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RESUMO

A alergia alimentar € uma reacao de hipersensibilidade imediata mediada por
IgE que ocorre com a ingestdo de alimentos alergénicos apo6s sensibilizagdo prévia.
E considerada um importante problema de satde publica mundial, afetando cerca de
7% de criancas e 2% de adultos, com crescente prevaléncia em paises desenvolvidos
e em desenvolvimento. Hipoteticamente, agentes anti-inflamatérios poderiam
contribuir para o controle de algumas manifestagcées da alergia. Um candidato a tal
efeito é a capsaicina (8-metil-N-6-vanilil-nonenamida), principal componente picante
da pimenta, que possui agdo analgésica e anti-inflamatdria quando aplicada
topicamente. Este estudo avaliou o efeito do uso tépico de capsaicina nas
manifestacbes da alergia alimentar. Para tanto, camundongos BALB/c foram
sensibilizados com ovalbumina (OVA) com posterior desafio oral com solugéo de clara
de ovo a 20%. A partir do desafio oral até a eutanasia, animais do grupo capsaicina
(ALE-CAP) foram tratados com creme capsaicina a 0,075%, enquanto que animais
alérgicos (ALE) foram tratados apenas com o creme base. Os resultados mostram o
aumento da concentracao sérica de IgE e IgG1 anti-OVA em ambos 0S grupos, como
esperado pelo protocolo de sensibilizacdo. Porém, em relacdo ao grupo alérgico
(ALE), animais do grupo ALE CAP apresentaram um perfil mais favoravel, como visto
pela maior ingestdo do alergeno, menor perda de peso, reducédo da infiltracdo de
eosinofilos e neutrofilos (avaliados indiretamente pela atividade de enzimas EPO e
MPO, respectivamente) e menor producdo de muco pelas células caliciformes. Os
resultados sugerem que o tratamento topico com capsaicina leva a uma melhora de
algumas das manifestagdes mais importantes da alergia como a inflamacao intestinal
e a perda de peso. Esse fato pode estar relacionado a inibicdo do canal TRPV1,
atuando indiretamente em vias de sinalizacdo de células TCD4*, mastécitos e
basdfilos, aumentando o limiar de ativacdo de tais células e, assim, diminuindo o
processo inflamatério. Adicionalmente, a maior tolerancia da ingestdo do alérgeno
pode estar relacionada ao efeito analgésico da capsaicina pela dessensibilizacéo de
nociceptores via TRPV1, o que possibilitaria a maior ingestéo de clara de ovo. Mais
estudos séo necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos na utilizacdo tépica
de capsaicina frente as doencas alérgicas, especialmente em alergia alimentar.

Palavras-chave: Hipersensibilidade tipo |; capsaicina; canais de cation TRPV;
ovalbumina



ABSTRACT

Food allergy is an immediate hypersensitivity reaction mediated by IgE which
occurs with the ingestion of allergenic foods after previous sensitization. It is
considered a major problem of public health worldwide, affecting about 7% of children
and 2% of adults, with increasing prevalence in developed and developing countries.
Hypothetically, anti-inflammatory agents could contribute to the control some allergy
symptoms. A candidate for this purpose is the capsaicin (8-methyl-N-vanillyl-6-
nonenamide), the main pungent component of red pepper, having analgesic and anti-
inflammatory actions when applied topically. This study evaluated the effect of topical
treatment of capsaicin in some food allergy maniestations. For this purpose BALB/c
mice were sensitized with ovalbumin (OVA) with subsequent oral challenge with 20%
egg yolk solution. From the oral challenge to euthanasia, animals of capsaicin group
(CAP) were topically treated with a capsaicin cream (0.075% in cream base) while the
allergic group (ALE) were treated with the cream base (without capsaicin). The results
showed that there was an increase in serum IgE and anti-OVA IgG1 in both groups,
as expected with thisfrom sensitization protocol. However, compared to allergic group
(ALE), animals from CAP group presented a more favorable profile, as suggested by
the higher intake of allergen, reduced weight loss, reduced eosinophil and neutrophil
infiltrations (assessed indirectly by the activity of the enzymes EPO and MPO,
respectively) and lower production of mucus by goblet cells. The results suggest that
topical treatment with capsaicin leads to an improvement of some of the most important
manifestations allergy such as intestinal inflammation and weight loss. These effects
may be related to inhibition of TRPV1 channel, acting indirectly on CD4+ T cell, mast
cells and basophils signaling, increasing their activation threshold and thus decreasing
the inflammatory process. Additionally, the improvement of allergen tolerance may be
related to the analgesic effect of capsaicin, leading to the nociceptors desensitization
via TRPV1, which would allow the higher intake of egg white. More studies are needed
to elucidate the mechanisms involved in the use of topical capsaicin front of allergic
diseases, especially in food allergy.

Key-words: Hypersensitivity type |; capsaicin; cation channels TRPV; ovalbumin
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1 INTRODUCAO

Alergia alimentar tem sido considerada um importante problema de saude
publica mundial. E uma condi¢do que pode estar associada a producéo elevada de
imunoglobulina E (IgE), sendo denominada como hipersensibilidade imediata
mediada por IgE. E uma doenca complexa, de etiologia multifatorial, com alguns
mecanismos envolvidos ainda pouco compreendidos (1).

Alguns estudos relatam que a prevaléncia de alergia, incluindo asma, febre do
feno, dermatite atdpica e sensibilizacdo alérgica a antigenos alimentares, teve um
aumento consideravel em paises desenvolvidos e em desenvolvimento nas dltimas
décadas, concomitantemente com o aumento nos padrées de vida e adocéo de estilo
de vida ocidental. Uma hipétese para o crescimento do nimero de casos € a hipotese
da higiene, que postula que a diminuigdo da exposigao infantil a agentes infecciosos,
como resultado da mudanca do estilo de vida, leva ao aumento de doencas
inflamatorias, entre elas alergia, em periodos mais tardios da vida. O crescimento em
um ambiente microbiano rico, ou seja, a exposi¢cdo no inicio da vida a microbios
ambientais, é fundamental para a maturagao do sistema imunolégico (2-4).

Os sinais e sintomas da alergia alimentar (prurido agudo, urticaria, vomito e
diarreia) sdo desencadeados quando o alérgeno se liga a IgE pré-formada ancorada
em receptores FceRI induzindo ligagbes cruzadas entre esses receptores, 0 que por
sua vez ocasiona a liberacdo de mediadores quimicos pelos mastocitos e leva ao
desenvolvimento da hipersensibilidade do tipo I. A ativacdo de mastdcitos e producao
de IgE ocorrem por inducao de respostas de células TH2 gerada pelas citocinas IL-4,
IL-5, IL-9 e IL-13. Quando ativados, os mastdcitos podem atuar como supressores de
respostas de células T reguladoras (Treg) em alergia alimentar, fato este que pode
auxiliar na identificacao de terapéuticos acessiveis para minimizagao de tais respostas
imunes (5).

Cita-se como alternativa de tratamento e prevencdo de doencas alérgicas a
inibicdo da ativacdo de mastdcitos ou de seus mediadores, aos quais se incluem a
histamina, triptase, citocinas pro-inflamatorias (IL-4, IL-5, IL-13 e TNF-a), além de
metabdlitos do acido araquidbnico (leucotrienos e prostaglandinas)(6). Outro alvo
possivel para intervencao para prevencao ou tratamento da alergia sado as células T

CD4*, que séao células chave em doencas inflamatérias alérgicas. Células T que se



17

diferenciam em Tu2 secretam IL-4, que vai ativar as células B para mudanca de classe
para IgE e dar sequéncia a cascata de desenvolvimento da alergia alimentar (6). Os
mastocitos, que sdo células inflamatorias proeminentes em alergia alimentar, através
de seus mediadores inflamatorios estimulam nervos sensoriais e provocam a
liberacdo de neuropeptideos, causando o aumento da permeabilidade vascular,
extravasamento plasmatico e edema (7). A histamina e outros mediadores, como as
prostaglandinas e leucotrienos, aumentam a permeabilidade vascular e o fluxo
sanguineo local e atuam no muasculo liso aumentando a motilidade intestinal. A
histamina atua nas células epiteliais aumentando a producédo de muco. Esses fatores,
associados, auxiliam fisiologicamente na expulsédo de parasitas nas mucosas, mas na
alergia, ocasionam aumento do peristaltismo do trato gastrinstestinal e levam aos
sintomas classicos da inflamacé&o alérgica — diarreia e vomitos (8).

A capsaicina (8-metil-N-6-vaninil-nonenamida) €& um dos principais
componentes picantes da pimenta e esta entre as especiarias mais consumidas no
mundo. Tem acao analgésica e anti-inflamatoria e é utilizada na forma topica na dor
neuropatica. Ela exerce efeitos biologicos através de mecanismos relacionados ao
TRPV1 (receptor de potencial transiente vaniloide 1) e nervos sensoriais. Dentre seus
efeitos, pode-se citar ainda o auxilio na prevencédo da coagulacao, aterosclerose e
prevencao de infec¢des bacterianas (7, 9). Estudos de Lee et al. (2012)(10) relataram
que a capsaicina foi capaz de aumentar a expressao de adipocinas anti-inflamatorias
e reduzir a expressao de citocinas pro-inflamatoérias, como TNF-a e IL-6, em tecido
adiposo murino (10).

A eficacia do uso tépico de capsaicina tem sido mostrada em alguns estudos
em particular como analgésico, reduzindo dores em casos de artrite (7). Lopes (2014)
(11), relacionou o0 uso tépico da capsaicina com a mucosite ocasionada por
administracdo de 5-fluorouracil, um quimioterapico, e concluiu que o pré-tratamento
com a capsaicina atenuou os efeitos citotoxicos do agente quimioterapico, com
melhora da arquitetura da mucosa e ameniza¢cao da mucosite por reducéo do perfil
inflamatorio e estresse oxidativo (11).

Acreditamos que, por suas funcbes anti-inflamatérias e analgésicas, 0 uso
topico da capsaicina poderia exercer um efeito favoravel na evolucdo da reacdo
alérgica. Utilizando um modelo murino de alergia alimentar, este estudo pretende
avaliar as alteracbes clinicas e bioquimicas nos animais tratados com capsaicina

topica para investigacao de seu efeito na atopia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Alergia Alimentar

Alergia alimentar € uma doenca atopica. Segundo Rudolf e colaboradores (12),
o termo “alergia” foi descrito pela primeira vez em 1906 pelo pediatra austriaco
Clemens von Piquet. Atualmente, nos paises desenvolvidos, a alergia alimentar afeta
3% a 8% das criancas e 1% a 3% dos adultos (12). A prevaléncia da doenca esta em
constante aumento em paises desenvolvidos (13, 14). E uma condi¢&o grave e com
risco de morte, requer diagnoéstico preciso e tem fortes efeitos sobre os habitos
alimentares e vida social do individuo. Os principais alimentos descritos como
indutores de alergia alimentar mediados por IgE séo: leite, ovos, trigo, amendoim,
nozes, gergelim, peixes e frutos do mar (15).

Valenta et.al.,(2015) (12) afirmam que existem diversos mecanismos pelos
quais as pessoas desenvolvem reacfes adversas a alimentos, como por exemplo,
intolerancia alimentar. Tais reacfes podem ser classificadas em tdxicas e nao toxicas.
As nao toxicas, segundo os autores, sdo aquelas que nao sdo imunomediadas, as
quais se caracterizam por envolvimento de defeitos enzimaticos ou reacbes a
determinadas substancias, como a intolerancia a lactose. Ja as reacles
imunomediadas estdo inclusas nas reacdes téxicas e nelas se inclui a alergia
alimentar (13).

