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RESUMO

O papel dos &cidos graxos poli-insaturados sobre o sistema imune tem sido estudado nos
ultimos anos com o objetivo de elucidar a dindmica dos eicosanoides derivados dos acidos
graxos da familia 6mega-3, os &cidos eicosapentaenoico (EPA) e docosaexaenoico (DHA), na
modulacdo das respostas alérgicas. Os interesses atuais giram em torno dos acidos graxos
O0mega-3, uma vez que estes podem atuar como inibidores da sintese dos mediadores
inflamatdrios derivados do acido araquiddnico, pertencente a familia mega-6. Neste trabalho
foi investigado o efeito da suplementacédo dietética com émega-3 (fonte de 6leo de peixe) em
um modelo experimental de alergia alimentar de curto prazo. Os camundongos, fémeas da
linhagem C57BL/6 foram sensibilizados ou ndo com injegdo intraperitoneal com 10ug
ovalbumina acrescido de hidroxido de aluminio e salina. Os animais foram divididos em
quatro grupos cada um com cinco animais, 0s animais teste alérgicos foram alimentados com
a dieta acrescida de 14% de ovalbumina para induzir o processo anafilatico em seguida foram
tratados com uma dieta regular enriquecida com 10% de 6leo de peixe para o grupo de
animais teste e controle durante sete dias consecutivos. Os demais grupos receberam apenas
racao padrdo. Os camundongos do grupo alérgico teste e os animais controles que receberam
racdo acrescida com ©mega-3 apresentaram niveis séricos aumentados de neutrofilos,
mondcitos e linfocitos, em comparacdo com os animais alérgicos e controles que receberam
apenas racdo padrdo. No entanto, quando avaliados os animais alérgicos tratados ou ndo com
omega-3 foi possivel observar que a mediana de leucdcitos foi maior nos animais que nao
receberam racdo acrescida com dmega-3. Os resultados encontrados indicam que o 6leo de
peixe pode influenciar em determinados parametros hematolégicos como na concentracdo
leucocitaria. Dessa forma, embora a literatura esteja repleta de estudos inconsistentes, é
possivel que os acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 possam afetar a fun¢do da maioria das
células imunes, além das contagens hematoldgicas. Pois como elucidado nesse estudo, a
ingestdo alimentar deste tipo de &cido graxo modula uma série de eventos envolvidos nos
processos alérgicos.

Palavras-chave: acidos graxos poli-insaturados, 6mega-3, eicosanoides, inflamacéo alérgica,
alergia alimentar.



ABSTRACT

The function of polyunsaturated fatty acids in the immune system has been studied in last
years with the purpose of elucidate the dynamics of eicosanoids derived from fatty acids of
omega-3 acids eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic (DHA), in modulation of
allergic inflammatory responses. The present concerns revolve around the omega-3, since
they can act as inhibitors of the synthesis of inflammatory mediators derived from arachidonic
acid, belonging to the omega-6. In this work it was investigated the effect of dietary
supplementation with omega-3 (source of fish oil) in an experimental model of short period in
food allergy. The mice, female C57BL / 6 were sensitized or not with intraperitoneal injection
with 10mg ovalbumin plus aluminum hydroxide and saline. The test animals were fed with
the allergenic diet supplemented with 14% albumin to induce anaphylactic process then
treated with a regular diet supplemented with 10% fish oil for the group of test and control
animals for seven consecutive days. The other groups received only standard chow. Mice in
group allergic test and control animals fed diets with added omega-3 exhibited increased in
blood levels of neutrophils, monocytes and lymphocytes, in comparation with the allergic
animals and controls which received only standard chow. However, when evaluated by the
allergic animals treated or not with omega-3 were observed that the average number of
leukocytes was higher in animals that don’t received a diet with increased omega-3. The
results was found it indicate that fish oil can influence hematological parameters in the
concentration of leukocytes. In this way, although the literature is replete with inconsistent
studies, it is possible that the fatty acids polyunsaturated omega-3 might affect the function of
most immune cell, and the blood counts. For as elucidated in this study, the dietary intake of
such fatty acid modulates a series of events involved in allergic processes.

Keywords: poly-unsaturated fatty acids, omega-3, eicosanoids, allergic inflammation, food

allergy.



1. INTRODUCAO

Alergia alimentar foi definida como uma resposta imune exacerbada a proteinas
alimentares, absorvidas através da mucosa intestinal permeavel (TEIXEIRA, 2010). A
prevaléncia deste grupo de alergia é de 20 a 30% na populagdo dos paises desenvolvidos e de
2 a 8% nas criancas e menos de 2% nos adultos dos paises ocidentais, sendo, atualmente
reconhecida como uma epidemia a nivel mundial, representando assim, um grande problema
de satude (ARAUJO et al., 2008).

Os mecanismos imunoldgicos participantes dos processos alérgicos envolvem reacfes
de hipersensibilidade imediatas e de fase tardia, a primeira é mediada por anticorpo
imunoglobulina E (IgE) e mastdcitos, e € marcada por respostas vasculares e dos masculos
lisos aos mediadores imunoldgicos. Ja a segunda, de fase tardia, se caracteriza por
recrutamento de leucdcitos e inflamacéo (ABBAS et al., 2011)

Nesse sentido, é importante referir que as reacbes de hipersensibilidade imediata,
podem ser uma das causas mais comuns de anafilaxia, que apesar de rara, pode ser fatal. Essa
se caracteriza por uma reacdo sistémica mediada por anticorpos IgE, e pode ocorrer nos
primeiros minutos ou até algumas horas apés a ingestdo do alimento responsavel. Nesta
condicdo, além das manifestacdes clinicas habituais de uma reacdo mediada por anticorpos
IgE, o paciente pode apresentar anormalidades cardiocirculatorias entre as quais hipotensdo
arterial, arritmias cardiacas e chogue (LOPEZ et al., 2003).

Sendo assim, conhecer 0s mecanismos que controlam a patogénese das alergias
alimentares é importante para o estabelecimento de novas condutas terapéuticas para 0 seu
tratamento e para sua melhor conducdo. Entre as terapéuticas, alguns nutrientes aparecem
como potenciais adjuvantes terapéuticos visto que podem afetar o sistema imunolégico. Como
por exemplo, os acidos graxos dmega-3 e dmega-6, pois nos processos alérgicos ocorre a
producdo de mediadores lipidicos e os eicosanoides que possuem varios efeitos sobre os
vasos, 0 musculo liso, os bronquios e os leucdcitos (KELEY, 2001).

O principal mediador lipidico participante das reacBes alérgicas sdo eicosandides
derivados dos acidos graxos da familia 6mega 6, principalmente do acido araquidénico (AA)
encontrados nos Oleos vegetais. Esses eicosanoides, dentre outras funcgdes, aumentam a
expressdo endotelial de moléculas de adesdo e a infiltragdo de leucocitos exacerbando as
respostas inflamatorias. Em contrapartida, os acidos graxos da familia ®-3 (encontrados

principalmente nos peixes, linhaga e canola) também favorecem a produgdo desses



eicosanoides, porém em formas menos reativas favorecendo uma resposta anti-inflamatdria
(MADUREIRA, 2008). Dessa forma, a deficiéncia, o desequilibrado aporte, assim como a
qualidade das gorduras presentes na dieta, compromete a estabilidade do sistema imune
(KELEY, 2001). E por isso, é importante inserir gorduras, como &cidos graxos »-6 e -3, de
maneira equilibrada na dieta.

Contudo, estudar os possiveis efeitos dos nutrientes sobre a resposta imune em
humanos € dificil, pois, muitos fatores podem comprometer o estudo como o controle da
ingesta de alimentos quanto ao tipo, qualidade e quantidade. Além disso, o estresse, a
quantidade de exposi¢des a doses de antigenos, 0 uso de medicamentos nos periodos de crise
podem influenciar a resposta imunoldgia e interferir nos resultados do estudo. Diferentes dos
humanos esses processos podem ser melhor controlados em estudos com animais, por isso,
esta pesquisa avaliou o efeito imunomodulador do ®-3 em camundongos fémeas da linhagem

C57BL/6 com alergia alimentar induzida contra a ovalbumina.



2. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a influéncia do 6mega 3 sobre a alergia alimentar induzida contra a

ovalbumina em camundongos C57BL/6, com dieta suplementada com Gleo de peixe.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a influéncia do dmega 3 proveniente do Oleo de peixe na contagem total de
leucdcitos, em camundongos C57BL/6 sensibilizados contra a ovalbumina.

Verificar a influéncia do dmega 3 proveniente do 6leo de peixe na contagem
diferencial de leucdcitos, em camundongos C57BL/6 sensibilizados contra a ovalbumina.

Comparar estes resultados com aspectos clinicos como edema e ganho de peso.



4. JUSTIFICATIVA

A alergia alimentar é um sério problema de saude publica (NOWAK-WEGRZYN,
2007). Dados referentes ao ano de 2009, por exemplo, citam que a alergia alimentar afeta um
percentual de 3% a 4% da populacdo mundial de adultos e de até 6% das criancas e esta
prevaléncia estd aumentando (SICHERER; SAMPSON, 2009). Sendo assim, as alergias
alimentares possuem um impacto medico, financeiro e social consideravel em criangas
menores e suas familias (SEIDMAN, 2003; TRONCONE, 2004).

Diante desse quadro epidemioldgico, existem atualmente muitas substancias
disponiveis para o tratamento das alergias, como por exemplo, 0s agentes antihistaminicos,
antialérgicos e corticoides. No entanto, estes farmacos apresentam efeitos colaterais e reacfes
adversas indesejaveis como sonoléncia, dor de cabeca, disturbio do trato gastrointestinal,
fadiga e xerostomia. Por esse motivo, surgiu a necessidade de investigar a existéncia de
compostos naturais para o tratamento da alergia. E recentemente, tem-se verificado que
alguns alimentos possuem nutrientes com funcbes de defesa relacionada ao sistema imune
(CHOI et al., 2004).

Em meio a essa nova perspectiva foi descoberto que uma baixa ingestdo de 6mega 3
pode trazer importantes consequéncias sobre a salde da populacdo, por possuirem efeitos
significativos na modulacdo do sistema imunoldgico, por isso, as autoridades de salde e
alimentacdo, recomendam aumentar a ingestdo destes nutrientes, seja pelas vias
convencionais, tais como o aumento do consumo de sementes vegetais ou de produtos
marinhos (principalmente peixes), ou através do desenvolvimento e consumo de alimentos
enriquecidos com estes acidos graxos (MARTINS, 2007).

Assim, o descobrimento de produtos naturais ativos como o acido graxo 6mega-3 pode
representar um importante avancgo no tratamento da doenca, pois sdo ricos em componentes
imunomoduladores que contribuem para a satude e o bem-estar da populacdo, alem de nédo
apresentarem os efeitos colaterais descritos (TEWTRAKUL, 2006).



5. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho somente teve inicio apds a aprovacao pelo comité de ética em pesquisa
do Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB sob o numero 354/11, e foi desenvolvido sem
qualquer relacdo com os laboratdrios fornecedores dos reagentes utilizados. Seguiu conforme
fluxograma em apéndice I.

Os procedimentos foram realizados nos Laboratérios de Ciéncias da Salde
(LABOCIEN) da Faculdade de Ciéncias da Saude do UniCEUB. As analises imunoldgicas
fizeram parte do estagio de imunologia do curso de Biomedicina do UniCEUB, e o preparo
dos pallets de racdo foram supervisionados durante o estagio do curso de Biologia do
UniCEUB e foram efetuados pela aluna pesquisadora. Em todos os procedimentos com 0s
animais, materiais bioldgicos, reagentes e equipamentos foram utilizados materiais de
protecdo individual, como luvas e jalecos sempre seguindo as instrucdes da norma
regulamentadora NR-6 do Ministério do Trabalho e também as regras de seguranca
estabelecidas pelo LABOCIEN.

O estudo avaliou a producdo total e diferencial de leucdcitos pela contagem de
neutrdfilos, mondcitos, linfocitos e eosintfilos contidas no sangue dos camundongos tanto do

grupo controle como teste.

5.1. Animais

Foram utilizados 20 camundongos C57BI/6, fémeas, de 2 meses de idade, os animais
foram separados em grupo teste e controle. Foram utilizadas fémeas por serem mais
comumente utilizadas em pesquisas, particularmente pela caracteristica de convivio mais
docil e de facil manipulacédo, o que facilita a realizagdo das pesquisas em laboratorio. Quanto
a idade, a maioria dos protocolos de asma aguda s&o realizados com animais adultos.

O grupo controle foi subdividido em 3 subgrupos cada um com cinco animais: 0
subgrupo (Con) foi composto por animais ndo alérgicos que receberam racdo padrdo;
subgrupo (Ome) com camundongos que nado tiveram alergia alimentar induzida e receberam
racdo enriquecida com 6mega 3 proveniente do Gleo de peixe; e o subgrupo (Ale) com
animais alergicos que receberam racdo padrdo. O grupo teste foi composto por somente um

grupo, sendo ele denominado (Ale+Ome), este grupo foi composto por 5 camundongos com



alergia alimentar induzida e foram tratados com ragdo acrescida com dmega 3 proveniente do
6leo de peixe.

Os camundongos C57BL/6 foram fornecidos pelo biotério do UniCEUB, e durante
todo experimento foram mantidos em gaiolas com maravalha limpa, com agua e ragédo
especifica para cada grupo, sob condigdes de temperatura e luz controladas e com 0 minimo
de ruido.

Todos os animais tiveram suas caudas marcadas com caneta retroprojetora, para a
identificacdo dos mesmos, uma vez que em cada caixa foram acolhidos 5 animais. A
numeracao partiu de zero (0) animal sem marcacao a quatro (4) animal com quatro marcagdes
na cauda. Para a correta identificagdo dos animais durante todo o experimento, foi necessario
o reforco das marcacgdes duas vezes por semana, toda segunda e sexta-feira.

