezes menor que os animais do grupo controle. Ao contrario dos animais selvagens, os
camundongos deficientes para IL-4 (IL-4-/-), mesmo tendo sido submetidos ao protocolo
de sensibilizagdo com a ovalbumina, ndo evitaram a ingestdo da SCO adocicada
(Figura 8A).

Os camundongos C57BL/6 selvagens e deficientes, que foram sensibilizados
com a ovalbumina, ndo demonstraram aversado a ingestdo de SCO adocicada quando
comparados aos seus controles (Figura 8B).

Nao houve diferenca significativa no consumo de agua dos animais estudados
(BALB/c, IL-4-/-, C57BL/6, IL-12-/-, IFN-y-/- e IL-10-/-) quando comparados 0s grupos

controle e sensibilizado.

42



Ingestdo de SCO adocicada
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Figura 8: Teste de aversdo a ingestdo de SCO adocicada. Camundongos BALB/c, IL-4-/-, C57BL/6,
IL-12-/- e IFN-y-/- foram sensibilizados (OVA+) com 10ug OVA + 1mg Al(OH); no dia 0 e 10ug OVA no
dia 14. O grupo controle (OVA-) recebeu apenas Al(OH); no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias depois, os
animais foram a mantidos em gaiolas individuais por trés dias com a op¢ao de ingerir solugédo de clara de
ovo (SCO) adocicada ou agua. Cada barra representa a média de consumo de SCO adocicada por peso
do camundongo para cada grupo. Foram utilizados 5 animais/grupo. *P<0.05 em relagdo ao seu grupo
controle (OVA-).
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5.3 Avaliacdo da resposta inflamatoria no intestino

O intestino delgado foi retirado durante a necropsia (14 dias apos o desafio oral com
SCO) para a avaliagdo histolégica da resposta inflamatéria nos camundongos
selvagens (BALB/c e C57BL/6) e deficientes para as citocinas (IL-4-/-, IL-10-/-,1L-12-/- e
[FN-y-/-).

5.3.1 Infiltrado de eosindéfilos na mucosa intestinal

A contagem dos eosindfilos infiltrados na mucosa do jejuno proximal foi realizada
foi realizada através da coloragdo dos cortes histoldégicos por Hematoxilina — Eosina
(H.E). O numero de eosindfilos infiltrados foi contado ao microscopio optico (40X) em 10
campos. O resultado foi expresso como a média dos eosindfilos do grupo por campo.

A ingestao prolongada de SCO induziu um infiltrado de eosindfilos 3 vezes maior
no jejuno proximal de camundongos BALB/c sensibilizados quando comparados aos
seus controles. Entretanto, quando camundongos desta mesma linhagem eram
deficientes em IL-4, o numero de eosindfilos infiltrados foi pequeno, mesmo quando
estes animais eram sensibilizados e desafiados com SCO (Figura 9A).

Apods o desafio oral com SCO, os camundongos C57BL/6 selvagens e deficientes
para as citocinas IFN-y e IL-10 sensibilizados ndo apresentaram aumento do infiltrado
de eosindfilos em relagdo aos animais do grupo controle. Entretanto, na auséncia da
citocina IL-12, a ingestao de SCO pelos animais sensibilizado foi capaz de aumentar de
maneira muito significativa o infiltrado de eosindfilos no jejuno proximal destes animais

quando comparados aos animais do grupo controle (Figura 9B).
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Figura 9: Infiltrado de eosinoéfilos na mucosa intestinal. Camundongos BALB/c, IL-4-/-, C57BL/6, IL-
12-/- e IFN-y-/- foram sensibilizados (OVA+) com 10ug OVA + 1mg AI(OH); no dia 0 e 10ug OVA no dia
14. O grupo controle (OVA-) recebeu apenas AI(OH); no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias apos a
sensibilizagdo secundaria, as mamadeiras dos grupos sensibilizados foram substituidas por SCO e os
grupos controles permaneceram bebendo agua. Apds 14 dias, o jejuno proximal foi coletado e os
eosindfilos infiltrados na mucosa foram contados em 10 campos. As barras representam a média dos

valores de cada grupo. Foram utilizados 5 animais/grupo. *P<0,05 em relagédo ao grupo controle (OVA-)
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5.3.2 Producédo de muco pelas células caliciformes do intestino delgado

A analise do muco produzido pelas células caliciformes das por¢des do intestino
delgado foi realizada através da coloracao dos cortes histolégicos por P.A.S. A area das
células caliciformes foi determinada através de analise morfométrica.

A ingestao cronica de SCO levou a um aumento significativo na secrecdo de
muco pelas células caliciformes das por¢gdes do duodeno, jejuno proximal e jejuno distal
em camundongos BABL/c sensibilizados quando comparados aos seus controles. Ndo
houve diferenga significativa na produ¢ao de muco quando comparadas as porgdes do
ileo destes animais. Em contrapartida, a ingestdo do antigeno pelos camundongos da
mesma linhagem, porém deficientes em IL-4, ndo induziu aumento da secrecdo de
muco pelas células caliciformes do intestino delgado mesmo quando estes animais
haviam sido submetidos ao protocolo de sensibilizagao (Figura 10 e Figura 11).

