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RESUMO

OLIVEIRA, Tatiana Coura, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, maio de 2007.
Potencial alergénico da carne de ra submetida a diferentes processamentos.
Orientador: Josefina Bressan. Co-orientadores: Neuza Maria Brunoro Costa, José
Mario da Silveira Mezéncio e Samuel Lopes Lima.

Os trabalhos experimentais descritos nesta dissertacdo objetivaram avaliar o
impacto do processamento térmico sobre a alergenicidade da carne de ra. Para tal,
realizaram-se dois ensaios experimentais. No primeiro analisou-se, por meio de analises
de digestibilidade in vitro e eletroforese em gel de poliacrilamida, o comportamento do
leite, da carne de ra e da carne de boi quando submetidos a diferentes tratamentos
térmicos. Observou-se que tanto a pasteurizacdo quanto a coc¢do a 95°C durante 15
minutos e a liofilizagdo ocasionaram modificagdes nas estruturas constituintes do
alimento. As proteinas mais sensiveis ao tratamento térmico, em ordem crescente, foram
a carne de boi, a carne de ra e o leite de vaca. No segundo, objetivou-se verificar o
impacto destas mesmas fontes protéicas, tratadas termicamente ou ndo, na morfometria
do intestino delgado de camundongos BALB/C previamente sensibilizados. Este
experimento teve duracdo de 28 dias e os animais foram sensibilizados por meio de
injecdo subcutanea no 1° e no14° dia do experimento, com 1 mg de AI(OH); e 1 mg das
3 fontes protéicas diferentes: extrato de leite in natura, extrato de carne de boi ou extrato
de carne de rd. Os animais foram divididos em dois grupos, e cada grupo em quatro
subgrupos sendo o primeiro grupo formado por um controle (CD), com animais ndo
sensibilizados que receberam dieta semi-purificada padrao para roedores (AIN-93G) e
trés subgrupos denominados ‘“‘controles positivos”, com animais sensibilizados com

proteinas do leite (LTT), carne de rd (RTT) e bovina (BTT) in natura, que receberam
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dietas AIN-93 modificadas em sua composi¢do protéica de acordo com a sensibilizagao.
O segundo grupo era formado por um subgrupocontrole (CG), com animais nao
sensibilizados que receberam dieta AIN-93 G e gavagem com dagua destilada e trés
outros subgrupos denominados ‘“controles positivos”, formados por animais
sensibilizados com extrato de leite (GGL), de carne de ra (GGR) ¢ bovina (GGB) in
natura, que receberam dieta AIN-93 e gavagem do alérgeno. O modelo experimental
que recebeu o alérgeno in natura via gavagem apresentou alteracoes morfométricas
mais evidentes quando comparado aquele que utilizou o alérgeno tratado termicamente
na dieta. Evidenciou-se também a existéncia de algumas proteinas mais resistentes que
outras no que refere a desnaturagdo, uma vez que quando comparados os resultados nos
dois modelos, as diferencas foram mais proeminentes para os alérgenos leite e carne de

ra, quando administrados in natura.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Tatiana Coura, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, May, 2007.
Alergenic potential of the frog meat submitted the differents processing.
Adviser: Josefina Bressan. Co-advisers: Neuza Maria Brunoro Costa, José Mario da
Silveira Mezéncio and Samuel Lopes Lima.

The described experimental tasks in this essay intend to evaluate the impact of the
thermal processing on the allergenicity of frog meat. Though, two experimental assays
were taken. The first one, carried out by in vitro digestibility and sodium dodecyl
polyacrylamide gel eletrophoresis (SDS-PAGE) analyses, analyzed the behavior of
milk, frog and bovine meat when submitted the different thermal treatments. It was
noticed that even the pasteurization, even the cooking at 95°C for 15 minutes, and the
freeze-drying caused modifications in the constituent structures of the food. The most
sensible proteins to the thermal treatment were bovine meat, frog meat and bovine milk.
In the second one, the intention was to verify the impact of these same thermally or not
treated protein sources, in the morfometry of the small intestine of BALB/c mice
previously sensitized. This experiment last for 28 days and the animals were sensitized
by means of subcutaneous injection in the 1* and 14™m days of the experiment with 1 mg
of AI(OH); and 1 mg of the one of three different protein sources: milk extract, raw
bovine meat extract or frog meat extract. The animals were split in two groups, the first
one composed by four sub-groups: controlled (CD), with animals not sensitized that had
received standard semi purified diet for rodents (AIN-93G), and three groups called
"positive controls", with sensitized animals by milk proteins (LTT), raw frog meat
(RTT) and bovine (BTT), that received AIN-93 modified diets in its protein

composition according to the sensitization. The second was also composed by four sub-
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groups: one called controlled (CG), with not sensitized animals that had received AIN-
93 G diet and gavage with distilled water, and three other called "positive controls"
groups with sensitized animals with milk extract (GGL), frog meat (GGR) and raw
bovine meat (GGB), that received AIN-93 diet and gavage from the allergen. The
experimental model that received the crude allergen by gavage presented more evident
morphometric alteration when compared with the one that used the thermally treated
allergen in the diet. The existence of some more resistant proteins than others was also
proven related to the denaturation, once compared the results in the two models, the
differences were more prominent for the milk and frog meat allergens than when

managed crude.
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INTRODUCAO GERAL

A Rana catesbeiana foi introduzida no Brasil em 1935, por meio da importagao
de exemplares vindos dos Estados Unidos. Seu cultivo despertou grande interesse
econdmico, gragas a prolificidade, precocidade de crescimento, resisténcia a
enfermidades e ao sabor da carne. Nesse cenario, a ranicultura vem se solidificando em
ambito nacional, pois a Rana catesbeiana demonstra 6tima capacidade de adaptacao aos
diferentes regimes climaticos, bem como aos diferentes manejos fisicos e alimentares
tipicos de cada regido.'

Suas principais formas de comercializagdo sdo “ras inteiras”, resfriadas ou
congeladas e “coxa congelada” a qual apresenta maior aceitacdo por parte do
consumidor. O dorso apresenta baixo valor comercial, sendo destinado entdao a obtengao
de carne mecanicamente separada (CMS), que por sua vez pode ser usada como

matéria-prima para a fabricagdo de produtos como nuggets, paté e salsicha. >

Possui composi¢ao protéica semelhante a outras carnes ranc¢as magras (16 a
19%), digestibilidade elevada e supera o padrio FAO/OMS (1985) estabelecido para
criancas e adultos em todos os aminoacidos essenciais, sendo contudo, ligeiramente
deficiente em amino4cidos sulfurados como a leucina e a valina. *° Também apresenta
baixo teor de lipideos (0,6 a 0,7%) especialmente de colesterol (cerca de 40 mg/100 g)
quando comparada a outras carnes, tais como de boi (120 a 200 mg/100g), porco (100 a
300 mg/100g) e frango (100 a 150 mg/100 g). Contribui também com calcio (16 a 20
mg/100 g), ferro (1 mg/ 100 g) e niacina (2,7 mg/100 g). 6

Mesmo assim, existem poucos estudos sobre o valor nutricional da carne de rd e
sobre suas aplicacdes dietéticas na preveng¢dao ou mesmo no tratamento de patologias
especificas.

Fidelis (2004) ' avaliou a qualidade protéica da carmne de rd em trés
apresentacdes; carne de rd sem osso (RSO), carne de rda com osso (RCO) e carne
mecanicamente separada (CMS) cruas e desidratadas ou desidratadas e cozidas pelos
métodos de coeficiente de eficiéncia protéica (PER), razdo protéica liquida (NPR) e
digestibilidade verdadeira. Dentre os resultados encontrados os valores para PER e NPR
mostraram-se superiores (p<0,05) ao padrdo caseina. Todas as apresentagdes

apresentaram digestibilidade superior a 90%, demonstrando elevado valor nutricional.

14



Neste mesmo estudo foram ainda realizados ensaios biologicos com ratos Wistar para
avaliacdo da biodisponibilidade de ferro e calcio, encontrou-se que a RSO apresenta
ferro biodisponivel e equivalente ao padrao de sulfato ferroso (24 ppm), ja RCO e CMS,
ndo obtiveram resultados significantes (p>0,05), sendo este resultado atribuido ao
elevado teor de célcio observado nas mesmas. As carnes RSO e CMS nao diferiram da
dieta padrdo de carbonato de cdlcio para os pardmetros de peso € comprimento de fémur
e no coeficiente de eficiéncia alimentar dos animais, € se mostraram superiores (p<0,05)
com relagdo ao teor de célcio no fémur. A carne de ra, portanto independentemente da
forma, apresentou boa disponibilidade de cdalcio, com absor¢do equivalente as
encontradas para o leite e seus derivados. ’

Cruz (2004) ® avaliou os efeitos da carne de Rana catesbeiana em modelos
animais diabéticos e dislipidémicos. A carne de ra reduziu o colesterol dos animais nao
diabéticos e aumentou a glicemia dos diabéticos, sendo que proteinas séricas totais,
albumina, triacilgliceréis, LDL e HDL colesterol foram semelhantes em ambos os
grupos. O segundo ensaio foi realizado com camundongos nocaute para Apo E, tratados
com dieta normolipidica com caseina, normolipidica com carne de ra, hiperlipidica com
caseina e hiperlipidica com carne de ra. Nao foram encontrados efeitos da carne de ra
nas concentragdes de LDL-colesterol, triacilglicerdis, glicose, como também nos
lipidios hepaticos, tanto nas dietas normolipidicas quanto nas hiperlipidicas.

Lima ef al. ' evidenciaram que 16,3% dos consumidores efetivos da carne de ra,
o fazem por problemas de satude, alguns até sob receita médica. Alguns autores tém
descrito a aplicacdo da carne de rd com finalidade terapéutica, principalmente no

% 10 Tradicionalmente utiliza-se em

tratamento de alergias alimentares em criangas.
casos de alergia ao leite, formulas infantis feitas a partir de soja ou de hidrolisados do
leite. Entretanto, mesmo estas podem causar sensibilidade alérgica em lactentes e sua

112 Além disso, tais formulas apresentam baixa

indicagdo tem sido controversa.
palatabilidade e precos elevados.
Como o diagnéstico de alergia alimentar implica, obrigatoriamente na
necessidade de implementacdo de dieta de exclusdao. Essa medida acarreta um elevado
custo a familia, com risco de prejuizo no ganho pondero-estatural principalmente na

infancia. Evidencia-se assim a necessidade de se testar o potencial alergénico de outras
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fontes protéicas, principalmente daquelas ricas em cdlcio, que possam ser utilizadas

com seguranga nos casos de alergia ao leite de vaca.
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CAPITULO 1
ALERGIA ALIMENTAR: DO DIAGNOSTICO AO TRATAMENTO
NUTRICIONAL

RESUMO

Reacgdes alérgicas induzidas por alimentos sdo responsdveis por uma variedade
de sintomas envolvendo trato gastrintestinal, respiratorio e pele e podem ser causadas
por mecanismos mediados ou ndo por anticorpos do tipo IgE. Qualquer alimento pode
provocar uma reagdo alérgica, mas efetivamente, poucos sdo realmente responsaveis
pela maioria das reagdes, dentre eles cita-se o leite de vaca, ovos, pescado, crustaceos,
amendoim e soja. Varios estudos apontam para a remissao da alergia ao leite e a soja
apos os trés anos de idade, mas em contrapartida as alergias ao trigo, amendoim e
pescado tendem a persistir ao longo dos anos. O artigo tem como objetivo apresentar
uma revisao sobre alergias alimentares, com foco principal no desafio do diagnostico e
cuidado nutricional, detalhando as perspectivas de prevengao primaria e de tratamento
com as terapias imunomodulatérias € com probidticos.

Palavras-chave: alergia alimentar, alérgeno, diagndstico, terapias imunomodulatorias
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ABSTRACT

Food induced allergic reactions are responsible for a variety of symptoms
involving bowel, breathing and skin tract and they can be caused by IgE antibodies
mediated or not mechanisms. Any food can provoke allergic reaction, but effectively,
few are really responsible for the majority of the reactions, amongst them cow milk,
eggs, fish, crustaceans, peanut and soy. Several studies point out to the remission of the
allergy to milk and soy after the age of three, but on the other hand the allergies to
wheat, fish and peanut tend to last through the years. The article has as objective to
present a revision on food allergies, with main focus in the challenge of diagnosis and
nutritional care, detailing the primary prevention and treatment perspectives with
imunomodulatories and probiotic therapies.

Keywords: food allergy, allergens, diagnostic, immunomodulatory therapies.
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INTRODUCAO

A alergia ¢ uma reagdo imunoldgica, definida como um estado em que sintomas
ou sinais reprodutiveis sdo iniciados apds exposicdo a um alérgeno, em doses
usualmente toleradas por qualquer individuo. '

As reacdes alérgicas de origem alimentar sdo algumas vezes confundidas com
reacdes adversas aos alimentos, seja pela presenca de contaminantes microbioldgicos,
toxicos ou mesmo de fairmacos nos alimentos. Recentemente, a Academia Européia de
Alergologia e Imunologia Clinica (EAACI) sugeriu a utilizagdo do termo
“hipersensibilidade alimentar” como substituto do termo “intolerancia alimentar”, para
descrever toda e qualquer reacdo anormal, mediada ou ndo por imunoglobulina do tipo
E (IgE) ou mesmo por anormalidades metabolicas. > A Figura 1 mostra um resumo das
diferencas entre as reacdes adversas aos alimentos e as reacdes de hipersensibilidade de

origem alimentar.

Reacdes adversas
aos alimentos
.