Existem inimeras justificativas relacionadas ao uso do modelo murino, bem como de
outros modelos, em pesquisa biomédica. A mais importante delas estd relacionada as
consideracdes éticas, que limitam a realizacdo de alguns estudos em humanos, em situacoes
gue necessitam de procedimentos mais invasivos e quando ndo existe conhecimento prévio da
eficacia e toxicidade in vivo das substancias testadas (FILKELMAN; KARP, 2008).

Outro aspecto importante que deve ser mencionado é a escolha da linhagem para
estudos com sensibilizagdo a um alérgeno. Os camundongos do tipo BALB/c, linhagem mais
utilizada em estudos de asma, produzem niveis elevados de anticorpos IgE contra ovalbumina
(OVA), além de maiores concentracbes de citocinas Th2 (IL-4 e IL-5) no lavado
broncoalveolar e de peritdnio, quando comparados, por exemplo, com animais da linhagem
C57BL/6 (KUMAR, 2008). No entanto optou-se pelo uso da linhagem C57BL/6 devido a ndo
existéncia de animais BALB/c para serem utilizados nesta pesquisa.

5.2. Inducéo da alergia e tratamento

Os 5 animais do grupo teste e um grupo de 5 camundongos controles tiveram a alergia
alimentar induzida (dia 0) por injecéo intraperitoneal com ovalbumina (OVA) 10ug acrescido
do adjuvante hidréxido de aluminio (1mg) em salina (0,2ml). Apos 14 dias (dia 14) foi feita
uma nova inducdo com a injecdo intraperitoneal com as mesmas quantidades de OVA,
Hidroxido de aluminio e salina, usados na primeira inducgdo, e foi realizada nos mesmos
grupos de animais. Enquanto isso os demais animais receberam apenas salina tanto no dia 0
como no dia 14 (SALDANHA, 2004; DOURADO, 2006; REIS, 2007; MOLLICA, 2011,
MATOS et al., 2012).



Depois de 7 dias (dia 21), os animais teste receberam uma racéo balanceada a base de
ovalbumina (OVA) a 14% para o desafio alérgico durante dois dias consecutivos (dia 21 e
22). Sendo que os animais alérgicos do grupo controle (Ale) passaram pelo mesmo
procedimento de sensibilizacdo que os animais alérgicos teste (Ale+Ome), porém, nao
receberam OV A nos dias 21 e 22. Dois dias ap6s (dia 23), foi verificado em todos os animais
alérgicos (Ale e Ale+Ome), por meio do teste alérgico cutdneo para ovalbumina, se 0s
mesmos estavam alérgicos. O teste foi positivo e a fase de tratamento foi iniciada, nesta, 0s
camundongos teste e controles dos subgrupos Ome e Ale+Ome receberam a racéo enriquecida
com OGleo de peixe durante sete dias. Depois deste periodo os animais foram submetidos a
eutanasia em cadmara de CO,,

Para o desafio alérgico foi utilizado como alérgeno a ovalbumina (OVA) que é o
antigeno mais popular na pesquisa de asma em camundongos, por se tratar de uma substancia
disponivel comercialmente, de facil manipulagdo e com a qual o camundongo de laboratério
ndo tem contato ambiental (GUALDI et al., 2010).

A OVA ¢ a principal proteina encontrada na clara do ovo (cerca de 60% do conteido
proteico), fazendo parte da superfamilia das serpinas. Sua funcdo ainda é desconhecida,
embora se acredite que ela funcione como um armazenamento protéico (HUNTINGTON;
STEIN, 2001). Sendo assim a OVA é uma proteina muito importante em pesquisa,
particularmente em imunologia (GUALDI et al., 2010).

Como adjuvante foi utilizado o hidroxido de aluminio, pois esse promove uma
ativacdo intensa da resposta Th2, quando o sistema imune € exposto a um antigeno
(BREWER et al., 1999). O uso de hidroxido de aluminio em modelos de resposta pulmonar

alérgica em murinos é constante na metodologia das publicagdes.

5.3 Dieta

O estudo iniciou com a racdo padrdo por 21 dias, dia 0 ao dia 21, periodo até o dia do
desafio alérgico, para o qual a ragdo padrdo foi substituida pela racdo enriquecida com
ovalbumina a 14% para o grupo teste alérgico (Ale+Ome). A racdo padrdo também foi
oferecida até o dia de inicio da fase de tratamento para todos os animais dos grupos controle e
teste (Con, Ome e Ale), e ainda foi fornecida até o fim do experimento para o grupo de 5

animais alérgicos (Ale), e os 5 ndo alérgicos controles (Con), que ndo receberam racao



enriquecida com ®-3 durante o experimento. Somando um total de aproximadamente 5.000g
de racdo padrdo, considerando que cada camundongo consome em média 8g de ragdo por dia.

As proporgoes da racdo padrdo (R1) foram: 85% de racdo padrdo comercial triturada,
15% de polvilho doce e 5.000ml de agua destilada. Esta foi submetida a desidratacdo em
estufa a 65°C por 24h.

A racdo dois (R2) que foi utilizada para o desafio alérgico com ovalbumina (OVA) foi
oferecida a 5 camundongos alérgicos do grupo teste (Ale+Ome), por um periodo de dois dias.
E teve as seguintes proporc¢oes: 71% de racdo base (comercial) trituradas, 14% de ovalbumina
(OVA), 15% de polvilno doce e 40ml de &gua destilada. Esta também foi submetida a
desidratacdo em estufa a 65°C por 24h.

A racdo trés (R3) enriquecida com 10% Oleo de peixe foi oferecida aos 10
camundongo do grupo controle e teste (Ome e Ale+Ome) que receberam o 6mega-e (w-3)
provenientes do dleo de peixe, por 7 dias de experimento, e seguiu a propor¢do de 75% de
racao base triturada, 10% de 6leo de peixe (1g possui 750 mg de dmega 3, sendo 500mg de
EPA e 250mg de DHA) , 15% de polvilho doce e 600ml de &gua destilada. A racdo foi
submetida a desidratacdo em estufa a temperatura de 45°C, por um periodo de
aproximadamente 48h, protegida da incidéncia de luz para evitar a oxidacdo do dmega 3. As
tabelas 1, 2 e 3 demonstram a composi¢do da ragédo utilizada como base para o preparo de
todos os tipos de racdo utilizados no experimento.

Tabela 1- Ingredientes da racdo padréo comercial (base):
Composicao basica

Milho grdo moido, farelo de trigo, farelo de soja, cloreto de sodio, carbonato de célcio,
premix vitaminico-mineral-aminoéacidos, farinha de carne, farelo de arroz cru e fosfato

bicéalcico.

Tabela 2- Composicao nutricional da racdo padrdo comercial (base) por kg de produto:
Enriquecimento por Kg de produto

Acido félico (1 mg), antioxidante (100 mg), Vitamina A (6.000 Ul), Vitamina B1 (1,6 mg),
riboflavina (3,6 mg), Vitamina E (40 mg), Vitamina D3 (1.100 UI), Acido pantaténico (10
mg), Niacina (35 mg), promotor de crescimento (51 mg) e coccidiostatico (50 mg).
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Tabela 3- Niveis de garantia da ragdo padrdo comercial (base):
Niveis de garantia

Umidade maxima 12%
Proteina bruta minima 24%
Extrato etéreo minimo 3%

Matéria fibrosa méaxima 8%
Matéria minima 10%
Fosforo minimo 0,8%
Calcio maximo 1,9%

5.3. Teste alérgico cutaneo a ovalbumina

Foi realizado pela técnica do teste de punctura (MOTTA, 2005), na qual uma gota de
solucdo de ovalbumina foi colocada na pele (epiderme) do camundongo. Para tanto pequena
parte do pelo da pata do animal foi rapada, com o auxilio de uma lamina de bisturi. Logo apds
a pele foi limpa com algodédo e alcool etilico, foi verificada a ndo existéncia de lesGes ou
dermatites, apds esse procedimento, a pele foi raspada para facilitar a penetragdo da solucéo
na mesma. A leitura foi realizada ap6s 15 minutos, tempo suficiente para ocorrer a reacao
alérgica. O teste foi considerado positivo quando a pele apresentou coloracdo vermelha

intensa e quando os animais apresentaram prurido acima do normal (Figura 4).

Figura 4- Teste cuténeo

5.4. Avaliacdo da ingestéo de alimento
O peso da racdo oferecida e a sobra foram computados todos os dias, no mesmo

horéario e foram anotados em planilha disposta no apéndice 2. Todos os dias as sobras foram

descartadas e foi oferecida uma nova quantia de 8g/dia de ragdo para cada animal, dessa
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forma, cada caixa recebia um total de 40g de racdo por dia, uma vez que em cada uma

permaneciam 5 animais.

5.5. Avaliacdo do peso corpdreo

O peso individual de cada animal foi obtido desde o inicio do experimento (dia0) até o
término (dia 30) e expresso em gramas, sempre na mesma balanca e no mesmo horario. Os

dados foram registrados em planilha presente no apéndice B.

5.6. Avaliagdo da resposta alérgica

Foi feita através da contagem diferencial e total de leucocitos, uma vez, que 0s
processos alérgicos sdo acompanhados pelo aumento dos niveis séricos de eosinofilos e
baséfilos e os processos alérgicos agudos e crénicos pela elevada quantidade de neutrdfilos,
mondcitos e linfocitos.

Para tanto foi coletada uma pequena amostra de sangue da cauda dos animais. Da
amostra foi confeccionada uma lamina de distendido sanguineo corado pelo método pandtico
e uma pequena amostra foi utilizada para a leucometria.

A confeccdo da lamina do distendido sanguineo foi realizada depositando cerca de
1cm da extremidade de uma lamina limpa, sobre uma superficie plana. Com o dedo polegar e
o indicador da ndo direita, a extremidade de outra Idmina (extensora) ligeiramente menor que
a primeira, foi segurada para desliza-la contra a superficie da primeira lamina, para assim
espalhar o sangue e formar um distendido sanguineo moderadamente fino.

Em seguida a lamina com o distendido foi corada pelo método panético. Neste
método, existem trés reagentes. O primeiro é um fixador; o segundo é um corante acido; e, o
terceiro é um corante basico. Apés a coloragéo, as laminas foram analisadas pelo método de
Schilling (zigue-zague), pelo qual foram contados 100 leucdcitos que depois de separados
conforme sua morfologia e coloracgdo resultaram em porcentagem de células.

A leucometria foi feita pela contagem diferencial, para qual, foram observados os em
microscopio Otico diferentes tipos de leucdcitos, levando em conta suas caracteristicas
morfologicas e tinturiais. Os elementos normalmente encontrados neste meétodo sé&o
neutrofilos, linfécitos, mondcitos, eosinofilos e basofilos. A cada contagem, os leucdcitos

foram distribuidos em seus grupos até um total de 100 células contadas. Esses valores foram,
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entdo, anotados para a obtencdo da foérmula leucocitaria relativa, que representa a
percentagem aproximada de cada tipo celular no sangue examinado. A variabilidade
estatistica foi, evidentemente, consideravel; uma vez que esses leucocitos aparecem em baixa
concentracao.

Para a contagem do total de leucdcitos foi coletado 5ul sangue da cauda do animal, logo
apos esse sangue foi diluido em 95ul de liquido de Turk e colocado em hematocitdmetro
(cdmara de Neubauer) para contagem total de leucdcitos. Os resultados foram expressos em
namero de células por mililitro de sangue através da formula: nimero absoluto de leucécitos =

ndmero de leucocitos / 4 x 10 x 20.

5.7. Analgesia e Eutanasia dos Animais

Durante o experimento ndo foram utilizados, anestésicos, analgésicos ou
tranquilizantes, pois estes influenciam no sistema imunoldgico do animal, o que prejudicaria
analise dos resultados do experimento.

A eutanésia foi realizada pela utilizagdo do CO,, 0 que leva a uma morte rapida,
indolor, sem, no entanto, interferir nos pardmetros hemodindmicos ou hematoldgicos do

animal.

5.8. Observacdes clinicas

Uma vez que as reagdes inflamatorias alérgicas cursdo com a liberacdo de mediadores
dos mastocitos e basofilos, dentre eles a histamina e os leucotrienos, que resultam em
vasodilatacdo, edema, producdo de muco e broncoconstriccdo. Tambem participam dessa
reacao os eosindfilo, através da liberacdo da proteina basica principal e da proteina catiénica
eosinofilica e agressdo tecidual. As citocinas e quimiocinas produzidas por essas células da
resposta imune inata perpetuam a resposta inflamatoria, recrutando mais eosinéfilos e
neutrdfilos, e mantendo ativada a resposta imune do tipo Th2 (FOSTER et al., 1996).

O que segundo a Associacdo Brasileira de Nutrologia (2011) compromete o estado
nutricional, por aumentar as necessidades de energia e reduzir a ingestdo energética por
diminuicdo do apetite (anorexia), diminuicdo da assimilacdo de energia e nutrientes (mé
absorcéo), perda de nutrientes pela mucosa intestinal inflamada, disfagia, saciedade precoce e

dor abdominal. Além disso, o Consenso Brasileiro sobre Alergia Alimentar (2008) ainda
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descrevem como sintomatologia o edema, a hiperemia, o prurido, a sensac¢éo de queimacao de
labios, lingua, palato e garganta, além de irritabilidade e disturbio do sono.

Assim, a alergia pode provocar diversos sintomas devido a liberacdo de citocinas e
quimiocinas inflamatorias. Por isso, os aninais foram avaliados diariamente para a observacao
de seu comportamento, grau de atividade, estresse, prurido, além da avaliagdo do consumo de

racao e do peso corpéreo.

7. ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos resultados foi utilizado o programa estatistico Graph Pad Prism
versdo 5.00 (Trial). As comparacdes entre 0s grupos, em cada pardmetro analisado, foi
avaliado quanto a distribuicdo gaussiana normal ou ndo dos dados utilizando o teste de
Kolmagorov-Smirnov. Os valores foram expressos em mediana, média, desvio padréo
percentis maximo e minimo. Quando mais de dois grupos foram comparados utilizamos o
teste ANOVA para parametros normais ou Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos. A
significancia estatistica adotada foi de p<0,05. Quando constatada diferenca significante pela
ANOVA ou teste Kruskal-Wallis, empregou-se, respectivamente, os testes de comparagédo
Newman-Keuls e Dunn’s para a localizacdo das diferencas. Para as correlacdes foi utilizado o

teste de Pearson para dados ndo paramétricos.