Apos o desafio oral com SCO, os camundongos sensibilizados C57BL/6
selvagens e deficientes para as citocinas IL-12 e IFN-y ndo apresentaram aumento na
producdo de muco no intestino delgado quando comparados aos seus controles (Figura
12 e Figura 13). Entretanto, C57BL/6 deficientes para IL-10, quando sensibilizados e
desafiados, tiveram a produgdo de muco significativamente aumentada no jejuno
proximal e mais de duas vezes maior no jejuno distal quando comparados aos seus

controles nao sensibilizados (Figura 14 e Figura 15).
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Figura 10: Avaliacdo do muco produzido pelas células caliciformes do intestino delgado de
camundongos BALB/c selvagens e deficientes para IL-4. Camundongos BALB/c selvagens e IL-4-/-
foram sensibilizados (OVA+) com 10ug OVA + 1mg Al(OH); no dia 0 e 10ug OVA no dia 14. Os grupos
controle (OVA-) receberam apenas AI(OH); no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias apds a sensibilizagéo
secundaria, as mamadeiras dos grupos sensibilizados foram substituidas por SCO e os grupos controles
permaneceram bebendo agua. Apos 14 dias, o intestino delgado foi coletado e 0 muco produzido pelas
células caliciformes foi quantificado. Foram analisados 3 campos de cada por¢éo do intestino. As barras
representam a média dos valores de cada grupo. Foram utilizados 5 animais/grupo. *P<0,05 em relagao
ao grupo selvagem controle (OVA-). **P<0,05 em relagdo ao grupo selvagem controle (OVA-) e

sensibilizado (OVA+).
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Figura 11: Avaliacéo histoldégica do muco produzido pelas células caliciformes do jejuno proximal
de camundongos BALB/c selvagens e deficientes para IL-4. Camundongos BALB/c selvagens e IL-4-
/- foram sensibilizados (OVA+) com 10ug de OVA + 1mg de Al(OH); no dia 0 e 10png de OVA no dia 14.
Os grupos controle (OVA-) receberam apenas Al(OH); no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias apds a
sensibilizagdo secundaria, as mamadeiras dos grupos sensibilizados foram substituidas por SCO e os
grupos controle permaneceram bebendo agua. Apds 14 dias, o intestino delgado foi coletado e o muco
produzido pelas células caliciformes foi quantificado através de coloragao por P.A.S. A) Camundongo
BALB/c selvagem controle; B) Camundongo BALB/c selvagem sensibilizado; C) Camundongo IL-4-/-
controle; D) Camundongo IL-4-/- sensibilizado. Aumento 40X.
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Figura 12: Avaliacdo do muco produzido pelas células

camundongos C57BL/6 selvagens e deficientes para as

caliciformes do intestino delgado de

citocinas IL-12 e IFN-y. Camundongos

C57BL/6, IL-12-/- e IFN-y-/- foram sensibilizados (OVA+) com 10ug OVA + 1mg AlI(OH); no dia 0 e 10ug

OVA no dia 14. Os grupos controles (OVA-) receberam apenas Al(OH);

no dia 0 e salina no dia 14. Sete

dias apds a sensibilizagdo secundaria, as mamadeiras dos grupos sensibilizados foram substituidas por

SCO e os grupos controles permaneceram bebendo agua. Apos 14 dias, o intestino delgado foi coletado

e 0 muco produzido pelas células caliciformes foi quantificado. Foram analisados 3 campos de cada

por¢do do intestino. As barras representam a média dos valores de cada grupo. Foram utilizados 5

animais/grupo.
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Figura 13: Avaliac&o histolégica do muco produzido pelas células caliciformes do jejuno proximal
de camundongos C57BL/6 selvagens e deficientes para as citocinas IL-12 e IFN. Camundongos
C57BL/6 selvagens, IL-12 e IFN-y-/- foram sensibilizados (OVA+) com 10ug de OVA + 1mg de Al(OH); no
dia 0 e 10ug de OVA no dia 14. Os grupos controle (OVA-) receberam apenas Al(OH); no dia 0 e salina
no dia 14. Sete dias apds a sensibilizagdo secundaria, as mamadeiras dos grupos sensibilizados foram
substituidas por SCO e os grupos controle permaneceram bebendo agua. Apoés 14 dias, o intestino
delgado foi coletado e o muco produzido pelas células caliciformes foi quantificado através de coloragéo
por P.A.S. A) Camundongo C57BL/6 selvagem controle; B) Camundongo C57BL/6 selvagem
sensibilizado; C) Camundongo IL-12-/- controle; D) Camundongo IL-12-/- sensibilizado; E) Camundongo

IFN-y-/- controle; F) Camundongo IFN-y-/- sensibilizado. Aumento 40X.
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Figura 14: Avaliacdo do muco produzido pelas células caliciformes do intestino delgado de
camundongos C57BL/6 selvagens e deficiente para a citocina IL-10. Camundongos C57BL/6, IL-12-/-
e IFNy-/- foram sensibilizados (OVA+) com 10ug OVA + 1mg Al(OH); no dia 0 e 10ug OVA no dia 14. Os
grupos controles (OVA-) receberam apenas AI(OH); no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias apds a
sensibilizagdo secundaria, as mamadeiras dos grupos sensibilizados foram substituidas por SCO e os
grupos controles permaneceram bebendo agua. Apds 14 dias, o intestino delgado foi coletado e o muco
produzido pelas células caliciformes foi quantificado. Foram anlisados 3 campos de cada porgdo do
intestino. As barras representam a média dos valores de cada grupo. Foram utilizados 5 animais/grupo.