................. Seccccccccccccscccns

[ Pode ocorrer em ] [ Hipersensibilidade ]

qualquer individuo alimentar
) —— —
Contaminagao Nao-alérgica Alérgica
microbiana ] 7
J : :
H :
N { :
Contaminagdo por | | i Intolerancia a : Presenca simultdnea
metais pesados : : lactose de exposigdo e
: : suscetibilidade
: : genética
Contaminagao Doenca celiaca
farmacologica

Figura 1 — Resumo das principais reagdes adversas aos alimentos.

Estudos sugerem que cerca de 2% da populagdo adulta no mundo apresente
hipersensibilidade alimentar, sendo 1% alergia alimentar propriamente dita. Os nimeros
sd0 maiores para criangas com menos de trés anos de idade, variando entre 6% e 8%."*"
A prevaléncia da alergia alimentar varia de acordo com o habito alimentar da

populacdo. Observa-se em culturas orientais, principalmente no Japdo, maior
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predominancia de individuos alérgicos a soja; enquanto na Franga, existe uma maior
frequencia da alergia a ovos. > * Existem poucos trabalhos sobre a incidéncia das
alergias alimentares em paises em desenvolvimento. Sabra et al.” sugerem que a alergia
ao leite de vaca no Brasil seja responsdvel por 7% das diarréias encontradas na
populagao pediatrica.

As manifestacdes clinicas mais comuns ligadas a alergia alimentar sdo as
cutaneas, principalmente dermatite atopica e urticaria, e as gastrintestinais mediadas ou
ndo por IgE. *° A sensibilidade a alimentos também est4 associada ao desenvolvimento
de asma, causa crescente de morbidez na populagio pediatrica. " * A Figura 2 relaciona
a distribuicdo da sintomatologia da alergia alimentar por idade, para diferentes

alérgenos.
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68

Porcentagem

[ Dermatite atopica B3 Urticaria e/ou angioedema B Asma B Anafilaxia B3 Outros

Figura 2 - Distribui¢ao dos sintomas em individuos alérgicos.
Fonte: Rancé er al.’. Obs.: Outros: edema de laringe, disturbios gastrintestinais e

conjuntivite.

As reacgoes do tipo imediato podem se manifestar de minutos até 2 horas apds a
ingestdo do alimento e tém a participagao de IgE; ja as do tipo tardio, se manifestam de
2 a 48 horas ou mais ap6s a ingestdo e tém participacdo de linfocitos T citotoxicos,
imunocomplexos, imunoglobulinas do tipo M e G (IgM ¢ IgG), dentre outros. * °
Os sintomas da alergia alimentar sao solucionados depois da proteina causal ser

removida da dieta, mas pode haver recidiva, com um padriao de sintomas caracteristico,

em caso de re-exposi¢do. Aproximadamente 2 horas depois da reintrodugdo do
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alérgeno, ocorre vomito, seguido por elevacdo sérica de leucdcitos polimorfonucleares,
diarréia, letargia e hipotensdo. '' O choque anafilatico é a conseqiiéncia mais grave da
alergia alimentar e sem tratamento imediato, a obstrucao das vias aéreas e a baixa
pressao arterial podem causar a redugdo drastica de oxigenagao, irregularidade do pulso
e possivel colapso cardiovascular. 2

Ainda hoje existe grande dificuldade no diagnostico e cuidado nutricional dos
pacientes alérgicos, principalmente pertencentes a populagao pediatrica por causa de sua
vulnerabilidade. Talvez pela variabilidade nos sintomas ou por inadequada ou tardia
investigacdo diagnostica. Adicionalmente ndo existe um consenso sobre o cuidado
nutricional destes pacientes no que tange ao tempo de eliminacdo/reintroducdo do
alimento na dieta e sobre as proteinas possivelmente hipoalergénicas.

Assim, esta revisdo tem como objetivo apresentar uma discussdao sobre as
alergias alimentares, com foco principal no desafio do diagnostico e no cuidado
nutricional. Procurou-se detalhar as perspectivas de tratamento com as terapias
imunomodulatorias e com probiodticos e a importancia do aleitamento materno exclusivo

na diminuigdo da sensibilizacao precoce da populacao pediatrica.

DIAGNOSTICO DA ALERGIA ALIMENTAR

O diagnostico de alergia alimentar deve contemplar a anamnese e o exame fisico
para identificagdo do quadro clinico, alimentos ingeridos, antecedentes familiares e
fatores predisponentes ao seu desenvolvimento. Apds o levantamento da hipotese
diagnostica pode-se solicitar dosagem sérica de IgE total e contagem de eosindfilos, que
embora sejam marcadores de baixa sensibilidade, indicam a presencga de alteracdes no
sistema imunologico.’

Atualmente estdo disponiveis diversos testes diagnosticos especificos para
alimentos dentre eles o teste de puntura (TP) e o da dosagem de IgE especifica para o
alimento através da reagdo de imunoensaio (Radio Allergo Sorbent Test - RAST). No
teste de puntura aplica-se e compara-se o extrato do alimento suspeito na diluicdo de
1:10 ou de 1:20 com duas solugdes controles, uma negativa com salina e outra positiva
com histamina. Quando a solugdo teste provoca uma papula com didmetro maior que
aquela da solugdo salina, o teste ¢ considerado positivo. Um teste negativo apenas

exclui um mecanismo mediado por IgE. '* Testes de puntura sdo muito sensiveis, mas
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pouco especificos. Um diagndstico preciso ¢ primordial para o sucesso do tratamento da
alergia alimentar. Pacientes com dermatite atopica apresentam uma sensibilidade ao TP
de aproximadamente 90%, mas uma especificidade de 50%. ® "> Muitos alérgenos
protéicos tém sido identificados, seqiienciados e clonados. Os alérgenos recombinantes
estdo sendo identificados atualmente para aplicabilidade no diagnostico de doengas
alérgicas. Eles oferecem seguranga e especificidade superior em testes alérgicos embora
sua sensibilidade seja geralmente menor que a dos extratos de alérgenos naturais. '

O RAST, apesar de mais especifico, apresenta menor sensibilidade que o teste
cutdneo, possuindo o ponto positivo de ndo causar maiores riscos para o individuo,
principalmente naqueles com histérico de reagdo anafilatica. Se a dosagem de IgE
especifica para o alimento suspeito, através da reacdo de imunoensaio, for negativa ela
nao exclui a possibilidade de reacao de hipersensibilidade, pois niveis elevados de IgE
especifica sdo usualmente encontrados nas reacdes do tipo imediato. '* Ambos, TP e
RAST, sao importantes na detec¢do de anticorpos IgE para um alimento especifico, mas
nao estabelecem o diagnostico de alergia alimentar, nem distinguem entre individuos
que evoluirdo com tolerdncia ao alimento ou aqueles que terdo persisténcia da alergia.

O desencadeamento cego controlado por placebo (DCCP) ¢ considerado “padrao
ouro” para o diagnodstico da alergia e ¢ utilizado tanto na populagdo pediatrica quanto na
adulta, mas ¢é contra indicado em casos de risco de anafilaxia sistémica ¢ sO deve ser
realizado em ambiente hospitalar. '® Pode-se observar na Tabela 1, de acordo com Al
Mushen et al. " a diferenca entre sensibilidade, especificidade e valor preditivo positivo
e negativo para testes diagnosticos, em casos de alergia alimentar a amendoim

considerando-se TP, Fluorescent allergo Sorbent Test (FAST) e DCCP.

Tabela 1 — Comparagao entre testes diagnosticos para alergia alimentar ao amendoim.

Teste diangodstico % Sensibilidade % Especificidade VPP VPN
TP >95 30—6- <50 >95
FAST 57 100 100 36
DCCP 100 100 100 100

VPP (Valor preditivo positivo), VPN (Valor preditivo negativo). Fonte: Al Mushem et
al. (2001)
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Na alergia alimentar onde predominam os sintomas gastrintestinais de inicio
tardio, as reacdes aparecem em um periodo de tempo maior apés um DCCP, assim o
tempo de observacio vai depender do tipo de reacio da qual se suspeita. '* '8
Resultados falso-negativos e falso-positivos sdo raramente relatados quando se utiliza
um DCCP, os resultados falso-negativos podem ocorrer quando o teste ¢ realizado com
doses inadequadas do alimento, enquanto que os resultados falso-positivos podem
acontecer se o teste for finalizado precocemente. A Figura 3 apresenta um resumo do

processo investigativo da alergia alimentar considerando-se os possiveis testes

diagnosticos.
Exclusao/introducao
alimentar
[ Resultado negativo ] [ Resultado positivo )
& J
Reagdo adversa ao [ Teste de Puntura
alimento
(. T J
Resultado Negativo ] [ Resultado Positivo ) [Resultado Duvidoso}

Continuidade na investigag

Radio Allergo
Sorbent Teste

s

~N

Negativo Duvidoso ou .
<:| Desencadeamento L Negativo )
~ o duplo cego :
controlado por - — N G
[ Positivo . | <:| placebo Positivo
. A J g Q Y,

Eliminagdo da proteina causal
da dieta

Figura 3 — Seqiiéncia diagnoéstica na investigagao da alergia alimentar.
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PRINCIPAIS ALERGENOS

Durante a primeira infancia, na presenca de predisposi¢do genética, o alimento ¢é
o principal fator de hipersensibilidade. Em criancas mais velhas, podem-se encontrar
respostas tardias ativadas localmente na mucosa gastrintestinal, acarretadas
principalmente pelo leite de vaca, que contém mais de 25 proteinas distintas,
potencialmente alergénicas. Possuem maior importancia antigénica as lactoglobulinas o
e 3 e as caseinas a S1, a S2 e k caseina. 8

Rance ef al. !, em estudo prospectivo na Franga encontraram cinco alimentos
responsaveis por aproximadamente 78% dos sintomas de alergia alimentar em criancas
de 0 a 15 anos. Dentre eles estavam o ovo com uma freqiiéncia de 36%, seguido do
amendoim com 26%, leite de vaca com 8%, mostarda com 6% ¢ bacalhau com 4%.
Também ¢ possivel encontrar alergias desencadeadas por crusticeos, soja, trigo, carne
bovina e suina além de frutas citricas, sendo a prevaléncia destas manifestagdes

* 18 A maior parte dos

diferente de acordo com o hébito alimentar da populagao.
alérgenos alimentares sao hidrossoluveis, termo-resistentes e apresentam peso
molecular variando entre 10 ¢ 70 kDa. "

A incidéncia da alergia ao leite de vaca na populag@o pediatrica varia entre 0,5 e
7,5%, mas aproximadamente 80% destas manifestam tolerancia oral apds o terceiro ano
de vida. '* Além da sintomatologia usual, varios autores relatam constipacdo intestinal
como principal manifestagdo clinica dos casos de alergia ao leite de vaca. ® Szepfalusi et
al. *° mostraram que dentre as criangas que apresentavam alergia ao leite de vaca, 15%
tinham sua alergia mediada por IgE e tenderam a manter esta sensibilidade até a
segunda década de vida e 35% apresentavam reagdes alérgicas a outros alimentos. E
interessante ressaltar que grande parte dos individuos alérgicos ao leite de vaca
apresenta negatividade para o TP e para o RAST. °

Estudos preliminares apontaram marcadores para a tolerancia a alergia, por meio
da identificagdo de elevados niveis de IgE especificas para proteinas, especialmente
caseina e P lactoglobulina, em individuos com alergia persistente a leite, quando
comparadas com aqueles que ja haviam abandonado a patologia. 2**!
Os sitios de ligacdo da IgE ao alérgeno protéico podem consistir de segmentos

consecutivos do aminodcido ou de diferentes partes da seqiiéncia aminoacidica

25



mantidos juntos pela conformagao protéica, conhecidos como determinantes antigénicos
ou epitopos conformacionais. **

Chatchatee et al. ** encontraram, em criangas com alergia persistente a leite,
altos niveis IgE para epitopos seqiienciais de a S1, o S2 e k caseina, sugerindo
possibilidade da continuidade da alergia. Estas observacdes sugerem que talvez o
reconhecimento de um epitopo diferencial seja uma caracteristica geral da alergia
alimentar e que estudos adicionais devem elucidar a utilidade diagnostica de testes que
detectam ligagdes para epitopos conformacionais e seqiienciais.

Aproximadamente 1,3% das criancas no Reino Unido e Estados Unidos
manifestam reacdes alérgicas mediadas por IgE apds ingestao de ovos. A clara do ovo
possui cerca de 40 proteinas diferentes e a ovoalbumina (OVA) e o ovomucodide sdo os
principais alérgenos. *°

Cooke ¢ Sampson *° sugeriram que criancas com alergia a ovos, as quais
desenvolveram significante quantidade de IgE para a seqiiéncia de epitopos do
ovomucdide, foram passiveis de ter alergia persistente, enquanto que as criangas que
desenvolveram predominante IgE para epitopos ndo seqiienciais foram passiveis de
abandonar sua hipersensibilidade.

Friedman e Zeiger *’ realizaram um estudo com objetivo de determinar o
aparecimento de OVA no leite materno e se a forma de consumo do mesmo interferia
diretamente na concentracao total excretada. Desta forma, 541 lactantes consumiram um
caf¢é da manha teste sem ovos, com ovos crus € com ovo completamente ou
parcialmente cozido. Amostras do leite foram coletadas de hora em hora durante 8 horas
e apresentaram dose-resposta: quanto maior o grau de coc¢ao, maior o aparecimento de
ovoalbumina no leite. Foram encontrados resquicios de OVA no leite materno até 8 h
depois do consumo inicial. Como excre¢cao de OVA em leite humano parece ser um
fendmeno normal, estudos adicionais precisam determinar se existe correlacdo entre a
excre¢do de ovoalbumina e a prevaléncia de alergia a ovos em criangas que fazem o
aleitamento exclusivo.