8. RESULTADOS

8.1. Observacdes clinicas

Para a identificacdo dos sintomas os animais foram avaliados desde o inicio do
experimento, por meio de observagdes e filmagens, estas foram posteriormente analisadas,
momento no qual, as observacdes foram anotadas em planilhas a fim de verificar se os
animais apresentavam alguns sintomas como: edema, hiperemia, prurido, irritabilidade,
ansiedade e se estavam deambulantes ou apaticos.

No inicio do experimento (Dia 0), todos os animais se apresentavam ativos
(deambulantes) e sem muitas incidéncias de prurido. No dia seguinte a primeira indugéo &
alergia (Dia 2), os grupos de animais alérgicos (Ale e Ale+Ome) se apresentaram apaticos e
ainda com pouco prurido. Apo6s a segunda inducéo a alergia (Dia 15) os animais que tiveram a

alergia induzida a ovalbumina (Ale e Ale+Ome) se apresentaram mais ativos do que quando
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avaliados no dia posterior a primeira inducdo (Dia 2), no entanto, se apresentaram mais
apaticos do que os animais (Con e Ame) que receberam apenas salina no processo de inducéo.

No Dia 21, os animais do grupo teste Ale+Ome receberam uma racdo balanceada
enriquecida com 14% de ovalbumina (OVA) substancia usada como alérgeno para a inducéo
do processo anafilatico. Dois dias apds, os animais foram submetidos ao um teste alérgico
cutaneo a OVA, durante o qual, os camundongos pertencentes aos grupos Ale+Ome e Ale
apresentaram maior grau prurido na regido da pata e na boca,devido ao contato com a solugéo
de OVA utilizada no teste alérgico, demostrando que a inducdo a alergia tinha sido efetiva,
uma vez que 0s animais apresentaram pruridos intensos nos 15 minutos de observacao apés o
teste alérgico.

Nos dias seguintes ao teste alérgico, os animais dos grupos testes Ale+Ome e controle
alérgico Ale apresentaram mais incidéncias de prurido do que os animais do grupo controle
ndo alérgicos (Con e Ome) ambos os grupos se apresentaram ativos e deambulantes. No dia
21 também foi dado inicio do tratamento como 6mega-3 (racdo enriquecida com 10% de dleo
de peixe), e no dia 23 foi observado que os animais do grupo Ale+Ome e Ome estavam
bastante apaticos e ndo apresentavam nenhuma reacdo ao ambiente, pois mesmo quando
manipulados os animais se mantinham letérgicos.

O mesmo comportamento de letargia se manteve até o final do experimento (dia 30),
neste dia foi observado que os animais do grupo Ale+Ome haviam matado um dos
camundongos de seu grupo e o comido. Neste mesmo dia foi observado que um dos
camundongos deste grupo se apresentava bastante agitado e agressivo, por isso 0 mesmo teve

que ser separado do restante do grupo até 0 momento da eutanasia.

8.2. Resultado do peso corporeo

Foi realizada a avaliacdo do peso corpdreo uma vez por semana tanto para 0S grupos
(Ale e Ale+Ome) que foram sensibilizados com uma injecao intraperitoneal com a solugéo de
ovalbumina (OVA) 10ug + o adjuvante hidroxido de aluminio (1mg) + salina (0,2ml) no dia 0
e no dia 14, como para os grupos controles (Con e Ome) que receberam apenas salina nestes
dias. Sete dias ap0s a sensibilizagdo secundaria (dia 21), a racdo do grupo sensibilizado
Ale+Ome foi substituida por uma racdo enriquecida com 14% de ovalbumina (OVA),
enquanto os demais grupos (Con, Ome e Ale) permaneceram ingerindo racdo padréo. Dois

dias apos (dia 23) a troca da ragao do grupo Ale+Ome, foi feita a confirmacgéo da alergia pelo
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teste cutdaneo a OVA nos grupos (Ale e Ale+Ome) e iniciado o tratamento com a ragédo
enriquecida com dleo de peixe (10%) para os grupos Ale+Ome e Ome, enquanto 0s demais
grupos (Con e Ale) permaneceram recebendo racdo padrdo até o fim do experimento. Os
animais foram pesados uma vez por semana ao longo de todo o experimento, no mesmo
horario e na mesma balanca.

A avaliacdo da variacdo de peso dos animais demonstrou que a diferencga de peso entre
0S animais no inicio do experimento (dia 0) ndo era estatisticamente significativa
(P=0,171,KW, Figura 5), sendo assim a meédia dos pesos dos animais era semelhante,
aproximadamente (21,5g). O mesmo teste mostrou que durante as quatro semanas seguintes o
peso dos animais ndo apresentou variagdes significativas, sendo no Dia 7 (P= 0,929, KW,
Figurab), no Dia 14 (P= 0,885, KW, Figura5), no Dia 21 (P=0,969, KW, Figura5) e no Dia 23
(P= 0,914, KW, Figura5). Ja na ultima semana de experimento, na qual os animais foram
pesados duas vezes, nos dias 28 e 30, a variacdo de peso foi estatisticamente significativa
apresentando nestes dias respectivamente (P=0,005, KW, Figura5) e (P= 0,004, KW,
Figurab).

A variacdo encontrada nos dias 28 e 30 foram comparadas, e foi detectado que a
diferenca estatistica ocorreu entre os grupos controle com racdo enriquecida com 6émega 3
(Ome ) e o grupos controle alérgico com racdo padrao (Ale), sendo que o Ome teve a mediana
de peso menor do que a mediana do grupo Ale nos dois dias.

Em relacdo a variacdo ponderal de cada grupo, os animais controles (Con) que
receberam apenas racdo padrdo ndo apresentaram variagdo de peso estatisticamente
significativa (P=0,674, ANOVA, Figura5) durante todo o experimento, mesmo apresentando
uma diferenca de 4,2% na mediana de peso do inicio do experimento (dia 0), no qual a
mediana de peso do grupo foi de 22,60g, até o fim quando o grupo apresentou mediana de
peso de 21,65g.

Ja o grupo controle (Ome) que recebeu racdo enriquecida com 6mega 3 apresentou
variacdo de peso significativa (P=0,038, ANOVA, Figura5), tendo uma diferenca na mediana
de peso de 23,9% do inicio do experimento (Dia 0), quando a mediana de peso do grupo era
21,7g, até o fim (Dia 30) dia no qual a mediana de peso do grupo era de 16,5g.

O grupo controle (Ale) que também teve a alergia alimentar induzida a OVA e recebeu
racdo padrdo durante todo o experimento, e ndo apresentou perda de peso significante (P=
0,937, ANOVA, Figurab). E o grupo teste (Ale+Ome) alérgico com racdo enriquecida com
Omega 3 apresentou perda de peso bastante significativa (P<0,0001, ANOVA, Figurab)
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durante o experimento apresentando uma perda de peso de 20,0% do inicio (Dia 0), quando a
mediana de peso do grupo era 20,70g, até o dia de termino do experimento (Dia 30), quando a
mediana de peso passou a ser 16,759. A Tabela 4 com os valores de média, desvio padrdo
com erro, mediana e percentis maximo e minimo da variagdo do peso dos animais encontra-se

em apéndice C.
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Figura 5- Variacdo do peso corpéreo em gramas durante as quatro semanas de experimentacdo. Em
camundongos C57BL/6 pertencentes aos grupos controles com ragdo padrdo (Con), controle alérgico com racéo
padrdo (Ale), controle ndo alérgico com racdo acrescida com dmega 3 (Ome) e grupo teste alérgico (Ale + Ome)
com racdo enriquecida com émega 3. Os animais dos grupos Ale e Ale+Ome foram sensibilizados (OVA+) com
10ug OVA + 1mg AI(OH)*+ 0,2ml salina no dia 0 e no dia 14. Os grupos controles Con e Ome (OVA-)
receberam apenas salina nos dias 0 e 14. Sete dias ap06s a sensibilizacdo secundéria, a racdo do grupo teste
Ale+Ome foi substituida por racdo enriquecida com 14% de OVA, enquanto o grupo controle permaneceu
recebendo ragdo padrdo, dois dias ap6s foi realizado teste alérgico e dado inicio ao tratamento com 6mega 3, este
se estendeu durante sete dias consecutivos, nos quais os grupos Ale+ome e Ome receberam ragdo enriquecida
com 6leo de peixe enquanto os grupos Ale e Con receberam racdo padrdo.O peso foi avaliado semanalmente no
Dia 0 que corresponde a pesagem 1, Dia 7 correspondentes a pesagem 2, Dia 15 a pesagem 3, Dia 21 a pesagem
4, Dia 23 a 5, Dia 28 a 6 e Dia 30 a pesagem 7. A analise foi realizada pelo teste Kruskal-Wallis nos modelos
Ome e Ale e pelo teste de ANOVA nos animais Con e Ale + Ome. O valor de P foi definido pra cada grupo
separadamente sendo: Con (p= 0,67, ANOVA), Ale (p= 0,78, KW), Ome (p= 0,03, KW) e Ale+Ome (p>0,0001,
ANOVA). Segundo o método comparativo de aplicado ao teste Kruskal-Wallis, a variacdo de peso foi maior nos
grupos Ome e Ale+Ome, nos dia 28 correspondente a 62 pesagem (p=0,005) e dia 30 (72 pesagem) (p=0,004).

8.3. Resultado do consumo de ragao

O consumo de racdo por grupo foi avaliado diariamente a fim de verificar a
aceitabilidade da racdo pelos animais. A analise estatistica apontou que houve diferenca
estatisticamente significativa entre o consumo de racdo durante as quatro semanas de
experimento (p<0,0001, ANOVA, Figura 6) As medianas de consumo por grupo foram Con

(Mediana= 13,4g, p=0,0186, KS), Ome (Mediana= 13,2g, p=0,0005, KS), Ale (Mediana=
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12,89, p=0,009, KS) e Ale+Ome (Mediana= 11,1g, p=0,09, KS) o0 que mostra que apenas 0
grupo Ale+Ome ndo apresentou variacdo de consumo estatisticamente significativa, apesar
ser a mediana de consumo deste grupo (Ale+Ome), composto por animais alérgicos que
receberam no dia 21 racdo com 14% de ovalbumina para o desafio alérgico e a partir do dia
23 foram tratado com 6mega 3 proveniente do éleo de peixe acrescido na proporcdo de 10% &
racdo padrdo, menor do que a mediana de consumo dos demais grupos (Con, Ome e Ale). O
que indica que o grupo Ale+Ome manteve um menor consumo de racdo, em relacdo aos
demais animais, durante todo periodo de experimento, mas vale destacar que ambos 0s grupos
alérgicos Ale e Ome+Ale apresentaram menor mediana de consumo de racdo durante todo
experimento, apesar dos animais que receberam racdo acrescida e Gleo de peixe terem
apresentado uma queda de consumo importante na ultima semana de estudo. A Tabela 5
(apéndice D) mostra os valores da media em gramas, desvio padrdo com erro, mediana e
percentis maximo e minimo do consumo dos diferentes tipos de racdo oferecidas ao longo do

estudo aos animais.

Con

Orre
Ale
Ale+0me

Consumo (g)

Figura 6- Consumo de ragdo em gramas durante os 30 dias de experimento. Os camundongos C57BL/6
controles com ragdo padrdo (Con) (Média=12,7g +0,4), controle alérgico com ragdo padrdo (Ale) (Média=12,15¢g
10,3), controle ndo alérgico com ragdo acrescida com 6mega 3 (Ome) (Média=11,67g +0,7) e grupo teste
alérgico (Ale + Ome) (Média=10,68g +0,9) com ragdo enriquecida com dmega 3. Os animais dos grupos Ale e
Ale+Ome foram sensibilizados (OVA+) com 10ug OVA + Img Al(OH)?* +0,2ml salina no dia 0 e no dia 14. Os
grupos controles Con e Ome (OVA-) receberam apenas salina nos dias 0 e 14. Sete dias ap0s a sensibilizacao
secundaria, a ragdo do grupo teste Ale+Ome foi substituida por racéo enriquecida com 14% de OVA, enquanto o
grupo controle permaneceu recebendo racdo padrdo, dois dias ap6s foi realizado teste alérgico e dados inicio ao
tratamento com 6mega 3, este se estendeu durante sete dias consecutivos, nos quais os grupos Ale+ome e Ome
receberam racdo enriquecida com 6leo de peixe enquanto os grupos Ale e Con receberam ragdo padrdo. A
analise foi realizada pelo teste ANOVA para todos os grupos (p<0,0001) e pelo teste de normalidade
Klamogona-Snirnov (KS) para cada grupo separadamente, pode-se observar variacdo estatisticamente
significativas entre os grupos Con (p=0,01, KS), Ome (p=0,0005, KS) e Ale (p=0,009, KS) apenas o grupo
Ale+Ome ndo apresentou resultado estatistico (p=0,09, KS) apesar de ter apresentado a menor mediana de
consumo durante todo o experimento.
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8.4. Correlagéo entre consumo e peso

Foi avaliado se houve correlacdo entre o consumo de racdo e a variacdo de peso
durante o experimento, e pode-se verificar que apenas o0 peso do grupo Ome apresentou
distdncia da curva gaussiana estatisticamente significativa (p=0,03, KS, Figura B), ja a
avaliacdo do seu consumo em relacdo ao peso ndo teve resultado estatistico (p=0,054, KS,
Figura7B), os demais grupos nao apresentaram distancia significativa, sendo assim a
correlacdo do peso com o consumo de racdo ndo apresentou valores de relevancia estatistica
tendo o grupo Con (p=0,326, Figura7A), Ome (P=0,054, Figura7B), Ale (p=0,994, Figura7C)
e Ale+Ome (p=0,069, Figura7D), apesar do grupo Ale+Ome ter apresentado menor média de
peso (Media=19,9), os valores das medianas e percentis maximo e minimo encontram-se na
tabela 6 em apéndice D.
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Figura 7- Correlacao entre o peso corpdreo dos animais e 0 consumo de ragdo em gramas ao longo do
experimento. Camundongos C57BL/6 controles ndo alérgico (OVA-) com ragdo padrdo (Con), controle alérgico
(OVA+) com ragdo padrao (Ale), controle nao alérgico (OVA-) com racdo acrescida com 6mega 3 (Ome) e
grupo teste (Ale + Ome) alérgico (OVA+) com racdo enriquecida com émega 3. O peso foi avaliado uma vez por
semana sendo, no Dia 0 que corresponde a pesagem 1, Dia 7 correspondentes a pesagem 2, Dia 15 a pesagem 3,
Dia 21 a pesagem 4, sendo que na ultima semana de experimento os animais foram pesados 3 vezes, Dia 23
pesagem 5, Dia 28 pesagem 6 e dia 30 a pesagem 7, os pesos forma aferidos no mesmo horario e na mesma
balanca. E o consumo foi observado diariamente ao longo dos 30 dias de experimento. Sendo marcados nas
figuras os dias congruentes, cruzando os valores de consumo referentes aos sete dias de pesagem dos animais
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com o consumo de racgdo referente ha esses dias. A analise foi realizada pelo teste Pearson, o valor de p foi
definido pra cada grupo separadamente sendo: A figura 7A apresenta que ndo ouve correlagéo entre o consumo
de racdo e a variacdo do peso no grupo Con (p= 0,36, KS), A figura7B exp&e que também ndo ouve correlacéo
entre 0 perda de peso observada nos animais do grupo Ome e o seu consumo de racéo (p= 0,056, KS). A Figura
7C exprime que também ndo ouve correlagdo entre o peso dos animais do grupo Ale com o consumo de racdo ao
longo do estudo (p= 0,99, KS) e a figura7D assim como as demais demonstra a ndo existéncia de correlacéo
entre a perda de peso observada no grupo Ale+Ome e 0 seu consumo de racdo ao longo das quatro semanas de
experimentacdo (p=0,06, KS).