*P<0,05 em relagéo ao grupo controle (OVA-)
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Figura 15: Avaliacao histolégica do muco produzido pelas células caliciformes do jejuno proximal
de camundongos C57BL/6 selvagens e deficientes para IL-10. Camundongos C57BL/6 selvagens e
deficientes para IL-10 foram sensibilizados (OVA+) com 10ug de OVA + 1mg de Al(OH)3; no dia 0 e 10ug
de OVA no dia 14. Os grupos controle (OVA-) receberam apenas Al(OH); no dia 0 e salina no dia 14.
Sete dias apos a sensibilizagdo secundaria, as mamadeiras dos grupos sensibilizados foram substituidas
por SCO e os grupos controle permaneceram bebendo agua. Apdés 14 dias, o intestino delgado foi
coletado e o muco produzido pelas células caliciformes foi quantificado através de coloragéo por P.A.S.
A) Camundongo C57BL/6 selvagem controle; B) Camundongo C57BL/6 selvagem sensibilizado; C)

Camundongo IL-10-/- controle; D) Camundongo IL-10-/- sensibilizado. Aumento 40X.
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5.4 Avaliacdo da perda de peso corporeo

A Figura 16A mostra que os animais BALB/c selvagens sensibilizados tiveram
uma perda de aproximadamente 15% do peso corpéreo apds o contato com o antigeno
através da ingestao de SCO até o final do experimento.

Entretanto, os camundongos IL-4-/-, mesmo pertencendo a mesma linhagem,
nao apresentaram perda de peso corpéreo quando submetidos ao protocolo de
sensibilizacao e desafio antigénico (Figura 16B).

Animais C57BL/6 selvagens ou deficientes para as citocinas IL-10, IL-12 e IFN-y
nao mostraram perda de peso em momento algum do experimento (Figura 16C, D, E e
F).

5.5  Avaliacdo dos niveis séricos de anticorpos anti-OVA

5.5.1) Avaliagcédo dos niveis séricos de anticorpos anti-OVA antes do desafio com
SCO

Sete dias apds a sensibilizagdo secundaria foi realizada sangria nos animais dos
grupos controle (OVA-) e sensibilizados (OVA+). O soro foi coletado para analise dos
niveis séricos dos anticorpos IgE e IgG1 anti-OVA. Com exce¢ado do grupo de
camundongos deficientes para IL-4, todos os demais grupos sensibilizados com OVA
apresentaram niveis significativamente aumentados de IgE e IgG1 anti-OVA quando
comparados aos seus controles (Figura 17).

Apods a sensibilizacdo, camundongos BALB/c selvagens apresentaram niveis de IgE
mais de 2 vezes maior e niveis de IgG1 mais de 5 vezes maior quando comparados aos
niveis destes anticorpos medidos no grupo controle (Figura 17 A e C).

Os camundongos C57BL/6 apresentaram niveis de IgE e IgG1 anti-OVA
menores que os animais BALB/c. Entretanto, a sensibilizacdo dos animais C57BL/6
selvagens com o antigeno foi capaz de aumentar em mais de 5 vezes os niveis de IgE
e em 4 vezes os niveis de IgG1 anti-OVA em relagdo aos animais do grupo controle.

Entre os animais desta mesma linhagem deficientes para as citocinas (IL-12-/-, IFN-y-/-
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IL-10-/-), os niveis de anticorpos apds a sensibilizagdo sofreram grande aumento em
relacdo aos seus controles ndo sensibilizados (Figura 17 B e D). E importante notar
que, apos a sensibilizagao, os animais deficientes para IFN-y-/- e IL-12-/- apresentaram
niveis de IgE e IgG1 anti-OVA significativamente maiores quando comparados aos

camundongos selvagens também sensibilizados.

5.5.2) Avaliacdo dos niveis séricos de anticorpos anti-OVA ap06s o desafio com
SCO

Sangrias foram realizadas durante a necropsia 14 dias apd6s o desafio com SCO
nos animais estudados (BALB/c, IL-4-/-, C57BL/6, IL-12-/-, IFN-y-/- e IL-10-/-) para
analise da produgcdo de anticorpos anti-OVA IgE e IgG1 (Figura 18). A ingestao
prolongada da solugdo contendo o antigeno (ovalbumina) foi capaz de manter ou
aumentar os niveis destes anticorpos nos grupos sensibilizados até o final do
experimento, com excecao dos animais IL-4-/-.

Os camundongos BALB/c selvagens sensibilizados tiveram seus niveis de IgE
aumentados em 37% e os niveis de IgG1 em mais de 2 vezes apds a ingestao restrita
de SCO (Figura 18 A e C).

Entre os animais C57BL/6 selvagens e deficientes sensibilizados, os niveis
significativamente aumentados de IgE e IgG1 anti-OVA foram mantidos apés o desafio
antigénico (Figura 18 B e D). Foi demonstrado também que apds a ingestdo de SCO,
os camundongos deficientes para as citocinas IL-12 (IL-12-/-) e IFN-y (IFN-y-/-) tiveram

a producéao dos anticorpos aumentadas em relagao ao controle selvagem sensibilizado.
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Figura 16: Avaliacdo do peso corpéreo. Camundongos BALB/c, IL-4-/-, C57BL/6, IL-12-/-, IFN-y-/- e IL-

10-/- foram sensibilizados (OVA+) com 10pg OVA + 1mg AI(OH); no dia 0 e 10ug OVA no dia 14. O
no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias apds a

grupo controle (OVA-) recebeu apenas Al(OH);

sensibilizagdo secundaria, as mamadeiras dos grupos sensibilizados foram substituidas por SCO,

enquanto o grupo controle permaneceu ingerindo agua. Os animais foram pesados semanalmente ao

longo de todo o experimento. Foram utilizados 5 animais/grupo. *P<0.05 em relagdo ao seu grupo

controle. Solugdo de clara de ovo a 20% (SCO).