Além da ovoalbumina, outros estudos também detectaram a presenca de [
lactoglobulina, caseina e mesmo globulina bovina em mulheres que ndo evitavam

produtos de leite de vaca durante a lactacdo. ** Alérgenos provenientes do amendoim e
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do trigo também foram identificados em leite humano de 2 a 6 horas apos a ingestdo
materna, sendo ainda encontrados ap6s quatro dias. > *°

Criangas atdpicas sensibilizadas para estes alimentos podem ter exacerbagdo dos
sintomas depois de ingerir leite materno que contenham estes alérgenos. *° Embora
esteja claro que estes antigenos possam ser encontrados no leite humano, € incerto
afirmar que eles poderiam conduzir a uma sensibilizagdo precoce ou mesmo produzir
tolerancia no recém nascido.

Apesar dos resultados controversos, o aleitamento materno ainda ¢ tido como
ponto positivo na prevencdo do aparecimento de reagdes adversas, pois protege o
lactente fornecendo anticorpos e retardando o contato com proteinas potencialmente
alergénicas. °'

Os pescados também possuem importancia no que tange a alergia alimentar, mas
ndo se conhece a estimativa mundial, pois sua ocorréncia ¢ maior em paises com
consumo elevado. Aproximadamente 39% dos pacientes alérgicos pedidtricos
noruegueses o sio devido a ingestdo de peixes. ** As parvalbuminas sdo encontradas nos
musculos de peixes e anfibios e sdo apontadas como principais alérgenos destes
alimentos. Hilger et al. ** demonstraram que a o parvalbumina foi a molécula implicada
em um caso de choque anafilatico provocado pela ingestao de carne de ra.

Hilger et al. *

realizaram ainda um estudo cuja finalidade era testar a
possibilidade de reatividade cruzada entre peixes e anfibios em individuos alérgicos a
bacalhau. Amostras sanguineas destes pacientes foram analisadas por meio de testes in
vitro. Trés de treze amostras reagiram positivamente com o parvalbumina e onze de
doze reagiram com 3 parvalbumina da Rana esculenta, uma espécime selvagem de ra.
Testes de puntura também foram realizados com parvalbumina recombinante em cinco
individuos, trés alérgicos a peixe e dois nao alérgicos, obtendo resultados positivos nos
alérgicos, o que comprova o risco da reatividade cruzada.

E frequentemente mencionado que a alergia a carne bovina raramente ocorre na
infancia, embora reagdes imunes adversas e alérgenos bovinos estejam correlacionadas
a casos de dermatite atopica em criancas. '*** A incidéncia de alergia a carne bovina
aparece entre 0,3% da populagdo geral. **

Sampson e MacCaskill *° encontraram teste de puntura positivo para carne

bovina em 18 individuos de um total de 113 criangas atopicas (15,9%), embora somente
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duas (1,8%) tenham sido confirmadas por meio do DCCP. A albumina sérica bovina
(BSA) ¢ o alérgeno mais importante considerando-se carne bovina. Segundo Beretta et
al. *® as albuminas séricas também estdo implicadas na alergia ao leite de vaca.
Sampson °’ realizou estudo com 15 criancas com dermatite atopica, alérgicas a leite de
vaca, e observou que duas (13,3%) obtiveram resultados positivos apés DCCP com
carne bovina.

Geralmente as criangas sensiveis a BSA sdo sensiveis também as albuminas
séricas de carneiros (OSA) e outras albuminas; as carnes de peru e de ra podem ser
substituidas, mas pouco se conhece sobre a reatividade cruzada entre estas fontes

38, 39 ~ . . .
77 Reagdes adversas para proteina de ovinos sdo relatadas por 50% dos

protéicas.
alérgicos a carne bovina quando ingerem carne de carneiro. **

Nestes casos, o uso de carnes alternativas precisa de cuidado e avaliagdo
individual sendo que nenhuma carne ou leite pode ser considerado hipoalergénico, pois
a reatividade cruzada propde um sério problema nutricional para criancas com alergia a
alimentos e em particular nas polialergénicas.

Alimentos de origem vegetal também produzem hipersensibilidade alimentar e
seu principal representante ¢ o amendoim. A araquina e a conaraquina sdo as proteinas
envolvidas na fisiopatologia. A alergia tende a persistir até a idade adulta e por vezes

sua sintomatologia se torna mais severa com a idade; com freqiiéncia muito menor, a

alergia ao amendoim se torna evidente pela primeira vez na idade adulta. *°

PERSPECTIVAS PARA O CONTROLE DAS ALERGIAS

A opcdo inicial de controle, no caso das alergias alimentares, ¢ de exclusdo do
alérgeno da dieta e a verificagdo de reatividade cruzada entre outros alimentos. Mas
para tal, ¢ imprescindivel o estabelecimento de um diagnéstico correto e da
determinagdo da duracdo da dieta, j& que em alguns casos ocorre remissdo espontianea
da sensibilidade. Essa medida acarreta um elevado custo a familia, com risco de
prejuizo no ganho pondero-estatural, quando se trata de alergia ao leite, pois o custo das
formulas lacteas hidrolisadas ou a base de soja ¢é elevado. *'

Nos ultimos anos, houve grande avango no conhecimento dos genes ligados a
alergia. Muitos polimorfismos foram associados como marcadores genéticos para o

fenotipo de atopia. ° Embora alguns loci possam ser identificados em grande parte da
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populacdo com diagndstico de alergia alimentar, outros parecem somente predizerem
susceptibilidade dentro de determinados grupos étnicos. *' Alguns genes implicados em
polimorfismos, como possiveis marcadores de doenga alérgica, incluem o 5931 que
codifica os genes para interleucina 4, 5, 9 e 13 (IL 4, IL5, IL 9, IL 13); o 11q13 que
codifica a cadeia B do receptor de IgE de alta afinidade; o 6p21 e 12q, que codificam
para o fator de necrose tumoral a (TNFa) e interferon y (IFN-y), respectivamente. 41,42

O controle das alergias por meio de medicamentos ocorre com o uso de agentes
adrenérgicos, anti-histaminicos, corticosteréides e inibidores da sintese de
prostaglandinas. Mas neste caso, a medica¢do desempenha papel secundario e contribui
no alivio dos sintomas, pois ainda ndo existe uma terapia eficaz para a cura da alergia
alimentar. "

As terapias imunomodulatdrias possuem agdo de interferéncia na apresentacdo,
na diferenciacdo ou no mecanismo efetor da resposta imunoldgica ao alérgeno, duas
delas tém apresentado destaque nos ltimos anos: a terapia com anticorpos humanizados
e a utilizagdo de probiodticos. ' ** A terapia com anticorpos anti-IgE monoclonais
humanizados baseia sua a¢do na interferéncia da ligacdo IgE-alérgeno-mastécito. Eles
se ligam no terceiro dominio da regido Fc das moléculas de IgE, ponto no qual a IgE se
ligaria aos receptores de baixa afinidade (FceRII) e de alta afinidade (FceRI). Com a
diminui¢do das moléculas de anticorpos disponiveis, a utilizacao de anti-IgE regula a
expressdo do receptor FceRI nos mastécitos e basofilos e leva a uma conseqiiente
diminuicdo da liberagdo de histamina. Alguns autores tém demonstrado diminuiciao dos
sintomas de asma e rinite alérgica e alegam possivel protecdo contra o choque
anafilatico. '**

O mecanismo de agdo do uso de probioticos estd associado a maior
diferenciagdo das células T em Thl em detrimento da Th2, ocasionando conseqiiente
aumento da imunoglobulina do tipo A (IgA), da interleucina 10 (IL 10) e supressdo do
fator TNFo.. Majamaa e Isolauri * trataram criangas com hipersensibilidade a leite
durante dois meses com Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium lactis e
demonstraram diminui¢ao na gravidade dos sintomas de dermatite atopica. Em outro
estudo, Ratauva er al. * selecionaram 159 gestantes com historia propria, ou dos

parceiros, de atopia. As voluntarias foram suplementadas aleatoriamente com

Lactobacillus GG ou placebo até o sexto més de lactacdo. Aos dois anos de idade, 23%

29



das criangas nascidas das maes suplementadas apresentaram algum grau de atopia,
numero inferior aos 46% das criangas nascidas das maes tratadas com placebo.

Apesar do avanco nas pesquisas e das novas técnicas propostas para o
tratamento da alergia, varios estudos apontam para um nivel primario de prevencao da
alergia. Acredita-se na existéncia de situagdes de risco para a atopia potencializada pelo
aleitamento ndo-exclusivo, introducdo de alérgenos alimentares precocemente € uso
materno durante a gestacdo e lactagdo de alcool drogas, incluindo o cigarro. Assim uma
acdo de prevengdo estaria ligada a identificagdo de recém-nascidos de alto risco para o
desenvolvimento da alergia e a ado¢do de medidas profilaticas no intuito de impedir a
sensibilizacdo precoce dos mesmos.

A Academia Americana de Pediatria e a Sociedade Européia de Alergologia
Pediatrica recomendam a utiliza¢ao da historia familiar de atopia para a identificacdo e
prevencao da alergia alimentar, uma vez que identificados precocemente medidas

preventivas poderiam ser tomadas (Quadro 1). 4

Quadro 1 - Niveis primarios de prevencdo recomendados pela Academia Americana de

Pediatria.

Parametro Consideracoes Observagoes
Alimentacao materna | De modo geral, ndo sdo | Considerar o amendoim uma
durante a gestacao recomendadas restri¢coes excecgao
Screening para recém- | Dois membros na familia
nascidos de alto risco | com sinais de atopia, seja
para atopia ela bi ou unilateral
Aleitamento exclusivo Duracdo minima de 6 | Em impossibilidade, utilizar

meses formulas com  reduzida
alergénicidade
Alimentagao materna | Exclusdo de amendoim, | Considerar  suplementacao
durante a lactagdo leite de vaca, ovos e peixe | vitaminica, mineral e
nos casos de individuos de | protéica
risco
Introdugao da | Retardar a introdug¢do de | Considerar a introducao de
alimentagao alimentos potencialmente | leite de vaca aos 12 meses,
complementar alergénicos de ovos aos 24 meses e de
pescado aos 36 meses

Assim estratégias de prevencdo primdria ao aparecimento das alergias
apresentam-se promissoras uma vez que o tratamento das alergias ainda se mantém no

ambito sintomatico.
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CONCLUSAO

A incidéncia de doengas alérgicas tem aumentado a cada ano. Apesar de ser
considerada baixa quando comparada a outras patologias na populacdo em geral, nao
deve ser analisada com menor importancia. Idade, hereditariedade, precocidade no
contato com antigenos, estado imunoldgico do individuo e potencial alergénico do
alimento sdo os principais fatores predisponentes a alergia.

Apesar dos testes diagnosticos disponiveis, ¢ preciso ampliar os horizontes e as
pesquisas na busca de novas possibilidades de cura para a alergia. Dentro desta
perspectiva inclui-se o aperfeigoamento dos testes in vitro para predicao da evolugdo da
patologia. O aleitamento materno exclusivo ¢ ainda a melhor maneira de prevengao,
uma vez que dificulta o contato com possiveis alérgenos alimentares, pelo menos até

que ocorra maturagdo completa das vilosidades intestinais.
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CAPITULO 2
DIGESTIBILIDADE IN VITRO DA CARNE DE RA, CARNE DE BOI E DO
LEITE SUBMETIDOS A DIFERENTES TRATAMENTOS TERMICOS

RESUMO

Durante os primeiros anos de vida, na presenca de predisposicao genética, o
alimento ¢ o principal fator de hipersensibilidade. Em criancas mais velhas, podem ser
encontradas respostas tardias ativadas localmente na mucosa gastrintestinal induzidas
principalmente pelo leite de vaca. Embora o alimento causador de alergia alimentar
mais freqiliente seja o leite de vaca, também existe consideravel incidéncia de casos de
alergias desencadeados pelo consumo de ovos, pescados, frutos do mar, soja,
amendoim, trigo, carne bovina e suina.

Diversos estudos tém associado a digestibilidade das proteinas ao seu potencial
imunogénico. Nesse sentido, objetivou-se avaliar o impacto do processamento térmico
com elevadas e baixas temperaturas sobre a estrutura protéica de trés alimentos, por
meio da digestibilidade in vitro e eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS - PAGE).
Observou-se que tanto a pasteurizagdo, coc¢do a 95°C durante 15 minutos, quanto
liofilizacdo ocasionaram modificagdes qualitativa e quantitativa das proteinas
constituintes do alimento. As proteinas mais sensiveis ao processamento térmico em

ordem crescente foram a carne bovina, a carne de ra e por ultimo o leite de vaca.

Palavras-chave: processamento térmico, digestibilidade, alergenicidade.
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ABSTRACT

During the first years of life, in genetic predisposition, the food is the main
factor of hypersensitivity; in older children, locally activated delayed answers can be
found in the gastrintestinal mucosa mainly for the cow milk.

Although the more frequent food allergy causing element of more frequent food
allergy is the cow milk, also considerable incidence of cases of allergies exists
unchained for the consumption of eggs, fished, sea food, soy, peanuts, wheat, beef and
pork meat.

Several studies have associated the digestibility of proteins to its immunogenic
potential. Though, it was objectified to evaluate the impact of the thermal processing
with high and low temperatures on the proteins structure of three types of foods, by
means of the digestibility in vitro and SDS-PAGE.

The pasteurize was observed in such a way, firing 95°C during 15 minutes, how
much freeze-drying causes qualitative and quantitative modifications of constituent
proteins of the food. The most sensible proteins to the increasing thermal processing

order were beef, frog meat, and the last, cow milk.