8.4. Resultados do leucograma

8.4.1. Leucocitos totais

Para avaliar a influencia do émega 3 na alergia alimentar induzida a ovalbumina em
camundongos, foram analisados os valores médios de leucdcitos totais por animais dos grupos
controle com ragdo padrdo (Con), controle com racdo enriquecida com 0mega 3 (Ome),
controle (Ale) com animais alérgicos com racdo padrdo e grupo teste (Ale+Ome) com
camundongos alérgicos que receberam o tratamento com ragdo enriquecida com 6mega 3.

Os valores de leucocitos totais foram avaliados, para os quais o valor foi considerado
estatisticamente significativo quando p<0,05. Ainda utilizou-se a estatistica de coluna, pela
qual foi possivel observar a média, mediana, o percentil maximo e o minimo da contagem
total de leucdcitos, que abrange o total de células imunoldgicas observadas por microscopia
Optica em hematocitdbmetro (camara de Neubauer).

Para o grupo controle (Con) foi observado que a contagem total de leucdcitos ndo
apresentou diferenca estatisticamente significativa (p= 0,06, KW, Figura 8) durante todo o
experimento, o mesmo foi observado nos grupos Ome (p=0,85, KW, Figura 8), Ale
(p=0,18,KW, Figura 8) e Ale+Ome (p=0,96, KW, Figura 8), sendo assim nao houve diferenca
estatisticas no numero total de leucdcitos durante todo o experimento.

Apesar dos valores de leucdcitos totais ndo apresentarem relevancia estatistica ao
longo do estudo a Figura 4A revela que no inicio do experimento as medianas entre 0s grupos
era semelhante, e foi se diferenciando ao longo do estudo, uma vez que 14 dias pds a primeira
inducéo a alergia (Figura 4B) a mediana nos grupos alérgicos (Ale e Ale+Ome) foi maior do
que a observada nos animais controle ndo alérgicos (Con e Ome), ja4 no dia apds o desafio
alérgico para o grupo teste (Ale+Ome) os grupos controle Con, Ale e o grupo teste Ale+Ome
tiveram medianas semelhantes enquanto o grupo controle Ome apresentou mediana inferior a
estes. No ultimo dia de experimento apds o tratamento com 6mega-3 0s animais tratados com

este acido graxo apresentaram medianas inferiores aos animais controle que receberam
20



somente racdo padréo, a Tabela 7 mostra os valores das medianas de cada grupo ao longo do

experimento, esta se encontra no apéndice E.
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Figura 4- Leucdcitos totais por mm?3 de sangue nos quatro dias de coleta de sangue. Modelos de animais
C57BL/6 controles com racdo padrdo (Con), controle alérgico com racdo padrdo (Ale), controle ndo alérgico
com racéo acrescida com 6mega 3 (Ome) e grupo teste alérgico (Ale + Ome) com ragdo enriquecida com 6mega
3. Os animais Ale e Ale+Ome foram sensibilizados (OVA+) com 10ug OVA + 1mg Al(OH)® +0,2ml salina no
dia 0 e no dia 14. Os grupos controles Con e Ome (OVA-) receberam apenas salina nestes dias. Sete dias apds a
sensibilizacdo secundéria, a racdo do grupo teste Ale+Ome foi substituida por racdo enriquecida com 14% de
OVA, enquanto o grupo controle permaneceu recebendo ragdo padrdo, dois dias apos foi realizado teste alérgico
e dado inicio ao tratamento com émega 3, este se estendeu durante sete dias consecutivos, nos quais 0s grupos
Ale+ome e Ome receberam racgéo enriquecida com 6leo de peixe enquanto os grupos Ale e Con receberam racéo
padrdo. A figura A representa o primeiro dia de coleta, antes da inducéo da alergia e do tratamento, a figura B o
segundo dia de coleta que ocorreu antes da segunda indugdo a alergia, a Figura C representa o terceiro dia de
coleta que ocorreu apo6s o desafio alérgico aos animais teste (Ale+Ome) e a Figura D apresenta os valores
coletados no quarto dia de coleta que corresponde ao ultimo dia de experimento ap6s o tratamento com émega-3.
A analise foi realizada pelo teste Kruskal-Wallis para todos os grupos, o valor de p foi definido para cada grupo
separadamente sendo: Con (p=0,06, KW), Ale (p=0,18, KW), Ome (p=0,85, KW) e Ale+Ome (p=0,18, KW),
mostrando que ndo ouve diferenca estatisticamente significativa ao longo do experimento.

Ao avaliar individualmente cada dia de coleta de sangue foi possivel averiguar que na
coleta 1 no dia 0, no qual foi dado inicio ao experimento com o primeiro procedimento de
inducdo a alergia, momento no qual os animais dos grupos Ale e Ale+Ome receberam a
primeira injecdo intraperitoneal com solugdo de ovalbumina (OVA) 10ug + o adjuvante
hidroxido de aluminio (1mg) + salina (0,2ml), enquanto os animais Con e Ome receberam
apenas injecdo com salina, ndo foi verificado diferenca estatistica (p=0,26, KW, Figura 5A)
entre 0 numero de leucdcitos totais nos quatro grupos de estudo.

Na coleta 2 efetuada no dia 14, no qual foi realizado o segundo procedimento de

indugdo com a mesma metodologia que o primeiro, também ndo foi encontrada diferenca
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estatistica entre os grupos (p=0,67, KW, Figura 5B). O mesmo foi observado na analise da 3?
coleta (p=0,72, KW, Figura 5C), que ocorreu no dia 23, dia apds o desafio alérgico com racao
acrescida do alérgeno OVA aos animais do grupo Ale+Ome, nesse dia tambem foi dado inicio
ao tratamento com o émega 3. E na coleta 4 no ultimo dia de experimento, ap0s o tratamento
com o 6mega 3 para os animais Ale+Ome e Ome, também ndo foi encontrado resultado
estatistico (p=0,75, KW figura 5D) para a contagem total de leucdcitos, no entanto mesmo
ndo apresentando resultado estatistico a Figura 5 permite observar que existiu uma tendéncia
de aumento do numero de células ao longo do estudo, principalmente nos animais que nédo
receberam racdo acrescida com 6mega-3, uma vez que esses apresentaram maior variagdo da
mediana em relagdo aos animais suplementados com 6mega-3, 0 que indica que 0s animais
suplementados com dmega-3 tiveram menores oscilacdes no numero de células ao longo do

experimento.
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Figura 5- Leucdcitos totais por mm? de sangue em modelos de animais C57BL/6 controles com racéo padrdo
(Con), Controle alérgico com racgdo padrao (Ale), controle ndo alérgico com ragdo acrescida com 6mega 3 (Ome)
e grupo teste alérgico (Ale + Ome) com ragdo enriquecida com dmega 3. Nos quatro dias de coleta de sangue
referentes aos dias O dia de inicio do experimento representados nas figuras como coleta 1, a coleta 2 foi
realizada no dia 14 , na qual os animais Ale e Ale+Ome passaram pelo segundo procedimento de indugdo da
alergia alimentar, Coleta 3 no dia 23, dia que os animais do grupo Ale+ome passaram pelo desafio alérgico com
racdo adicionada de 14% de OVA, dia esse que também teve inicio do tratamento da alergia com ragdo
enriquecida com 10% de 6leo de peixe como fonte de 6mega-3, e coleta 4 realizada no ultimo dia de
experimento apds o tratamento com 6mega-3 durante sete dias. Para todos os dias de coleta a analise foi
realizada pelo teste Kruskal-Wallis. O valor de p foi definido pra cada dia de coleta separadamente e representa a
variacdo entre todos os grupos: coleta 1 (p= 0,26, KW), coleta 2 (p= 0,67, KW), coleta 3 (p= 0,75, KW) e coleta
4 (p=0,35, KW).
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No entanto, a mediana de leucdcitos encontrados no sangue periféricos dos animais
aumentou ao longo do experimento mesmo ndo apresentando diferenca estatistica. No inicio
do experimento (Dia 0) o grupo controle (Con) apresentou uma mediana de 5.600 leucocitos
por mm3 de sangue, sendo que ao final (Dia 30) apresentou 18.125 células por mm3 de
sangue. O grupo Ome nao alérgico que recebeu racdo acrescida de dmega-3 apresentou um
total de 6.450 leucocitos por mm3 de sangue no Dia 0 e de 7.100 células por mm3 de sangue
no Dia 30. O grupo Ale que teve alergia alimentar a OVA induzida, apresentou no inicio do
experimento (Dia 0) um total de 7.800 leucocitos por mm3 de sangue e ao final (Dia 30)
11.650 leucdcitos por mm?3 de sangue periféricos e no grupo Ale+Ome que também teve
alergia induzida e foi tratado com o 6mega 3 durante sete dias foram encontrados 7.050
leucdcitos por mm? de sangue no inicio do experimento (Dia 0) e ao final do experimento
8.375 células por mm3 de sangue. O que mostra que em todos 0s grupos o ndmero de
leucdcitos no sangue periférico dos animais aumentou ao longo do estudo, mesmo néo
apresentando valores estatisticamente significativos, a Tabela 7 mostra os valores das medias,
medianas, desvio padrdo com erro e percentis maximo e minimo do ndmero total de

leucdcitos ao longo do experimento, esta se encontra em apéndice E.

8.4.2 Neutrofilos

A analise estatistica mostrou que no grupo Con ndo existiu diferenca estatistica
(p=0,059, KW, Figural0) durante todo o experimento, 0 mesmo foi observado no grupo Ale
(p=0,186, KW, Figural0). J& os grupos Ome e Ale+Ome que receberam racdo enriquecida
com 6mega 3, apresentaram diferenca estatisticamente significativa no nimero relativo de
neutréfilos ao longo do experimento, sendo o0 Ome (p=0,004, ANOVA, Figural0) e o
Ale+Ome (p=0,013, KW, Figural0).

De maneira geral, entre todos os grupos de estudo, os dias de analise sanguinea que
apresentaram diferenga estatica, foram no dia ap6s os animais do grupo (Ale+Ome)
receberem racdo adicionada de 14% de ovalbumina para o desafio alérgico (dia 23), no qual
ocorreu diferenga estatistica no nimero de neutrofilos (p=0,019, ANOVA, Figural0). E no o
ultimo dia de experimento (dia 30), ap0s o tratamento com racéo enriquecida com 10% de
0leo de peixe nos animais Ome e Ale+Ome, 0 nimero de neutrdfilos também apresentou
diferencas estatisticamente significantes (p=0,022, KW, Figura 6) entre todos os grupos de

estudo.
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Ao se comparar os valores encontrados do dia 23, pode-se observar que as diferencas
se deram entre os animais Con3, Ome3 e Ale3 e o animal Ale+tOme3 (p<0,05). O teste
estatistico apontou que os animais Con, Ome e Ale apresentaram uma diferenca mediana de
menos 39,4%, 36,8% e 13,1% respectivamente em relacdo ao animal Ale+Ome, mostrando
que grupo possuia uma contagem estatisticamente superior de neutréfilos que os demais
animais neste dia (p<0,05). (Figura 10).

Ja no dia 30, dia de termino do experimento, 0s animais apresentaram uma contagem
de neutrofilos significativa (p=0,022, KW, Figura 6), no entanto, o teste comparativo,
utilizado para verificar as diferencas entre os individuos pertencentes ao mesmo grupo de
andlise, ndo detectou diferenca significativa (p>0,05) entre 0 nimero de neutr6filos no sangue
periférico dos animais, demonstrando que os camundongos pertencentes a todos 0S grupos
apresentaram contagens semelhantes de neutréfilos neste dia de coleta sanguinea.

