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DAMASCO, Kamila Falchetti. Analise histolégica do ileo de ratos Wistar
suplementados com ovoprodutos. 2019. 50 f. Dissertagéo (Mestrado em Patologia
Experimental) — Universidade Estadual de Londrina, 2019.

RESUMO

O ileo e suas placas de Peyer (PPs) fazem parte do tecido linfoide associado ao
intestino (GALT), um componente do tecido linfoide associado a mucosa que pode
ser subdividido em GALT indutor e GALT efetor. O primeiro induz a resposta imune
local e, o segundo protege o intestino contra a invasdo microbiana. Apesar disso, o
trato intestinal representa uma importante porta de entrada de patégenos. Nesse
contexto, a IgY, imunoglobulina presente na gema de ovos, vem sendo investigada.
Alguns estudos relataram que os anticorpos IgY tém a capacidade de aumentar a
relacdo da altura das vilosidades e profundidade das criptas, reduzir a quantidade de
microrganismos patogénicos, reduzir a quantidade de foliculos linfoides jejunais e
linfécitos T nas PPs e, estimular a producédo de anticorpos contra a IgY. Diante do
potencial antimicrobiano e imunomodulador da IgY e, da rica composi¢ao nutricional
dos ovos integrais, empresas alimenticias tém investido na comercializacdo de
ovoprodutos. Estes, segundo os fabricantes, sdo constituidos de pé de ovo e
caracterizados como suplementos dietéticos hiperimunes. No entanto, os efeitos da
sua administracdo a organismos saudaveis ainda é desconhecido. Diante disso, 0
objetivo desse estudo foi analisar os efeitos da administragdo oral de dois
ovoprodutos sobre o ileo e PPs de ratos Wistar fémeas saudaveis. Como controle
foram utilizados ovos comerciais ndo hiperimunes secos por spray drying. Ambos 0s
ovoprodutos e os ovos comerciais foram avaliados quanto a composig&o centesimal,
o perfil proteico, a presenca e reatividade dos anticorpos IgY e a qualidade
microbiologica. Os ratos Wistar saudaveis foram alimentados pela via oral com 13
mg dos ovoprodutos ou 0,5 mL de PBS durante 14 dias e, induzidos a eutandsia.
ApOs a laparatomia, foram quantificadas as PPs do ileo dos animais e coletados
uma placa de Peyer e 1,5 cm do ileo de cada animal. As fezes coletadas antes e
depois da suplementacdo foram processadas para a andlise da presenca de IgA
anti-lgY e os tecidos coletados para a analise morfométrica. Os resultados obtidos
demonstraram que os ovoprodutos contemplam as caracteristicas descritas pelos
fabricantes. A suplementacdo com os ovoprodutos ndo alterou a espessura das
camadas do ileo. O ovoproduto 1 e 0 ovo comercial aumentaram a quantidade de
foliculos linfoides nas PPs e a IgY nado foi imunogénica ao modelo experimental
utilizado. Portanto, a suplementacdo alimentar via oral de ratos Wistar saudaveis
com 0s ovoprodutos ndo causou prejuizos ao ileo e a suplementacdo com o0s
ovoproduto 1 e o ovo comercial imunoestimulou as PPs do ileo dos animais.

Palavras-chave: Imunoglobulina Y. Intestino delgado. Imunomodulacgéo.
Organismo sadio.



DAMASCO, Kamila Falchetti. Histological analysis of the ileum of Wistar rats
supplemented with egg products. 2019. 50 p. Dissertacédo (Mestrado em Patologia
Experimental) — Universidade Estadual de Londrina, 2019.

ABSTRACT

The ileum and its Peyer‘s patches (PPs) are part of the gut-associated lymphoid
tissue (GALT), a component of mucosal-associated lymphoid tissue that can be
subdivided into inducing and effector GALT. The first induces the local immune
response and the seconds protects the intestines against microbial invasion.
Nevertheless, the gastrointestinal tract represents an important gateway for
pathogens. In this context, IgY, an immunoglobulin present in egg yolk, has been
investigated. Some studies show that IgY antibodies have the ability to increase villus
height and crypt depth ratio, reduce the amount of pathogenic microorganisms,
reduce the amount of jejunal lymphoid follicles and T lymphocytes in PPs, and
stimulate antibodies production against IgY. Given IgY's antimicrobial and
immunomodulatory potential and the rich nutritional composition of whole eggs, food
companies have invested in the marketing of egg products.These, according to the
manufacturers, are made of egg powder and characterized as hyperimmune dietary
supplements. However, the effects of their administration to healthy organisms is still
unknown. Therefore, the aim of this study was to analyze the effects of oral
administration of two egg products on the ileum and PPs of healthy female Wistar
rats. As a control non-hyperimmune commercial eggs were spray dried. Both egg
products and commercial eggs were evaluated for centesimal composition, protein
profile, presence and reactivity of IgY antibodies and microbiological quality. Healthy
Wistar rats were orally fed 13 mg of egg products or 0,5 mL PBS for 14 days and
induced by euthanasia. After laparatomy, the ileum PPs of the animals were
quantified and a Peyer plate and 1,5 cm of the ileum of each animal were collected.
The feces collected before and after supplementation were processed for the
analysis of the presence of anti-lgY IgA and the tissues collected for morphometric
analysis. The results showed that egg products meet the characteristics described by
the manufacturers. Supplementation with egg products did not change the thickness
of the ileum layers. Egg product 1 and commercial egg increased the amount of
lymphoid follicles in PPs and IgY was not immunogenic to the experimental model
used. Therefore, oral feeding supplementation of healthy Wistar rats with egg
products did not cause damage to the ileum and supplementation with egg products
1 and the commercial egg immunostimulated the ileum PPs of the animals.