55



Niveis de IgE Niveis de IgE
- 1000+
1000 CIOVA- 1 OVA-
N OVA+
7504 N OVA+ 750-
*
< <
S 500+ D 5001
o N I l
0 | oL— I l
SV IL-4-/- IL-12-/- IFNy-/- IL-10-/-
BALB/c C57BL/6
C D
Niveis de IgG1 Niveis de IgG1
1000 1000
C_JOVA- COVA-
N OVA+ I OVA+
750 750-
: . Kk
< < N
D 5004 D 5004
*
250+ 250+ *
ol [ 1 e o0-
IL-4-/- SV IL-12-/- IFNy-/- IL-10-/-
BALB/c C57BL/6

Figura 17: Avaliagdo dos anticorpos IgE e IgG1 anti-OVA antes do desafio com SCO. Camundongos
BALB/c, IL-4-/-, C57BL/6, IL-12-/- e IFN-y-/- foram sensibilizados (OVA+) com 10ug OVA + 1mg Al(OH);
no dia 0 e 10ug OVA no dia 14. O grupo controle (OVA-) recebeu apenas Al(OH); no dia 0 e salina no dia
14. Antes de serem desafiados com SCO, foi coletado o soro de todos os animais e feita a dosagem das
imunoglobulinas IgE e IgG1 anti-OVA. As barras representam a média dos valores de cada grupo obtidos
em amostras de soro total para IgE e na diluigdo 1:1600 para IgG1 comparados ao soro positivo que foi
considerado como 1000 unidades arbitrarias (U.A). Foram utilizados 5 animais/grupo. *P<0.05 em relagéo

ao seu grupo controle (OVA-). **P<0.05 em relagao ao seu grupo controle (OVA-) selvagem (SV).
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Figura 18: Avaliacdo dos anticorpos IgE (A e B) e IgG1 (C e D) anti-OVA ap6s o desafio com SCO.
Camundongos BALB/c, IL-4-/-, C57BL/6, IL-12-/- e IFN-y-/- foram sensibilizados (OVA+) com 10ug OVA +
1mg AI(OH); no dia 0 e 10ug OVA no dia 14. O grupo controle (OVA-) recebeu apenas Al(OH); no dia 0
e salina no dia 14. Sete dias apds a sensibilizagdo secundaria, as mamadeiras dos grupos sensibilizados
foram substituidas por SCO. Apds 14 dias, foi realizada a necropsia e o soro foi coletado para a dosagem
de IgE A e B) e IgG1(C e D) anti-OVA. As barras representam a média dos valores de cada grupo obtidos
em amostras de soro total para IgE e na diluigdo 1:1600 para IgG1 comparados ao soro positivo que foi
considerado como 1000 unidades arbitrarias (U.A). Foram utilizados 5 animais/grupo. *P<0.05 em relagéo
ao seu grupo controle (OVA-). **P<0.05 em relagdo ao seu grupo controle selvagem (SV) sensibilizado
(OVAH+).
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6. DISCUSSAO

A alergia alimentar € uma reacdo de hipersensibilidade imediata do tipo |
mediada por IgE. Os mastdcitos sdo as células efetoras destas reagbes que ocorrem
quando individuos entram em contato com os antigenos da dieta aos quais foram
previamente sensibilizados. Ao realizar ligagdes cruzadas entre varias moléculas de IgE
ligadas aos receptores na superficie dos mastocitos, o antigeno induz a ativagao destas
células e a liberagao de varios mediadores. Entre esses mediadores, muitas citocinas,
entre elas a IL-4, IL-5, IL-10 e o TNF-a, s&o liberadas pelos mastdcitos e contribuem
para as respostas alérgicas (BENOIST & MATHIS, 2002).

Além dos mastocitos, as células T também participam no desencadeamento das
respostas alérgicas. As células T especificas aos antigenos alimentares secretam
preferencialmente citocinas de perfil Th2 como IL-4, IL-13, IL-5 e IL-10 que irdo
contribuir para o desencadeamento da reacdo alérgica (ROMAGNANI, 2000). Em
contrapartida, as citocinas produzidas pelas células Th1, principalmente o IFN-y e a IL-
12, inibem as respostas das células Th2 nas doencas alérgicas (IWAMOTO et al., 1993;
COHN et al., 1999).

Sabendo-se a importante participagcdo das citocinas no processo alérgico,
decidimos investigar a producdo dessas substancias no intestino e baco dos
camundongos BALB/c selvagens sensibilizados com OVA apos varios tempos de
desafio com solucao de clara de ovo.