Keywords: thermal treatment, digestibility, allergenicity.
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INTRODUCAO

O processamento térmico ¢ utilizado para melhorar a qualidade dos alimentos
com relagdo a seguranca microbiologica, seja pela eliminacdo de microorganismos ou
toxinas, ou mesmo pela melhoria do valor nutricional decorrente do aumento na
digestibilidade. '

Significativas alteragdes ocorrem na estrutura tercidria das proteinas, durante o
tratamento térmico. A natureza e extensao das mudangas dependem da temperatura e da
duracdo do processamento térmico, assim como das caracteristicas intrinsecas da
proteina e das condigdes fisico-quimicas envolvidas. ' Vérios alérgenos encontrados nos
alimentos sdo resistentes ao calor e estaveis a digestdo realizada no trato gastrintestinal,
levando alguns pesquisadores a correlacionarem o potencial alergénico de alguns
alimentos 4 sua estabilidade a acdo de enzimas proteoliticas. "**

Além da desnaturagdo, outras modificacdes covalentes decorrentes do calor ou
do armazenamento de produtos alimenticios podem levar a alteragdo na alergenicidade
dos alimentos. Pode-se citar neste caso as reacdes de oxidacao lipidica ou a oxidagao
direta ocasionada por intermediarios reativos de oxigénio. >

Reagoes alérgicas induzidas por alimentos sdo responsaveis por uma variedade
de sintomas envolvendo os sistemas gastrintestinal, respiratorio e pele e podem ser
causadas por mecanismos mediados ou ndo por imunoglobulinas do tipo E (IgE). *
Qualquer alimento pode provocar uma reagao alérgica na presenca de susceptibilidade
genética, mas efetivamente, poucos sao realmente responsaveis pela maioria das
reacdes. Dentre eles cita-se o leite de vaca, ovos, pescado, frutos do mar, amendoim,
s0ja, trigo, carne bovina, suina e algumas frutas citricas *>¢7*

Estudos sugerem que cerca de 2% da popula¢do adulta no mundo apresentem
hipersensibilidade alimentar, sendo 1% alergia alimentar propriamente dita; os nimeros
sdo em geral maiores para criangas com menos de trés anos de idade, variando entre 6%
e 8%. 2

Normalmente, a alergenicidade de frutas frescas pode ser reduzida facilmente
por meio da aplicagdo de tratamento térmico, permitindo a induastria alimentar a
producio de alimentos seguros no que tange a alergia. °

Para avaliar a influéncia do processamento térmico sobre a reatividade clinica da

alergia, Fiocchi et al.'® compararam os efeitos da cocgdo doméstica e do processamento
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industrial utilizando teste de puntura (TP) e de desencadeamento cego controlado por
placebo (DCCP) em criangas institucionalizadas. No primeiro teste, extrato de carne
processada industrialmente foi solubilizado em glicerol (50%) e comparado com
extratos de carne bovina crua, cozida e pulverizado (freeze-dried) tendo como controle
positivo albumina sérica bovina (BSA) purificada; foram identificadas 10 criancas
positivas para pelo menos 03 dos itens testados. Num segundo momento estes mesmos
individuos participaram do DCCP, para carne bovina processada industrialmente,
cozida no vapor por 5 minutos a 100 °C, crua liofilizada e BSA purificada, utilizando
carne de peru como placebo. O protocolo utilizava uma dose inicial de 12 g, sendo
dobrada a cada 30 minutos (24, 48 ¢ 96 g do alimento teste ou placebo) por 4 horas e
descontinuada as primeiras manifestagdes de sintomas ou de resposta negativas depois
da oitava dose. Foram encontradas respostas positivas somente para a BSA purificada
em 50% dos individuos, que manifestaram rinite, angioedema, urticaria e asma;
evidenciando assim que o tratamento térmico ¢ capaz de diminuir a alergenicidade de
uma proteina.

Os sitios de ligacdao da IgE ao alérgeno protéico podem consistir de segmentos
consecutivos do aminodcido ou de diferentes partes da seqiiéncia aminoacidica
mantidos juntos pela conformagao protéica, sdo os chamados determinantes antigénicos
conformacionais. '' Alguns determinantes antigénicos sio acessiveis nas proteinas
nativas e se perdem quando elas sdo desnaturadas, outros sdo expostos quando a
proteina se desdobra e ainda existem alguns determinantes que surgem de modificacdes
covalentes ocasionadas pela quebra das ligagdes peptidicas. '* Para alguns pesquisadores
a acdo peptidica ¢ capaz de influenciar a alergenicidade das albuminas séricas clivando
seqiiéncias aminoacidicas e tornando um alérgeno em uma proteina ndo alergénica. >

Processamentos industriais fundamentados em baixas temperaturas também
podem modificar a estrutura protéica dos alimentos ja que a capacidade de formagdo de
pontes de hidrogénio entre proteinas e 4gua esta reduzida. ' A liofilizagdo é o método
mais comumente utilizado para a preparacdo de proteinas desidratadas, as quais devem
apresentar estabilidade adequada por longo periodo de armazenagem em temperaturas
ambientes. ¢ A liofilizaco engloba basicamente trés etapas: congelamento, secagem
primaria e secundaria. O congelamento interrompe reacdes quimicas e possiveis

atividades biologicas na amostra. O material, previamente congelado, ¢ desidratado por
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sublimagdo seguida pela dessor¢do, utilizando-se baixas temperaturas de secagem a
pressdes reduzidas. > '

Nesse sentido, objetivou-se avaliar o impacto do processamento térmico com
elevadas e baixas temperaturas sobre a estrutura protéica de trés alimentos, por meio da

digestibilidade in vitro e eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

MATERIAL E METODOS

As amostras analisadas foram selecionadas de forma a compara-las com relagao
a estabilidade de cada uma ao processamento térmico.

Para as analises, utilizou-se amostra de carnes de rd e bovina cozidas e cruas
liofilizadas e leite de vaca in natura, in natura liofilizado, pasteurizado ¢ em po,
processado industrialmente.

A carne de ra ¢ citada na literatura como possivel fonte protéica substituta na
dieta de individuos alérgicos, apesar da escassez de estudos que abordem sua
utilizacdo.” '® A carne bovina apresenta baixa incidéncia de alergia, enquanto que o
leite de vaca possui mais de 25 proteinas distintas e potencialmente antigénicas. Dentre
elas as lactoglobulinas o € B e as caseinas aS1, aS2 e k, sendo esta reconhecidamente
alergénica, quando ingerida por individuos susceptiveis. A incidéncia da alergia ao leite

de vaca na populagio pediatrica é de 0,5 a 7,5%. ' '*

Obtencdo e preparo das amostras

O leite in natura e o pasteurizado foram adquiridos na Cooperativa de Laticinios
da Universidade Federal de Vigosa (UFV), a carne de ra foi proveniente do Ranario da
UFV, enquanto que o leite em p6 e a carne bovina foram adquiridos no comércio local.

As amostras carneas, tanto bovina quanto de ra, foram processadas de forma a
simular o tratamento térmico doméstico (TT), no Laboratério de Estudo Experimental
dos Alimentos do Departamento de Nutricdo e Satde, a uma temperatura de 95°C
durante 15 minutos. Posteriormente, as amostras destinadas a digestibilidade in vitro,
foram ainda submetidas ainda a desidratacao em estufa a 65 °C durante 4 horas.

Para as amostras lacteas, ndo foram utilizados tratamentos térmicos adicionais ao

processamento industrial.
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Teor de proteinas
Para a determinacao do teor de nitrogénio as amostras foram analisadas por meio
do método semimicro Kjeldhal, conforme normas da Association of Official Analytical

Chemists (AOAC) .

Digestibilidade in vitro

Avaliou-se a digestibilidade in vitro pelo método descrito por Hsu ez al.* (1977),
onde a digestibilidade ¢ caracterizada pela queda de pH da solugdo de proteinas medida
nos primeiros 15 segundos e posteriormente minuto a minuto durante 10 minutos apos
adicdo de solugdo enzimatica.

As amostras foram suspensas em agua destilada, 6,25 g de proteina/mL, com pH
final igual a 8, sob agitacdo em banho-maria a 37 °C. Para a hidrolise das amostras
preparadas utilizou-se 5 mL da solucdo enzimatica contendo 2,5 mg/mL de tripsina e
1,6 mg/mL de pancreatina.

Para o célculo da porcentagem de digestibilidade (%D), foram utilizadas as

1.21

equagoes descritas por Pires ef al.”” provenientes da correlagdo entre valores observados

em analises in vitro com experimentos in vivo.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para a realizacdo deste experimento as carnes de ra e bovina cruas, foram
submetidas a TT, posteriormente a carne de ra e de boi cozidas, carne de ra e de boi
cruas liofilizadas, o leite de vaca in natura, o in natura liofilizado, o pasteurizado e em
p6 obtido através de processamento industrial foram submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE). A eletroforese foi executada conforme Laemmli
(1970). %

As amostras solidas foram maceradas em 200 uL de tampao de lise (TL) até
completa dissolucdo, com excecdo da amostra liofilizada, esta por sua vez, antes da
maceracao foi suspensa em 100 pL de agua destilada e deionizada. Posteriormente as
amostras solidas foram submetidas a centrifugacao (Centrifuge 5415 C - Eppendorf) por
2 minutos a 14000 rpm, o sobrenadante foi retirado e utilizado posteriormente.

Enquanto que as amostras liquidas foram adicionadas de dgua destilada e deionizada.

42



Posteriormente, uma aliquota de 100 pL foi retirada de cada amostra ja
preparada e adicionada de 100 pLL do tampao da amostra (TA) duas vezes concentrado.
ApoOs pequena homogeneizacdo foram submetidas a banho-maria fervente por 2
minutos.

Em cada “slott” foram aplicados 10 uL de amostra, a eletroforese ocorreu a
10mA por 17 horas. Utilizou-se um padrdo marcador para proteinas de baixo peso

molecular (MoBiTec®) com valores extremos de 116 kDa e 14 kDa.

ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram analisados estatisticamente utilizando-se o software Statistics
por andlise de variancia, com a utilizagdo do teste de médias Duncan ou teste ¢ Student,

quando apropriado, com um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Comparando-se o teor de proteinas nas amostras estudadas (Tabela 1) verificou-
se diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre as amostras tratadas
termicamente, por meio de cocgao e desidratacdo daquelas em estado in natura. Quando
separados em grupo tratado e ndo tratado termicamente, ndo se encontrou diferenca
estatisticamente significativa para a composic¢ao protéica das amostras.

Tabela 1 - Teores de proteinas nas amostras analisadas.

Fonte g/100g
Carne de boi cozida ¢ desidratada 88,26
Carne de ra cozida e desidratada 87,32
Carne de boi crua liofilizada 86,30
Carne de ra crua liofilizada 83,70
Leite em po 33,12
Leite in natura liofilizado 25,09
Carne de boi crua 21,09
Carne de ra crua 17,09

Os resultados sao expressos como médias de trés repetigoes
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A digestibilidade ¢ a determinagdo da porcentagem das proteinas que sio
hidrolisadas pelas enzimas digestivas e absorvidas na forma de aminoacidos, ou de
qualquer outro composto nitrogenado pelo organismo, sendo também um determinante
da qualidade protéica da dieta. ' Os métodos para determinacdo da digestibilidade in
vitro se baseiam na digestdo da amostra com enzimas proteoliticas em condigdes
padronizadas.

A digestibilidade protéica tem sido rotineiramente avaliada em procedimentos
que visam investigar a seguranca de novas proteinas oriundas de organismos
geneticamente modificados (OGM), mas também apresenta grande valia na pesquisa da
influéncia do tratamento térmico sobre o potencial alergénico de muitos alimentos,
dentre outras aplicac¢des. >

Pode-se observar (Figura 1) que a queda no pH mais drastica acontece até o
segundo minuto para todas as amostras, e segue mais lentamente até o décimo minuto.
Este fato ¢ decorrente da maior sensibilidade das proteinas desnaturadas a agdo das
enzimas proteoliticas, assim o rompimento das ligacdes peptidicas e pontes de
hidrogénio tende a modificar o pH do meio, pois expde a carga dos aminoacidos acidos.
A partir dai, a reagdo ocorre em cascata uma vez que as proteinas sdo sensiveis ao pH da

solucdo na qual se encontram dissolvidas.

8,0
7.8

7,6

pH

7,4

7,2

7,0 . T T ]

Tempo (minutos)

—e— leite i.n. —x—leite TT —aAa—Ri crua

—e—RATT —-%—- Boicru = =x= =BoiTT

Figura 1 — Resultado da analise pelo método de queda de pH apos adicao da solugdo
enzimatica em amostras de leite in natura liofilizado (leite i.n.), leite em po (leite TT),
carne de ra crua , carne de rad cozida (Ra TT), carne de boi crua e carne de boi cozida

(Boi TT).
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Os resultados encontrados para a digestdo in vitro das amostras in natura
liofilizadas e tratadas termicamente (Figura 2) nado apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (p>0,05). Talvez pelo fato das modificagdes apresentadas
pela liofilizagdo quanto pela cocgdo causaram nas proteinas. E sabido que proteinas
sofrem desnaturacdo, as vezes de forma irreversivel, por meio de numerosos eventos
que afetam sua estabilidade, dentre eles o aquecimento, agitacdo, congelamento, pH
além da exposicdo ou interfaces com agentes desnaturantes. >*

De modo geral, os valores encontrados para porcentagem de digestibilidade
(Figura 2) variaram entre 80%, considerando leite em pd, e 69% para carne bovina
tratada termicamente.

O processamento dos alimentos pode melhorar o sabor e a textura dos alimentos;
além de inativar fatores antinutricionais. No entanto, pode também alterar a estrutura
primaria das proteinas levando a oxidacdo de aminoécidos sulfurados e a ligagdes
cruzadas entre peptideos acarretando diminui¢ao da biodisponibilidade dos aminoacidos

essenciais. > !