Key words: Immunoglobulin Y. Small intestine. Immunomodulation. Healthy
organism.
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1 INTRODUCAO

A disbiose intestinal e sua relacdo com o desenvolvimento de
distarbios intestinais e/ou sisttmicos assim como a resisténcia bacteriana frente a
antibioticoterapia tém estimulado a busca de medidas preventivas e/ou terapéuticas
alternativas as alteragdes intestinais. Nesse contexto, empresas alimenticias tém
investido na comercializacdo de ovos hiperimunes em po6 dotados, segundo 0s
fabricantes, de anticorpos IgY especificos contra 26 cepas bacterianas. Anticorpos
IgY, quando administrados por via oral em animais, tém como objetivo neutralizar e
eliminar as bactérias patogénicas, melhorar a integridade do epitélio intestinal e a
responsividade do sistema imunolégico local. Apesar disso, os efeitos da sua
administracdo a organismos saudaveis ainda é desconhecido. Alguns estudos
sugerem que a IgY quando administrada por via oral pode ser imunogénica. Diante
disso e do fato que a ativagao da resposta imune local pode ser protetiva ou danosa
ao trato intestinal o presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos da
administracdo oral de dois ovoprodutos sobre o ileo e placas de Peyer de ratos

Wistar fémeas saudaveis.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

O ileo e suas placas de Peyer (PPs) sdo indicadores sensiveis a
suplementacdo alimentar com compostos de efeitos locais (Elmore, 2006). Eles
fazem parte do tecido linfoide associado ao intestino (GALT), um componente do
tecido linfoide associado a mucosa que pode ser subdividido segundo as suas
funcdes em GALT indutor e GALT efetor (WERSHIL; FURUTA, 2008). O ileo assim
como todo o intestino contém as células efetoras do GALT, os linfécitos
intraepiteliais (LIE) e leucocitos da lamina propria, ambos presentes na mucosa
intestinal e responsaveis pela protecao contra a invasdo microbiana. As PPs, assim
como os foliculos linfoides isolados e os linfonodos mesentéricos (LNMs), fazem
parte do GALT indutor. Eles propiciam o contato direto dos antigenos luminais com
as ceélulas de defesa, linfocitos T e B virgens, e consequente ativacdo da resposta

imune local (WERSHIL; FURUTA, 2008) (Figura 1).
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GALT efetor GALT indutor

Lumen intestinal

Linfécitos da lamina propria

Epitélio
Linfécitos intraepiteliais
Vilo
Placa de Peyer Cupula subepitelial
Lailia Foliculo

linfoide isolado

propria g 0 '
Foliculo l

(células B)

Area de
células T

Vaso linfatico

Linfonodo mesentérico

Figura 1 llustracdo dos componentes do GALT indutor e GALT efetor. Fonte: Adaptado de Murphy,
Travers e Walport (2010).

7

A primeira camada do intestino, a mucosa, € constituida de um
epitélio intestinal, lamina prépria e fibras musculares. O epitélio compreende uma
camada Unica de células, adjacente ao limen intestinal. E constituido de enterdcitos,
células caliciformes, células de Paneth, células enteroenddcrinas, células
micropreguiadas (células M) e LIE. Esse conjunto de células é responsavel pela
digestdo e absorcdo nutricional além da protecdo local contra antigenos luminais
(BOWCUTT, 2014). Os LIE compreendem uma subpopulacdo de células T
constituida predominantemente de células CD8*, possuem granulos intracelulares
citotoxicos e quando estimulados secretam citocinas pré ou anti-inflamatérias
(SHERIDAN; LEFRANCOIS, 2011). Eles situam-se na superficie basolateral dos
enterécitos e fenotipicamente podem ser subdivididos em LIE convencionais e LIE
ndo convencionais. Os primeiros sdo funcionalmente descritos como capazes de
destruir células infectadas e proteger contra patdgenos intestinais e, os ultimos para
a destruicdo de células estressadas e danificadas contribuindo para a manutencao
da funcédo da barreira epitelial (MURPHY, 2014, ORIA; BRITO, 2016).