Oettgen e Burton (2015)(16) definem a alergia alimentar como uma doenca
caracterizada por respostas desreguladas e de desenvolvimento de reacdes de
hipersensibilidade imediata aos alimentos ingeridos. Coombs e Gell (1975) dividiram
em 4 grupos os tipos de reacdes alérgicas com base nos mecanismos de patogénese:
(Figura 1).A do tipo I, mediada por IgE, que induz a ativacdo de mastécitos; as dos
tipos II e lll, envolvendo 1gG, que, por sua vez, pode desencadear mecanismos
efetores mediados pelo complemento e mecanismos fagociticos em varios graus; e
as reacOes de hipersensibilidade do tipo IV, que sdo mediadas por células T
(subdivididas em reac¢des mediadas por Tul, TH2 e células T CD8* citotoxicas)(16).
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Figura 1. Tipos de reac8es alérgicas com base nos mecanismos de patogénese (adaptado)
Fonte: Kuby Immunology, 2003

A alergia alimentar enquadra-se na classificacdo de reacao alérgica do tipo I,

também chamada de hipersensibilidade imediata. Pessoas com alergia alimentar tém

alta concentracdo de anticorpos IgE especificos a alimentos e apresentam sintomas

como urticaria, vémitos e diarreia quando da ingestdo dos mesmos. Estes sintomas

sdo desencadeados pela ligacdo cruzada de receptores FceRIl ligados a IgE

especifica. Os receptores FceRI sdo expressos em mastoécitos, basofilos e eosinofilos,

sendo nestes ultimos, expressa a sua isoforma trimérica a FceRlay2. O receptor FceRI

€ uma molécula chave na fisiopatologia de reacdes alérgicas. Baixos niveis de

expressdo de receptores FceRl na superficie das células imunitarias tornam-nas

menos sensiveis aos estimulos dos alérgenos. Os mastocitos por sua vez sao as

células centrais na reacao alérgica (17-20). ApGs o inicio da inflamacao alérgica varios
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quimioatrativos como o fator de células estaminais (SCF), TNF-1a e fator de células
estromais (SDF-1) induzem a migracédo dos mastocitos provenientes da maturacéo de
seus precursores da circulagcdo para os tecidos conectivos ou mucosas (21). A
ativacdo de mastocitos manifesta-se clinicamente como diarreia e vOmitos. Na
ativagdo essas células liberam mediadores como histamina, que aumenta a
permeabilidade vascular, fator ativador de plaquetas (PAF) que induz a agregacao
plaquetéaria e outros mediadores lipidicos provenientes do acido araquidénico (14, 16,
21, 22).

As manifestacdes clinicas da alergia alimentar podem variar de sintomas leves,
como a sindrome de alergia oral ou urticaria leve, a reacfes anafilaticas graves, que
podem ter consequéncias fatais. As criancas sdo mais susceptiveis as alergias
alimentares (15, 16).

O principal tratamento para alergia alimentar é a retirada do alimento alergénico
da dieta (14). Outras abordagens incluem: uso de adrenalina, quando ha ingestao
acidental do alérgeno, restricdo alimentar da substancia que provoca a
hipersensibilizacéo e tratamentos com corticosteroides para reduzir a inflamacéo, uso
de anti-histaminicos e inibidores de leucotrienos, além de imunoterapia oral, e
anticorpos monoclonais anti-IgE (14, 23).

A alergia alimentar normalmente manifesta-se em individuos geneticamente
predispostos e constitui-se numa falha no mecanismo de tolerancia oral (Figura 2)

(15).

Alérgeno
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IL-10

Figura 2. Mecanismo de tolerancia oral
Em individuos nédo-atépicos, o antigeno € reconhecido pelo sistema imunitario, mas néo induz
reacBes adversas. Células dendriticas (CD) dos contelidos luminais e do trafico para os
ganglios linfaticos reconhecem o antigeno. CDs tolerogénicas e macréfagos ativados induzem
liberagdo de mediadores reguladores (IL-10, TGF-B e &cido retindico (RA). CDs tolerogénicos
migram para os ganglios linfaticos e apresentam os antigenos a linfécitos T naive (THO),
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promovendo a diferenciacéo de células T reguladoras (Tregs), que vao secretar IL-10 e reduzir
as respostas efetores de células TCD4+ e TCD8*.
Fonte: Bauer et al. The future of biologics: applications for food allergy (modificado) (14).

Um individuo ndo atépico € tolerante as proteinas ingeridas, e esse mecanismo
é conferido pela tolerancia oral. Estudos sugerem que quanto menos uma pessoa for
submetida a um determinado alimento, menores sao suas chances em desenvolver
um ambiente tolerogénico no intestino (17).

Em modelos murinos de alergia alimentar, a inducéo de alergia ocorre através
da administracdo oral de antigenos na presenca de adjuvantes fortes (toxina da colera
ou enterotoxina de estafilococos), utilizando camundongos com a funcao de células T
reguladoras depletada ou através da sensibilizacdo de camundongos através de

injecdo peritoneal utilizando hidréxido de aluminio como adjuvante (23).

2.2 Mecanismo da alergia alimentar

A alergia alimentar reflete uma quebra na tolerancia oral aos alimentos. Este é
um processo imunolégico ativo que envolve células T reguladoras (Tregs) (Figura 3)
(14, 24).
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Figura 3. Mecanismo da alergia (adaptado)

Alergia esta envolvida na quebra da tolerdncia que promove a sensibilizagdo pelo antigeno (1).
Aumento da permeabilidade de células epiteliais permite acesso dos alérgenos a mucosa (2). Células
epiteliais produzem citocinas tais como TSLP (linfopoetina estromal timica), IL-33 e IL-25, que véo
alterar o fenotipo de células dendriticas, ativam células linfoides inatas (CIT) e promovem imunidade
tipo Tw2 (3). CDs reconhecem o antigeno alimentar e migram para o linfonodo, onde apresentam
alérgenos aos linfécitos T naive (TwO) na presenga de mediadores (como IL-4) para promover o
desenvolvimento de Tu2 (4). Células Th2 entdo secretam IL-4, IL-5 e IL-13 e promovem a troca de
isotipo de células B e producéo de IgE (5,6). IgE se liga a receptores FceRI e FceRIl expressos por
mastacitos e basofilos para promover respostas inflamatérias alérgicas (7)

Fonte: Vercelli, 2008 (25)

A sensibilizacao é a primeira etapa do desenvolvimento da alergia mediada por
IgE. Porém, nem sempre a sensibilizacdo leva a condic¢éo clinica, uma vez que muitos
pacientes com alta concentragdo de imunoglobulina IgE ndo apresentam sinais e
sintomas da doenca. Isto indica que, apesar da IgE ser necessaria no processo de
alergia, ela por si s6 ndo é suficiente para o desenvolvimento da hipersensibilidade
imediata (23, 26, 27).

Os mastdcitos, células efetoras da alergia, possuem receptores de alta

afinidade para IgE — receptores FceRIl incorporados nas suas membranas
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plasmaticas. A ligacdo cruzada de IgE com seu receptor ativa as células efetoras a
degranularem-se e liberarem os mediadores que vao conduzir a sintomas da alergia
imediata (26).

Nesse contexto as imunoglobulinas IgE especificas para alimentos tém papel
central na alergia alimentar, mas para que a alergia se desenvolva, € necesséria a
maturacdo dos mastocitos. Estudos recentes demonstraram que tal maturacéo ocorre

através da liberagdo de citocina IL-9 produzida pelo mastécito ainda inativo (23, 27).

2.3 Imunoglobulina IgE

Acredita-se que a imunoglobulina E originalmente evoluiu como um
componente importante da resposta imune adaptativa a parasitas helminticos,
posteriormente descobriu-se seu envolvimento também em atopia, individuos
atopicos apresentam niveis elevados desta imunoglobulina na circulacdo e niveis mais
elevados de eosindfilos quando comparado a individuos normais (20). O anticorpo do
tipo IgE é o responséavel pelo reconhecimento dos antigenos ambientais chamados de
alérgenos e pelo desencadeamento da resposta inflamatoria alérgica. Esses
anticorpos séo capazes de desencadear reacfes de hipersensibilidade imediata tais
como anafilaxia sistémica, que constitui a reacado de hipersensibilidade mais dramatica
(5).

A IgE é a classe de anticorpos menos abundante na circulacdo e,
consequentemente, foi descoberta anos apdés a descoberta das outras
imunoglobulinas (IgG, IgM, IgD e IgA). Sua concentrag&o no soro varia com a idade e
em individuos normais (ndo atOpicos) é muito baixa em comparacdo as outras
imunoglobulinas. Contudo, em individuos atopicos, as concentragdes de IgE sobem
em resposta aos alérgenos (5). As concentracdes de IgE atingem no maximo 50
ng/mL, em contraste com a IgG, que esta presente em concentra¢cdes de 5a 10 mg/mL
em nao atépicos. Ha aumentos consideraveis de IgE também em individuos em outras
condic¢des patoldgicas, como infecgcdes por helmintos (incluindo-se esquistossomose,
ancilostomiase, equinococose, ascaridiase) ou ndo parasitarias, como HIV,
tuberculose, e outras como doengas oncohematolégicas, algumas imunodeficiéncias
primarias e doencas inflamatorias (5).

A IgE apresenta a estrutura basica de toda imunoglobulina, que consiste em

uma molécula Unica com duas cadeias leves (L) do tipo kappa (k) ou lambda (1) e
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duas cadeias pesadas (H) do tipo E, com regifes variaveis (V) e regides constantes
(C). As cadeias leves apresentam uma regiao variavel (VL) e uma regido constante
(CL) e as cadeias pesadas apresentam uma regido variavel (VH) e uma regido
constante com quatro dominios (Cel, Ce2, Ce3 e Ce4). Estas ultimas conferem as
funcBes especificas do isotipo IgE, incluindo as interacbes com 0s seus receptores
celulares e soluveis. As regides variaveis na regido N-terminal das cadeias pesadas e
leves criam bolsas de ligacédo unica que determinam a especificidade antigénica do

anticorpo (Figura 4) (20).

Figura 4. Estrutura de imunoglobulina IgE (adptado)
Fonte: Gould e Sutton (2008) (28)

A IgE se liga a dois receptores principais: ao FceRl, de alta afinidade, e ao
FceRIl ou CD23, de baixa afinidade. Além desses receptores, a IgE se liga a outros
receptores: galectina-3, FcyRIlb e FcyRIV (16). O receptor FceRI € uma das moléculas
chave na fisiopatologia da reacdo alérgica: sua expressdo nas células imunitarias,
mastocitos, basofilos e eosindfilos é fator essencial para disparo da cascata de
sinalizacdo da alergia alimentar. Niveis baixos de expressédo de FceRI tornam as
células imunitarias menos sensiveis aos estimulos dos alérgenos (18).

As proteinas alergénicas fazem ligacbes cruzadas com a IgE pré-formada
ligada pela por¢do Fc ao receptor de alta afinidade FceRI expresso na membrana de
mastocitos, por exemplo. Desta forma, esta ligacdo induz a ativacdo de mastdécitos,
gue degranulam. Ha evidéncias de que os anticorpos IgE e os mastécitos ndo s6

atuam como efetores da hipersensibilidade imediata em individuos com sensibilidade
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estabelecida, como também séo responsaveis pela amplificacdo da resposta alérgica
durante a exposicdo inicial do individuo ainda ndo sensibilizado ao antigeno,
potencializando sinais as células Tu2 naive e respostas de anticorpos. Mastdcitos
ativados por IgE estimulam respostas Th2 e producdo de IgE, além de suprimir a

inducao de células T reguladoras — Tregs (Figura 5)(5).

IgE _
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Antigeno

Mastécito

Figura 5. Efeitos do mastécito e IgE em células Ty2 (adaptado)
Fonte: Burton et. al., (2014) (5)

2.4 Mastocitos

Os mastacitos sdo uma importante fonte de mediadores inflamatorios, incluindo
mediadores pré-formados armazenados em granulos de secrecao (citocinas,
histamina, derivados do acido araquiddnico), liberados apos sua ativacao (29).