A tabela 8 mostra os valores médios, desvio padrdo com erro, mediana e percentis
maximo e minimo de neutréfilos encontrados no sangue periférico dos animais e encontra-se

em apéndice F.
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Figura 6- Avaliacdo do numero relativo (%) de neutréfilos por mm? de sangue ao longo do experimento.
Em camundongos C57BL/6 controles com racdo padrdo (Con), controle ndo alérgico com ragéo acrescida com
O0mega 3 (Ome),controle alérgico com racdo padrdo (Ale) e grupo teste alérgico (Ale + Ome) com racao
enriquecida com dmega 3. A figura representa a variacdo da contagem de neutréfilos nos quatro dias de coleta
sanguinea (coletas 1, 2, 3 e 4). Coleta 1 realizada no dia O de inicio do experimento, a coleta 2 foi obtida no dia
14, no qual os animais Ale e Ale+Ome passaram pelo segundo procedimento de inducdo da alergia alimentar,
Coleta 3 no dia 23 quando os animais do grupo Ale+ome passarem pelo desafio alérgico com ragdo adicionada
de 14% de OVA, dia esse, que também teve inicio com o tratamento da alergia com racédo enriquecida com 10%
de 6leo de peixe como fonte de 6mega-3, e coleta 4 realizada no ultimo dia de experimento apés o tratamento
com 6mega-3 durante sete dias. A analise foi realizada pelo teste Kruskal-Wallis nos modelos Com, Ale e
Ale+Ome, e pelo teste de ANOVA no modelo Ome. O valor de p foi definido pra cada grupo separadamente
sendo: Con (p= 0,059, KW), Ome (p= 0,004, ANOVA), Ale (p= 0,18, KW) e Ale+Ome (p=0,01, KW). Foi
aplicado teste de normalidade que apontou que nos dia 23 ouve diferenca estatistica entre 0s quatro grupos
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estatisticos (p=0,019, ANOVA) e no dia 30 (p=0,02, KW). Segundo o método comparativo Newman-Keuls
aplicado ao teste de ANOVA, a variagdo no nimero de neutrofilos por mms3 de sangue foi maior no animal
Alerg+Ome3 quando comparado com os animais Con3, Ome3 e Ale3. Para analise comparativa do dia 30, foi
utilizado o teste Dunn’s aplicado ao teste Kruskal-Wallis, permitindo observar que ndo ouve diferenga estatistica
entre 0s grupos neste dia (p>0,05), indicando que todos os animais apresentavam niveis semelantes de
neutrdfilos ao final do experimento.

8.4.3. Mondcitos

Por meio da andlise estatistica pdde-se observar que o animal Con4 apresentou
diferenca na contagem de mondcitos significativa durante o estudo (p=0,022, KS, Figura 11)
enguanto os demais animais nao apresentaram diferencas significantes (p>0,05) ao longo da
pesquisa (Tabela 9).

Também foram aplicados os testes de normalidade Kruskal-Wallis e ANOVA, e
apenas apresentaram diferencas significativas os grupos Ale (p= 0,005, ANOVA, Figura 11) e
Ale+Ome (p= 0,034, KW, Figura 11), os quais foram submetidos aos procedimentos de
inducdo da alergia alimentar a ovalbumina nos dia 0 e 14 do estudo, enquanto os grupos Con
(p=0,22, KM, Figura 611 e Ome (p=0,10, ANOVA, Figura 11) ndo apresentaram diferenca
significativa no nimero de mondcitos ao longo do experimento.

Ao se analisar a contagem de mondcitos nos quatro dias de coleta de sangue (Dias
0,14, 23 e 30). Apenas no dia 0 houve diferenca estatistica (p=0,016, KW, Figura 7). O teste
de comparacdo Dunn’s foi aplicado para verificar quais animais proporcionaram esta
diferenca estatistica, e foi revelado que a diferenca se deu entre os animais Conl e Alel, o
animal controle 1 apresentava 10,8% menos mondcitos em seu sangue periférico do que o
animal Alel, mostrando que este camundongo possuia maior nimero de monocitos em seu
sangue periférico no dia de inicio do experimento. A Tabela 9 mostra os valores médios,
desvio padrdo com erro, mediana e percentis maximo e minimo dos mondcitos séricos dos

animais controles e testes e encontra-se em apéndice F.
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Figura 7- Avaliacdo do numero de mondcitos por mm?3 de sangue. Em modelos de animais C57BL/6
controles com racdo padrdo (Con), controle ndo alérgico com racdo acrescida com dmega 3 (Ome),controle
alérgico com racdo padrdo (Ale) e grupo teste alérgico (Ale + Ome) com ragdo enriquecida com 6mega 3.
Afigura representa a variacdo da contagem de neutrofilos nos quatro dias de coleta sanguinea (coletas 1, 2, 3 e
4). Coleta 1 realizada no dia 0 de inicio do experimento, a coleta 2 foi obtida no dia 14, no qual os animais Ale e
Ale+Ome passaram pelo segundo procedimento de indugéo da alergia alimentar, Coleta 3 no dia 23 dia que os
animais do grupo Ale+ome passaram pelo desafio alérgico com racéo adicionada de 14% de OVA dia esse que
também teve inicio do tratamento da alergia com ragdo enriquecida com 10% de 6leo de peixe como fonte de
Omega-3, e coleta 4 realizada no ultimo dia de experimento apds o tratamento com 6mega-3 durante sete dias. A
analise foi realizada pelo teste Kruskal-Wallis nos modelos Con e Ale+Ome, e pelo teste de ANOVA nos
modelos Ome e Ale. O valor de p foi definido pra cada grupo separadamente sendo: Con (p= 0,22, KW), Ome
(p= 0,10, ANOVA), Ale (p= 0,006, NOVA) e Ale+Ome (p=0,034, KW), sendo assim apenas 0s grupos alérgicos
apresentaram diferencas estatisticas ao longo do estudo. Para verificar em quais momentos essa diferenca
estatistica se deu foi aplicado o teste de normalidade Kruskal-Wallis que apontou que apenas no dia 0 ouve
diferenca estatistica entre os quatro grupos (p=0,017, KW). Segundo o0 método comparativo Dunn’s aplicado ao
teste Kruskal-Wallis, foi possivel observar que a diferenca se deu entre o animal Conl e Alel com uma diferenca
de 10,8% entre 0s mesmos.

8.4.4 Linfocitos

A andlise dos linfécitos periféricos apontaram diferencas significativas entre os
animais do grupo Ale+Ome (p=0,025, KW, Figura 12) e do Ome (p=0,0006, ANOVA,
Figural2), enquanto os demais grupos ndo apresentaram diferencas estatisticas Con (p=0,150,
KW, Figural2), Ale (p=0,141, ANOVA, Figural?).

Nos diferentes dias de coleta sanguinea (Dia 0, 14, 23 e 30), apenas apresentaram
diferenca estatistica os dias 23 (p=0,018, ANOVA, Figura 8) e 30 (p=0,034, KW, Figura8),
sendo que no Dia 23 a diferenga foi observada entre o animal Ale+Ome3 e os camundongos
Con3, Ome3 e Ale3, os quais apresentaram maior contagem de linfocitos do que Ale+ome3,
tendo este uma diferengca média de menos 26,4%, 25,5% e 22,8%, indicando que o

camundongo Ale+Ome3 apresentou menor namero de linfécitos apds o desafio alérgico com
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OVA. No Dia 30 a diferenca no nudmero de linfocitos entre os animais também foi
significativa (p=0,034, KW, Figura8) ndo apresentando diferenca estatistica entre os animais,
pois todos apresentaram p>0,05 neste dia, indicando que todos os camundongos estudados
apresentaram contagens de linfocitos semelhantes, o que sugere que a média do numero de
linfocitos no sangue periférico dos animais foi diminuindo ao longo do estudo, como mostra a
Tabela 10 em apéndice G, mesmo o0 a Figura 8 mostrando que os animais do grupo alérgico
ndo tratado com dmega-3 tiveram uma tendéncia de aumento no numero de linfocitos maior

que os demais grupos.
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Figura 8- Avaliagdo do niimero de linfécitos por mm? de sangue. Em modelos de animais C57BL/6 controles
com racao padrdo (Con), controle ndo alérgico com ragdo acrescida com 6mega 3 (Ome), controle alérgico com
racao padrao (Ale) e grupo teste alérgico (Ale + Ome) com racgdo enriquecida com dmega 3. Afigura representa a
variacdo da contagem de neutréfilos nos quatro dias de coleta sanguinea (coletas 1, 2, 3 e 4). Coleta 1 realizada
no dia O de inicio do experimento, a coleta 2 foi obtida no dia 14 , qual os animais Ale e Ale+Ome passaram
pelo segundo procedimento de inducdo da alergia alimentar, Coleta 3 no dia 23 dia que os animais do grupo
Ale+ome passaram pelo desafio alérgico com ragdo adicionada de 14% de OVA, dia esse que também teve
inicio com o tratamento da alergia com ragdo enriquecida com 10% de 6leo de peixe como fonte de édmega-3, e
coleta 4 realizada no ultimo dia de experimento ap6s o tratamento com 6mega-3 durante sete dias. A analise foi
realizada pelo teste Kruskal-Wallis nos modelos Con e Ale+Ome, e pelo teste de ANOVA no modelo Ome e
Ale. O valor de p foi definido pra cada grupo separadamente sendo: Con (p= 0,15, KW), Ome (p= 0,006,
ANOVA), Ale (p= 0,14, NOVA) e Ale+Ome (p=0,025, KW), indicando que apenas 0s animais alérgicos
apresentaram valores significativos de linfocitos por mm?3 de sangue. Para verificar em quais momentos essa
diferenca estatistica se deu foi aplicado o teste de normalidade que apontou que apenas nos dias 23 (p=0,018,
ANOVA) e 30 (p=0,037, KW) ouve diferenca estatistica entre os quatro grupos. Segundo o método comparativo
Newman-Kellus aplicado ao teste ANOVA mostrou que no dia 23 esta diferenca se deu entre o animal
Ale+Ome3 e os camundongos Con3, Ome3 e Ale3, 0s quais apresentaram menor contagem de leucdcitos do que
Ale+ome3 (p<0,05). E o teste Dunn’s aplicado ao teste Kruskal-Wallis, permitiu observar que a diferenca
encontrada no dia 30 ndo foi estatisticamente significativa entre os quatro grupos estudados, pois todos
apresentaram p>0,05 neste dia, indicando que todos os camundongos estudados apresentaram contagens de
linfocitos semelhantes ao final do estudo.
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9. DISCUSSAO

A alergia € uma reacao de hipersensibilidade iniciada por mecanismos imunoldgicos
sendo mediada por anticorpos ou por células. Na grande maioria dos casos, 0s anticorpos
responsaveis pela reacdo alérgica, pertencem ao isétopo de imunoglobulina E (IgE), que é o
principal anticorpo produzido nas alergias alimentares e acomete o trato gastrointestinal com
diferentes graus de inflamacéo eosinofilica e edema (JOHANSSON. et al., 2004).

Esses anticorpos se fixam a receptores de mastdcitos e basofilos (SICHERER,
SAMPSON, 2010) e em contatos posteriores com o alérgeno levam a libertacdo de
mediadores como a histamina, prostaglandinas e leucotrienos, sendo estes 0s responsaveis
pelas manifestacdes clinicas (WANG et al., 2009), que ocorrem imediatamente apos a
ingestdo do alimento e podem manifestar-se como erupcdo cutanea aguda em redor da boca,
rubor e edema da face (HODGE et al, 2009).

As proteinas alimentares também podem ser responsaveis por mecanismos
imunoldgicos ndo mediadas por IgE (HODGE et al., 2009). E sim através de reacdes
mediadas por células que sdo mais tardias, e representam a minoria das rea¢es imunologicas
aos alimentos e ocorrem na auséncia de anticorpos IgE. Estas reagcdes devem-se normalmente
a uma inflamacgéo aguda ou crénica no trato gastrointestinal, onde eosinéfilos e linfécitos T
parecem desempenhar um importante papel (CIANFERONI et al., 2009). As manifestacfes
clinicas mais comuns sdo a proctite e a enterocolite (WANG et al., 2009), além de dermatite
de contato, dermatite herpetiforme, sindrome de Heiner e doenca celiaca.

Sendo assim, se faz necessario o tratamento destes sintomas e de acordo com o
Consenso Brasileiro sobre Alergia Alimentar (2008), o tratamento convencional dos sintomas
da alergia é baseado principalmente na abordagem farmacol6gica, por isso atualmente
existem muitas substancias disponiveis para o tratamento das alergias, como por exemplo, 0s
agentes anti-histaminicos, antialérgicos e corticdides. No entanto, estes farmacos apresentam
efeitos colaterais e reacbes adversas indesejaveis como sonoléncia, cefaléia, desconfortos
gastrointestinais, fadiga e xerostomia.

Nesse sentido faz-se importante estudar os efeitos dos acidos graxos poli-insaturados
no tratamento da alergia alimentar, e 0 Oleo de peixe pode ser uma boa opgdo para o
tratamento, uma vez, que este 6leo possui as formas ativas do 6mega-3, 0s acidos graxos
eicosapentaenodico (EPA) (C22:5) e o &cido decosaexaenodico (DHA) (C22:6) (DUARTE,
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2003, p138) que participam ativamente da producdo eicosandides com atividade menos
inflamatoria (NETTLETON, 1991).

Os acidos graxos poli-insaturados, incluindo 6mega-3 (®»-3) e 6mega-6 (w-6) sdo
precursores dos eicosanoides diversos, tais como prostaglandinas (PG), leucotrienos (LX),
tromboxanos (TX), acido hidroxiperoxi-eicosatetraendicos (HPETE) e &cidos hidroxi-
eicosatetraendicos (HETE), e cada uma dessas familias d& origem a uma serie diferente de
eicosandides que participam ativamente no sistema imunologico, pois sdo mediadores de
reacOes alérgicas (ABBAS et al., 2011).