.98 7191

71,76

69,55 68,90

% Digestibilidade

Leite i.n
liofilizado
Leite TT §
Carne de ra
crua
Carne de ra
TT
Carne de
boi crua
Carne boi §
TT

Figura 2 - Valores da digestibilidade in vitro obtidos por meio das equagdes
polinomiais. Para amostras lacteas %D = -32,841pH2 + 434,01pH -1337,7 e para
amostras carneas %D = -230pH2 +3270,9pH — 11505.
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Tanto tratamento térmico quanto & armazenagem prolongada dos alimentos
podem promover efeitos deletérios sobre a qualidade nutricional das proteinas. As
modificagdes do valor nutritivo incluem o decréscimo da digestibilidade protéica,
redugdo da biodisponibilidade da lisina e de outros aminoacidos essenciais € mesmo,
possivelmente, a formagao de substancias que podem ser inibidoras do crescimento ou
toxicas, como por exemplo, a lisino-alanina. Pelo menos dois mecanismos estdo
envolvidos na diminuicao da qualidade protéica dentre eles: o bloqueio de uma das
cadeias aminoacidicas laterais e a formagdo de ligagdes cruzadas entre as cadeias
peptidicas por condensagdo. ">

Ainda assim, os valores encontrados para digestibilidade in vitro (Figura 2) estdo
dentro do esperado para proteinas de origem animal, uma vez que os valores
encontrados para analises de digestibilidade in vitro sdao usualmente menores que os
encontrados para analises de qualidade protéica realizadas em experimentos com
animais. %’

Restani ef al. ** investigaram diferentes padrdes relacionados a digestdo in vitro
de albuminas em seu potencial alergénico, encontraram que apos 5 minutos da agdo de
proteases ocorria uma reducgdo estatisticamente significativa na positividade de testes de
puntura realizados para BSA e albumina sérica ovina (OSA), quando comparada com o
mesmo teste realizado com as proteinas em sua forma nativa.

Utilizou-se para calculo aproximado para valores de peso molecular (PM) das
bandas protéicas a correlacdo entre o PM e a distancia percorrida pelas proteinas do
marcador por meio da equagio y=-0,0699x .+ 2,1663. **

Observa-se na Figura 4 o comportamento protéico eletroforético das amostras
carneas e lacteas analisadas em SDS-PAGE de acordo com os diferentes tratamentos
térmicos administrados.

Considerando-se a carne de rd e os diferentes tratamentos aos quais foi
submetida, linhas 1, 2 e 3, observa-se que as proteinas de baixo PM aparentemente nio
foram clivadas, mantendo-se intactas quando submetidas a cocg¢ao ou liofilizagao. Todas
as proteinas menores que 28 kDa mantiveram-se estaveis tanto na coccao a 95 °C
durante 15 minutos, quanto liofilizadas ou mesmo auséncia de tratamento.

A liofilizagdo pode causar diversas mudancas estruturais no espectro das

proteinas. Estudos recentes com espectroscopia no infravermelho tém documentado que
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os problemas relacionados com o congelamento e a desidratacdo induzidos pela

liofilizagdo podem levar ao desdobramento molecular da proteina. %

Geralmente a secagem de uma proteina durante o processo de liofilizagdo induz

a diminuigio das estruturas de o hélice, desordena e aumenta as estruturas folhas-p. >

116,0 kDa
97,4 kDa
66,2 kDa

376 kDa

28,5 kDa

18,4 kDa

14,0 kDa

0/0/0/100010/00C0)

Figura 4 - Separagdo das fracdes protéicas por SDS-PAGE. MP - marcador para peso
molecular, linha 1 - carne de rad tratada termicamente, linha 2 - carne de ra crua
liofilizada, linha 3 - carne de ra crua, linha 4 - carne de boi tratada termicamente, linha 5
- carne de boi crua liofilizada, linha 6 - carne de boi crua, linha 7 - 3 lactoglobulina,
linha 8 - leite em p6 desnatado, linha 9 - leite pasteurizado, linha 10 - leite in natura

liofilizado, linha 11 - leite in natura.

No caso da carne de rd, as proteinas que apresentam maior importancia
antigénica sdo as parvalbuminas. Este grupo de proteinas tem baixo PM, em torno de 12
kDa, sdo 4cidas, hidrofilicas e possuem elevada resisténcia a degradagdo enzimatica. As

parvalbuminas sdo encontradas nos musculos de peixes e anfibios e sdo apontadas como
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principais alérgenos destes alimentos. Hilger et al. *° demonstraram a implicagdo da o
parvalbumina em um caso de choque anafilatico provocado pela ingestao de carne de ra
processada termicamente.

Hilger ef al. *' também realizaram um estudo com a finalidade de testar a
possibilidade de reatividade cruzada entre peixes e anfibios em individuos alérgicos a
bacalhau. Amostras sanguineas destes pacientes foram analisadas por meio de testes in
vitro, trés de treze amostras reagiram positivamente com o parvalbumina e onze de
doze reagiram com [ parvalbumina da Rana esculenta. Testes de puntura também
foram realizados com parvalbumina recombinante em 5 individuos (trés alérgicos a
peixe e dois ndo alérgicos) e obtiveram resultados positivos nos alérgicos, o que
comprova o risco da reatividade cruzada.

Verifica-se ainda na Figura 4, linhas 1 e 2, que as proteinas de alto PM
mantiveram-se praticamente inalteradas quando submetidas aos tratamentos. No entanto
as proteinas com PM aproximados de 56 e 50 kDa, se mostraram aparentemente
suscetiveis a clivagem quando submetidas a coccdo se comparadas a liofilizagdo ou
mesmo auséncia de tratamento.

Bernhisel-Broadbent et al.*’ realizaram também uma investigagio em SDS-
PAGE com extratos de salmdo e atum, e o resultado mostrou notavel perda de fragdes
protéicas quando comparadas amostras carneas de salmdo e atum processados
industrialmente com extratos crus ou cozidos convencionalmente. Adicionalmente,
confirmou-se a diminuicao da alergenicidade por meio do DCCP em dois pacientes
alérgicos a salmao.

A resisténcia ao TT das proteinas de baixo PM da carne de rd sugere que sua
ingestdo cozida, liofilizada ou crua, por individuos geneticamente predispostos, pode
desenvolver reagoes alérgicas.

A analise das amostras de carne bovina, pelo mesmo método e submetidas aos
mesmos tratamentos evidenciou suscetibilidade protéica a clivagem desencadeada pela
cocc¢do (linha 4) tanto para proteinas de baixo quanto de alto peso molecular, sendo que
as proteinas intermedidrias mantiveram-se inalteradas. Mesmo com a liofilizacao (linha
5) observa-se a auséncia das bandas protéicas com PM acima de 116 kDa com

aproximadamente 125, 111 e 108 kDa quando comparada a amostra in natura.
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A proteina de maior importancia nos casos diagnosticados de alergia alimentar a
carne de vaca ¢ a albumina sérica bovina (BSA), que apresenta peso molecular de 66
kDa. ** Segundo Beretta et al. ** esta e outras albuminas séricas, também estdo
implicadas em casos de reatividade cruzada com leite de vaca.

Sampson > em um estudo sobre alergia a carne bovina em criangas com
dermatite atopica, apos aplicar o TP encontrou resultado positivo em 15,9% delas, mas
ap6s o DCCP s6 foram confirmados 1,8% dos casos, Werfel et al. 3¢ obtiveram
positividade para alergia ao leite de vaca em 84% das criangas estudadas através de TP
e apos a DCCP foi confirmada em apenas 20%. Muitas criangas com TP positivos para
carne sdo clinicamente tolerantes a varios tipos de carnes por causa da digestdo
enzimatica, que pode modificar as caracteristicas estruturais de alguns alérgenos
alimentares.

Geralmente as criancas sensiveis a BSA sdo sensiveis também a OSA e outras
albuminas; o carneiro e o peru sdo sugestdes de substitutos, mas pouco se conhece sobre
a reatividade cruzada entre estas fontes protéicas. >> Reacdes adversas para proteina de
ovinos sdo relatadas por 50% dos alérgicos a carne de vaca quando ingerem carne de
carneiro. > *7 Além disso, vérios autores frequentemente mencionam que a alergia a
carne bovina raramente ocorre na infancia, embora reagdes imunes adversas e alérgenos
bovinos estejam correlacionadas a alguns casos de dermatite atopica em criangas; sua
incidéncia aparece em 0,3 % da populagdo geral. *>7?% %% Assim, a analise em SDS-
PAGE confirma que aparentemente a carne bovina ¢ suscetivel ao tratamento térmico
com aplicagdo de calor, o que possibilita diminui¢do do seu potencial alergénico.

Para as amostras de leite, nota-se uma maior resisténcia tanto ao processamento
térmico baseado em elevadas temperaturas quanto ao de baixas temperaturas, quando
comparadas as demais fontes protéicas. Varias publicagdes investigam os epitopos
conformacionais e lineares que constituem a [3 lactoglobulina e alegam que
provavelmente sua estrutura tercidria possua extrema relevancia na imunoreatividade da
forma nativa desta fragio protéica. '* 34!

Host e Samuelson ** investigaram o potencial alergénico do leite in natura em
criancas, do leite pasteurizado a 75 °C por 15 segundos e do pasteurizado e

homogeneizado a 60 °C (175 kg/cm?). Todas elas apresentaram positividade para TP ¢
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DCCP com uma elevada tendéncia a alergenicidade, mesmo para as amostras
processadas termicamente.

Os resultados encontrados neste experimento vém ao encontro dos dados
epidemiologicos da alergia alimentar na populacdo mundial, uma vez que a alergia ao
leite de vaca se destaca com maior incidéncia e a carne de vaca numa reduzida parcela

da populagdo.'” >3

CONCLUSAO

Verifica-se que o tratamento térmico ¢ eficiente como agente desnaturante, pois
proporciona a clivagem das proteinas de fontes alimentares e pode, muitas vezes,
reduzir o potencial alergénico das mesmas. Mas, que também existem algumas
proteinas mais resistentes que outras no que se refere a desnaturacdo. Dentre elas, as
proteinas do leite de vaca destacaram-se por apresentarem menor suscetibilidade ao
processamento térmico. Com relacdo a carne de ra, apesar de ter-se mostrado em uma
posi¢do intermedidria ao leite e a carne bovina, no que se refere a termo-resisténcia de
suas proteinas constituintes, a literatura ainda ¢ controversa com relagdo a seguranga no
consumo deste alimento por pacientes alérgicos. A carne bovina apresentou-se como
fonte protéica com maior sensibilidade aos diferentes tratamentos térmicos aplicados,
portanto aparentemente com baixa alergenicidade.

O uso de carnes alternativas, para individuos geneticamente predispostos,
precisa de cuidado e avaliagdao individual considerando-se que nenhuma carne ou leite
pode ser considerado hipoalergénico, e que a reatividade cruzada entre fontes protéicas
propde um sério problema nutricional para criangas com alergia a alimentos e em

particular nas polialergénicas.
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CAPITULO 3
ANALISE MORFOMETRICA DO INTESTINO DELGADO DE
CAMUNDONGOS BALB/c EM MODELOS EXPERIMENTAIS PARA ESTUDO
DA ALERGIA ALIMENTAR

RESUMO

Embora varios modelos para estudo da alergia alimentar in vivo ja tenham sido
descritos, nenhum deles utiliza o alérgeno na dieta dos animais. Este trabalho descreve a
comparagdo entre dois modelos experimentais de alergia alimentar desenvolvidos em
camundongos BALB/c, nas quais as administragcdes do alérgeno foram realizadas por
meio da dieta ou por via intragastrica. O experimento teve duragdo de 28 dias e os
animais foram sensibilizados por meio de injecdo subcutdnea no 1° e 14° dias com
extrato de leite in natura, extrato de carne bovina ou extrato da carne de ra. O modelo
experimental que recebeu o alérgeno na forma intacta apresentou alteragdes
morfométricas mais evidentes quando comparado ao que recebeu o alérgeno tratado
termicamente. Evidenciou-se também a existéncia de algumas proteinas mais resistentes
que outras no que se refere a desnaturacdo, uma vez que quando comparados os
resultados nos dois modelos, as diferengas foram mais proeminentes para os alérgenos
leite e ra. Estes resultados reforgam os dados epidemiologicos de incidéncia de alergia

na populagao mundial.

Palavras-chave: morfometria, intestino delgado, alergia alimentar, modelo animal.
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ABSTRACT

Although some models for in vivo food allergy studies have already been
described, none of them uses allergen in animals’ diet. This work describes the
comparison between two developed experimental food allergy models in BALB/c mice,
in which the allergen administration was carried either through diet or intragastric way.
The experiment last for 28 days and the animals were sensitized by means of
subcutaneous injection in the 1* and 14™M days with milk extract, raw bovine meat
extract or frog meat extract. The experimental model that received the allergen in the
intact form presented morfometric evidences alterations when compared with the one
that received the thermally treated allergen. The existence of some more resistant
proteins than others was also proven related to the denaturation, once compared the
results of the two models, the differences were more prominent for the milk and frog
allergens. These results strengthen the allergy incidence epidemiologic data in the

world’s population.

Keywords: morfometry, small intestine, food allergy, animal model
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INTRODUCAO

A alergia ¢ essencialmente uma doenca inflamatoria e as manifestagdes clinicas
mais comuns ligadas a alergia alimentar sdo as cutaneas, principalmente eczema
atopico, e as gastrintestinais mediadas ou ndo por IgE.