Dentre os varios fatores que levam a ativacdo dos mastocitos, o influxo de
intracelular de calcio é fundamental (figura 6) (30). O modelo mais aceito para explicar
a ativacdo dos mastocitos sugere que o agregado de FceRI apos o encontro da IgE
com o antigeno, leva a mobilizacdo de uma cinase chamada lyn. Essa cinase fosforila
motivos ITAM (Imunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) na cauda

citoplasmatica do FceRI que torna-se um ponto de ancoragem para outra cinase, a
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syk, uma proteina da familia da ZAP-70 (cinase que inicia a cascata de ativacdo dos
linfocitos). Entretanto, acredita-se que essa ativacao inicial dependera do balanco de
sinais positivos e negativos dados pelas proteinas fyn e hck, respectivamente, na
proteina lyn, que iniciara a castacata de sinalizacao. Dentre os efeitos da ativacdo de
syk, ha a fosforilagdo da Fosfolipase C-y (PLC-y). A atividade da PLC-y (que fica
ancorada na face interna da membrana celular) é regulada por uma fosfatase (SHIP
1/2) que causa sua desfosforilagéo inativando-a. (Figura 6), quando ativa a PLC-y que
guebra o fosfatidilinositol bisfofato (PIP2) em diacilglicerol e inositol trifosfato (IP3). O
IP3 age em receptores especificos (IP3R) no reticulo endoplasméatico promovendo um
breve aumento da concentracdo de Ca?* intracelular e esgota as reservas de Ca?* no
reticulo endoplasmatico (30). A deplecdo das reservas de intracelulares de Ca?* é
percebida pelo sensor STIM1, que leva a ativacdo dos chamados canais CRAC
(Calcio Release Activated Channel). A isoforma ativada no mastdcito, CRACM1, induz
uma onda de calcio extracelular sustentada que leva a ativacdo do mastdcito
induzindo sua degranulagéo e a ativagéo da calmodulina (CaM) que, por sua vez, ativa
a calcineurina (CaN) que desfosforila NFAT (Nuclear Factor of Activated T cell)
ativando-o. O NFAT migra, entdo, para o nucleo onde dara inicio a um programa
molecular pré-inflamatorio no mastocito. Ha indicios de que os canais TRP (incluindo
as 6 subfamilias), que sdo canais importantes para influxo de Ca?* extracelular pela
membrana plasmatica, cooperam com canais CRAC, tendo assim importante
participacdo no processo de proliferacdo e diferenciacdo de células (incluindo-se os
mastocitos) (29-31).
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Figura 6. Ativacao de mastécitos (adaptado)
A ativacdo de syk gera sinais que levam a producéo de fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfato (PIP3)
e a ativacdo de fosfolipase C. O que leva ao aumento de calcio citosélico a partir de
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armazenamentos intracelulares. A deplecao das reservas intracelulares ativos canais CRAC
com auxilio de canais TRP. Esses eventos levam a uma cascata de sinalizagdo que promovera
a fosforilagdo de NFAT que por sua vez ativara mastocitos e basdfilos.

Fonte: MacGlashan Jr. (2008)(30).

Além da fase imediata, a ativacdo de mastécitos por IgE via FceRI leva a uma
reacdo secundaria de fase tardia, alimentada pela producdo de citocinas e
recrutamento de leucdcitos e uma recorréncia dos sintomas 8 a 12 horas apoés a
exposi¢ado ao alérgeno inicial. As citocinas derivadas dos mastécitos atuam em células
tanto do sistema imune inato quanto do adaptativo, favorecendo as respostas de
células TH2 que iniciam a inflamagé&o alérgica crbnica e participam do desenvolvimento
da patologia em modelos de doenca alérgica. Ainda, a ativacao dos mastdcitos pela
IgE estimula a sintese de interleucina 4 (IL-4), induzindo os efeitos das células Tn2
(16).

A alta frequéncia de mastdcitos em locais em que 0s antigenos séo inicialmente
encontrados, como a pele, vias respiratdrias e trato gastrintestinal, sugere que essas
células estejam relacionadas com os efeitos da sensibilizagao (16).

2.5 Capsaicina

A capsaicina (8-metil-N-vanilil 1-6 nonenamida) é o mais abundante dos
capsaicindides. Os capsaicindides séo as principais substancias picantes encontradas
em pimentas (Capsicum frutescens e Capsicum annum). A pimenta € um importante
ingrediente em alimentos picantes consumidos em todo o mundo, com teor de
capsaicina variando de 0,1 a 2,5 mg/g. O consumo de capsaicina por humanos €, em
média de 0,5 a 4,0 mg/kg/dia (32). A capsaicina constitui 40% a 60% do teor total em
produtos capsaicinoides (33-35).

O conteudo absoluto de capsaicindides em pimentas é variavel e depende das
espécies e variedade de pimentas, condicfes de crescimento e o tempo de colheita.
Esses compostos sdo responsaveis pelo sabor picante e quente das pimentas, o que
explica sua ampla utilizacdo na gastronomia. A capsaicina € um po branco, cristalino,
altamente volatil, pungente, hidrofébico e inodoro (33-35).

Além de sua extensa utilizagdo como aditivo alimentar, a capsaicina tem sido
utilizada em outros propositos, como investigacdo neurobiolégica, perda de peso,

analgesia local ou topica, defesa antimicrobiana e fabricacdo de produtos de auto-
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defesa (sprays de pimenta). O uso desses sprays leva a uma sensacao de dor intensa,
cegueira temporaria e tosse incontrolavel, efeitos produzidos pelos capsaicindides
(32, 35).

A estrutura quimica molecular (Figura 7) da capsaicina, assim como de outros
vaniloides é composta por 1 anel de benzeno e 1 longa cauda hidréfoba de carbonos,
cuja formula molecular & C1sH27NO3s. Seu ponto de fusdo é de 62°C a 65°C e a massa
molar é de 305,4 g/mol. Devido a sua lipossolubilidade, a capsaicina s6 é sollvel em
solventes organicos. Isso explica porque os efeitos da ingestao de grande quantidade
de capsaicina ndo sao aliviados por ingestdo de agua e sim por bebidas com
substancias lipossoluveis, como por exemplo o iogurte, que tem a capacidade de

remover o vaniloide da boca (33, 34).
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Figura 7: Estrutura molecular da capsaicina (adaptado)
Fonte: Kaiser et al.(2016)(36)
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A capsaicina € um irritante potente com toxicidade moderada. A relativa
seguranca na aplicacdo de capsaicina oral e topica foi associada a sua baixa
disponibilidade sistémica, provavelmente devido a sua absorcéo limitada e extenso
metabolismo hepético (35).

O teor de capsaicindides como a capsaicina e a dihidrocapsaicina nas
especiarias é variavel. Wilber Scoville desenvolveu um teste e uma escala em 1912
para medir a picancia ou calor das pimentas. Essa tabela ainda estd em uso, sendo
que a picancia das pimentas é descrita de acordo com a tabela de classificacdo de

Scoville e depende de seu contetudo de capsaicina (Figura 8).
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Tabela de Scoville
Unidades Scoville Tipos de pimentas
SEL R Capsaicina pura®

G NR D IG ] Varios capsaicinoides, como homocapsaicina, homodihydrocapsaicina y nordihydrocapsaicina
A o ke ] Nive | estandar del aerosol de pimienta en EE.UU.,* municién irritante del FN 303
SRCTT IO X0 ] Naga Viper, Trinidad Scorpion Butch T
CEH S I IR Erd Naga Jolokia® 6 7 8
CEOI G| Habanero Savinas Roja? 10
Chile habanero,'! Scotch Bonnet,!1 Chile datil, Capsicum chinense
100.000-200.000 Rocoto, chile jamaicano picante,* piri piri
50.000-100.000 Chile thai, chile malagueta, chile chiltepin, chile piguin
30.000-50.000 Pimienta roja o de cayena, aji escabeche,!? chile tabasco, algunas tipos de chile chipotle
10.000-283.000 Chile serrano, algunos tipos de chile chipotle
5.000-8.000 Variedad de Nuevo México del chile anaheim, 2 chile hangaro de ceral3d
2.500-5.000 | Chile jalapefio, Pimiento de Padron, Salsa Tabasco
1.500-2.500 Chile rocotillo
1.000-1.500 Chile poblano
500~1.000|Chile anaheim'4
100-500 Pimiento,* pepperoncini

No picante, pimiento verde*

Figura 8: Escala de Scoville
O teor de capsaicina define o grau de picancia da pimenta: quanto maior o teor de capsaicina maior a
picancia. Fonte: https://es.wikipedia.org/wiki/Escala_Scoville

Além de seu papel na culinéria, a capsaicina pode produzir uma série de efeitos
relacionados com dor, dependentes da dose e via de administracdo, sendo utilizada
tanto como ferramenta de investigacdo de mecanismos da dor quanto no tratamento
da dor cronica. A eficacia da aplicacdo topica de capsaicina € demonstrada em
estudos de alivio da dor relacionada a artrite, nevralgia pds-operatoria, neuropatia
diabética e psoriase.

A capsaicina é ainda bem descrita na literatura quanto as suas acdes
farmacoldgicas complexas, que incluem o efeito analgésico e propriedades anti-
inflamatorias por reducdo da expressdo de citocinas, quimiocinas, moléculas pro-
inflamatorias de adeséo celular, além de atuar na funcéo de células do sistema imune.
Um estudo de Fischer et al. (2001) demonstrou que a capsaicina é capaz de inibir
canais de célcio (CRAC) que sao fundamentais para ativacdo de linfocitos T, o que
explicaria em parte seu efeito anti-inflamatorio) (33, 37-39).

Dentre as vias de administracdo da capsaicina, incluem-se a inalatoria (sprays
de auto-defesa), topica (analgesia) e injecBes intradérmicas ou intraplantar

(experimental) (33).
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A capsaicina € um agonista altamente seletivo para o receptor de potencial
transiente da subfamilia vanildide, membro 1 (TRPV1). Este é um canal de cétions
nao seletivo, preferencialmente expresso em neurbnios de pequeno diametro
sensorial, especialmente nociceptores, que se especializam na deteccdo de
sensacdes dolorosas ou nocivas (fibras C e em menor medida fibras Ad). O canal é
um integrador molecular de estimulos fisicos e quimicos nocivos aos quais se incluem
a capsaicina, pH acido e temperatura > 43°C. A ativacdo do TRPV1 induz o fluxo de
calcio e em alguns tecidos esta associada com o aumento da ativacdo ou da
expressao de proteinas chave, tais como sintese endotelial do 6xido nitrico (eNOS),
proteina de desacoplamento 2 (UCP2), PPAR-3, PPAR-y (32, 35).

A capacidade de capsaicindides ocasionarem efeito de nocicepc¢éo é devido a
sua interacdo com os canais TRPV1, que quando ativados resultam em percepc¢éao de
gueimadura e dor intensa (35).0 efeito inicial da capsaicina € na ativacdo do canal
TRPV1 expresso em células nociceptivas, resultando numa sensacdo de ardor,
hiperalgesia, alodinia e eritema.

Quando o uso de capsaicina é feito em doses excessivas ou em exposicoes
continuas ou repetidas, os efeitos do capsaicindide sédo de dessensibilizacao
reversivel dos nociceptores calcio-dependentes. Isso se da em parte pela deplecéo
da substancia P em terminais de nervo periférico. Tal dessensibilizagdo constitui a
base para aplicacfes terapéuticas da capsaicina, nas quais se incluem alivio da dor
(acdo anestésica). Neste consenso séo utilizados tratamentos com capsaicina a base

de cremes (aplicacao tdpica) ou aplicacao de injecdes intra-articulares (32, 35).

2.6 Farmacocinética da Capsaicina

2.6.1 Administracéo oral

McCarty, DiNicolantonio e O’Keefe (2015) (40) afirmam que existem poucos
estudos avaliando a farmacocinética clinica de capsaicina administrada por via oral e
citam que a ingestédo de cinco gramas de um extrato de pimenta rico em capsaicina
resulta em um nivel de capsaicina sérica maxima de 8,2 nm apos 45 minutos (40).

Kawada et al (1984) afirmaram que, até certo ponto, a capsaicina € absorvida

intacta, podendo ser mensurada no sangue da veia porta por radioatividade. Chaiyasit



32

et al (2009) detectaram a capsaicina no plasma apés 10 minutos de ingestdo com
concentracdo maxima (Cmax) de 2,4 ng/mL e constataram que ndo poderia ser

detectada capsaicina apdés 90 minutos.

2.6.2 Administracao topica

Capsaicina topica, disponivel comercialmente em forma de creme, €
rapidamente absorvida pela pele em baixas concentracbes (0,25 a 0,1%). Apés a
administracdo, foi detectada capsaicina no estrato corneo dentro de 1 minuto apoés a
aplicacao, atingindo estado estacionario logo apés e mantendo meia vida de 24 horas
aproximadamente (33).

A exposicao topica de concentracdes suficientes (acima de 10 pM) de
capsaicina desencadeia massa de influxo de calcio neuronal. Este efeito é
potencialmente citotoxico, desencadeando um reflexo negativo na regulacdo de
atividade do canal TRPV1. Tal efeito torna 0s neurGnios menos responsivos aos
agonistas endégenos de TRPV1 e resulta em analgesia (40).