E ja foi observado que o dmega 6 leva a condugdo de um subconjunto de resposta Th2,
a qual cursa com a liberacdo de interleucina-3 (IL-3), IL-4, IL-5 e IL-13 que promovem a
proliferacdo de eosinofilos, leucocito responsavel, dentre outras funcdes, em promover a
expansdo de células Th2 (mastdcitos, basofilos, eosindfilos) em tecidos inflamados, e a
libertacdo de mediadores pré-inflamatorios com ativacdo de sistemas de adesdo, tréafico e
regulacdo da permeabilidade vascular, além da secre¢do de muco, tecido celular (MATOS et
al., 2012) e anticorpo IgE (ABBAS et al., 2011)

Por outro lado, um aumento da ingestdo de ®-3 conduzird uma menor resposta
anafilatica, uma vez que 0 w-3 compete metabolicamente com -6, pois seus mecanismos de
acdo sao semelhantes, culminando assim na diminuicdo da sintese de PGE2, e dessa forma
levara a uma reducdo dos intermediarios IL-4 e IgE. Além disso, a suplementagdo com o ®-3
em subconjuntos alérgicos pode ser benéfica, uma vez que um ambiente menos inflamatoria
pode ser conseguido durante o metabolismo desse acido graxo (MATOS et al., 2012).

Durante o experimento foram avaliadas as caracteristicas clinicas da alergia alimentar,
tanto para os animais alérgicos como para os controle ndo alérgicos, os animais foram
observados diariamente, e observamos 0 que 0s animais alérgicos apresentaram maior
incidéncia de prurido, apatia, perda de peso, oscilacdes entre agitacdo e apatia e menor
consumo de racgdo. Estes dados estdo de acordo com o Consenso Brasileiro sobre Alergia
Alimentar (2008) que descreveu que as reacdes alérgicas cursam com alguns sintomas que
podem ser facilmente observados, como: anorexia, edema, hiperemia, prurido, irritabilidade e
sonoléncia.

Sintomas esses que podem levar a modificagdes no comportamento alimentar, e
culminar em caquexia, uma vez que um dos componentes importantes na génese da caquexia

¢ a anorexia que pode ser causada pelo acimulo de citocinas inflamat6ria como o fator de
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necrose tumoral (TNF-a) e IL-6 (CAMPOS et al., 2011) caracteristicas das respostas de
hipersensibilidade alérgica (ABBAS et al, 2011).

Observou-se também que o peso dos animais alérgicos diminuiram com o tempo. E
possivel que os animais tenham perdido peso pela caquexia gerada no mecanismo tardio de
hipersensibilidade. No processo tardio, os eosinofilos e mastocitos presentes no tecido de
resposta produzem citocinas como o TNF e IL-6. Campos (2011) em um estudo realizado
com seres humanos observou que a caquexia manifesta-se clinicamente por perda tecidual,
podendo-se ainda observar apatia e fadiga. Corcos et al. (2003 apud Moreira 2006), em
estudo feito com paciente oncoldgicos, observaram que a caquexia esta associada a niveis
elevados de TNF-a e IL-6 que sdo também encontradas dos processos alérgicos, e 0 aumento
destas citocinas leva a um quadro clinico semelhante ao observado no nosso modelo, nédo
apenas pela perda de peso corporeo e consequente perda proteica, mas também pela aparéncia
debilitada observadas nos animais alérgicos como também encontrado em outros estudos
(DELANO et al., 2006).

Além disso, é importante referir que existem evidéncias que sugerem que a alergia
alimentar é capaz de influenciar mudancas de comportamento e de alterar funcGes cerebrais
(DOURDO, 2006). Foi demonstrado, por exemplo, que a aversdo a ingestdo do antigeno por
animais sensibilizados esta associada a niveis aumentados de ansiedade e aumento da ativacao
de neurbnios de &reas cerebrais relacionadas a emocdo (DOURDO, 2006). Tanto o
desenvolvimento da aversdo alimentar quanto a ativacao cerebral parecem ser induzidos pela
degranulacdo de mastocitos dependente de IgE, uma vez que alguns estudos demonstraram
que estes eventos ndo acontecem ap6s o tratamento dos animais com anticorpo anti-IgE
(BASSO et al.,, 2004). Esse fato pode explicar o comportamento encontrado em alguns
animais alérgicos do grupo Aler+Ome que apresentaram aversao a racao e bastante agitacédo
em alguns momentos do estudo.

Quanto a perda de peso, em nosso estudo foi observado que 0s animais teste
(Ale+Ome) que foram submetidos aos procedimentos de indugédo da alergia alimentar nos dia
0 e 14 e ao desafio alérgico com racdo enriquecida com ovalbumina (OVA) nos dias 21 e 22,
e que receberam tratamento com dmega-3 por um periodo de sete dias correspondentes aos
dias 23 a 30, apresentaram perda de peso bastante significativa ao longo do experimento.
Resultado semelhante foi observado nos animais nao alérgicos que também receberam ragédo

acrescida de 6mega-3 pelo mesmo periodo de tempo, no entanto para esses animais acredita-
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se que a perda de peso tenha ocorrido em recorréncia ao baixo consumo de racdo observado
no periodo final da pesquisa.

Em estudo realizado no ano de 2004 por Saldanha e colaboradores com camundongos
BALB/c para 0 modelo de alergia alimentar também contra a ovalbumina, demonstraram que
um dos sintomas mais significativos apresentados foi a perda de peso corpéreo. No entanto o
grupo de animais Ome ndo alérgico que recebeu ragdo acrescida de O6mega-3 também
apresentou perda de peso significativa. Sendo assim a perda de peso verificada durante o
estudo também pode ter ocorrido devido a aversdo a racdo acrescida de 6leo de peixe como
fonte de dmega-3, uma vez que esses animais ndo foram sensibilizados a ovalbumina e néo
passaram pelo desafio alérgico, mas mesmo assim, apresentaram perda de peso significativa.
Enquanto os animais do grupo Ale que tiveram alergia alimentar induzida nos dias 0 e 14, e
receberam apenas racdo padrdo durante todo experimento ndo apresentaram perda de peso
significativa. Dessa forma, a significativa perda de peso, encontrada quando analisados todos
0s grupos de estudo, ndo pode ser atribuida exclusivamente ao processo alérgico.

Em outro estudo realizado em 2006 por Dourado também com modelo C57BL/6 de
alergia alimentar, foi observado que a producdo de muco intestinal nos animais C57BL/6 era
maior do que nos animais da linhagem BALB/c, sendo assim o aumento do muco diminuiria a
absorcdo antigénica evitando, assim, a perda de peso corpéreo e a producdo de IgE e IgG1
decorrentes da alergia alimentar (DOURADO 2006). N&do foi possivel observar esses
parametros em nosso estudo, no entanto, a perda de peso noS NOss0S animais teste
(Ale+Ome), poderia estar associada a fatores imunoldgicos dependentes de citocinas Th2,
caracterizada pela producdo do anticorpo IgE, uma vez que na pesquisa realizada por
Saldanha e colaboradores (2004) os animais BALB/c deficientes para a citocina IL-4,
importante na producdo de IgE, além de ndo produzirem anticorpos anti-OVA, ndo perderam
peso corporeo quando submetidos ao protocolo de inducdo da alergia alimentar. Pode-se
sugerir, portanto, que o aumento de IgE € necessario para que ocorra 0 emagrecimento
observado no processo alérgico (DOURADO, 2006).

Entretanto, apenas niveis elevados desse anticorpo ndo sdo suficientes para
desencadear a perda de peso, uma vez que no estudo feito por Dourado (2006) os animais
C57BL/6, mesma linhagem utilizada em nosso estudo, apesar de produzirem maior
quantidade de IgE que os seus controles ap0ds sensibilizados e desafiados, mesmo assim, ndo
emagreceram. Esse fator pode ser explicado pela maior retencdo de liquidos corporais nos

tecidos dos animais do nosso estudo que foram sensibilizados, os comparando com 0s seus
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controles. O mesmo foi observado em estudo feito por Moreira 2006 com animais C57BL/6
com alergia induzida a OVA.

Diante disso, podemos atribuir a retencdo de liquidos aos animais pertencentes ao
grupo Ale, que passaram pelo procedimento de inducdo da alergia a OVA, e ndo apresentaram
perda de peso significativa durante o experimento. Esses achados demonstram que, mesmo
sem sinais aparentes como a perda de peso, a alergia pode estar desencadeando alteracGes
nestes animais (MOREIRA, 2006).

Sendo assim algumas pesquisas demonstraram que os camundongos da linhagem
C57BL/6 quando submetidos a protocolos de inducgéo da alergia alimentar a OVA, diferente
do encontrado nos animais testes (Ale+ome) em nossa pesquisa, ndo apresentavam perda de
peso (DOURADO, 2006; MOREIRA, 2006; SALDANHA, 2004).

No intuito de encontrar um fator para explicar essa perda de peso, foi feita avaliacdo
do consumo de racdo, através da qual foi verificado que ouve diferencas estatisticamente
significativas entre o consumo de racdo do inicio ao fim do estudo.

Moreira (2006) em um estudo que dentre outros objetivos avaliou a relacdo entre
emagrecimento com niveis séricos de anticorpos especificos, niveis hepaticos da citocina
TNF-a, nivel de desidratacdo, quantificacdo da absorcdo protéica, e alteracdes morfoldgicas
em diversos tecidos em animais C57BL/6 e BALB/c que receberam ragéo padrdo comercial e
racdo acrescida de Ovalbumina, diferente do encontrado em nosso estudo, ndo observaram
diferencas significativas no consumo das racfes ao longo de todo experimento, sendo assim
esse autores ndo correlacionaram a perda de peso ao consumo de racao.

Mesmo assim, vale ressaltar que os animais que se alimentaram com a racao acrescida
de OVA no estudo de Moreira, receberam essa dieta desde o inicio do experimento, ndo sendo
submetidos a troca do padrdo alimentar ao longo da pesquisa, esse fator pode ter contribuido
para melhor aceitabilidade da dieta, outro fator interessante € que mesmo estes animais tendo
sido sensibilizados a OVA, ndo apresentaram aversdo a ragao acrescida desta. Uma vez que é
comum os animais rejeitarem o alérgeno, por associarem o sabor ao desconforto causado pelo
processo alérgico. Segundo Garcia e colaboradores (1985) a teoria geral da aversdo
condicionada ao sabor correlaciona sensagdes gustatorias e consequéncias gastrointestinais.
Segundo esses autores diversas areas do cérebro estdo interligadas ao trato gastrointestinal, e
projecdes neurais do trato gastrointestinal e gustatorias convergem para 0 mesmo local no
cérebro: a regido caudal do nucleo solitario. Baseado nessas relacdes anatdmicas e fisioldgicas

sugere-se que qualquer distdrbio gastrointestinal, via nervo vago ou via sanguinea, pode
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chegar ao cérebro concomitantemente a estimulos originados dos nervos gustatorios. Entdo a
aversdo ao sabor estaria relacionada com o estabelecimento dessa associagdo (MOREIRA,
2006).

Esse fato também foi observado por Cara e colaboradores em estudos realizados em
1994 e 1997 (CARA et al, 1997; CARA et al., 1994). Esses pesquisadores observaram que
frente a duas opc@es liquidas, uma de agua e outra de clara de ovo adocicada com sacarina,
animais nado sensibilizados a ovalbumina preferiam ingerir a solucdo adocicada, enquanto que
animais sensibilizados mostravam aversdo a essa solucao. Acredita-se, entdo, que mesmo com
uma Unica fonte liquida, a ingestdo de solucdo de clara de ovo causou um desconforto nos
animais sensibilizados no periodo inicial da ingestéo e isto os levou a relacionar o sabor da
clara ao mal estar.

Acredita-se que os animais alérgicos pertencentes ao grupo Ale+Ome podem ter
relacionado o fato de comer com o mal estar causado pelo alérgeno OVA, uma vez que
passaram pelo desafio alérgico, no qual, receberam racdo acrescida com 14% de OVA, e
como essa racdo foi trocada abruptamente pela racdo enriquecida com dmega-3 0s animais
podem ter continuado a relacionar o ato de se alimentarem ao mal estar provocado pela
alergia, o que os pode ter levado a rejeitarem a rac¢ao acrescida com émega-3.

No entanto, diferente do observado por Moreira (2006) em nosso estudo a analise
estatistica demonstrou que ndo ouve correlacdo entre o consumo de racdo e a varia¢do de peso
dos animais, apesar dos camundongos suplementados com émega 3 terem apresentado perda
de peso significativa ao final do experimento, concomitante a redu¢do no consumo de racgéo.

Em outro estudo realizado em 2004 por Saldanha, a perda de peso dos animais
BALB/c no modelo de alergia alimentar ndo foi associado a um menor consumo liquido, nem
a um menor consumo de ragdo, assim como encontrado em nossa pesquisa. Nesse estudo a
reducdo de peso observada foi correlacionada as sintomatologias da alergia alimentar,
contudo esses autores encontraram um tipo de resposta alérgica de carater Th2 com a
participacao das citocinas IL-4 e IL-5.

Dessa forma pode-se atribuir a perda de peso em nosso modelo de alergia (grupo
Ale+0Ome) ao processo alérgico. No entanto, 0s animais nao alérgicos que também receberam
a racdo acrescida de oleo de peixe (Ome), assim com o0s animais alérgicos (Ale+Ome)
apresentaram perda de peso significativa, porém, nesses animais, descarta-se que a causa
tenha sido a alergia, pois estes ndo foram submetidos a processos alérgicos. Sendo assim, a

perda de peso nesse grupo pode ter ocorrido simplesmente pela aversdo & racdo acrescida de
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Omega-3 que apresentava sabor e odor diferentes dos da racdo padrdo, mesmo nao
apresentando correlacdo estatistica entre o consumo de racdo e o peso corporeo dos animais.
Uma vez que foi, nitidamente observado que no periodo no qual os animais receberam a racéo
acrescida de 6mega-3, 0s mesmos perderam mais peso do que no periodo que receberam
apenas racao padrdo. Outro fator que pode ter levado a perda de peso, é a ocorréncia de
alguma infeccdo, no entanto ndo foi possivel avaliar se esses animais tinham alguma
patologia.

Diante disso nosso estudo avaliou a cinética das reacfes alérgicas por meio do
leucograma, uma vez que algumas das células efetoras envolvidas na hipersensibilidade
imediata (alergia) como os linfdcitos, basofilos, eosindfilos, neutréfilos, mondcitos (SOLE, et
al., 2011) podem ser observadas através desse exame.