Os niveis de IL-4 estavam diminuidos no intestino dos animais alérgicos apds 14
dias e no bago apos 4 a 7dias de ingestao continua do antigeno em relagao aos niveis
dessa citocina medidos nos tecidos de animais controle. Nos outros tempos de desafio,
nao houve alteragdes significativas da IL-4 no intestino ou bago dos camundongos
sensibilizados. Um aumento dos niveis dessa citocina era esperado, uma vez que o
hidroxido de aluminio utilizado como adjuvante na sensibilizagdo desses animais induz
a producdo de IgE e IgG1 através de um mecanismo dependente de IL-4 (FAQUIM-
MAURO & MACEDO, 2000). Entretanto, € possivel que nas primeiras horas de ingestao
da solugédo de clara de ovo, os niveis de IL-4 estejam aumentados. Em 2004, um
estudo demonstrou o aumento da producao de IL-4 pelas células da placa de Peyer e

do linfonodo mesentérico de camundongos sensibilizados 30 minutos apos gavagem
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com o antigeno ao qual haviam sido sensibilizados (FOSSARD et al.,, 2004). Nos
tempos de desafio antigénico investigados nesse trabalho, a ingestdo crénica do
antigeno pode ter contribuido para o consumo de grande parte da IL-4 pelo mecanismo
de inducao da secregao de anticorpos especificos.

Esperavamos que houvesse um aumento da producido de IL-5 nos tecidos
investigados, uma vez que foi sugerido que essa citocina pode induzir a infiltragao
eosinofilica na mucosa intestinal em modelos murinos de alergia alimentar (BAE et al.,
1999). Apesar de termos observado, no nosso trabalho, um aumento do numero de
eosinofilos na mucosa intestinal, a produgao da citocina IL-5 foi diminuida com a
ingestao prolongada da solugao de clara de ovo, atingindo niveis nao detectaveis apds
21 dias de desafio antigénico tanto no intestino quanto no bago dos animais alérgicos. A
secrecdo da IL-5 in vitro por mastdocitos apds ligacdo da IgE ao receptor de alta
afinidade ja foi descrita (BRESSLER et al., 1997). Apesar disso, nossos resultados de
dosagem de IL-5 em tecidos estdo de acordo com um outro estudo no qual essa
citocina n&o foi detectada em dosagem in vitro apos indugdo de anafilaxia por injecéao
intra-peritoneal de OVA em camundongos sensibilizados (OKUNUKI et al., 2003).

Ao investigarmos a produgao das citocinas de perfil Th1, observamos que o0s
niveis de IL-12 ndo sofreram alteragdes significativas no intestino dos animais alérgicos,
mas foram diminuidos no bago apds 4 a 7 dias de ingestdo da solugéo de clara de ovo
em comparagdo aos niveis basais dos animais do grupo controle. Ja o IFN-y foi
diminuido a niveis ndo detectaveis no bago dos camundongos sensibilizados apés 21
dias de ingestdo do antigeno, ndo sendo detectada a produgdo dessa citocina no
intestino dos animais do grupo controle ou alérgicos em nenhum dos tempos
investigados. A reducéo dos niveis dessas citocinas era esperada, uma vez que tanto o
IFN-y como a IL-12 tém sido inversamente correlacionados a progressao dos processos
alérgicos. Geralmente, a producdo de IFN-y por células T de pacientes alérgicos €&
menor quando comparada com pacientes nao alérgicos (SCOTT-TAYLOR et al., 2005).

A diminuigdo dos niveis de citocinas do tipo Th1, como ja comentado, encontra
coeréncia com um modelo de alergia, no entanto a diminui¢do, ou simples auséncia,
das citocinas Th2 é um resultado inesperado. Por um lado pode ser que o estimulo seja

proveniente de contato célula-célula, tornando-se dificil a deteccdo pelos métodos
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utilizados. Por outro lado, € possivel a diminuigdo da produgao de todas as citocinas
seja resultado de uma resposta reguladora da mucosa intestinal. A diminuicdo da
producdo de citocinas observada nos tecidos dos camundongos alérgicos pode ser
consequéncia de uma regulagdo da resposta imune desencadeada pelo antigeno
fornecido por via oral de forma crénica.

A IL-10 é uma citocina reguladora das funcgbes efetoras tanto das células Th1
quanto Th2 (HAWRYLOWICZ & O'GARRA, 2005). Foi demonstrado que uma baixa
producdo de IL-10 pelas células da Placa de Peyer favorece o desenvolvimento da
alergia alimentar e ao contrario, niveis aumentados dessa citocina seriam capazes de
controlar essa patologia (FROSSARD et al., 2004). No nosso modelo, esperariamos,
portanto, que a IL-10 estivesse aumentada, ja que esta havendo diminuigdo das
citocinas com a ingestdo prolongada do antigeno. Entretanto, ndo foram observadas
alteragdes significativas dos niveis da IL-10 no intestino ou no bago dos animais
alérgicos na maioria dos tempos de desafio analisados, sendo essa citocina diminuida a
niveis ndo detectaveis no intestino dos animais apos 7 dias de ingestdo da solugdo de
clara de ovo.

A IL-10 também esta relacionada com a protegdo da mucosa intestinal. A célula
epitelial do intestino, através da ag¢ao da IL-10, pode responder as infecgdes e outras
agressodes, permitindo que haja uma modulagdo da resposta imune e da inflamagao no
trato digestivo (KHUN et al, 1993). Essa citocina inibe a producédo de citocinas pro-
inflamatdrias pelas células Th1, além de inibir a ativacdo de células Th2 e a troca de
isotipo para IgE nas células B (HAWRYLOWICZ & O'GARRA, 2005). Além disso,
estudos demonstram que o receptor da IL-10 esta presente nas células epiteliais dos
intestinos delgado e grosso de camundongos (DENNING et al, 2000).

Além da IL-10, outros fatores também estdo envolvidos no controle da
inflamacdo da mucosa intestinal desencadeada pela absor¢do exacerbada de
antigenos da dieta. Entre estes fatores, a produ¢cdo de muco funciona como barreira a
transcitose de antigenos alimentares através do epitélio intestinal, além de ser um
reservatorio de IgA.