A alergia alimentar ¢ caracterizada por uma resposta do sistema imunolégico,
presente principalmente na mucosa gastrintestinal, a antigenos ingeridos por via oral. A
maior parte dos alérgenos alimentares sao proteinas de baixo peso molecular, entre 10 e
70 kDa, sendo ainda em sua maioria hidrossoliiveis e termo-resistentes. 2

Ao mesmo tempo em que os enterdcitos sdo responsaveis pela absorcao de
nutrientes, ¢ na mucosa do intestino delgado que ocorre a maior parte do contato com
materiais antigénicos no trato gastrintestinal. >

Vérios mecanismos de defesa conferem a mucosa gastrintestinal uma estrutura
complexa que funciona utilizando fatores fisiologicos e celulares para impedir a
penetragdo de antigenos. Sua barreira fisica ¢ composta pelos enterdcitos unidos por
complexo juncional constituido de jungdes oclusivas, de adesdo e comunicantes. A
superficie dos enterdcitos ¢ recoberta por muco, secretado pelas células caliciformes,
que consiste basicamente de mucinas com uma grande quantidade de glicoproteinas. *
As células de Paneth também desempenham importante papel na defesa contra
microorganismos e alérgenos, pois produzem polipeptideos tais como lisozimas e
fatores de crescimento, secretados no lumen, que ajudam no processo de protegao da
mucosa. ° Como conseqiiéncia da constante e grande quantidade de fatores de excitacio
antigénica, a mucosa de intestino possui o maior complexo linféide do corpo e grande
proporgdo de linfocitos ativados. ¢ Os linfocitos sdo as unicas células do corpo capazes
de reconhecer e distinguir de modo especifico diversos determinantes antigénicos e sao
responsaveis por duas caracteristicas importantes da resposta imunologica adquirida:
especificidade ¢ memoria. *’

Além do linfécito T, outras duas células parecem desempenhar importante papel
durante a inflamacao alérgica de origem alimentar: sdo elas o eosinéfilo e o mastocito.
Eosinoéfilos e mastocitos sdo as principais células efetoras da resposta imunoldgica no
intestino delgado, considerando a célula Th2 como coordenadora do processo. A
principal conseqiiéncia da ativagdo do mastocito ¢ a liberacdo de histamina e de outros

mediadores responsaveis pelo quadro agudo da reacdo alérgica. A ativagdo dos
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eosinodfilos estimula a liberagdo extracelular das proteinas cationicas (ECP) com potente
acdo citotoxica, acreditando-se que representem importante papel no desenvolvimento
de sintomas subagudos e crénicos da alergia. ®

Em conseqiiéncia da intensa atividade entérica, existe um processo dindmico de
proliferacdo, diferenciagdo e morte celular no intestino delgado. Nas criptas, ocorre
proliferagdo celular e migragio em diregdo ao topo das vilosidades. *

Vérios autores tém relatado que além de um maior recrutamento de células
imunologicas ativadas, uma sensibilizagdo alérgica precoce pode acarretar alteragdes na
morfologia intestinal. "% '

Alguns estudos desenvolvidos em suinos t€ém mostrado correlagdo entre possivel
sensibilizacdo e alteracdes na morfologia intestinal. 311 Geralmente os estudos tém o
foco em diferentes fontes protéicas administradas aos animais logo apos o desmame. °
Assim, a andlise de pardmetros morfométricos da mucosa intestinal pode revelar
situacdes de injuria e de inflamagdo local por meio da modificagdo da conformacgdo
histoldgica destas areas.

Objetivou-se neste estudo realizar a andlise morfométrica do intestino delgado
de camundongos BALB/c sensibilizados por via subcutdnea, e que posteriormente
receberam o alérgeno, tratado termicamente, por meio da dieta ou por meio de gavagem,

em sua forma integra.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados 48 camundongos BALB/c de ambos os sexos, com 7 semanas
de idade e peso médio de 20 + 1,48g, oriundos do Biotério Central do Centro de
Ciéncias Biologicas e de Satde da UFV.

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais. O primeiro grupo
(Tabela 1) foi composto por quatro subgrupos: um controle (CD), com animais nao
sensibilizados que receberam dieta semi-purificada padrdo para roedores (AIN-93G)'? e
trés subgrupos denominados ‘“controles positivos” com animais sensibilizados com
proteinas do leite (LTT), carne de rd (RTT) e bovina (BTT) in natura, que receberam
dietas AIN-93 modificadas em sua composi¢do protéica de acordo com a sensibilizagao.

O segundo grupo (Tabela 2) também foi composto por quatro subgrupos: um controle
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(CG), com animais ndo sensibilizados que receberam dieta AIN-93G e gavagem com
agua destilada e trés outros subgrupos denominados “controles positivos” com animais
sensibilizados com extrato de leite (GGL), de carne de ra (GGR) e carne bovina (GGB)

in natura, que receberam dieta AIN-93 e gavagem do extrato do alérgeno.

Tabela 1 — Grupo 1, com respectivos subgrupos que receberam diferentes fontes

protéicas, tratadas termicamente, na dieta.

Subgrupos N Dietas

CD 6 AIN-93G

LTT 6 Caseina da dieta AIN-93 G substituida por leite

RTT 6 Caseina da dieta AIN-93 G substituida por carne de ra
BTT 6 Caseina da dieta AIN-93 G substituida por carne de boi

Tabela 2 — Grupo 2, com respectivos subgrupos que receberam dieta AIN-93 G e

gavagem com extrato in natura do alérgeno.

Subgrupos N Dieta Gavagem
CG 6 AIN-93G Agua destilada

GGL 6 AIN-93G Extrato de leite de vaca
GGR 6 AIN-93G Extrato de carne de ra
GGB 6 AIN-93G Extrato de carne de boi

Durante o experimento os animais foram mantidos em gaiolas coletivas,
separados de acordo com a dieta e sexo, em ambiente com temperatura controlada

(22°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo alimentagdo e agua ad libitum.

Preparo das dietas

As dietas foram preparadas, com base na dieta AIN-93G '? com modifica¢do no
tipo de proteina oferecida, conforme a sensibiliza¢do do grupo (Tabela 3). O leite em pd
desnatado e a carne bovina foram adquiridos no comércio local, enquanto a carne de ra
foi proveniente do Randrio da Universidade Federal de Vigosa.

As amostras carneas, tanto bovina quanto de ra, foram processadas de forma a

simular o tratamento térmico doméstico (TT), no Laboratério de Estudo Experimental
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dos Alimentos do Departamento de Nutricdo e Saude. Aplicou-se calor seco, sob
temperatura de 95°C durante 15 minutos, e posteriormente desidratacdo em estufa com
circulagdao de ar a 65 °C durante 4 horas. Para o leite ndo foram utilizados tratamentos
térmicos adicionais ao processamento industrial.

Todos os ingredientes foram pesados em balanga semi-analitica. As dietas foram
preparadas semanalmente, identificadas e estocadas a 4°C at¢ o momento de

distribui¢ao.

Tabela 3 — Composicao das dietas experimentais.

Grupos com alérgeno na dieta Grupos com alérgeno na gavagem

Ingredientes g/kg dieta

CD LTT RTT BTT CG GGL GGR GGT
Caseina 123,7 _ _ _ 123,7 123,7 123,77 123,7
Leite vaca po _ 301,9 _ _ _ _ _ _
(desnatado)
Ra cozida e _ _ 114,52 _ _ _ _
desidratada
Boi cozido e _ _ _ 113,3 _ _ _ _
desidratada
Amido 132 132 132 132 132 132 132 132
dextrinizado
Sacarose 100 100 100 100 100 100 100 100
Oleo de soja 70 68,19 67,35 66,22 70 70 70 70
Celulose 50 50 50 50 50 50 50 50
Mistura  de 35 35 35 35 35 35 35 35
minerais
Mistura  de 10 10 10 10 10 10 10 10
vitaminas
L Cistina 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Bitartarato 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
colina

Amido de 473,8 2974 4856 4879 473,8 473,8 473,8 473,8
milho

Protocolo de sensibilizacdao

O experimento teve a duragdo de 28 dias, a contar do primeiro dia (DI). A
sensibilizacdo ocorreu por meio de inje¢dao subcutanea de 1 mg do alérgeno, na forma
de extrato, com 1 mg de AI(OH); como adjuvante. A sensibilizagdo ocorreu em dois

momentos: D1 e D14, com a utilizacdo do mesmo protocolo.
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Preparo do extrato para sensibilizacdo e gavagem

Para o preparo do extrato dos produtos carneos foram utilizados 100 g de carne
de boi e 100 g de carne de ra. Primeiramente realizou-se trituragdo mecanica por meio
de multiprocessador de alimentos. Em seguida, a carne ja triturada foi adicionada de 50
mL de 4gua destilada e macerada manualmente por mais 1 minuto. O produto da
maceragdo foi coado duas vezes, em gaze esterilizada, para elimina¢do dos residuos
solidos. A quantidade de proteina do extrato resultante foi analisada e adequada, por
meio de diluicdo, para atender a especificagdo protéica para sensibilizacao e gavagem.

Cada animal recebeu durante o experimento duas doses de 0,5 mL do extrato
contendo 1 mg da proteina alérgena, por meio de gavagem, de acordo com a dieta e com

a sensibilizacao recebida. As doses foram administradas no 8° e 16° dia do experimento.

Coleta do material

No 28° dia os animais foram eutanasiados e amostras sanguineas foram
coletadas da aorta abdominal sendo armazenadas para realizacdo de leucograma.
Fragmentos das 3 sec¢des do intestino delgado foram coletados e fixados em formol
tamponado, por 24 horas, e processados histologicamente para andlise morfométrica.

As preparagdes histologicas foram realizadas no Laboratorio de Biologia
Estrutural, do Departamento de Biologia Geral (UFV). Duodeno, jejuno e ileo, apos
desidratacdo em série etanolica e inclusdo em resina (Historesin® - Leica), foram
seccionados em micrétomo rotativo (RM 2155 - Leica), transversal e longitudinalmente,
na espessura de 2um e corados com hematoxilina e eosina.

Apbs obtencdo das imagens em fotomicroscopio (AX-70 Olympus), os
preparados histolégicos foram submetidos a analise morfométrica com a ajuda de um
software de analise de imagens (Image Pro Plus 4.0 - Media Cybernetics®). Com
relacdo & morfometria, foram mensuradas a altura da vilosidade (AV), a profundidade
cripta (PC), largura da vilosidade (LV), altura do epitélio (AE), espessura da muscular
da mucosa (MM), espessura da muscular circular interna (MI) e espessura da muscular
longitudinal externa (ME). Os parametros morfométricos analisados estdo identificados
na Figura 1. Os valores mensurados para os pardmetros morfométricos encontram-se

nos Apéndices 1 e 2.
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Realizou-se posteriormente a contagem de eosinofilos nas preparagoes
histologicas, em trés areas distintas para cada seccdo intestinal, perfazendo um total de

5,7 mm” avaliado por segmento do intestino delgado de cada animal.

Figura 1 — A: largura do apice (LA), largura média (LM), largura da base (LB), altura
da vilosidade (Vi), submucosa (Sb), tinicas musculares (M1, M2); B: lamina propria
(LP), célula caliciforme (CC), cripta (C); C: eosinodfilo (Eo), submucosa (Sb), célula
caliciforme (CC); C1: borda estriada (BE), altura do epitélio (AE), eosinéfilo (Eo); C2:
célula de Paneth (CP), submucosa (Sb), cripta (C).
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ANALISES ESTATISTICAS
Os dados foram analisados estatisticamente utilizando-se o software Statistics
por analise de variancia, com a utilizagao do teste de médias Duncan ou teste ¢ Student,

quando apropriado, com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacao ao consumo alimentar, ndo foi verificada diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) entre os grupos que compunham o modelo experimental no qual
os camundongos receberam o alérgeno via dieta. Evidencia-se, porém, queda no
consumo alimentar (Figura 2) nos dias que se seguiram a sensibiliza¢cdo dos animais, o
que era de se esperar uma vez que resposta imunologica se formava localmente e
poderia diminuir o apetite dos animais.

Poucos trabalhos discutem o consumo alimentar uma vez que o alérgeno ¢
frequentemente veiculado na 4gua de consumo dos animais e ndo na dieta. Nestes casos,
o relato ¢ de perda de peso em conseqiiéncia de desidratacdo, confirmando entdo um

menor consumo do material que ¢ vinculado ao alérgeno, seja alimento ou bebida.
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Figura 2 — Consumo semanal per capita dos animais que receberam diferentes fontes

protéicas tratadas termicamente.
Os animais que receberam gavagem com o extrato do alérgeno in natura

apresentaram queda mais acentuada no consumo alimentar (Figura 3) apos a primeira

sensibilizacdo quando comparado a segunda sensibilizacdo. Observou-se diferenca
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estatisticamente significativa (p<0,05) entre o grupo CG e os demais grupos e entre 0s

animais do grupo GGL e GGB, entre o grupo GGR e GGB.
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Figura 3 — Consumo semanal per capita dos animais que receberam diferentes fontes

protéicas com o alérgeno por meio de gavagem.

Uma possivel justificativa para as diferencas encontradas nos dados de consumo
alimentar dos grupos GGL e GGB, poderia ser a probabilidade de maior alergenicidade
do leite em relagdo a carne bovina, uma vez que a gavagem continha estes
alérgenos.'*"

Outro ponto que merece destaque ¢ o fato de que no extrato administrado por
meio de gavagem as proteinas se encontravam em sua forma intacta, estado que confere
maior poder alergénico as fragdes protéicas.'® Host ¢ Samuelson '’ investigaram o
potencial alergénico do leite in natura, do leite pasteurizado a 75 °C por 15 segundos e
do pasteurizado e homogeneizado a 60 °C (175Kg/cm?®) em criancas. Todas elas
apresentaram positividade para teste de puntura (TP) e para o desencadeamento cego
controlado por placebo (DCCP), com elevada tendéncia a alergenicidade, inclusive para
as amostras processadas. Sampson e MacCaskill '® encontraram positividade no TP para
carne de boi em 15,9% em individuos reconhecidamente atdpicos, embora apoés o DCCP
somente 1,8% tenham sido confirmados como alérgicos a carne de boi.