A lamina propria se encontra adjacente ao epitélio intestinal, é

constituida de tecido conjuntivo frouxo ricamente vascularizado e representa um
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importante local para as respostas imunes indutoras e efetoras. Na lamina propria
intestinal sdo encontradas as PPs e o0s leucocitos efetores. Os mastocitos,
macréfagos e células dendriticas s@o responséveis pela resposta imune inata e os
LB, plasmocitos e LT CD4* e CD8* pela resposta imune adquirida. A agdo conjunta
dessas células determinam a resposta imune local e subsequente estado de saude
intestinal e sistémico (ORIA; BRITO, 2016).

A muscular da mucosa, situada adjacente a lamina proépria, é
constituida de musculatura lisa e subdividida em muscular interna e muscular
externa cujas funcdes incluem movimentar a mucosa aumentando o0 contato do
alimento com o epitélio e impulsionar a linfa & submucosa (GARTNER; HIATT,
1999). Adjacente a mucosa se encontra a camada submucosa. Ela é constituida de
tecido conjuntivo denso ndo modelado, ganglios nervosos e vasos sanguineos e
linfaticos responséaveis pelo movimento da muscular da mucosa, secrecao glandular
e irrigacdo sanguinea e linfatica. Sequencialmente, existe a camada muscular que
também é subdividida em muscular interna e externa e suas fungfes incluem
misturar e deslocar o quimo em dire¢do ao anus. Além disso, o ileo € revestido
externamente de serosa, uma camada de mesotélio e tecido conjuntivo que impede
o atrito entre os 6rgéos (ORIA; BRITO, 2016).

As PPs, constituinte do GALT indutor, compreendem aglomerados
celulares dispostos na lamina prépria da mucosa e submucosa do intestino delgado.
Ndo sdo encapsuladas e histologicamente sdo compostas por regides de epitélio
associado ao foliculo, cupula subepitelial e areas folicular e interfolicular. O epitélio
associado ao foliculo é constituido de enterdcitos, células M e LIE. Na cupula
subepitelial sdo encontradas as células apresentadoras de antigenos, e na regiao
interfolicular os linfécitos T (LT), macréfagos e células dendriticas. A regido folicular
apresenta foliculos linfoides primarios ou secundarios que sédo caracterizados pela
auséncia ou presenca de centros germinativos. Ambos os foliculos sdo dotados de
células dendriticas e células T foliculares, com o predominio de linfécitos B (LB)
virgens nos foliculos primarios e, LB ativados nos foliculos secundarios (MOWAT,
2003). Dessa forma, a estrutura celular das PPs permite a aquisicdo de material
luminal intacto como antigenos particulados e microrganismos (SIEBERS; FINLAY,
1996), o reconhecimento e apresentacdo destes aos LB e LT e, o estimulo para
ativacdo ou tolerancia das respostas imunolégicas (JUNG; HUGOT; BARREAU,
2010).
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Os foliculos linfoides isolados localizam-se na lamina propria dos
intestinos delgado e grosso, ndo sdo encapsulados e histologicamente
compreendem foliculos linfoides imaturos ou maduros (PARHAM, 2011; ORIA;
BRITO, 2016). Os foliculos imaturos sdo estimulados pela dieta e, celularmente
compostos de células indutoras do tecido linfoide, células dendriticas e LB. Os
foliculos maduros sao estimulados pela microbiota bacteriana e caracterizados pela
presenca de centros germinativos dotados de células dendriticas foliculares, LB,
plasmocitos produtores de IgA e LT CD4*. Além disso, o epitélio adjacente ao
foliculo contém células M que séo essenciais a absorcdo dos antigenos luminais. Os
foliculos linfoides isolados sdo responsaveis pela resposta imune humoral local
independente das células T (BUETTNER; LOCHNER, 2016).