2.6.3 Absorcéo, distribuicdo e atividade sistémica

A capsaicina é absorvida passivamente com maior eficiéncia no estdmago
(80%) e no intestino delgado. ApGs absorcao, é metabolizada por varias enzimas do
citocromo P450 no figado. Os derivados da capsaicina, nos quais se incluem
vanililamina, vanilina, alcool vanilico e acido vanilico, sdo gerados nas formas livre e
glicuronizados, sendo desconhecida sua atividade como compostos bioativos ou
metabdlitos inativos (41).

Depois de liberada na circulagdo a capsaicina é transportada pela albumina
para a glandula adrenal, onde estimula a liberagdo de catecolaminas. A capsaicina
ativa receptores TRPV1 em neurGnios localizados na lingua e no intestino,
aumentando a ativacdo do sistema nervoso somatico (SNS), o que pode explicar a

inducéo da termogénese (41).
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2.6.4 Metabolismo da capsaicina

Quando a capsaicina é administrada na forma oral, seu metabolismo é
semelhante em humanos, camundongos e caes, tendo taxa metabdlica importante no
figado e quase nenhuma no intestino delgado (33).

Sao produzidos trés metabdlitos principais em maior quantidade: 16-
hidroxicapsaicina, 17-hidroxicapsaicina e 16,17-hidroxicapsaicina. O metabdlito
secundéario corresponde a vanilina (32, 33).

A capsaicina é convertida em metabdlitos através de hidroxilacdo da porcéo do
anel vanilil, o que conduz a hipétese de que a capsaicina seja ativada pelo sistema de
oxidase de funcdo mista do figado para um intermediario eletrofilico que é capaz de
se ligar covalentemente a proteinas hepaticas (32).

A atividade do citocromo P450 2E1 (CYP2E1L) do figado é responséavel pela
conversado da capsaicina para o radical fenoxi reativo que, por sua vez, pode dimerizar
ou ligar-se a CYP2EL, inativando assim a enzima. Tal mecanismo explica a atividade
quimiopreventiva da capsaicina (32).

No estudo de Chanda et al (2008), foi realizado um experimento com incubacéao
de capsaicina com a pele humana, sendo o capsaicindide lentamente metabolizado
em dois metabalitos, com producédo de vanililamina e acido vanilico como metabdlitos
secundarios. Porém, os autores constataram que a maior parte de capsaicina
absorvida na pele permanecia inalterada. Através desse estudo péde-se concluir que
a capsaicina é rapidamente metabolizada por enzimas hepaticas em trés metabdlitos,

mas ndo pela pele humana (32).

2.7 Canal de céation do receptor de potencial transitorio, da subfamilia

vaniloide, membro um (TRPV1)

Em mamiferos, os canais de potencial transiente (TRP) séo classificados em 6
subfamilias: candénico (TRPC), vaniléide (TRPV), melastina (TRPM), mucolipina
(TRPML), anquirina (TRPA) e policistina (TRPP) (figura 10). Estes sdo compostos de
quatro proteinas de canais que formam um poro central através do qual os ions calcio

(Ca?*) e sédio (Na*) tém passagem (42).
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Figura 9. Arvore genealdgica de canais TRP em mamiferos (adaptado)
Fonte: David Clapham. (2003)

Os TRP foram descritos pela primeira vez em Drosophila. Esses canais sao
identificados por sua homologia e ndo como ligante ou seletividade. Esses canais
possuem funcdes diversas, e em humanos sao utilizados para apreciacao de paladar,
diferenciando o sabor doce e amargo, e também para discriminar sensacdes de frio,
calor e dor (43).

Os canais vaniloides séo divididos em 6 membros (1 a 6). Porém, s6 o TRPV1
é realmente ativado por vaniléides, incluindo a capsaicina (44). O TRPV1 € um canal
de cations nao seletivo que esta envolvido na detec¢cédo e transducdo de estimulos
nociceptivos. E expresso em células endoteliais vasculares, hepatdcitos, adipocitos,
células do musculo liso, fibroblastos, varios tipos de epitélios, células T, mastdcitos e
por neurdnios e astrocitos no cérebro e medula espinhal. Dessa forma, TRPV1 tem o
potencial de modular a funcédo dessas células por impulsionar seus niveis de calcio
intracelular (40, 45).

O TRPV1 desempenha papel integrador na dor e na inflamacéo neurogénica,
sendo expresso em 97% dos neurdnios sensoriais tanto em nivel central como
periférico (44). Os efeitos fisiologicos ou fisiopatoldgicos de TRPV1 ndo neuronal tém
sido implicados na inflamacgéo, infeccdo e imunidade, no sistema cardiovascular e
ainda em obesidade, enquanto que func¢des neuronais no cérebro estdo implicadas
em neurogénese e termorregulacgédo (44).

A sensibilizacdo de neurdnios que expressam TRPV1 no trato gastrintestinal

por ingestdo de capsaicina podem ajudar na termogénese. I1sso se da pela ativacédo
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do tecido adiposo marrom, por aferéncia do nervo vago ao cérebro, que vai enviar
respostas eferentes de ativacdo de neurbnios do sistema simpatico, seletivos para o
tecido adiposo marrom, ndo afetando assim o sistema cardiovascular. Ainda nesse
contexto a capsaicina parece ter um efeito importante na sindrome metabdlica por
reducdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-6, TNF-a. e MCP-1, além de diminuir
infiltracdo de macréfagos (40, 46, 47).

A capsaicina produz ativacdo completa do canal em uma concentracdo de
cerca de 10uM de capsaicina (42-44, 48, 49). A ativacao resulta na sensacéo de dor

na pele, 6rgdos viscerais e cavidade oral (figura 9) (33, 42-44, 49).

Ativadores de TRPV1
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Capsaicina

Neurdnio
Sensorial

- @ Ca- A/\ /_/- \_

\J/

Medula espinhal

Membrana
Neuronal

Despolarizacdo e inicio
do potencial de acéo

Desfuncionalizacdo
localizada

Sobrecarga de Caz-
Disfuncée mitocondrial, etc

Figura 10. Ativadores de TRPV1
A ativacdo de TRPV1 por capsaicina resulta em despolarizacdo neuronal sensorial e pode induzir a
sensibilizagdo local por ativagdo por calor, acidose e agonistas enddgenos. Exposi¢do tdpica de
capsaicina leva a sensag¢8es de calor/ardor, picadas ou prurido. Concentracdo elevada de capsaicina
ou exposicdes repetidas podem produzir um efeito local persistente nos nociceptores cuténeos,
constituindo uma desfuncionalizacdo com reducdo da atividade espontdnea e uma perda de
capacidade de resposta a alguns estimulos sensoriais.

O canal TRPV1 tem sensibilidade térmica melhorada pela bradicinina e fator de
crescimento do nervo (NGF) que parecem atuar através da fosfolipase C para
hidrolisar fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2), liberando a inibicdo do canal.
Camundongos nocaute para expressao de TRPV1 apresentam defeitos em
nocicepcado e na resposta inflamatoria e hipotérmica aos compostos vaniloides,
confirmando a contribuicdo de TRPV1 na nocicepcao térmica aguda e hiperalgesia

apos lesao tecidual (43).
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Fernandes et al.,, (2012) (44) em seu estudo de revisdo salientaram um

importante fato sobre os TRPV1, segundo os autores:

O receptor TRPV1 sofre dessensibilizagdo apés administracdo repetida ou a exposicédo
prolongada de capsaicina. Os mecanismos subjacentes a dessensibilizacdo parecem ser
dependentes de célcio podendo dessa forma a capsaicina ser utilizada para demonstrar efeito
de dessensibilizacdo de TRPV1 em células ou tecidos, mas ndo em examinar efeitos
especificos de TRPV1 em processos fisiolégicos ou fisiopatoldgicos, uma vez que doses
elevadas de capsaicina causam destruicao seletiva de nervos sensoriais C e Ag.

Durante muito tempo, pensava-se que a distribuicdo de TRPV1 era restrita a
tecidos e fibras neuronais periféricas sensoriais. No entanto, sabe-se de sua presenca
em tecido ndo neuronal, incluindo-se em queratindcitos, células epiteliais gastricas,
fibroblastos e do endotélio vascular, bem como em células do sistema imunolégico
(50). Os queratindcitos expressam TRPV1 funcional. Essas células tém papel
importante na manutencdo da integridade da resposta imune na pele, estimulando a
inflamacéo cutanea através de liberacao de citocinas (44).

A ativacdo de TRPV1 por capsaicina provoca um aumento na expressao de
COX2 em queratindcitos humanos com concomitante aumento dos niveis de PGE:2 in
vitro). PGE:2 e IL-1 s&o capazes de sensibilizar e/ou ativar as terminagdes nervosas
sensoriais, afetando a dor e a inflamag&o neurogénica (44).

O TRPVI, que € expresso ao longo de todo o comprimento dos neurdnios
sensoriais sensiveis aos vanildides, medeia a liberacdo de CGRP (peptideo
relacionado com gene de calcitonina) nos nervos periféricos. Quando os terminais
nervosos positivos para TRPV1 séo ativados, um influxo de célcio é induzido e leva a
liberacdo de mediadores peptidicos, incluindo CGRP. Os impulsos entdo sao
transmitidos para o sistema nervoso central por meio de fibras centrais e la sao
percebidos como dor, queimadura ou prurido.

Bertan et al. (2014) (51) citam que canais de calcio voltagem-dependentes e
membros de canais idnicos da familia do receptor de potencial transiente (TRP) tém
importantes contribuicdes para a ativacdo das células T. Estes mesmos autores
concluiram em seus estudos que os canais TRPV1 sdo expressos funcionalmente em
células T CD4* e podem ser ativados por cinases ativadas pela estimulacao especifica
do TCR (51). A Ick, uma enzima que fosforila motivos de tirosina ITAM nas cadeias do
CD3, também pode fosforilar o TRPV1, contribuindo para um influxo calcio precoce e

facilitando a ativagéo linfocitaria (51).
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3 JUSTIFICATIVA

Nas ultimas trés décadas, houve um aumento significativo na prevaléncia de
doencas alérgicas. A alergia alimentar, em particular, € uma patologia que afeta 6-8%
das criangas menores de 3 anos e aproximadamente 2% da populagdo adulta no
mundo industrializado. Sendo assim, a alergia alimentar tem sido reconhecida como
um problema de saude publica. Fatores ambientais como a industrializacdo, aumento
da poluicdo, maior exposicado a antigenos domiciliares e mudangas na alimentacéo
parecem atuar como fatores de risco para o desenvolvimento de doencas alérgicas
nas areas urbanas.

A melhoria das condi¢fes de saneamento e higiene, a vacinacéo e a utilizacdo
de antibidticos nos paises industrializados também podem ser citados por
contribuirem para a diminuigdo das infecc¢des virais e bacterianas durante a infancia,
fato este que pode levar a alteracfes no sistema imunoldgico que passa a ter maior
responsividade a substancias indcuas, resultando assim, no aumento das doencas
alérgicas. Esta seria a hipétese da higiene, que em sua versdo mais moderna sugere
que a diminuicdo da ocorréncia de infec¢cdes helminticas na populagcdo poderia
prejudicar a formacdo de uma rede reguladora eficiente das respostas imunes. Desta
forma, as respostas a antigenos indcuos serdo menos controladas, aumentando a
possibilidade de desencadeamento de uma resposta alérgica a estes antigenos (52,
53).

A susceptibilidade as alergias alimentares esta aumentada em criancas e
resulta, em parte, de uma imaturidade tanto do sistema imunolégico como das
barreiras gastrintestinais. Durante a fase de crescimento, a alergia alimentar pode
interferir na estatura e peso corpéreo das criancas que sofrem desta patologia (53).