Com relacdo ao peso, ndo houve diferenga entre os grupos que receberam o
alérgeno por meio da dieta (Figura 4) apesar dos diferentes valores para ganho e perda

de peso encontrados durante o experimento.
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Figura 4 — Valores médios para variacdes de peso, durante o experimento, para 0s

animais que receberam o alérgeno tratado termicamente por meio da dieta.

Obs.: considerar peso inicial (PI), peso ao final da primeira semana (P1), peso ao final

da segunda semana (P2), peso ao final da terceira semana (P3) e peso ao final da quarta

semana (P4).

O peso dos animais dos grupos nos quais foi administrado o alérgeno por meio

de gavagem (Figura 5) ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 5 — Valores médios para variagcdes de peso, durante o experimento, para os

animais que receberam o extrato do alérgeno por meio de gavagem.
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Para avaliar a acdo das diferentes alérgenos e formas de administracado, realizou-
se contagem global de leucocitos e contagem diferencial. A contagem global nao
apresentou resultados significativos (p>0,05) entre os tratamentos e todos se
encontravam dentro da variagdo normal para a espécie.

Encontraram-se, para eosindfilos, os seguintes valores: 0,07; 0,06; 0,05 e 0,02 x
10° células/ul, respectivamente para LTT, RTT, BTT e CD. Para os animais que
receberam gavagem, os valores foram 0,21; 0,06; 0,07 ¢ 0,01 x 10° células/ul para
GGL, GGR, GGB e CG, respectivamente. Os valores normais variam de 0,0 a 0,38 x
10° células/pl e, portanto, apesar das diferencas, os valores apresentaram-se dentro do
padrio de normalidade. '

Na contagem de eosinofilos no intestino delgado, os animais do grupo 1
apresentaram em média 18 + 9,28; 18 = 11,06; 16 = 9,26 ¢ 11 + 3,81 para os grupos
LTT, RTT, BTT e CD, respectivamente. J4 a contagem realizada nas preparagdes
histologicas dos animais do grupo 2, encontrou-se em média 28 = 16,88; 20 £ 7,54; 13 +
8,92 e 15 + 7,6 eosindfilos para os grupos GGL, GGR, GGB e CG, respectivamente.
Nao foram encontradas diferengas estatisticamente significativas em nenhum dos
resultados apresentados acima.

Andlise realizada por meio de retossigmoidoscopia, em individuos alérgicos ao
leite de vaca, evidencia mucosa edemaciada e hiperémica *° embora a microscopia
usualmente mostre a arquitetura das criptas e dos enterdcitos preservadas, mas com
forte eosinofilia e presenca de macrofagos, neutréfilos e linfocitos intra-epiteliais. !

Eosinoéfilos sdo normalmente encontrados por todo o trato gastrintestinal (GI),
exceto no esofago de pacientes jovens. No caso das andlises de biopsias do trato GI
deve-se levar em consideracao se o nimero de eosinodfilos ¢ significantemente maior do
que a densidade normal para um determinado local anatomico. Critérios para eosinofilia
do trato GI variam, mas de maneira geral a presenca de eosinofilos no esdfago de
individuos jovens ¢ considerada anormal. O estdmago de criangas geralmente apresenta
densidade baixa de eosindfilos na mucosa, com concentragdes maiores no intestino
delgado. Algumas patologias podem gerar significativo recrutamento de eosinéfilos no
trato GI e sdo chamadas de desordens gastrintestinais eosinofilicas, sendo definidas
como desordens que afetam primeiramente o trato GI com inflamacgdes ricas em

eosinofilos na auséncia de causas conhecidas para a eosinofilia. Pelo menos um
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subconjunto dos pacientes que apresentam este tipo de patologia aparentam ter doengas
alérgicas, com caracteristicas intermedidrias entre alergia alimentar mediada por IgE e
hipersensibilidade mediada por células.**

Existem modelos animais para a gastrenterite eosinofilica, mas estes por sua vez
indicam que associada a eosinofilia coexiste um aumento nos marcadores para
mastdcitos, indicando uma associacdo destes dois tipos celulares na patofisiologia da

2 2 Em alguns desses modelos, principalmente nos

gastrenterite eosinofilica.
desenvolvidos com camundongos, a liberagdo de interleucina 5 (IL5) ¢ apontada como a
chave reguladora do actimulo eosinofilico no trato GI. ?' De maneira interessante,
também ha relatos de esofagite eosinofilica em modelos de alergia onde a administracdo
de antigeno acontece por via intranasal. *

Quando comparadas, as variaveis morfométricas analisadas por tipo de alérgeno
nos diferentes segmentos do intestino delgado, para os animais que receberam o
alérgeno via dieta, encontrou-se no duodeno diferenga significativa entre alturas de
vilosidades (AV) dos animais (Figura 6) do grupo LTT com os animais dos grupos BTT
e CD. Encontrou-se também diferenca (p<0,05) entre o grupo RTT com os grupos BTT
e CD. Adicionalmente, houve no jejuno diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) para os valores de AV entre o grupo LTT e o CD. Tais achados corroboram os
dados divulgados por Scandolera et al. °, que compararam diferentes fontes protéicas
usadas na racdo de suinos por ocasido do desmame. Para todos os tratamentos

encontraram efeito deletério similar sobre a morfologia da mucosa intestinal ¢ nenhuma

das fontes protéicas utilizadas foi capaz de minimizar tais efeitos nos animais.
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Figura 6 — Altura média das vilosidades em diferentes sec¢des do intestino delgado dos

animais do grupo 1.

Quanto aos valores para profundidade de cripta (PC), nenhuma diferenca
estatistica foi encontrada para as mensuracdes no duodeno ou no ileo, em animais que
receberam o alérgeno via dieta (Figura 7). No jejuno encontrou-se diferenga (p<0,05)
para PC entre os grupos LTT e BTT.

Quando ocorre renovacao celular na mucosa intestinal, hd uma hiperplasia nas
células da cripta e deslocamento no sentido da vilosidade. *° Assim esperava-se um
aumento significativo da profundidade da cripta nos animais que foram sensibilizados e
que consumiram a proteina lactea, pois esta contém [} lactoglobulina, fracdo protéica

com reconhecida alergenicidade quando comparada a outras na literatura. *’
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Figura 7 - Profundidade média das criptas em diferentes sec¢des do intestino delgado

dos animais do grupo 1.

Uma boa relagdo altura do vilo/profundidade de cripta ocorre quando os vilos se
apresentam altos e as criptas pouco profundas, proporcionando melhor absor¢dao de
nutrientes. **

Considerando-se que a forma bdasica da vilosidade ¢ similar a uma estrutura
conica, o aumento na sua largura pode indicar mudanga de sua forma alongada para
achatada. 2° Assim, o aumento da largura da vilosidade tendeu a acontecer os animais do
grupo LTT em todos os segmentos intestinais, apesar da diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) ter sido encontrada somente entre os grupos LTT e BTT no
duodeno.

Quando avaliado o parametro largura da vilosidade (LV) (Figura 8), encontrou-
se diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) no duodeno, entre os grupos LTT e
BTT.

Com relacdo ao parametro altura de epitélio (AE) encontrou-se diferenca

estatisticamente significativa somente no jejuno, entre animais dos grupos BTT e CD.
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Figura 8 — Valores médios mensurados para largura da vilosidade em diferentes sec¢des
do intestino delgado dos animais do grupo 1.

Para os valores mensurados para muscular da mucosa (MM) (Figura 9)
encontrou-se diferenca estatistica (p<0,05), no duodeno, entre os grupos BTT ¢ CD. No
jejuno, houve diferenca estatisticamente significativa para o grupo LTT quando
comparado aos grupos BTT e RTT, e nos grupos RTT e BTT quando comparados ao
grupo CD. Para ileo encontrou-se diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos BTT e CD.
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Figura 9 — Valores médios mensurados para espessura da muscular da mucosa em

diferentes secc¢oes do intestino delgado dos animais do grupo 1.
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Para a camada muscular interna (MI) encontrou-se diferenga (p<0,05) nos
valores mensurados no duodeno para o grupo LTT quando comparado aos grupos RTT
e BTT e nos grupos BTT e RTT quando comparados ao grupo CD. No jejuno a
diferenca foi encontrada para o grupo LTT quando comparado aos grupos BTT e CD.
No ileo ndo foram encontradas diferencas significativas. Com relagdo aos valores

mensurados para a camada muscular externa (ME), ndo foram encontradas diferencas

significativas.
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Figura 10 — Espessura da muscular circular interna em diferentes sec¢des do intestino

delgado dos animais do grupo 1.
Para o parametro AV (Figura 11) mensurado nos animais que receberam o

alérgeno via gavagem, foram encontradas diferengas significativas (p<0,05) somente no

ileo, para o grupo GGR quando comparado aos grupos GGB e CG.
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Figura 12 - Altura média das vilosidades no antestino delgado no modelo de alergia

alimentar dos animais do grupo 2.

Com relacao a variavel PC (Figura 13), encontrou-se diferenca estatistica
(p<0,05) no ileo, entre os animais dos grupos GGL e GGR ¢ para o grupo GGR quando
comparado aos grupos GGB e CG.
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Figura 13 — Valores para profundidade das criptas no intestino delgado no modelo de

alergia alimentar para os animais do grupo 2.

73



A profundidade das criptas estd diretamente relacionada ao aumento da
proliferacdo celular e esta, por sua vez, tende a ocorrer de forma exacerbada em
periodos de inflamagdo ou injuria da mucosa intestinal. °

Quando os grupos foram comparados com relagdo a LV encontrou-se diferenca

somente no jejuno, entre os grupos GGR e GGB (Figura 14).
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Figura 14 - Valores mensurados para largura da vilosidade no intestino delgado no

modelo de alergia alimentar para os animais do grupo 2.

Para a variavel MM houve diferenca (p<0,05) entre o grupo GGB ¢ 0 CG. Para a
variavel MI, os valores mensurados no duodeno apresentaram diferenca (p<0,05)
quando comparados os grupos GGL e GGR, no jejuno quando comparado o grupo GGL
com os grupos GGR e CG e entre GGB e CG. Encontrou-se também diferenca (p<0,05)
para os valores de ME no duodeno, entre o grupo GGL quando comparado aos grupos
GGR e CG e entre o grupo GGB e o CG.

Houve também a comparacdo entre as variaveis morfométricas nos diferentes
modelos experimentais realizados, por tipo de alérgeno nos segmentos investigados no
intestino delgado.

Encontrou-se diferencga estatisticamente significativa (p<0,05) na altura e largura
da vilosidade e na profundidade da cripta no duodeno, quando o alérgeno utilizado era o
leite. Na Tabela 5 pode-se observar claramente que o grupo LTT apresentou AV 18 %
maior que o grupo GGL e o valor para LV apresentou-se aproximadamente 25% maior

nestes mesmos grupos, respectivamente. Por outro lado, o valor médio para PC
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apresentou-se aproximadamente 12% maior em GGL que o valor mensurado em LTT.
Como discutido anteriormente, tal achado pode ser conseqiiéncia da presenca de [
lactoglobulina no extrato lacteo, uma fragdo protéica reconhecida na literatura com
significativo poder antigénico, principalmente quando a mesma ¢ administrada em sua

.29
forma nativa.

Tabela 5 — Medidas aferidas para as varidveis mensuradas no duodeno dos animais

sensibilizados com leite.

Pardametros LTT GGL
Altura da vilosidade (pum) 685,94 + 66,22° 565,83 + 84,06 "
Largura da vilosidade (pm) 113,94 +18,80° 85,01 +6,63°

Profundidade da cripta (um) 122,81 + 11,52 b 140,08 + 16,17 °

Ainda com o leite como alérgeno, encontrou-se diferenca estatisticamente
significativa para a altura do epitélio no jejuno, 32,45 um e 26,90 um, para os animais
que receberam a proteina da dieta tratada termicamente e gavagem respectivamente. Os
resultados encontrados neste experimento reforcam os dados epidemiologicos discutidos
na literatura com relacdo a incidéncia da alergia alimentar na populagdo mundial, uma
vez que a alergia ao leite de vaca apresenta maior freqiiéncia quando comparada a
alergia a carne de vaca na popula¢io em geral. 2’ *°

Quando o alérgeno utilizado foi o extrato de rda, encontrou-se diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) no duodeno para os parametros altura e largura
da vilosidade e altura do epitélio (Tabela 6). O grupo RTT apresentou um valor para AV

aproximadamente 24% maior que o apresentado pelo grupo GGR.

Tabela 6 - Medidas aferidas para as varidveis mensuradas no duodeno dos animais

sensibilizados com carne de ra.

RTT GGR
Altura da vilosidade (um) 729,33 £54,76 % 556,28 + 66,06 °
Largura da vilosidade (um) 99,75 +12,03° 81,99 +10,43°
Altura do epitélio (um) 37,94 +5,64° 31,37 +3,01°
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Mais uma vez evidenciou-se que proteinas, administradas em sua forma nativa,
possuem maior possibilidade de sensibilizar e de causar efeitos deletérios em maior
propor¢ao do que quando administradas pos-processamento térmico.

Quando analisado o jejuno (Tabela 7) encontramos diferenca para o alérgeno ra

na largura da vilosidade e espessura da muscular interna.

Tabela 7 - Medidas aferidas no jejuno dos animais sensibilizados com carne de ra.

RTT GGR
Largura da vilosidade (um) 84,72 £7,80 " 67,99 + 12,23°
Espessura da tunica muscular interna (pm) 33,39+ 1,34° 42,55 +8,03°

Para o segmento ileo, encontrou-se diferenga estatistica nos valores mensurados
para profundidade da cripta e muscular interna (Tabela 8). Neste caso, destaca-se a
diminui¢do simultanea da altura média da vilosidade e aumento da profundidade média
das criptas dos animais que receberam a gavagem, indicando claramente um processo

hiperplésico.