No nosso modelo de alergia alimentar, camundongos BALB/c apresentam

aumento da producdo de muco pelas células caliciformes do intestino delgado
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(SALDANHA et al., 2004). A IL-4 esta envolvida na hiperplasia e hipertrofia das células
caliciformes (BLANCHARD et al., 2004). A importancia da IL-4 para a producao de
muco foi confirmada no nosso trabalho quando utilizamos animais deficientes para essa
citocina e a produgédo do muco ficou prejudicada. Outra explicagdo para a quantidade
diminuida de muco no intestino dos animais deficientes para IL-4 é o fato da
impossibilidade de sensibilizagdo antigénica desses animais, demonstrada pelos baixos
niveis de IgE e IgG1. Portanto, o aumento do muco com a funcdo de barreira a
absor¢ao do antigeno nao se faz necessaria.

Ao contrario dos animais BALB/c, os camundongos C57BL/6 selvagens ou
deficientes para as citocinas IL-12 ou IFN-y ndo apresentaram aumento da producéo de
muco no intestino ao serem submetidos ao protocolo de indugdo da alergia alimentar. E
importante lembrar, entretanto, que os animais C57BL/6 sensibilizados produziram
niveis de IgE e 1IgG1 aumentados em relagdo aos seus controles, mas estes niveis ndo
eram tdo elevados quanto os produzidos pelos animais BALB/c sensibilizados. Sendo
assim, podemos inferir que a resposta alérgica nos animais C57BL/6, mesmo na
auséncia de citocinas Th1, & diminuida em relagdo aos animais BALB/c.

Entretanto, quando animais dessa linhagem eram deficientes para a citocina IL-
10, foi observado um aumento significativo do muco em relagdo aos controles nao
sensibilizados. Como os animais C57BL/6 selvagens nao apresentaram esta alteracao
apos sensibilizados e desafiados com solugao de clara de ovo, 0 aumento da secrecgao
de muco observado nos animais IL-10-/- pode ter atuado como um mecanismo
compensatério para a auséncia desta citocina antiinflamatéria. Nestes animais, o
aumento do muco diminuiria a absorgao antigénica evitando, assim, a perda de peso
corporeo e a producgao de IgE e IgG1 decorrentes da alergia alimentar.

Outra alteragcdo da mucosa intestinal de camundongos BALB/c decorrente da
alergia alimentar € o aumento do infiltrado de eosindfilos durante todo periodo de
ingestdao do antigeno (SALDANHA et al., 2004). Em doencgas alérgicas crbnicas, os
eosindfilos sado ativados pela IL-5 e atraidos por quimiocinas para o local da inflamacéo.
Essas células sao responsaveis pela fase tardia da reac&do alérgica imediata,

produzindo proteina basica que é toxica ao epitélio (CARA et al., 2000).
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Os camundongos deficientes para a IL-4 sensibilizados, assim como seus
controles, apresentaram um infitrado de eosindfilos no jejuno proximal
significativamente diminuido em comparagdo aos animais selvagens, mesmo apos a
ingestao prolongada da solugdo de clara de ovo. Este resultado esta de acordo com
estudos preliminares que demonstraram que a IL-4 regula o recrutamento de eosindfilos
induzido pelo antigeno na inflamacao alérgica das vias aéreas (BRUSSELLE et al.,
1994). Em um modelo de asma em camundongos, o tratamento com anticorpos anti-IL-
4 foi capaz de diminuir em 10 vezes o infiltrado de eosindfilos no lavado broncoalveolar
(LUKACS et al., 1994).

O aumento do infiltrado eosinofilico ndo foi observado em animais C57BL/6
sensibilizados apos o desafio antigénico. Apenas quando estes animais eram
deficientes para a IL-12 houve um aumento extremamente significativo do numero de
eosindfilos no jejuno proximal. Esse resultado confirma outros estudos que
demonstraram que a IL-12 diminui o infiltrado desses leucécitos em modelos de
inflamacé&o alérgica das vias aéreas (WU et al., 2006; MATSUSE et al., 2003). Nesses
modelos, a agao da IL-12 se da através da inibicdo da diferenciagcao dos eosindfilos a
partir de seus progenitores da medula 6ssea, sendo esse efeito mediado pelo IFN-y
(RAIS et al., 2002). Sabendo-se a participagdo do IFN-y na diminuigdo do infiltrado de
eosinofilos em modelos de inflamagéo alérgica das vias aéreas, era esperado que 0s
camundongos deficientes para essa citocina, no nosso trabalho, apresentassem
aumento do infiltrado de eosindfilos na mucosa intestinal. Como nao foi observado o
aumento dessas células, o recrutamento de eosindfilos para a mucosa intestinal pode
envolver um mecanismo diferente daquele que ocorre na mucosa respiratéria.

A aversdao ao antigeno observada nos animais alérgicos atua como um
mecanismo adicional de protecdo a entrada de antigenos por via oral, contribuindo
dessa forma, para a manutengdo da integridade da mucosa intestinal.