A utilizagcdo de produtos naturais, especialmente os derivados de plantas
medicinais, € uma forma tradicionalmente utilizada na cultura popular para o alivio da
doenca e pode ser descrita desde tempos remotos, em diversas civilizagbes. Em um
estudo com 0Oleos essenciais provenientes de ervas como (Matricaria chamomilla L.
Egipto), popularmente conhecida como camomila, e outras 19 ervas, os autores
identificaram uma correlacéo positiva entre 0 uso do 6leo de camomila e inibicdo da
degranulacdo de mastocitos (54). Ao longo dos anos os produtos naturais tém
contribuido para o desenvolvimento de importantes drogas terapéuticas usadas

atualmente na medicina moderna.
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A capsaicina, um alcaloide pungente da pimenta (Capsicum annuum e
Capsicum frutescens) tem sido bem estudada devido aos seus efeitos biolégicos que
sdo de relevancia farmacoldgica, nas quais se incluem protecdo cardiovascular,
efeitos anti-inflamatdrio e antioxidante, analgesia, influéncia termogénica e efeitos
benéficos sobre o sistema gastrointestinal. Por esses efeitos, especialmente anti-
inflamatorios e antioxidantes, acredita-se que a substancia possa ter um efeito protetor

para a mucosa intestinal durante a alergia alimentar (37).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Considerando-se a importancia de alternativas terapéuticas no tratamento da
alergia, este estudo tem por objetivo avaliar o efeito do uso topico de capsaicina na
protecdo da mucosa intestinal e/ou redugéo da alergia alimentar em camundongos
BALBI/c.

4.2 Objetivos especificos

Observar e comparar 0s animais alérgicos que receberam ou ndo capsaicina
tdpica quanto aos seguintes parametros:

¢ Intensidade da alergia através da medicao de IgE e IgG1;

e Sinais clinicos, como peso corporal e toleréncia alimentar e hidrica, através da
medicdo de consumo alimentar e ingestao de ovalbumina;

e Intensidade de lesdo na mucosa intestinal dos grupos alérgicos e controle
através da analise histologica;

o Caracteristicas inflamatorias no intestino delgado pela analise quantitativa das
células do sistema imune, utilizando a medida de enzimas mieloperoxidase
(MPO), presente em neutrofilos, N-acetilglicosaminidase (NAG), presente em

macrofagos e peroxidase (EPO), presente em eosindfilos.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Camundongos da linhagem BALB-c fémeas com idade entre 5 a 8 semanas
com status sanitario SPF (Specific Pathogen Free) foram obtidos no Biotério Central
da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram mantidos e submetidos
ao ensaio biolégico no Biotério Enio Cardillo Vieira do Laboratério de Aterosclerose e
Bioquimica Nutricional pertencente ao Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

O projeto foi aprovado pelo pela Comissdo de Etica no Uso em Animais da
UFMG (CEUA/UFMG) sob o protocolo de numero 78/2012.

5.2 Delineamento e Modelo Experimental de Alergia Alimentar

Os camundongos fémeas com idade entre 5 a 8 semanas foram mantidos em
gaiolas coletivas (3 a 5 animais por gaiola) até o 20° dia do experimento e separados
em gaiolas individuais a partir do 21° dia de experimento, com ciclo claro/escuro de
12 horas, temperatura controlada (28°C + 2°C), com livre acesso a dieta e agua
filtrada. A dieta ofertada foi a racdo comercial padrdo para roedores Nuvilab® CR-1
Autoclavavel Nuvital durante 28 dias. Os animais foram divididos em dois grupos

experimentais, de acordo com o peso inicial. Os grupos estao descritos a seguir:

e Grupo Alérgico (ALE): com inducéo de alergia recebendo creme base.
e Grupo Alérgico Capsaicina (ALE CAPS): com inducao de alergia recebendo

Creme Capsaicina a 0,075% (v/v).

Para inducdo da alergia foram injetados nos camundongos 10 ug de
ovoalbumina (OVA) 98%, Grade V, Sigma Chemical Co., USA adsorvida em 1mg de
adjuvante (hidréxido de aluminio) e 0,2 mL de solu¢éo salina 0,9% por via subcutanea
no dorso (dia 0). Os animais receberam um refor¢co de sensibilizacdo 14 dias apos

(D14) com 10 pg do antigeno diluido em salina.
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O desafio antigénico foi realizado a partir do 21 do experimento com a
substituicio da agua por uma solucdo contendo clara de ovo liofilizada na
concentracéo de 20% e a partir do dia 26 na concentracao de 10%.

Para a avaliacdo do efeito da Capsaicina na alergia alimentar foi aplicado o
creme com Capsaicina a 0,075% em creme base (v/v) em uma area de
aproximadamente 1 centimetro, exposta por meio de um depilador elétrico no dorso
de cada animal de aproximadamente 1 centimetro quadrado. O creme foi aplicado
diariamente com a quantidade de 100 mg com o auxilio de um cotonete de vidro,
durante todo o desafio antigénico (7 dias consecutivos).

No grupo ALE foi aplicado o creme-base utilizado como veiculo para o creme
com Capsaicina (placebo). Ambos os cremes (creme placebo e creme capsaicina)
foram obtidos na farmécia Nature Derme na Cidade de Belo Horizonte — Minas Gerais.

A composicao dos cremes € mostrada na Tabela 1.

Tabela 1: Composicéo dos cremes base e capsaicina

Creme base Capsaicina 0,075%

Componentes 100 g 100 g
Quantidades (g)

Butil-hidroxitolueno — BHT 0,05 0,05
Triglicérides de acido caprico/caprilico 0,05 0,05
EDTA sédico 0,1 0,1
Solucédo conservante de 0,6 0,6
imidazolidinilureia a 50%
Parafina liquida 3,0 3,0
Silicone 4,5 4,5
Goma xantana 5,0 5,0
Solucéo conservante de parabenos 3,3 3,3
Cera autoemulsionante n&o idénica 9,0 9,0
Capsaicina - 0,075
Agua destilada g.s.p 100g g.s.p 100g

Fonte: Farméacia Nature Derme
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Apoés o desafio antigénico (21° Dia experimental) os animais foram mantidos
nos respectivos grupos experimentais e foram eutanasiados no 28° dia experimental
(Figura 11).

INDUGAO DA ALERGIA E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Dias do Experimento

D-0 D-14 D-21 D-28
/X
A A A
Sensibilizagdao com Desafio OVA (20%) .
OVA (10pg/mL) Reforgco OVA Creme Base - ALE EUTANASIA
+ Salina + Img (10ug/.mL) Capsaicina tépica (0,075%) — ALE CAPS
Al(OH)3 + Salina

Figura 11. Delineamento experimental do modelo de alergia
Grupos: injecdo subcutanea de 10 pg OVA + 1 mg Al(OH)z no primeiro dia e OVA 14 dias ap6s. A partir
do 21° dia até o final do experimento (D28) os animais de todos 0s grupos receberam solucéo de clara
de ovo a 20% em substituicdo a dgua.
Fonte: Saldanha et al (55)

5.3 Eutanéasia dos Animais

Ao término do experimento, os animais foram anestesiados com solugdo de
ketamina (70 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), diluidos em PBS 1x. O anestésico foi
administrado por via intraperitoneal. Foi realizada uma incisdo abdominal longitudinal
para remocdo de sangue. Posteriormente, foi realizado o deslocamento cervical e

retirado o intestino delgado para realizacdo das analises.

5.4 Andlises Clinicas e Bioquimicas
5.4.1 Consumo alimentar e consumo hidrico
Foram avaliados o consumo alimentar e hidrico dos animais por meio da

diferenca entre o peso ofertado e o0 peso referente a sobra. Os pesos da racéo e dos

bebedouros foram aferidos semanalmente em balanca semi-analitica de mesa, marca
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GEHAKA, capacidade para 1 kg, graduacéo 0,1 grama. Para analise, foram expressos
os valores referentes ao consumo total durante o desafio antigénico, ou seja, do 21°
dia experimental ao 28° dia (eutanasia). Os valores foram expressos como média de

consumo em gramas por grupo.

5.4.2 Variacdo ponderal

Os animais foram submetidos ao controle do ganho ou perda de peso corporal,
sendo pesados a cada 7 dias (semanalmente) em balanca semi-analitica de mesa,

nos seguintes intervalos:

¢ Antes do inicio do experimento, para distribuicdo entre os grupos, feita por
média aritmética;
e A cada 7 dias ap6s o inicio do experimento;

e Do vigésimo primeiro dia até o dia da eutansia (28° dia).

Foi realizado o célculo da variacdo ponderal durante o periodo de desafio — OVA

gue corresponde ao intervalo do 21° dia ao 28° dia experimental.

5.4.3 Avaliagéo do infiltrado celular

A avaliacdo do infiltrado celular no intestino delgado ocorreu por meio da
medicdo das atividades das enzimas mieloperoxidase (MPO) e peroxidase de
eosindfilos (EPO), presentes em neutréfilos e eosindfilos, respectivamente (56), e da
enzima n-acetilglicosaminidase (NAG), presente em macrofagos (57).

Para as analises, o intestino delgado foi removido, perfundido com PBS 1x a
fim de remover as sujidades, medido com régua milimetrada e dividido em trés
porcdes: duodeno, jejuno e ileo. As amostras ficaram armazenadas no freezer a -80°C
até o momento da analise.

As técnicas para medi¢édo da atividade de enzimas NAG, MPO e EPO baseiam-
se no peso da porcdo do o6rgdo em estudo. Por isso, as amostras foram
descongeladas e pesadas em balanca analitica a fim de se obter cerca de 20 mg do

jejuno, para realizacéo dos ensaios enzimaticos.
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5.4.4 Preparo das amostras para a medida da atividade das enzimas MPO e NAG

Inicialmente as amostras foram homogeneizadas em 760 pL de Buffer 1 gelado
(proporcéo: 1,9 mL/100mg de tecido) e centrifugadas a 10.000 rpm a 4°C, durante 10
minutos. O sobrenadante foi desprezado e em seguida foram adicionados 600 uL de
solucéo de NaCl 0,2% e 600 puL de solucdo de NaCl 1,6% acrescida de glicose 5%
(proporcdo: 1,5 mL/100mg de tecido) as amostras. As amostras foram novamente
homogeneizadas e centrifugadas a 10.000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. O
sobrenadante foi removido e ao pellet remanescente adicionou-se 760uL de Buffer 2
em temperatura ambiente (propor¢éo: 1,9 mL/100 mg de tecido). Posteriormente as
amostras foram homogeneizadas e o volume do homogenato foi igualmente
aliguotado em microtubos Eppendorf® para o ensaio de MPO e ensaio de NAG. A
partir desse momento, as amostras receberam tratamentos distintos.

Para o ensaio de MPO, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e
descongeladas em agua em temperatura ambiente, alternadamente, por trés vezes.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, a 4°C, durante 10
minutos. O sobrenadante foi coletado e utilizado para o ensaio enzimatico.

As amostras destinadas ao ensaio de NAG foram centrifugadas a 3.000 rpm a
4°C durante 10 minutos e o sobrenadante desprezado. Ao precipitado, foi adicionada
solugcéo salina 0,9%l/triton x-100 (Sigma-Aldrich®). Novamente as amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas a 10000 rpm a 4°C, durante 10 minutos. O

sobrenadante foi coletado e utilizado para o ensaio enzimatico.

5.4.5 Ensaio enziméatico: MPO

Foram aliquotadas 25 pL das amostras, as quais foram acondicionadas a
microplacas de 96 pocos em duplicatas. As amostras foram adicionados 25uL de
substrato 3'3’, 5’5’ — tetrametilbenzidina (Sigma-Aldrich®) previamente diluido em
dimetil sulféxido (DMSO). As amostras foram incubadas a 37°C por 5 minutos. Em
seguida adicionou-se 100uL de peroxido de hidrogénio 0,002% a cada pogo, e
realizou-se nova incubacao (37°C por 5 minutos). Para interromper a reacao, foram
adicionados 100uL de &cido sulfarico (H2SO4) a 1M. A absorbancia foi medida por

espectrofotometria em comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram



46

expressos em unidades arbritarias de acordo com as médias das absorbéancias
obtidas.

5.4.6 Ensaio enziméatico: NAG

Adicionou-se 100pL das amostras em microplaca de 96 pocos, em duplicatas.
Em seguida, 100 pL do substrato p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminida (Sigma-
Aldrich®), previamente diluido em tampao citrato/fosfato (pH 4,5), foram adicionados
as amostras. Apés incubacgédo das amostras (37°C por 10 minutos), foram adicionados
100 pL (0,2M pH 10,6) de tampao glicina em cada pogo para interromper a reagao. A
absorbancia foi medida por espectrofotometria em comprimento de onda de 400nm.
Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias de acordo com a média dos

valores de absorbéancia obtidos.