Apesar dos valores de leucocitos totais ndo apresentarem relevancia estatistica ao
longo do experimento, foi possivel observar que no inicio deste as medianas entre 0s grupos
eram semelhantes, e foram se diferenciando ao longo do estudo, uma vez que 14 dias pés a
primeira inducdo a alergia (Figura 4B) a mediana dos grupos alérgicos (Ale e Ale+Ome) foi
maior do que a observada nos animais controle ndo alérgicos (Con e Ome). Outro fator
importante é que no ultimo dia de experimento, apds o tratamento com 6mega 3, 0s animais
tratados com esses acidos graxos apresentaram medianas inferiores aos animais controle que
receberam somente racdo padrédo, sendo assim foi possivel observar que existiu uma tendéncia
de aumento do numero de células ao longo do estudo, principalmente nos animais que nao
receberam racdo acrescida com 6mega-3, uma vez que esses apresentaram maior variacdo da
mediana em relacdo aos animais suplementados com 6leo de peixe, que apresentaram menor
oscilacdo no nimero de células ao longo do experimento.

Diante disso, é possivel que esses achados tenham ocorrido devido ao efeito
imunomodulador dos é&cidos graxos 6&mega-3, uma vez que estudos realizados por
Bassaganya-riera e Hontecillas em 2010 demonstraram que a suplementacdo com 6leo de
peixe conduz a uma reducdo no numero total de leucdcitos, devido uma indicacdo da
interacdo endotelial de leucocitos reduzida. Pois foi evidenciado por esses autores que 0 &cido
graxo eicosapentaenoico (EPA), pertencente a familia 6mega-3 (®-3) e presente em
quantidade consideravel no oleo de peixe, € um potente inibidor da interacdo de leucocitos
com o endotélio vascular.

O mecanismo proposto responsavel por este efeito parece ser a ativacdo dos receptores

nucleares proliferator-activatedperoxissoma a (PPAR o) e downregulation responsaveis pelo
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rolamento de leucdcitos para o local de inflamacdo (BASSAGANYA-RIERA, 2010). Por
isso, a suplementa¢do com ®-3 pode reduzir a resposta inflamatéria em varias doencas de
carater inflamatorio cronico caracterizadas por acumulo de leucdcitos, tais como a
aterosclerose, asma, lGpus eritematoso sistémico, doenca inflamatdria do intestino e artrite
reumatoide (LEHR et al , 1991; BASSAGANYA-RIERA, 2010).

Diante disso o tratamento com ©6mega-3 mesmo ndo apresentado eficicia
estatisticamente comprovada em nosso estudo pode ter contribuido para o controle das
respostas alérgicas nos animais suplementados. Dessa forma pode-se atribuir os valores
elevados de p (P>0,05) ao tamanho da amostra utilizada, apenas 5 animais, o que diminui a
probabilidade do resultado ser significativo. Outro fator que pode ter contribuido para esse
achado foi o curto prazo experimental, portanto o tempo de tratamento pode ndo ter sido
suficiente para se ter eficécia, e assim pode ndo ter ocorrido reducdo significativa no namero
de leucdcitos ou mesmo ndo existiu tem habil para o aumento relevante dessas células.

Esse achado também foi observado em pesquisa realizada por Baqueiro e
colaboradores em 2010, na qual os animais foram sensibilizados a Blomiatropicalis(Bt) por
injecBes subcutaneas com 100 pg ou 10 pg de Blomiatropicalis adsorvido a 1,6mg de
hidréxido de aluminio [Al (OH) 3] gel. Nesse estudo 0s animais, assim como no nosso,
foram submetidos a um modelo de alergia de curto prazo experimental, e 0S grupos teste
também ndo apresentaram diferenca estatistica na contagem total de leucécitos em relagcdo aos
animais controle.

Esses autores descreveram que o curto prazo de experimento pode ter contribuido para
a nao deteccdo de diferencas estatisticas no total de leucocitos (BAQUERO et al., 2010),
sendo assim, pode-se considerar que esse fator também pode ter colaborado para 0s nossos
achados, uma vez que nossa pesquisa, assim como a deles, foi realizada em curto periodo,
apenas quatro semanas.

Nesse sentido com o intuito de melhor investigar a cinética da reacdo alérgica em
nosso modelo de alergia, foi realizada a contagem diferencial de leucdcitos (Leucometria),
pela qual observamos os leucdcitos eosinofilos, neutréfilos, mondcito e linfocitos. Em nosso
estudo foi observado um pequeno nimero de eosindfilos no sangue periférico dos animais,
mas mesmo assim foi possivel verificar uma contagem maior nos camundongos alérgicos
(Ale e Ele+Ome), porém néo foi observado se estes leucocitos estavam ativos.

Acredita-se que o numero de eosinofilos foi reduzido em nosso modelo, devido ao as

analises ndo terem sido realizadas no periodo aguda da resposta alérgica, na qual os

35



eosindfilos ainda estdo na corrente sanguinea. Em modelos de alergia alimentar em animais
um dos parametros mais utilizados para avaliar o processo alérgico € nimero de eosinéfilos na
mucosa intestinal do intestino delgado (REIS, 2007), uma vez que nas reacOes alérgicas essas
células migram para o tecido. Em nosso modelo acredita-se que os eosinofilos migraram para
o0 periténio dos animais, local no qual foi feita a indugéo da alergia alimentar, no entanto ndo
foi possivel realizar lavagem peritoneal para analisar de forma fidedigna o nimero dessas
celulas.

Quanto a contagem de neutréfilos, célula efetora importante na hipersensibilidade Thl
(ABBAS et al., 2011) foi observado uma aumento significativo nos grupos Ale+Ome e Ome,
ambos os grupos receberam ragéo acrescida de 6mega 3, no entanto, somente 0s animais do
grupo Ale+Ome passaram pelo procedimento de inducdo da alergia alimentar e desafio
alérgico. Dessa forma, 0 aumento na contagem de neutréfilos encontrada nesses animais pode
ter ocorrido tanto em resposta aos estimulos alérgicos, pois como ja dito, animais da linhagem
C57BL/6 tendem a uma resposta anafilatica (REIS, 2006), na qual apresentam um aumento na
producdo de interleucina-2 (IL-2) e consequentemente producdo do Interferon-alfa (IFN-y),
citocina efetora de respostas imunes, e dentre suas funcbes destaca-se a promocao da
diferenciacdo de células T CD4+ inativas (naives) para o subgrupo Thl, fator que inibi a
proliferacdo de células Th2 (Mastdcitos, basofilos e eosinofilos) (ABBAS et al., 2011).

E para que essa resposta alérgica se desenvolva, é necessaria inicialmente uma
resposta imunoldgica natural (inespecifica), e as principias células efetoras da imunidade
natural sdo os neutrofilos e os fagocitos mononucleares que em conjunto com outras células
imunolégicas participam das reacdes de hipersensibilidade alérgica (ABBAS, 2011). Sendo
assim o elevado numero de neutréfilos encontrados nos animais Ale+Ome pode ser explicado
pelo padrdo de resposta inflamatoria caracteristico da linhagem C57BL/6 (REIS, 2006). Uma
vez que o teste estatistico mostrou ser significativo o aumento ocorridos ap6s o desafio
alérgico com OVA.

Outro fator que também pode ter contribuido para esse resultado € o estresse, pois
como relatado por Ferraz (2011), a contagem absoluta e relativa de neutrofilos segmentados
tende a aumentar durante o estresse agudo, como observado em humanos (BRUUNSGARD,
1999), em macacos Rhesus (MORROW-TESCH, et al., 1993) e hamsters (CUNHA, et al.,
2005) e reflete alteracOes fisiologicas ou patologicas em diferentes espécies de mamiferos

(FERRAZ, 2011). Sendo assim, o estresse causado pelos sintomas da alergia nos animais
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Ale+Ome também pode ter corroborado para o aumento nos niveis de neutrdfilos, nesse
grupo.

Quanto aos demais animais pertencentes aos grupos Ale e Con, 0s niveis de
neutrofilos ndo tiveram valores elevados. Acredita-se que esses resultados foram encontrados
devido esses animais ndo terem sido submetidos ao desafio alérgico, sendo assim, 0s grupos
Ale e Con ndo foram expostos a reagdes alérgicas durante o experimento, por isso, era
esperado que os numeros de neutrofilos nesses animais ndo variasse significativamente
durante o estudo, mesmo o grupo Ale tendo sido sensibilizado a OVA, uma vez que estes ndo
foram submetido ao desafio alérgico com OVA.

Em estudo realizado por Baqueiro e colaboradores em 2010, no qual os animais foram
sensibilizados a Blomiatropicalis (Bt). Diferente da nossa pesquisa 0 nimero de neutrofilos
no sangue periférico dos camundongos C57BL/6 alérgicos também n&o foi significativo em
relacdo aos seus controles, estes autores atribuiram esse resultado ao pouco tempo de
pesquisa, pois 0s mesmos testaram a alergia respiratoria em camundongos de varias linhagens
dentre elas a C57BL/6, também em um modelo de curto prazo experimental, e apesar de
terem utilizado alérgeno e metodologia diferentes das do nosso estudo, o curto periodo ndo
possibilitou a observacdo desses leucdcitos, diferente do observado em nossa pesquisa que
também teve curto periodo de duracdo e, no entanto foi possivel observar diferencas
estatisticas na contagem desses leucécitos, o que indica que esses animais apresentaram uma
resposta alérgica acentuada que néo foi contida no curto periodo de tratamento.

Outro leucédcito participante das respostas de hipersensibilidade imediata sdo 0s
monacitos, estes sdo células produzidas na medula 6ssea e liberadas no sangue, onde circulam
antes de se estabelecerem em local especifico permanente, sendo denominados entdo de
macrofagos. Estas células sdo importantes para o sistema imune celular inespecifico (natural),
por apresentarem capacidade de fagocitose, atividade microbicida e também por produzirem
citocinas que regulam a resposta tanto inespecifica (natural) quanto especifica (adquirida)
(ABBAS et al., 2012).

Em nosso estudo foi observado que apenas apresentaram diferencas estatisticas na
contagem de mondcitos os grupos Ale e Ale+Ome, os quais foram submetidos aos
procedimentos de inducdo da alergia alimentar a ovalbumina nos dia 0 e 14 do estudo,
enquanto os grupos Con e Ome ndo apresentaram significativa diferenca na contagem desses

leucdcitos ao longo do experimento. O que indica um possivel processo anafilatico nos grupos
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Ale e Ale+Ome, uma vez que em nosso modelo de alergia foram utilizados camundongos
C57BL/6 que fazem uma resposta alérgica mais tardia (Th1) (REIS, 2006).

No entanto, € importante destacar que os animais alérgicos tratados com 6mega 3
apresentaram médias de mondcitos inferiores a dos animais alérgicos que nao foram tratados
com esse acido graxo, mostrando que mesmo esses animais tendo apresentado valores de
mondcito estatisticamente superiores do que os animais controle ndo tratados com o 6leo de
peixe, a resposta alérgica foi menos exacerbada do que nos animais alérgicos ndo tratados, o
que indica que mesmo em curto periodo de tratamento o Omega-3 teve efeito
imunomodulador, uma vez que estes promovem diminui¢do da oferta do acido araquidénico
que da origem a mediadores lipidicos com carater inflamatorio (ABBAS et al., 2011). Além
de inibirem o rolamento de leucdcitos para a corrente sanguinea (BASSAGANYA-RIERA,
2010).

Sendo assim a suplementacdo com 6mega 3 pode ter sido eficiente na diminui¢do dos
mediadores humorais da resposta alérgica como as prostaglandinas e principalmente os
leucotrienos, este atua em receptores especificos para ativacdo de mondcitos e consequente
proliferacdo de macrdfagos (SILVA, 2006).

Ainda em relacdo a leucometria, cabe dizer que os linfécitos sdo leucdcitos
responsaveis pela resposta imune especifica humoral e celular, e atuam na producdo de
anticorpos, memaria imunoldgica, além de promoverem a liberacdo de fatores que regulam a
resposta imunol6gica, como as citocinas (FERRAZ, 2011). Em nosso estudo ouve
significativas diferencas na contagem de linfécitos para os animais dos grupos Ale+Ome e
Ome, enquanto os demais grupos ndo apresentaram diferencas estatisticas (Con e Ale), sendo
que e a diferenca encontrada se deu ao final do estudo, quando os animais teste (Ale+Ome) e
controle Ome apresentaram maiores valores de linfocitos quando comparado com os demais
dos grupos (Con e Ale). No entanto apesar dos animais teste alérgicos tratados com dmega-3
terem apresentado nameros de linfécitos estatisticos ao longo do estudo, os animais alérgicos
que ndo foram tratados com 6mega-3 apresentaram médias de linfocitos maiores do que o
grupo teste nas analises realizadas ap6s o tratamento com o dmega-3, o que mostra a eficacia
desses acidos graxos na modulagdo da resposta alérgica. Uma vez que o grupo alérgico que
recebeu apenas racao padréo apresentou medianas maiores do que os demais grupos.

Pompéia em 2000 citou que em modelos experimentais de animais alimentados com
dietas ricas em acidos graxos 6mega-3, estes tendem a diminuir a resposta proliferativa de

linfocitos, como encontrado em nosso modelo.
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Em relacdo aos animais controle Ome, 0s quais ndo tiveram alergia alimentar induzida
e mesmo assim apresentaram niveis elevados de linfocitos quando comparados com 0s
animais Controle que também receberam apenas racdo padrdo, acredita-se que esses linfocitos
de apresentaram elevados pelos mesmos motivos que provocaram o aumento no nimero de
neutrdfilos, ou seja, por alguma infeccdo, que ndo pode ser avaliada em nosso estudo, ou
mesmo pelo estresse causado devido a restri¢cdo alimentar ao final do experimento (CHABEL,
et al., 2009; LOPES, et al., 2009), pois como ja dito anteriormente ouve uma reducdo
significativa no consumo de racéo nesse grupo no periodo final da pesquisa, concomitante ao
aumento dos niveis de linfocitos.