Camundongos BALB/c mostraram aversédo a ingestdo da solugdo do antigeno
com o qual tinham sido previamente sensibilizados. Entretanto, na auséncia da citocina
IL-4, mesmo tendo sido submetidos ao protocolo de sensibilizagdo com a ovalbumina,
esses animais ndo evitaram a ingestédo da SCO adocicada. E importante lembrar que os

animais BALB/c selvagens produziram altos niveis de IgE e 1IgG1 especificas a
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ovalbumina apds a sensibilizacdo e que estes niveis foram ainda maiores apds a
ingestdo do antigeno. Entretanto, na auséncia da IL-4, essa resposta humoral
acentuada ndo ocorreu, uma vez que essa citocina é crucial para a sintese IgE e I1gG1
(BACHARIER & GEHA, 2000; FAQUIM-MAURQO et al., 1999).

A observagao de que os animais IL-4-/- produziram niveis extremamente baixos
de IgE e IgG1 anti-OVA sugere que o desencadeamento da aversdo a ingestao do
antigeno é dependente da produgéo de anticorpos especificos para o antigeno com o
qual o animal havia sido sensibilizado. Outros estudos ja haviam demonstrado que a
producao de IgE é essencial para o desenvolvimento da averséo alimentar (BASSO et
al., 2003; ANDRADE, 1999). Em um destes estudos, o tratamento com anticorpos anti-
IgE 7 dias antes do desafio oral preveniu a aversdo a ingestdo de SCO por
camundongos sensibilizados com OVA (BASSO et al, 2003). Além disso, foi
demonstrado que quando esses animais eram submetidos a um protocolo de indugao
de tolerancia oral a ovalbumina, o comportamento de aversdo ao antigeno nao era mais
observado (ANDRADE, 1999).

Os animais da linhagem C57BL/6 selvagens ou deficientes para as citocinas (IL-
12-/-, IFN-y-/- e IL-10-/-) ndo apresentaram aversdo a ingestdo de SCO adocicada
mesmo quando sensibilizados com OVA. Como estes animais produziram niveis de IgE
e lgG1 significativamente elevados em relacdo aos seus controles, podemos sugerir
que a producao de anticorpos especificos € essencial, mas ndao é o unico fator
necessario para a ocorréncia de aversao a ingestdo do antigeno.

Os mesmos animais que demonstraram aversdo a ingestdo ao antigeno na
possibilidade de escolha da fonte liquida, desenvolveram um quadro marcante de
alergia alimentar quando foram submetidos a ingestao restrita de SCO. Podemos inferir,
portanto, que o0 mesmo mecanismo que desencadeia o comportamento de aversao ao
antigeno nos animais sensibilizados com OVA leva também a ocorréncia da alergia
alimentar.

Existem evidéncias que sugerem que a alergia alimentar é capaz de influenciar
mudancas de comportamento e de alterar fungdes cerebrais. Foi demonstrado, por
exemplo, que a aversdo a ingestdo do antigeno por animais sensibilizados esta

associada a niveis aumentados de ansiedade e aumento da ativacdo de neurbnios de
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areas cerebrais relacionadas a emoc¢ao. Tanto o desenvolvimento da aversao alimentar
quanto a ativagado cerebral parecem ser induzidos pela degranulagdo de mastdcitos
dependente de IgE, uma vez que estes eventos ndo acontecem apds o tratamento dos
animais com anticorpo anti-IgE (BASSO et al, 2003; BASSO et al, 2004). Foi
demonstrado que um grande numero de mastécitos estd em contato com as inervagoes
peptidérgicas no intestino de ratos saudaveis e com inflamacéo intestinal (STEAD et al.,
1987). Portanto, é provavel que a degranulagdo dos mastdcitos induzida pela IgE seja o
principal mecanismo de sinalizagdo da alergia alimentar para o sistema nervoso.

Algumas citocinas inibem a ingestdo alimentar através da modulagdo de
atividades gastrointestinais como a motilidade e o esvaziamento gastrico. A agao
dessas substancias pode ocorrer de forma direta no trato gastrointestinal ou ser
mediada pelo sistema nervoso autbnomo. Além disso, algumas citocinas induzem a
liberagdo de hormdnios relacionados a saciedade alimentar, como por exemplo o
glucagon, a insulina e a leptina (PLATA-SALAMAN, 2000). Em 2002, um estudo
correlacionou a inducéo da expressao de niveis elevados de TNF e IL-6 no cérebro e a
ocorréncia de aversdo a sabores em camundongos BALB/c (AGNELLO et al., 2002).

Um dos sintomas mais significativos apresentados pelos camundongos BALB/c
no modelo de alergia alimentar utilizado neste trabalho é a perda de peso corpéreo
(SALDANHA et al, 2004). Esse emagrecimento ndo foi associado a um menor consumo
liquido, nem a um menor consumo de ragcdo (SALDANHA, 2006). Experimentos
anteriores realizados no nosso laboratério demonstraram ainda que a perda de peso
corpdreo nao tem como causa uma ma absorgao dos nutrientes provenientes da dieta,
uma vez que a mucosa intestinal, analisada morfometricamente, apresentou-se integra.
Além disso, ndo houve alteracao dos niveis de albumina sérica. A desidratacdo também
foi excluida como possivel causa para este emagrecimento, visto que o teste de micro-
hematocrito ndo se mostrou alterado.

A perda de peso, neste caso, pode estar associada a fatores imunologicos
dependentes de citocinas Th2, uma vez que os animais BALB/c deficientes para a
citocina IL-4, além de n&o produzirem anticorpos anti-OVA, ndo perderam peso
corporeo quando submetidos ao protocolo de indugao da alergia alimentar. Podemos

sugerir, portanto, que o aumento de IgE é necessario para que ocorra 0 emagrecimento
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observado no processo alérgico. Entretanto, apenas niveis elevados desse anticorpo
nao sao suficientes para desencadear a perda de peso, uma vez que 0s animais
C57BL/6 produziram maior quantidade de IgE que os seus controles apos
sensibilizados e desafiados e, mesmo assim, ndo emagreceram.