Tabela 8 - Medidas aferidas no ileo dos animais sensibilizados com carne de ra.

RTT GGR
Profundidade da cripta (um) 95,41 £11,54° 127,02 + 20,77 °
Espessura da tunica muscular interna (pm) 41,56 + 1,00 ° 51,69 +8,73

Quando utilizada a carne de boi como alérgeno, encontramos no duodeno
diferenca estatisticamente significativa para a altura da vilosidade. Nenhum dos outros

parametros apresentou alteracao.

Tabela 9 - Medidas aferidas no ileo dos animais sensibilizados com carne de boi.

BIT GGB

Altura da vilosidade (um) 587,82 +31,63*  512,11+15,51°
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Os grupos controles, CD e CG, apresentaram diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) para MI, AV e LV no duodeno (Tabela 9) e para AE no jejuno,
com 32,98 um no grupo que recebeu o alérgeno tratado termicamente ¢ 29,01 um no

grupo que recebeu gavagem.

Tabela 10 - Medidas aferidas no duodeno dos animais dos grupos controles para

alérgeno tratado termicamente e alérgeno via gavagem.

CD CG
Altura da vilosidade (pum) 563,97 + 64,87 542,17 £ 56,05°
Largura da vilosidade (um) 98,01 + 12,89 90,29 + 5,14°
Altura do epitélio (um) 36,80 + 3,557 34,43 + 1,60b
Espessura da muscular interna (pm) 33,83+ 5,15 43,79 +7,79°

Estes dados comprovam que a utilizagdo da gavagem pode contribuir para o
processo de alteragdo morfologica intestinal, pois a administracdo intragéstrica

apresenta-se mais deletéria que o consumo normal via oral.

CONCLUSAO

Evidenciou-se com a comparagdo entre os parametros morfométricos dos
modelos experimentais para estudo da alergia alimentar que o tratamento térmico ¢
eficiente na reducdo do potencial alergénico das proteinas, pois propiciou menores
alteracdes morfométricas no intestino delgado dos animais que receberam o alérgeno na
dieta quando comparado aos que receberam o alérgeno via gavagem.

Evidenciou também que existem algumas proteinas mais resistentes que outras
no que se refere a desnaturacdao, uma vez que quando comparados os resultados nos dois
modelos, as diferencas principalmente para altura da vilosidade e profundidade da
cripta, foram mais proeminentes para os extratos de leite e carne de ra.

Com relagdo a carne de ra, apesar de ter-se mostrado em uma posi¢ao
intermediaria ao leite e a carne bovina, no que se refere as alteragdes morfométricas
para praticamente todas as variaveis analisadas, ainda ¢ precoce afirmar que sua

utilizagdo ¢ segura principalmente naqueles individuos com susceptibilidade genética.
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Mesmo na literatura os dados sobre sua utilizagdo em substituicdo a outras fontes
protéicas sdo controversos.

O uso de carnes alternativas, por parte de individuos alérgicos, deve ser
analisado com cautela partindo-se do principio de que nenhuma proteina pode ser
considerada hipoalergénica, além do que existe a possibilidade de reatividade cruzada

entre alimentos.
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APENDICE 1

Valores médios em micrdmetros para as variaveis mensuradas no duodeno dos animais

sensibilizados que receberam dieta AIN-93G modificada.

Alérgeno  Grupo Sec¢do Parametros Meédia DP

Altura vilosidade 685,9364 66,23

Profundidade cripta 122,8097 11,52

o . Largura da vilosidade 113,9406 18,80
Eg S Altura do epitélio 35,4194 5,89
Espessura da submucosa 14,2378 2,38
Muscular circular interna 33,2621 2,02

Muscular circular externa 39,3614 15,53

Altura vilosidade 729,3278 54,76

'S ~ Profundidade cripta 134,9132 26,60

2 E Largura da vilosidade 99,7488 12,03
® Altura do epitélio 37,9425 5,64
§ Espessura da submucosa 14,7185 1,94
© o  Muscular circular interna 44,1240 3,19
£ Muscular circular externa 38,9849 3,58

S  Altura vilosidade 587,8215 31,63
3 A Profundidade cripta 137,3618 8,86
- = Largura da vilosidade 88,0810 7,26
b = Altura do epitélio 34,5715 2,97

§ Espessura da submucosa 22,2000 11,58

o Muscular circular interna 46,0222 15,68
Muscular circular externa 33,5613 5,74

Altura vilosidade 563,9686 64,87

Profundidade cripta 134,3340 29,17

g Largura da vilosidade 98,0074 12,89
5 8 Altura do epitélio 36,7956 3,55
= Espessura da submucosa 14,2615 3,77
Muscular circular interna 33,8283 5,15
Muscular circular externa 29,3862 5,56
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Continuacao do Apéndice 1.

Aléergeno  Grupo Secgdo Parametros Meédia DP

Altura vilosidade 4324318 61,73
Profundidade cripta 102,3978 5,25

9 » Largura da vilosidade 91,5312 11,24
E : Altura do epitélio 32,4496 3,15
Espessura da submucosa 12,9057 2,85
Muscular circular interna 29,2093 4,04
Muscular circular externa 30,1229 5,48

Altura vilosidade 484,8926 88,87

'S — Profundidade cripta 111,6506 22,51

g E Largura da vilosidade 84,7157 7,8
o Altura do epitélio 29,8873 2,64
§ Espessura da submucosa 19,3740 5,96
o o Muscular circular interna 33,3882 1,34
= Muscular circular externa 34,7335 4,06
K} Altura vilosidade 460,3777 100,49

3 Profundidade cripta 125,6095 17,49

o . Largura da vilosidade 85,3092 18,42
b = Altura do epitélio 29,3360 2,55
g Espessura da submucosa 19,1487 4,86
O Muscular circular interna 39,3705 9,63
Muscular circular externa 35,4365 6,12

Altura vilosidade 536,4382 60,55
Profundidade cripta 116,5496 6,71
Q Largura da vilosidade 86,8992 6,03
§ 8 Altura do epitélio 32,9781 3,04
= Espessura da submucosa 12,5392 5,51

Muscular circular interna 41,7691 10,64

Muscular circular externa 32,6409 11,07
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Continuacao do Apéndice 1.

Alérgeno Grupos  Sec¢do Variavel Média DP

Altura vilosidade 210,2073 42,45

Profundidade cripta 104,8394 14,43

o — Largura da vilosidade 80,4946 10,06
E 5 Altura do epitélio 30,7139 2,09

Espessura da submucosa 21,3455 11,21

Muscular circular interna 33,8435 13,15
Muscular circular externa 46,0644 3,92

Altura vilosidade 253,0312 32,13

'S Profundidade cripta 112,5061 11,54

g . Largura da vilosidade 89,8130 14,17
o E Altura do epitélio 31,6604 4,39
§ Espessura da submucosa 14,3197 3,75
o § Muscular circular interna 40,2561 1,00
"= Muscular circular externa 44,4520 2,43

Altura vilosidade 183,4792 24,44

Profundidade cripta 113,8127 31,44
° H Largura da vilosidade 77,0866 5,59
D E Altura do epitélio 28,9687 3,86

- Espessura da submucosa 27,0987 12,45

Muscular circular interna 46,9636 12,76

Muscular circular externa 43,5294 15,87

Altura vilosidade 208,2402 21,17
Profundidade cripta 102,9447 5,74

Q Largura da vilosidade 76,9473 10,54
5 3 Altura do epitélio 29,3119 2,51
= Espessura da submucosa 14,7647 5,78

Muscular circular interna 42,4587 11,85
Muscular circular externa 41,1492 6,32
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APENDICE 2

Valores médios em micrdmetros para as variaveis mensuradas no duodeno dos animais

sensibilizados que receberam gavagem.

Alérgeno Grupo  Secgdo Variavel Meédia DP
Altura vilosidade 565,8265 84,06
Profundidade cripta 140,0770 16,17
© A Largura da vilosidade 85,0136 6,63
D O Altura do epitélio 32,6117 2,34
— © Espessura da submucosa 16,7706 9,5
Muscular circular interna 37,5151 13,99
Muscular circular externa 25,1377 7,13
Altura vilosidade 556,2763 66,06
' Profundidade cripta 139,3710 18,72
g > Largura da vilosidade 81,9957 10,43
o @, Altura do epitélio 31,3669 3,01
§ © Espessura da submucosa 15,7033 5,53
© o  Muscular circular interna 53,7847 18,13
,§ Muscular circular externa 39,2968 7,47
S  Altura vilosidade 512,1073 15,51
‘B A Profundidade cripta 145,1738 8,39
o m Largura da vilosidade 90,6026 13,57
b G Altura do epitélio 34,4418 4,73
g o Espessura da submucosa 23,3017 4,6
O Muscular circular interna 51,2388 5,6
Muscular circular externa 35,4192 2,72
Altura vilosidade 542,1747 56,05
Profundidade cripta 147,4815 12,55
Q Largura da vilosidade 90,2860 5,14
5 S Altura do epitélio 344137 1,6
= Espessura da submucosa 20,2155 9,01
Muscular circular interna 43,7928 7,79
Muscular circular externa 32,0819 6,26
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Continuacao do Apéndice 2.

Alérgeno Grupos  Secgdo Variavel Meédia DP
Altura vilosidade 499,8859 143,49
Profundidade cripta 108,9975 11,13
9 n Largura da vilosidade 79,7002 12,21
D 8 Altura do epitélio 26,9036 2,17
— Espessura da submucosa 13,0683 5,65
Muscular circular interna 31,5170 7,56
Muscular circular externa 31,7052 8,10
Altura vilosidade 488,9205 100,4
' Profundidade cripta 114,8363 8,76
g > Largura da vilosidade 67,9901 12,23
® &) Altura do epitélio 25,9806 5,49
§ © Espessura da submucosa 13,7015 7,27
o Muscular circular interna 42,5502 8,03
% Muscular circular externa 35,5387 6,25
K5y Altura vilosidade 406,9145 92,87
3 Profundidade cripta 121,0986 18,09
o " Largura da vilosidade 84,6545 9,57
b G Altura do epitélio 30,1303 2,33
g © Espessura da submucosa 18,1243 7,4
O Muscular circular interna 34,4302 6,17
Muscular circular externa 32,3260 3,86
Altura vilosidade 430,5901 57,59
Profundidade cripta 124,2660 15,55
Q Largura da vilosidade 72,9328 9,28
5] 8 Altura do epitélio 29,0063 2,75
= Espessura da submucosa 18,3826 11,25
Muscular circular interna 42,2624 4,39
Muscular circular externa 31,9290 5,71
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Continuacao do Apéndice 2.

Tratamento  Alérgeno  Secgdo Variavel Meédia DP

Altura vilosidade 222,5076 53,15

Profundidade cripta 102,5779 20,13

?;E)D 9 Largura da vilosidade 71,4492 12,29
o E Altura do epitélio 28,0490 4,26
8 Espessura da submucosa 17,3170 4,23

Muscular circular interna 46,8303 10,94

Muscular circular externa 37,3679 12,06

Altura vilosidade 236,9060 35,15

'S Profundidade cripta 127,0158 20,77

& 5 Largura da vilosidade 79,8796 14,89
g o Altura do epitélio 279324 441
8 § Espessura da submucosa 17,3252 3,89
o Muscular circular interna 51,6882 8,73

3 Muscular circular externa 40,0671 12,92

—=  Altura vilosidade 187,0742 13,37
3 Profundidade cripta 98,0379 7,18

% ﬁ Largura da vilosidade 81,2854 16,97
g b5 Altura do epitélio 28,5268 2,56
8 g Espessura da submucosa 21,8483 5,05
O Muscular circular interna 45,4431 7,92

Muscular circular externa 45,3957 15,39

Altura vilosidade 193,4553 30,82
Profundidade cripta 95,2876 8,35
Q Largura da vilosidade 25,0648 7,78
5] 8 Altura do epitélio 29,5902 3,89
= Espessura da submucosa 16,1120 3,87
Muscular circular interna 44,4655 7,48
Muscular circular externa 42,5326 8,42
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CONCLUSAO GERAL

Observou-se que tanto a pasteurizagdo, coc¢ao a 95°C durante 15 minutos,
quanto liofilizacao ocasionaram modificagcdes nas proteinas constituintes dos alimentos
e que o processamento térmico pode, muitas vezes, reduzir o potencial alergénico das
proteinas. Mas existem algumas proteinas mais resistentes que outras no que se refere a
desnaturagdo tanto pelo calor quanto pelo frio, dentre elas o leite se destacou como o
produto que menos apresentou alteragdes quando analisado em SDS-PAGE.

Com relagdo a carne de rd, apesar de ter-se mostrado em uma posi¢ao
intermediaria ao leite e a carne bovina, no que se refere a termo-resisténcia de suas
proteinas constituintes, a literatura ainda € controversa com relacdo a seguranca no
consumo deste alimento por pacientes alérgicos.

O uso de carnes alternativas, para individuos geneticamente predispostos,
precisa de cuidado e de avaliagdo individual considerando-se que nenhum produto
protéico pode ser considerado hipoalergénico e que, a reatividade cruzada entre fontes
protéicas propde um sério problema nutricional para criangas com alergia a alimentos e
em particular nas polialergénicas.

Ainda com relagdo as analise morfométricas nos modelos de alergia alimentar, a
carne de rd apresentou-se em uma posi¢do intermedidria ao leite e a carne bovina para
praticamente todas as variaveis analisadas. E precoce afirmar que sua utilizagdo é

segura, principalmente naqueles individuos com susceptibilidade genética.
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