5.4.7 Preparo de amostras e ensaio enzimatico para medi¢édo da atividade da

enzima EPO

A atividade da enzima EPO foi avaliada por amostras homogeneizadas em PBS
5% (pH 7,2 — propor¢cdo: 19mL para cada grama de tecido), e em seguida,
centrifugadas a 10000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos. O sobrenadante foi
desprezado, e ao precipitado foram adicionados 300ul de solucdo de NaCl 0,2% e
300ul de solucéo de NaCl 1,6% acrescida de glicose 5% (propor¢ao: 15mL para cada
grama de tecido). As amostras foram novamente homogeneizadas e centrifugadas a
10000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado
remanescente foi novamente ressuspenso com HETAB 0,5% (brometo de
hexadeciltrimetilamonio — propor¢cao: 19mL para cada grama de tecido) diluido em
PBS.

Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas e congeladas em
nitrogénio liquido; e descongeladas em agua a temperatura ambiente,
alternadamente, por trés vezes. ApOs essa etapa, fez-se nova centrifugagcéo (10000
rom, a 4°C, durante 10 minutos) e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio
enzimatico.

Para tal, 75uL das amostras foram adicionados a microplaca de 96 pogos, em

duplicatas. Em seguida, adicionou-se 75uL do cromégeno 1,2 diaminobenzeno, 1,2
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fenilenodiamina (OPD) (Sigma-Aldrich®) diluido em tampé&o Tris-HCl (Sigma-
Aldrich®) a 0,075mM (pH 8,0), acrescido de H202 a 6,6mM. Posteriormente, a placa
foi incubada a 37°C por 30 minutos ao abrigo da luz. Apés incubacgéo, a reacédo foi
interrompida pela adicdo de 50pL de acido sulfurico (H2S04) a 1M. A absorbancia foi
medida por espectrofotometria em comprimento de onda de 492nm. Os resultados
foram expressos em unidades arbitrarias de acordo com as médias das absorbancias

obtidas.
5.4.8 Determinacao da concentracéo de proteinas pelo método de Bradford (1976)

Para determinacdo da concentracdo de proteinas dos sobrenadantes de NAG,
MPO e EPO, foram utilizados 250uL do reagente de Bradford Sigma-Aldrich® e
adicionados 5 pL de amostra e 5 UL de agua destilada e deionizada Mili-Q®.

Aposs 5 minutos em repouso, a absorbancia das amostras fori medida em um
espectrofotometro (modelo Varioskan Flash, marca Thermo Scientific) em um
comprimento de onda de 595 nm a 25°C.

A concentracdo de proteinas foi determinada através de uma curva de
calibracdo baseada em soro albumina bovina (BSA) como padrédo nas concentracfes
em microlitros de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 7,0 de acordo com a equacéo da reta 'y
= 0,564x + 0,4481 e R? de 0,9939 (Figura 12).

Curva Padrao de BSA - Método de
Bradford
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Figura 12. Curva padréo de Albumina Sérica Bovina (BSA)
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5.4.9 Determinacao de IgE Anti-Ova

A quantificagdo da producao de IgE foi realizada pelo método ELISA. As placas
foram incubadas com solug&o (100uL/poc¢o) de ovalbumina (5ug/mL) a 4°C overnight.
O blogueio foi feito com uma solucédo caseina 0,25% em PBS por uma hora em
temperatura ambiente (200uL/poco). Posteriormente as placas foram lavadas com
solucéo salina 0,05% Tween por duas vezes. Os soros dos animais (50 pL de soro —
diluidos 1:10) foram incubados overnight em temperatura de 4°C.

Em seguida as placas foram incubadas com anticorpo de cabra anti-IgE de
camundongo diluido em solucdo de bloqueio (1:1000) por uma hora. Decorrido o
tempo, as placas foram lavadas com solugéo salina 0,05% Tween por quatro vezes.
Posteriormente, as placas foram incubadas com anticorpo anti-lgG de cabra diluido
em solucéo de bloqueio (1:40.000) por uma hora e lavadas com solucao salina 0,05%
Tween por cinco vezes. Finalmente, a revelacdo do complexo anticorpo-anticorpo-
conjugado foi feita através de incubacédo com 4 mg de OPD, 2uL de H20:2 diluidos em
10 mL de tampado citrato 100uL/poco. A reacgéao foi bloqueada pela adicdo de 20 pL de
H2SO4 2N. A leitura foi realizada em leitor de ELISA automatico, em comprimento de

onda de 492 nm.

5.4.10 Determinagéo de IgG1 Anti-Ova

A producédo de imunoglobulina IgG1 foi determinada pelo método ELISA. As
placas foram cobertas com 100uL por poc¢o de solucdo de 200ug de OVA diluidos em
10 mL de tampéao carbonato pH 9,6 por 24 horas a 4°C, sendo posteriormente lavadas
trés vezes em solucdo salina-0,05% Tween. O bloqueio foi realizado com
PBS/caseina 0,25%, 200 pL por poco por 1 hora. Logo em seguida, as placas foram
novamente lavadas por trés vezes com solucdo salina 0,05% Tween. O soro foi
incubado na diluicéo inicial 1/100 para IgG1 (100uL por poco). A placa foi lavada
novamente por trés vezes com solucédo salina-0,05% Tween.

A seguir, anticorpos de cabra anti-lgG1l de camundongos conjugado com
peroxidase foram diluidos em solucéo de bloqueio (1:15.000) durante 1 hora a 37°C.
As placas foram lavadas por seis vezes com solugcdo salina-0,05% Tween.
Finalmente, a revelacdo do complexo anticorpo-anticorpo conjugado foi feita atraves
da incubagdo com 4mg de OPD, 2uL de H202 diluidos em 10 mL de tampao citrato
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100 pL por poco. A reacéao foi bloqueada pela adicdo de 20 pL por poco de H2SOa. A
leitura foi realizada em leitor de ELISA automéatico, em comprimento de onda de 492

nm.

5.4.11 Histologia do tecido delgado

A histologia do tecido delgado foi realizada no Laboratério de Aterosclerose e
Bioquimica Nutricional — LABIN. Resumindo, os intestinos foram retirados e divididos
em duas por¢cdes: duodeno e jejuno. Tanto em animais experimentais quanto em
humanos, o jejuno é a porcdo do intestino mais afetada pela doenca alérgica. As
partes foram retiradas e fixadas em Solugcéo de Bouin e armazenadas em solugéo de
formol tamponado a 10%, pH 7,2 em temperatura ambiente por duas semanas. O
material foi processado em sequéncias consecutivas de alcool, xilol e banhos de
paraplast. Apos esse processo os tecidos foram incluidos em paraplast e os cortes
histoldgicos de 5um de espessura foram feitos em micrétomo automatico. As laminas
foram desparafinizadas por 24 horas em estufa a 37°C.

Para coloracao, foram realizadas sequéncias consecutivas de quatro banhos
de &lcool por 1 minuto cada. Os cortes foram lavados em agua por 20 minutos e
corados em acido periodico de Schiff (P.A.S). As laminas foram lavadas em agua
corrente e posteriormente imersas em trés cubas de xilol por 20 segundos (duas

sessdes) e 10 minutos (Gltima sesséo), sendofinalmente montadas.

5.4.12 Quantificacdo do muco intestinal pela coloracdo P.A.S

A anélise do muco produzido pelas células caliciformes da porc¢ao do jejuno do
intestino delgado foi realizada através da coloracéo dos cortes histologicos por P.A.S
(coloracdo para mucinas neutras). Apos a coloracdo, para analise do muco foram
capturadas imagens de trés campos da por¢ao do intestino delgado a partir de uma
microcamera. As imagens foram analisadas com a utilizacdo do Software Image J.
Para a determinacado do volume das células caliciformes, todos os pixels verdes foram
selecionados para a criagdo de uma imagem binarizada e subsequente célculo da

area total. O resultado foi expresso em um? P.A.S/campo.
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5.4.13 Calculos Estatisticos

Os dados obtidos foram avaliados quanto a distribuicdo normal pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os dados, que assumiram distribuicdo normal, foram
submetidos aos seguintes testes: comparacdes para avaliar a diferenca entre dois
grupos foram realizadas pelo Teste t de Student. Para comparacdo das diferencas
entre dois ou mais grupos foi utilizada a analise de variancia (ANOVA), com pés-teste
Newman-Kewls.Os dados nao-paramétricos foram submetidos ao teste de Mann
Whitney.

Os resultados foram expressos como meédia e erro padrdo. As analises
estatisticas foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 5.0® (San Diego,
CA, EUA). O nivel de significancia utilizado foi de p < 0,05. Os dados foram analisados
e o termo “tendéncia estatistica” foi utilizado quando o valor de p foi entre > 0,055 e <
0,099.
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6. RESULTADOS COMENTADOS

6.1 Consumo alimentar e consumo hidrico (OVA)

Ao compararmos 0s grupos alérgico e alérgico capsaicina, ndo encontramos
diferenca significativa entre a ingestao dietética pelos camundongos BALB/c. Desta
forma, concluimos que o tratamento com capsaicina ndo foi capaz de produzir

alteracdes na ingestéo dos animais.

Ingestdo Racgéao - Desafio Antigénico
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Figura 13. Ingestéo de racdo durante o periodo de desafio antigénico

Avaliacdo da ingestdo dos grupos Alérgico e Alérgico Capsaicina. Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais e receberam ragdo comercial Nuvilab em livre demanda. Os animais do grupo
alérgico foram tratados com creme-base e os animais do grupo alérgico capsaicina foram tratados com
creme capsaicina a 0,075%. Os cremes foram aplicados no dorso dos animais, em area de
aproximadamente 1 cm?, raspada. A avaliacdo do consumo diario durante o periodo antigénico (7 dias)
foi feita pela diferenga entre a oferta e sobra de ragéo. Os resultados apresentam-se em média + SEM
de 7 animais. As andlises estatisticas foram feitas pelo Teste t de student entre os grupos alérgico e
alérgico capsaicina. Nao houve diferenca significativa entre os grupos.

Fonte: Resultados da pesquisa

Porém, ao avaliarmos a ingestdo de OVA entre os grupos alérgico e alérgico
capsaicina, encontramos diferenca significativa durante todo o periodo antigénico.
Como um dos sintomas mais importantes da alergia € a aversdao ao alimento
alergénico, nossos dados nos permitem sugerir que o tratamento com capsaicina

melhorou a tolerancia ao alérgeno.
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Ingestdo acumulada de OVA (20%) - Desafio antigénico
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Figura 14. Ingestdo acumulada de solu¢ao de ovoalbumina (20%) durante o desafio antigénico
Avaliacdo da ingestdo acumulada de solu¢cdo de ovoalbumina a 20% (OVA) durante o periodo
antigénico (7 dias). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, recebendo OVA em livre
demanda. Os animais do grupo alérgico foram tratados com creme-base e os animais do grupo alérgico
capsaicina foram tratados com creme capsaicina a 0,075%. Os cremes foram aplicados no dorso dos
animais, em area raspada, de aproximadamente 1 cm?. A avaliagdo do consumo foi realizada com base
nas diferencas entre oferta e sobra da solugdo. Cada ponto representa a média e linhas verticais, o
erro padrdo de 7 animais/grupo. As analises foram feitas pelo teste t de Student ndo pareado. *
estatisticamente diferente p<0,05.

Fonte: Resultado da pesquisa

6.2 Variagao ponderal

Os resultados obtidos mostram que houve diferenca significativa no peso dos
animais quando comparamos 0 grupo alérgico e alérgico capsaicina. Esse resultado
reforca os resultados da ingestdo de OVA, sugerindo que a capsaicina pode contribuir

para minimizar 0s principais sinais da alergia.
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Variacado Ponderal - Desafio Antigénico

20~

18- * * -~ ALE
—~ * ALE CAPS
2
o
@)
—
o
(&)
@)
n
o

12 I I I 1

22 24 26 28 30

Dias de Experimento

Figura 15. Peso corporal durante o desafio antigénico

Avaliacdo da variacdo ponderal dos animais. Os pesos foram aferidos diariamente durante o periodo
antigénico. Os animais do grupo alérgico foram tratados com creme-base e os animais do grupo
alérgico capsaicina foram tratados com creme capsaicina a 0,075%. Os cremes foram aplicados no
dorso dos animais, em area raspada, de aproximadamente 1 cm?2. Os resultados representam a média
7 animais (grupos alérgico e alérgico capsaicina). Cada ponto representa a média e linhas verticais, o
erro padrdo de 7 animais/grupo. As analises foram feitas pelo teste t de Student ndo pareado. *
estatisticamente diferente p<0,05.