Mesmo na auséncia de citocinas Th1, situacdo na qual foram medidas
quantidades elevadas de anticorpos especificos para a ovalbumina em relagdo aos
selvagens, os animais da linhagem C57BL/6 ndo perderam peso corpéreo. E importante
lembrar, entretanto, que os niveis de anticorpos produzidos pelos animais C57BL/6,
apesar de elevados, foram aproximadamente 3 vezes menores que aqueles
encontrados em camundongos BALB/c selvagens.

Um trabalho desenvolvido no nosso laboratério demonstrou que, apos a
sensibilizagdo com OVA e desafio com uma dieta balanceada contendo essa proteina,
animais BALB/c apresentam perda de peso corpéreo semelhante ao observado no
protocolo no qual o antigeno é fornecido na mamadeira contendo SCO. Em
contrapartida, animais C57BL/6 continuam ndo emagrecendo. No entanto, houve
alteracdo em outros parametros que nao haviam sido analisados como o peso da
gordura abdominal e da carcaga antes e apds desidratagdo. Nos camundongos da
linhagem C57BL/6, foi observado que o protocolo de indugdo da alergia alimentar foi
capaz de diminuir a quantidade de gordura abdominal tanto nos animais BALB/c quanto
nos C57BL/6. A auséncia de perda de peso dos animais C57BL/6 pode ser explicada
pela maior retencdo de liquidos corporais nos tecidos dos animais sensibilizados
comparados aos seus controles. Esses achados demonstram que, mesmo sem sinais
aparentes, a alergia pode estar desencadeando alteragdes nestes animais (MOREIRA,
2006).

As alteragbes associadas a caquexia incluem anorexia, perda de peso corpéreo,
perda de massa muscular e lipidica, alteragdes do metabolismo e anemia (DELANO &
MOLDAWER, 2006). Em pacientes portadores de cancer, a caquexia esta associada a
niveis elevados de TNF-a e IL-6 (CORCOS et al., 2003). O aumento destas citocinas
leva a um quadro clinico semelhante ao observado no nosso modelo, ndo apenas pela
perda de peso corporeo, mas também pela aparéncia debilitada e diminuicdo do tecido
adiposo observadas nos animais alérgicos (DELANO & MOLDAWER, 2006). Com o
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intuito de investigar a participagdo desta citocina no emagrecimento observado nos
animais submetidos ao protocolo de alergia, realizamos o teste de ELISA para a
dosagem de TNF-a no intestino e bago desses animais. Entretanto, ndo houve aumento
significativo desta citocina apds a ingestdo do antigeno pelos animais sensibilizados em
nenhum dos tempos de desafio investigados.

Em experimentos anteriores realizados em nosso laboratério, tentamos realizar a
dosagem de TNF-a no soro desses animais, mas nao foi possivel a detecgdo dessa
citocina através desse ensaio. Tem sido proposto que as citocinas participam no
desenvolvimento e/ou manutengcdo da caquexia de forma paracrina, autdcrina ou
intracrina e, portanto, a atividade dessas substancias ndo pode ser detectada na
circulagdo. Alguns estudos demonstram, por exemplo, que as citocinas podem estar
envolvidas nos processos de caquexia — anorexia através da producado e agao local
destas substancias em regides cerebrais especificas. Embora os mecanismos que
levam a esse quadro n&o estejam esclarecidos, existem varias evidéncias que sugerem
o envolvimento de varios fatores neuroldgicos, metabdlicos, imunolégicos e
endocrinolégicos (PLATA-SALAMAN, 2000).

Uma vez que o mecanismo envolvido na perda de peso corporeo e de tecido
adiposo pelos animais alérgicos ainda nédo esta esclarecido, esse sera nosso alvo de

investigacédo no préximo trabalho.
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7. CONCLUSOES

o Ha uma correlagao direta entre a producao de IgE e IgG1 e o desenvolvimento da
aversao a ingestdo do antigeno, da perda de peso corporeo e das alteragdes

morfoldgicas intestinais observados em camundongos Balb/c.

o Os camundongos que apresentaram perda de peso apresentaram altos niveis se
IgE e 1IgG1 no soro e aumento de infiltrado de eosindfilos. No entanto, essas condicdes
nao sao suficientes, uma vez que todos os animais C57BL/6 apresentaram aumento
dos niveis desses anticorpos, sendo observado, inclusive um aumento do numero de
eosinofilos nos camundongos IL-12-/-, sem apresentar mudanga aparente no peso

corporeo.

o E provavel que a aversdo & ingestdo do antigeno e a alergia alimentar tenham
mecanismos imunoldgicos comuns, uma vez que, as mesmas condi¢gées experimentais
que levaram o animal a aversdo, levaram também a perda de peso e a alteragdes

morfoldgicas intestinais.

o As citocinas IL-4 e IL-10 desempenha um papel no controle da produgao de
muco pelas células caliciformes do intestino delgado dos camundongos C57BL/6.
Quando esses animais eram deficientes em IL-10, o aumento da producdo de muco
pode ter atuado como um mecanismo compensatorio, diminuindo a entrada de antigeno
e evitando, assim, a perda de peso e 0 aumento da producédo de IgE decorrentes da

indugao da alergia alimentar.
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