Diante do disposto, pode-se destacar que mesmo ndo existindo diferenca estética na
contagem total de leucdcitos, foi observado variacdo significativa entre os diferentes tipos de
leucdcitos, principalmente nos grupos Ale+Ome e Ome que receberam racdo acrescida com
O0mega-3. No entanto, deve-se referir que apesar dos animais alérgicos ndo tratados (Ale) ndo
terem apresentado variacOes estatisticas na contagem de neutrofilos, linfocito e leucdcitos
totais, estes animais apresentaram resultados estatisticos para 0s mondcitos, e ndo
demostraram perda de peso que pode ter sido mascarada pela presenca de edema, o que indica
gue mesmo ndo aparentando niveis estatisticos de leucdcitos totais, linfdcitos e neutréfilos,
possivelmente esses animais apresentaram resposta anafilatica. Uma vez que estes animais
apresentaram maior tendéncia de aumento nos leucdcitos, mondcitos e linfécitos ao final do
estudo quando comparados com amimais alérgicos que foram tratados com 0Omega-3,
demonstrando um potencial efeito imunomodulador do dmega-3.

Dessa forma, mesmo o experimento ndo demostrando um resposta estatisticamente
significativa do 0mega-3 na alergia alimentar induzida contra a ovalbumina para 0 nosso
modelo experimental, acredita-se que este acido graxo teve efeito bioldgico, uma vez que os
animais tratados apresentaram maior tendéncia de reducdo de leucdécitos ao final do estudo, o

que nos leva a inferir que este composto apresenta um potencial efeito antialérgico.
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10. CONCLUSAO

Nesse estudo foi possivel observar que 0s animais apresentaram caracteristicas tipicas
do processo alérgico como a perda de peso, reducdo no consumo de racdo, numero elevado de
linfocitos, neutréfilo e mondcitos ao longo do experimento. No entanto apds o tratamento
com 0mega-3 observou-se que os animais alérgicos ndo tratados com 6mega-3, proveniente
do Oleo de peixe, apresentavam numero maior de leucocitos do que os animais tratados com
racao acrescida de 6mega-3. Dessa forma, pode-se inferir estes valores a um possivel efeito
imunomodulador do 6mega-3, pois mesmo em um modelo de curto prazo experimental, foi
possivel observar que os animais tratados como o 6leo de peixe apresentaram niveis de
leucdcitos totais, linfécito e mondcitos inferiores aos animais que nao receberam racédo
acrescida com 6leo de peixe.

Sendo assim os resultados encontrados condizem com um grande nimero de estudos
em animais que indicam que o 6leo de peixe, administrado nas mais variadas dosagens, induz
um decréscimo em determinados parametros imunes apresentando assim efeito biologico.
Porém os estudos sdo ainda inconclusivos em decorréncia dos diversos desenhos
experimentais empregados. Mas, em geral, os relatos sdo de que o tratamento com 6mega-3
leva a uma diminuicdo da resposta proliferativa de linfocitos, reducdo da quimiotaxia de
mondcitos e neutrofilos, reducdo da producdo de IL1, IL2, IFN-y, IL6 e TNF, além da menor
expressao do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) Il e de algumas moléculas
de adesdo em mondcitos.

Sendo assim, embora a literatura esteja repleta de estudos inconsistentes, é evidente
que os acidos graxos poliinsaturados dmega-3 apresentam grande potencial em afetar a fungéo
da maioria das células imunes. Pois como elucidado nesse estudo, a ingestdo alimentar deste
tipo de acido graxo modula uma série de eventos envolvidos nos processos alérgicos.

No entanto, sdo necessarias mais pesquisas envolvendo 0 uso e 0S possiveis
beneficios dos acidos graxos 6mega-3 em toda a dindmica imune das reagdes alérgica com o
objetivo de encontrar melhores protocolos para a avaliacdo do efeito imunomodulador dos
acidos graxos 6mega-3. Diante disso sugere-se novos estudos com o intuito de melhor
quantificar os marcadores importantes das respostas alérgicas como o0s eosindfilos,
imunoglobulinas-E (IgE), IFN-y, IL6 e TNF dentre outros que ndo puderam ser avaliados em

NOSSO experimento.
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APENDICE A




A

APENDICE B

Planilha para acompanhamento experimental
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Lrupo contrale
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Mots:
S==zobrs;

C =consumo;
P =peso do
animalno dis;
A=variagio
de peso =
peso do dis -
pesagem
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APENDICE C

Tabela 4

Média, desvio padrdo com erro, mediana e percentis maximo e minimo da variacdo do peso dos animais

pertencentes aos grupos controles (Con, Ome e Ale) e teste (Ale+Ome) ao longo do estudo.

GRUPO E(i?e?: n Média E:;;’;g Mediana  Percentil maximo Percentil minimo
Con Dia0 5 22,24 0,67 22,60 24,00 20,20
Con Dia 7 4 21,44 0,25 21,40 22,40 20,90
Con Dia 14 4 21,34 0,52 21,60 22,40 19,60
Con Dia 21 4 21,55 0,25 21,60 22,10 20,90
Con Dia23 4 21,80 0,60 21,80 22,90 20,70
Con Dia 28 4 21,05 0,33 21,20 21,70 20,10
Con Dia 30 4 21,60 0,26 21,65 22,10 21,00
Ome Dia 0 5 20,66 1,26 21,70 22,80 15,70
Ome Dia7 5 20,30 1,4 22,30 22,50 15,50
Ome Dia 14 5 20,52 0,97 21,30 22,20 16,70
Ome Dia 21 5 20,92 1,01 21,40 22,60 17,00
Ome Dia 23 5 21,18 0,87 21,90 22,50 17,80
Ome Dia 28 5 17,38 0,77 18,10 18,50 14,30
Ome Dia 30 5 15,94 0,72 16,50 17,20 13,20
Ale* Dia 0 5 22,44 0,85 22,80 24,50 19,40
Ale* Dia7 5 21,60 1,06 22,30 23,70 18,00
Ale* Dia 14 5 21,14 0,97 21,30 23,90 18,20
Ale* Dia 21 5 20,88 1,16 21,30 24,10 17,00
Ale* Dia 23 5 21,02 1,05 21,80 23,80 17,50
Ale* Dia 28 5 21,80 1,01 22,80 24,20 18,60
Ale* Dia30 5 21,64 0,85 22,40 23,90 19,40

Ale+Ome*  Dia0 5 20,82 0,34 20,70 21,80 19,70
Ale+Ome* Dia 7 5 21,22 0,59 21,30 22,70 19,40
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Ale+Ome*

Ale+Ome*

Ale+Ome*

Ale+Ome*

Ale+Ome*

Dia 14

Dia 21

Dia 23

Dia 28

Dia 30

20,92

20,76

21,24

21,24

16,65

0,47

0,71

0,62

0,68

0,65

20,50

21,70

21,70

18,00

16,75

22,60

22,10

22,90

20,10

17,90

19,80

18,60

19,30

16,10

15,20

*Animais alérgicos.
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APENDICE D

Tabela 5

Média em gramas, desvio padrdo com erro, mediana e percentis maximo e minimo do consumo dos diferentes
tipos de racdo oferecidas ao longo do estudo aos animais pertencentes aos grupos controles Con, Ome e Ale e
teste Ale+Ome.

Consumo de ragdo durante o experimento

GRUPOS - Desvio . O L
n Media () padrio Mediana Percentil maximo Percentil minimo
Con 4 12,77 0,4 13,40 18,60 14,10
Ome 5 11,67 0,7 13,20 17,13 14,55
Ale* 5 12,15 +0,3 12,80 15,20 14,00
Ale+Ome* 5 10,68 0,9 11,10 19,40 14,95
*Animais alérgicos.
Tabela 6

Correlacdo entre o peso corpdreo dos animais e 0 consumo dos diferentes tipos de ragdo oferecidas ao longo do
estudo aos animais pertencentes aos grupos controles Con, Ome e Ale e teste Ale+Ome.

Consumo de racgéo e variagdo do peso durante todo
experimento

GRUPOS o . Mediana . Percentil Percentil Percentil
N° de Mediana Percentil . o o
. do . maximodo minimodo  minimo do
animais  do peso méaximo do peso
consumo consumo peso consumo
Con 4 21,560 13,05 21,80 14,10 21,20 9,80
Ome 5 21,35 10,40 22,30 16,20 16,50 1,30
Ale* 5 22,05 12,70 22,80 14,10 21,30 10,80
Ale+Ome* 5 20,90 11,05 21,70 19,40 16,75 2,400

*Animais alérgicos.
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APENDICE E

Tabela 8

Valores médios, desvio padrdo com erro, mediana e percentis maximo e minimo de neutrofilos encontrados no
sangue periférico dos animais pertencentes os grupos controle com racdo padrdo (Con), controle com ragao
enriquecida com 6mega 3 (Ome), controle alérgicos (Ale) com racdo padrdo e grupo testes alérgico (Ale+Ome)

que recebeu o tratamento com racdo enriquecida com 6mega 3. Foi utilizado o teste Kalmagona-snirnav (KS).

GRUPO Ig(i)?e?ae n Média Eaej:/é{g Mediana  Percentil maximo  Percentil minimo
Con Dia0 5 16,67 159 14,00 28,00 8,000
Con Dialda 4 32,25 +4,4 31,00 44,00 23,00
Con Dia 23 4 25,00 +3,8 23,00 36,00 18,00
Con Dia 30 4 17,75 11,8 18,00 21,00 14,00
Ome Dia0 5 26,60 4.5 24,00 40,00 14,00
Ome Dia 14 5 53,60 15,3 59,00 67,00 39,00
Ome Dia 23 5 23,60 10,5 24,00 25,00 22,00
Ome Dia 30 5 47,40 45,6 51,00 59,00 32,00
Ale* Dia0 5 17,40 43,5 14,00 30,00 11,00
Ale* Dia 14 5 35,20 16,7 40,00 48,00 10,00
Ale* Dia 23 5 28,60 34 33,00 35,00 18,00
Ale* Dia 30 5 24,80 19,3 15,00 62,00 13,00

Ale+Ome* Dia0 5 14,75 10,4 14,50 16,00 14,00
Ale+Ome*  Dia 14 5 43,40 15,3 42,00 56,00 26,00
Ale+Ome*  Dia 23 5 48,00 19,1 38,00 71,00 27,00
Ale+Ome*  Dia 30 4 62,50 17,0 61,00 81,00 47,00

*Animais alérgicos.
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APENCICE F

Tabela 9

Valores médios, desvio padrdo com erro, mediana e percentis maximo e minimo dos mondcitos séricos dos
animais pertencentes 0s grupos controle com racdo padréo (Con), controle com racéo enriquecida com dmega 3
(Ome), controle alérgicos (Ale) com ragdo padrdo e grupo testes alérgico (Ale+Ome) que recebeu o tratamento
com ragdo enriquecida com 6mega 3. Foi utilizado o teste Kalmagona-snirnav (KS).

GRUPO Ig(i)?e?ae n Média E;g;gg Mediana Percentil maximo Percentil minimo
Con Dia0 5 2,33 0,8 2,00 4,000 1,000
Con Diald 4 6,50 2,3 5,50 13,00 2,000
Con Dia23 4 3,25 11 4,000 5,000 0,0
Con Dia30 4 7,50 31 4,500 17,00 4,000
Ome Dia0 5 7,80 1,9 6,000 13,00 3,000
Ome Dial4 5 11,20 14 11,00 15,00 7,000
Ome Dia23 5 3,80 1,7 2,000 10,00 1,000
Ome Dia30 5 7,60 2,4 7,000 14,00 1,000
Ale* Dia0 5 11,20 15 10,00 15,00 8,000
Ale* Diald 5 13,40 3,0 15,00 22,00 4,000
Ale* Dia23 5 5,80 58 5,000 10,00 4,000
Ale* Dia30 5 3,80 0,6 4,000 6,000 2,000

Ale+Ome* Dia0 5 4,25 0,8 4,500 6,000 2,000
Ale+Ome* Dial4 5 11,00 2,4 11,00 17,00 3,000
Ale+Ome* Dia23 5 5,80 59 7,000 8,000 3,000
Ale+Ome* Dia30 4 2,25 0,7 2,000 4,000 1,000

*Animais alérgicos.
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APENDICE G

Tabela 10

Valores médios, desvio padrdo com erro, mediana e percentis maximo e minimo de linfécitos no sangue
periférico dos animais pertencentes aos grupos controle com ragao padrdo (Con), controle com ragao enriquecida
com dmega 3 (Ome), controle alérgicos (Ale) com ragdo padrédo e grupo testes alérgico (Ale+Ome) que recebeu
0 tratamento com rag8o enriquecida com dmega 3. Foi utilizado o teste Kalmagona-snirnav (KS).

GRUPO Ig(i)?e?ae n Média E;g;gg Mediana Percentil maximo Percentil minimo
Con Dia0 5 81,33 +6,8 85,00 91,00 68,00
Con Dialda 4 61,25 54 61,50 72,00 50,00
Con Dia 23 4 71,75 4,4 74,50 79,00 59,00
Con Dia 30 4 74,75 14,6 77,50 82,00 62,00
Ome Dia0 5 66,80 16,1 65,00 83,00 47,00
Ome Dia 14 5 35,00 15,8 33,00 52,00 18,00
Ome Dia 23 5 72,60 2,0 75,00 77,00 66,00
Ome Dia 30 5 45,00 7,1 37,00 63,00 27,00
Ale* Dia0 5 73,00 +3,7 71,00 84,00 62,00
Ale* Dia 14 5 51,40 +7,0 48,00 75,00 33,00
Ale* Dia 23 5 69,00 4.4 72,00 78,00 56,00
Ale* Dia 30 5 69,80 19,9 81,00 85,00 32,00

Ale+Ome* Dia0 5 81,00 10,5 81,00 82,00 80,00
Ale+Ome*  Dia 14 5 45,60 17,0 43,00 71,00 32,00
Ale+Ome*  Dia 23 5 46,20 19,5 58,00 65,00 22,00
Ale+Ome*  Dia 30 4 35,25 16,9 35,50 52,00 18,00

*Animais alérgicos.
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