Fonte: Resultado da pesquisa

6.3 Determinacédo de IgE Anti-Ova

Os dados de IgE mostram que todos animais mantiveram niveis de IgE
compativeis com a alergia, mas nao encontramos diferenca entre os grupos alérgico

e alérgico capsaicina.
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Figura 16. Quantificacdo de IgE no soro

Os animais do grupo alérgico foram tratados com creme base e os animais do grupo alérgico capsaicina
foram tratados com creme capsaicina a 0,075%. Os cremes foram aplicados em uma area raspada no
dorso do animal de aproximadamente 1cm2. Os animais foram eutanasiados e o sangue coletado no
plexo axial. O soro foi separado e os anticorpos IgE anti-OVA foram medidos por ELISA. Os resultados
foram expressos como média da somatéria (SUM) das absorbancias obtidas com os soros de cada
grupo. Barras representam as médias e linhas verticais representam o erro padrdo de 7 animais/grupo.
As andlises foram feitas pelo teste t de student ndo pareado.

6.4 Determinacgéo de IgG1 Anti-Ova

Os resultados dos niveis de IgG1, assim como os de IgE ndo foram diferentes
entre 0s animais dos grupos alérgico e alérgico capsaicina. Assim, embora tenha
havido melhora no quadro clinico (ingestdo de OVA e peso corporal), essa melhora

nao foi relacionada com mudancas na sorologia (IgE e IgG).
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Dosagem IgG1 anti-Ova

ALE ALE CAPS

Figura 17. Quantificacéo de IgG1 no soro

Os animais do grupo alérgico foram tratados com creme base e o0s animais do grupo alérgico capsaicina
foram tratados com creme capsaicina a 0,075%. Os cremes foram aplicados em uma area raspada no
dorso do animal de aproximadamente 1cm2. Os animais foram eutanasiados e o sangue coletado no
plexo axial. O soro foi separado e os anticorpos IgG1 anti-OVA foram medidos por ELISA. Os resultados
foram expressos como média da somatéria (SUM) das absorbancias obtidas com os soros de cada
grupo. Barras representam as meédias e linhas verticais representam o erro padrdo de 7 animais/grupo.
As andlises foram feitas pelo teste t de Student ndo pareado.

Fonte: Resultado da pesquisa.

6.5 Avaliacédo do infiltrado celular

6.5.1 Ensaio enzimatico: MPO

A avaliacéo indireta do infiltrado de neutrofilos pela atividade da MPO mostra
diferenca significativa entre o grupo alérgico e alérgico capsaicina. Os neutroéfilos séo
células importantes na fase tardia da alergia alimentar. Esse resultado permite inferir
gue o tratamento com capsaicina pode atuar melhorando os sintomas da doenca em

sua fase tardia, pela melhora da inflamacéo.
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Atividade Enzimatica MPO
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Figura 18. Medicao de atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)
Avaliacéo indireta do infiltrado celular do intestino delgado por medicdo da atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO). Foram utilizados cerca de 20 mg do jejuno. Os animais do grupo controle (néo
representado) e do grupo alérgico foram tratados com creme base e os animais do grupo alérgico
capsaicina foram tratados com creme capsaicina a 0,075%. Os cremes foram aplicados em uma area
raspada no dorso do animal de aproximadamente 1cm?2. Barras representam as médias e linhas
verticais, erro padrdo de 7 animais/grupo. *Estatisticamente diferente (test t Student, p< 0,05).

Fonte: Resultado da pesquisa.

6.5.2 Ensaio enzimatico: NAG

O resultado da andlise indireta da infiltracdo de macréfagos demonstra que nao
houve diferenca significativa entre os grupos alérgico e alérgico capsaicina, embora

haja tendéncia estatistica para sua reducao.

Atividade Enzimatica NAG
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Figura 19. Medicao de atividade da enzima N-acetil-glucosamidase (NAG)

Avaliacéo indireta do infiltrado celular do intestino delgado por medicdo da atividade da enzima n-
acetilglicosaminidase (NAG). Foram utilizados cerca de 20 mg do jejuno, que € a parte mais afetada
em animais (ou individuos) com alergia alimentar. Os animais do grupo alérgico foram tratados com
creme base e os animais do grupo alérgico capsaicina foram tratados com creme capsaicina a 0,075%.
Os cremes foram aplicados em uma area raspada no dorso do animal de aproximadamente 1cm?.
Barras representam as médias e linhas verticais representam o erro padrdo de 7 animais (Grupo
Alérgico e Alérgico Capsaicina). As analises foram feitas pelo teste t de Student. p = 0,064 representa
uma tendéncia estatistica.

Fonte: Resultado da pesquisa.

6.5.3 Ensaio enzimatico: EPO

Ao analisarmos a atividade da EPO encontramos diferenca significativa entre o
grupo alérgico e alérgico capsaicina. Os eosindfilos tém papel principal em alergia
alimentar: seus mediadores séo liberados apos a sua degranulagéo e contribuem para
0 extenso dano tecidual na reacéo alérgica na fase tardia.

Em concordancia com os dados relativos a infiltracdo de neutrofilos, os
resultados sugerem que o tratamento com capsaicina pode ajudar na fase tardia da

alergia pela reducéo da inflamacéo local.

Atividade enzimatica EPO
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Figura 20. Medicao de atividade da enzima peroxidase de eosinéfilos (EPO)

Avaliacdo indireta do infiltrado celular do intestino delgado por medicdo da atividade da enzima
peroxidase de eosindfilos (EPO). Foram utilizados cerca de 20 mg do jejuno, que é a parte mais afetada
em animais (ou individuos) com alergia alimentar. Os animais do grupo alérgico foram tratados com
creme base e os animais do grupo alérgico capsaicina foram tratados com creme capsaicina a 0,075%.
Os cremes foram aplicados em uma area raspada no dorso do animal de aproximadamente 1cm?.
Barras representam as médias e linhas verticais representam o erro padrdo de 7 animais (Grupo
Alérgico e Alérgico Capsaicina). As andlises foram feitas pelo teste t de student ndo pareado.

Fonte: Resultado da pesquisa.
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6.6 Quantificacdo de muco por P.A.S

No modelo alimentar de alergia proposto, as células caliciformes do intestino
delgado apresentam aumento na producéo de muco, sendo a hipersecrecédo de muco
uma caracteristica nas alergias que ocorrem em mucosas. Nos animais alérgicos
houve uma média de porcentagem de area de producdo de muco de 17%. Ja os
animais alérgicos tratados com capsaicina apresentaram uma area meédia de

porcentagem de 8% (figura 21).
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Figura 21. Avaliacdo do muco neutro produzido pelas células caliciformes do intestino delgado
de camundongo BALB/c.

Camundongos sensibilizados (alérgicos) receberam tratamento com capsaicina topica. A sensibilizacédo

iniciou-se no dia 1, o reforco no dia 14 e do dia 21 ao 28 do experimento todos os animais receberam

solugdo de OVA a 20% na mamadeira. Apds eutanasia, o intestino delgado foi coletado e o muco

produzido pelas células caliciformes foi quantificado através da coloragédo de P.A.S. A: Camundongo
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BALBI/c alérgico; B: Camundongo BALB/c alérgico + capsaicina. As imagens sao representativas dos
varios animais de cada grupo, aumento de 10x. C: Quantificagdo de muco intestinal por P.A.S. Barras
representam a mediana e linhas verticais, intervalo interquartil de 4 animais/grupo. * Estatisticamente
diferente - p<0,028 (teste Mann-Whitney).

Fonte: Resultado da pesquisa.
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7. DISCUSSAO

A acao da ingestéo oral da capsaicina na mucosa intestinal tem sido estudada
previamente, mostrando efeitos mesmo em animais livre de doencas intestinais (58).
Foram evidenciadas modificacGes na fluidez da membrana das microvilosidades do
jejuno e ileo, na permeabilidade intestinal paracelular, na acdo de algumas
dipeptidases e comprimento dos vilos (58). Dessa forma, optamos por ndo utilizar
grupos sem a inducdo de alergia alimentar nesta primeira abordagem, ja que as
analises dos efeitos da capsaicina na mucosa intestinal normal representaria um novo
objetivo, desviando a atenc&o do nosso principal escopo que é o efeito da capsaicina,
especificamente na alergia alimentar.

As principais caracteristicas da alergia alimentar sdo a aversao ao nutriente
desencadeante, perda de peso e IgE aumentada (12, 59), como observado em nossos
animais do grupo Alérgico. O grupo controle (ndo mostrado) ndo apresentou IgE
especifica a OVA detectavel, nem demonstrou aversédo a ingestdo de OVA. Como
observamos, o grupo tratado com capsaicina melhorou consideravelmente a aversao
e a perda peso em comparacao ao Alérgico. Assim, nossos resultados mostraram
beneficios com a aplicacdo tdpica de capsaicina nessas caracteristicas clinicas da
alergia, tanto na aversao ao alérgeno (OVA) como na perda de peso que tiveram uma
evolucao mais favoravel no grupo com Alérgico capsaicina.

Dados relacionados a inflamacéo intestinal, como infiltracdo de neutréfilos e de
eosinofilos (mensurados indiretamente pela atividade da enzima MPO e pela atividade
da enzima EPO, respectivamente), assim como a producdo de muco, também
evidenciam uma melhora com o tratamento com a capsaicina topica. Porém, em
discordancia com este quadro, os niveis de IgE e IgG foram semelhantes entre os
grupos, apesar do melhor perfil clinico no tratamento com a capsaicina.

Como a concentragdo de IgE por si sO pode ndo ser suficiente para o
desenvolvimento da hipersensibilidade imediata (23, 24, 26), avaliamos a
concentragéo sérica de IgG1 e também n&o encontramos diferencga entre 0s grupos.
Esses dados sugerem o efeito da capsaicina ndo esta relacionado a queda de IgE e
IgG1. Porém, devido a meia vida dessas imunoglobulinas de 3 e 23 dias,
respectivamente (60), pode ser que o tempo de tratamento (7 dias) nédo tenha sido
suficiente para detectar alteracdes significativas nos niveis plasmaticos.

Alternativamente, se a capsaicina, de alguma forma, interferir na ligacao de IgE com
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seu receptor FceRI ao invés de reduzir a producdo de IgE, nenhuma diferenca nos
niveis circulantes dessa imunoglobulina seria vista.

O fato do animal alérgico tratado com capsaicina ingerir cerca do dobro de OVA
em relacdo aos alérgicos nao tratados nos permite analisar os resultados sob dois
pontos distintos. O primeiro ponto considera as propriedades analgésicas e
anestésicas da capsaicina, que causaria um aumento da ingestdo de OVA. Esse fato
é corroborado pelos estudos de Reilly et al (2003)(35) e Chanda et al (2008)(32), que
mostram que a exposicdo prolongada ou repetida a capsaicindides ocasiona
dessensibilizacdo reversivel dos axbnios sensoriais nociceptivos, levando a
diminuicao da dor. Alternativamente, McCarty et al (2015)(40) descrevem que o efeito
anestésico pode ser explicado pelo maior influxo de calcio neuronal, como um efeito
potencialmente citotoxico, desencadeando um refluxo negativo na regulacdo de
ativacdo de canal TRPV1, tornando assim 0S neurfnios menos responsivos aos
agonistas enddgenos de TRPVL1 e resultando em analgesia. Dessa forma, a maior
ingestdo de OVA poderia também estar associada a uma menor aversdo causada
pela dessensibiliza¢do neuronal.

Na avaliacdo de variacdo ponderal durante o desafio (Figura 15), observa-se
perda de peso em ambos 0s grupos. A alergia alimentar por si sé ocasiona perda de
peso, devido aos sintomas gastrintestinais: menor absorcao de nutrientes, devido a
destruicdo de vilosidades e presenca de vémitos e diarreia (61). Porém, no grupo
alérgico capsaicina, essa perda € menos expressiva. Por isso, a hipotese do aumento
da ingestdo por dessensibilizacdo dos receptores vaniloides isoladamente nao
explicaria a menor perda de peso, também associada a melhora da alergia alimentar.

Outro fator atenuante importante para explicar a melhora clinica dos
camundongos tratados seria a melhora dos parametros inflamatorios. A acédo anti-
inflamatoria da capsaicina ja foi descrita em varios estudos in vitro principalmente
usando linhagens de macréfagos e mondcitos (33, 37, 38). Tang e colaboradores
(2015) (38) demonstraram que capsaicina é capaz de inibir a produgéo de citocinas
pro-inflamatoérias em linhagem de mondécitos humanos THP-1. Esses efeitos sdo, em
parte, mediados pela ativacédo do receptor nuclear LXRa, que inibe a transcricao de
varios genes inflamatorios como COX, TNF, iNOS e IL-1p. A expressao desse receptor
pode ser estimulada por acéo do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma

gama (PPARY), um receptor nuclear relacionado ao metabolismo lipidico e ao controle
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da inflamacéo (38). A capsaicina parece ser um agonista direto de PPARy (62) e,
assim, poderia reduzir a inflamacao por via relacionada ao PPARY, independente de
TRPVL1. Essa hipotese € corroborada pela associacdo da menor perda de peso no
grupo ALE CAPS com o menor infiltrado de neutrdéfilos e eosinofilos (12).

Em doencas alérgicas, os eosindfilos sdo ativados e atraidos para a mucosa
intestinal. Bhalla et al. (2008)(59) afirmam que na fase tardia da doenca, o eosindfilo
se degranula e promove as reacdes desta fase, liberando proteinas toxicas e radicais
livres de seus granulos (causando lesdes intestinais), além de leucotrienos e citocinas,
gue amplificam a resposta inflamatoria, recrutando e ativando mais eosindfilos. Assim,
nossos dados sdo concordantes com a hipétese de que a capsaicina atuaria
principalmente na fase tardia da alergia alimentar.

Na andlise histologica por P.A.S (Figura 21) observamos melhora no grupo
tratado com relacdo a producdo do muco. H4 uma menor area de células caliciformes
entre os grupos alérgicos tratado e ndo tratado com capsaicina. Esse fenébmeno pode
ser explicado pela menor atividade de eosindfilos no grupo tratado. Os eosindfilos, na
fase tardia, liberam mediadores lipidicos como a prostaglandina D2, que tem acédo de
aumentar a producédo de muco pelas células caliciformes intestinais.

Nossos grupos tratados receberam 0,25 uM de capsaicina em exposicoes
repetidas durante 7 dias consecutivos. Tem sido descrito que, para a ativagao
completa do canal vaniléide TRPV1, sdo necessarios cerca de 10uM de capsaicina
(43-45, 48, 49). Entretanto, exposicdes repetidas a capsaicina teriam o efeito de
dessensibilizar nociceptores, inibindo os efeitos de TRPV1 (32, 35). A inibicdo de
TRPV1, por sua vez, regula a ativacdo de células T mediada pelo receptor TCR, com
producgédo de citocinas anti-inflamatorias através da supressdo de TNF-a, IL-2 e IFN-y
(63).

Além da hipétese descrita acima com a acdo da capsaicina como agonista de
PPARY, outra hipotese para o efeito de diminuicdo do perfil inflamatorio no grupo
tratado com capsaicina seria um menor influxo de calcio através da inibicdo do canal
TRPV1. Sabe-se que TRPV1 é importante para a cascata de sinalizagdo para
proliferacéo e diferenciacéo de células T que é dependente de calcio. A ativacéo de
linfocitos, além de envolver canais de calcio ativador de liberacdo de céalcio (CRAC),
mobiliza também TRPV1 (41). A ativacdo desses canais eleva a concentracdo de Ca?*

intracelular através do influxo de Ca?* extracelular, levando a ativacédo de fatores de
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transcricdo como NFAT (fator nuclear de células T ativadas) e NF-xB (fator nuclear
kappa B), que dirigem as respostas das células T (64). Bertin et.al., (2014) sugeriram
em seu estudo que a supressao de TRPV1 pode representar uma estratégia para inibir
respostas T CD4* pré-inflamatérias em doencas relacionadas. Sugerimos que este
seja um ponto de participacdo da capsaicina. Como ja citado, o uso prolongado de
capsaicina dessensibiliza os canais TRPV1 que, por sua vez, sdo mantidos fechados
por PIP2. Se ndo ha clivagem de PIP2 os eventos subsequentes para diferenciacéo
de células T ndo ocorrem.

Ha indicios de que mecanismo parecido possa estar envolvido na ativacao de
mastocitos e basdfilos. MacGlashan Jr et al (2008) em seu estudo constataram que
canais TRP cooperam com CRAC, levando a diferencas nos mecanismos de entrada
do célcio (30). A elevacdo de Ca?* citossélico, a partir da deplecédo das reservas
intracelulares, conduz a ativacdo de CRAC, e isso ocorre com auxilio de canais TRP
(30). Sabe-se da presenca de TRPV1 em mastdcitos e baséfilos (30). Assim,
consideramos uma hipotese interessante que a participacdo de TRPV1 no influxo de
calcio diminuindo o limiar de ativacdo do mastocito, a exemplo do que ocorre no
linfécito T CD4+, possa ser uma das formas pela qual a capsaicina poderia contribuir
na melhora da inflamacdo alérgica. Ou seja, devido ao menor influxo de célcio
ocasionado pelo fechamento do canal de calcio TRPV1, o uso topico de capsaicina
pode aumentar o limiar de ativacao de células, ndo sé de células T CD4*, mas também
de mastdcitos e basofilos. Isto ocasionaria a diminuigdo dos sintomas inflamatorios da
doenca alérgica, porém sem repercussao na concentracao sérica de imunoglobulinas
IgE e IgG1, uma vez que essas podem estar circulantes a longo prazo apdos sua
liberacao.

Vistos em conjunto, nossos dados sugerem que a aplicacdo topica de
capsaicina é capaz de exercer efeitos positivos sobre as principais manifestacdes da
alergia alimentar, ou seja, na ingestdo do alérgeno e no peso corporal, além da
melhora do perfil inflamatdrio intestinal. Esse fenbmeno pode ser explicado por efeitos
relacionados a inducao da analgesia via dessensibilizacéo de nociceptores atraves do
canal TRPV1, com diminuicdo da dor e a averséo aos alérgenos, sendo considerado
nesse ponto um importante auxilio no tratamento da alergia alimentar através de
imunoterapia oral. Esta consiste na exposi¢cdo gradual da proteina do alimento,

conduzindo a possibilidade de desenvolvimento de tolerancia a estes alimentos.
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Além desse ponto, pode-se sugerir ainda que os efeitos observados estejam
envolvidos em complexas vias de ativacado de células T CD4*, mastocitos e basofilos.
Isto ocasionaria menor influxo de Ca?*, que pode induzir aumento no limiar de ativacéo
de tais células e dimunuir dos efeitos inflamatérios da doenca, efeito que foi observado

em nossos resultados.

7.1 Hipoteses de provaveis mecanismos da atividade de capsaicina em alergia

alimentar

7.1.1 Mecanismo da alergia alimentar
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Figura 22: Mecanismo da alergia

O alérgeno atravessa a mucosa intestinal intacto. As células dendriticas apresentam o antigeno as
células T naive (Tu0) com interacdo de MHC-II com TCR, IL-4 ativam a tirosina quinase de JAK 1 e
JAK3 que levam a fosforilacdo de STAT 6 presente em linfocitos T e B. A exposi¢éo a IL-4 estimula o
desenvolvimento de Th2. A IL-4 e IL-13 estimulam as células B a produzirem IgE consitituindo-se este
o primeiro sinal de troca de classe para IgE nas células B. A interacdo do ligante CD40 na superficie
de células T com o CD40 das células B representando o segundo sinal para troca para IgE. A ligacao
de IgE ao seu receptor de alta afinidade FceRI nos mastdcitos constituem a sensibilizagdo. Ao préximo
contato com o alérgeno os mastécitos serdo ativados e liberaram seus mediadores inflamatorios
(histamina, prostaglandinas, leucotrienos e outros). Essa constitui-se a fase imediata da doenca. Apds
algumas horas inicia-se a fase tardia. Citocina IL-5 promove a ativagdo dos eosinofilos e o seu
recrutamento para os locais inflamatérios. A IL-5 aumeta a capacidade dos eosindfilos de liberar seus
mediadores inflamatérios (prostaglandinas, leucotrienos e fator ativador de plaquetas — PAF). Esses
efeitos ocasionaram os sintomas da alergia. Nesse contexto o tratamento com capsaicina pode
contribuir para aumentar o limiar de ativagdo de células T ou mastécitos e diminuir os efeitos
inflamatdrios observados nos resultados deste estudo. Fonte: Elaborada pela autora.
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7.1.2 Interacdo do sistema nervoso central com o sistema imune
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Figura 23: Mecanismo de analgesia e menor influxo de células do sistema imune.

A capsaicina é uma agonista dos canais TRPV1. Outros ativadores séo: calor >43°, pH baixo e lipidios.
Nociceptores fibras C apresentam velocidade de conducdo lenta. Doses elevadas de capsaicina
promove desnervacéo da fibra C. As fibras C estdo envolvidas nos processos de dor lenta, enquanto
que as TRPV1 positivas contribuem na indugéo de hiperalgesia (65). O efeito de desnervacéo das fibras
C promovem os efeitos de analgesia, o que confere o efeito anestésico da capsaicina. Com isso, os
animais tratados com capsaicina tiveram melhor tolerancia na ingestdo de solucido de ovalbumina
(SCO), o agente alergénico. Além desse efeito, a desnervacao das fibras C é capaz de diminuir o influxo
de células dendriticas e de outras células do sistema imune (66). Essa é uma hip6tese para diminui¢ao
do perfil inflamatério nos animais tratados. Setas verdes representam ativacdo de vias e células. Linhas
vermelhas tracejadas indicam inibi¢cdo de estimulos e células.

Fonte: Elaborada pela autora
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7.1.3 Menor influxo de calcio e aumento do limiar de ativacdo de linfécitos e

mastocitos
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Figura 24. Mecanismo de ativagao de céluas T e mastdcitos associado ao menor influxo de
céalcio por inibicdo do canal TRPV1 pelo uso tépico de capsaicina.

A ativagdo de células T e mastdcitos é totalmente dependente de Ca?*. A concentracdo de célcio é
mantida pela ativagdo de canais de como o CRAC e TRPV1. A via de ativagcio dessas células inicia-se
com a ativacao de quinases da familia Src — Lck e Fyn, que fosforilam ZAP-70, que fosforila LAT e SLP-
76. Estas fosforilam a fosfolipase C-y (PLC-y), que catalisa PIP2 em diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3). IP3 se liga aos receptores de IP3 (IP3R) no reticulo endoplasmatico (ER) ativando a
liberacdo de célcio armazenado para o citosol. A deplecéo de célcio no ER ativa os canais de célcio
ativador da liberacdo de célcio (CRAC) que véao contribuir para o influxo de calcio extracelular para o
citosol, mantendo a concentracéo de célcio necessaria para prosseguimento da cascata de sinalizacao.
A abertura do CRAC com influxo de Ca2+ resulta na ativacdo de enzima dependente de calmodulina
(CaM) — a calcineurina que promove a desfosforilacdo de fosfoserinas em NFAT e NF-«B ativando-os.
Esses véo estimular a proliferacéo e diferenciacao de células T e mastdcitos. Canais TRPV cooperam
com canais CRAC no influxo de Ca?* (30). O menor influxo de célcio extracelular por fechamento do
canal TRPV1 por uso tépico prolongado de capsaicina pode ter efeito no aumento do limiar de ativacéo
de células T CD4* e mastocitos, o que poderia levar aos efeitos de diminuicdo da inflamagdo como
observado neste estudo. Painel A: diferenciacdo de células T. Painel B: Ativacdo de mastdcitos
mostrando dependéncia de canais CRAC com cooperacéo de TRPV1.

Fonte: Elaborada pela autora
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8 CONCLUSAO

O conjunto de dados mostra que o tratamento tOpico com capsaicina teve
beneficios no controle da perda de peso e na reducéo da inflamacéo intestinal, o que
deve ter contribuido para a menor aversdo a OVA. Nossos resultados abrem um
campo de estudos que serdo necessarios para melhor compreender os mecanismos

para tal efeito da capsaicina.
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