Os LNMs encontram-se dispostos na rede de vasos linfaticos que
drenam o intestino e PPs. Eles sdo encapsulados e subdivididos nas areas cortical,
paracortical e medular (PARHAM, 2011). A area cortical contém foliculos linfoides
primarios e/ou secundarios como as PPs. A area paracortical apresenta LT e as
vénulas de endotélio alto que sdo importantes para a entrada de linfécitos do sangue
periférico. A regido medular é divida em corddes medulares e seios medulares. Os
corddes medulares séo ricos em LB, LT, plasmocitos e macrofagos e, 0s seios
medulares em macréfagos e endotélio (OVALLE; NARHIRNEY, 2014). Dessa forma,
os linfonodos mesentéricos adquirem antigenos que penetraram a mucosa intestinal
estimulando a ativagdo ou tolerancia da resposta imunolégica sistémica e local
(MURPHY, 2014).

Apesar da estrutura e composicdo do GALT para a protecao local, o
trato intestinal representa uma importante porta de entrada de patdégenos que podem
induzir a lesdo e inflamacao intestinal, além da diminuicdo da absor¢éo nutricional.
Clinicamente, a diarreia e a perda de peso corporal sdo caracteristicas comuns de
determinadas infec¢Bes intestinais e, podem comprometer o desenvolvimento
humano e animal, principalmente dos neonatos (LI et al., 2015; VEGA et al., 2011).

Aléem dos microrganismos patogénicos, 0s habitos alimentares
influenciam o estado de saude intestinal. Dietas hiperlipidicas estimulam a producéo
e secrecao de bile. Esta por sua vez, caracterizada como bactericida, pode reduzir a
quantidade e diversidade da microbiota intestinal, um conjunto de microrganismos
importante ao desenvolvimento estrutural e funcional normal do sistema imune da

mucosa (SALONEN; VOS, 2014). Os microrganismos comensais sado importantes a
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formacdo de centros germinativos, proliferacdo dos linfocitos B e adequados niveis
séricos e intestinais de imunoglobulinas (SALONEN; VOS, 2014, MURPHY, 2014).
Além disso, a microbiota atua como barreira aos microrganismos patogénicos
(SALONEN; VOS, 2014). Dessa forma, ao modificar a microbiota intestinal a dieta
pode favorecer a instalacgdo de microrganismos patogénicos e alterar o
funcionamento do GALT (WALL et al., 2009).

Diante do potencial imunomodulador dos alimentos e da busca por
medidas preventivas e/ou terapéuticas alternativas as alteracbes intestinais, a
imunonutricdo vem sendo investigada. A imunonutricdo tem como objetivo fornecer,
além de energia e substratos nutricionais, nutrientes especificos capazes de modular
0 sistema imunolégico apoiando o estabelecimento da saude (PIOVACARI et al.,
2008). Os aminoé&cidos, como a glutamina, tem sido descritos como capazes de
atenuar a sintese de citocinas pro-inflamatoérias como a IL-6 e a IL-8 e aumentar as
citocinas anti-inflamatérias como a IL-10, assim como as concentracdes de IgA,
diante de um processo inflamatoério (COEFFIER et al., 2003; GERAIX et al., 2014).
Os &cidos graxos insaturados tém sido descritos para reduzir a proliferacdo de
linféocitos T assim como a atividade das células natural Killer (PABLO;
CIENFUEGOS, 2000), contribuindo a supressdo de uma resposta imune exacerbada
e consequente protecao intestinal.

Nesse contexto, destaca-se o ovo, um alimento frequentemente
utilizado, rico em moléculas antimicrobianas como a IgY, a lisozima e a
ovotransferrina (RAHMAN et al., 2013; MULLER et al., 2015; THU et al., 2017). A IgY é
uma imunoglobulina produzida em aves, homodloga a IgG de mamiferos cuja
obtencdo pela gema do ovo € menos invasiva do que a obtencdo do sangue
periférico como normalmente é feito na producéo de anticorpos em mamiferos. Além
disso, a IgY apresenta vantagens relacionadas a sua producdo e suas
caracteristicas biologicas (MULLER et al., 2015). A quantidade de IgY produzida é
grande quando comparada a producdo de IgG em coelhos (SCHADE et al., 2005), e
a manutencdo das aves é de baixo custo. Quando administrada pela via oral em
mamiferos ndo ativa o sistema complemento, ndo se liga ao fator reumatéide e
receptores Fc presentes nas células de mamiferos. Portanto, ndo induz a resposta
inflamatoria (LI et al.,, 2015). Sua concentracdo na gema do ovo €& de
aproximadamente 100-150 mg e suas fungbes incluem a neutralizacdo de

microrganismos e toxinas no limen intestinal e, uma modulacdo do funcionamento
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do GALT (MINE; KOVACS-NOLAN, 2002; LI et al., 2015).

Dentre os estudos que avaliam a acdo antimicrobina e o potencial
imunomodulador da IgY sobre o GALT, Mahdavi et al. (2010) relataram que a
ingestdo de altas doses de IgY especificas e inespecificas por galinhas infectadas
com Escherichia coli aumentou a propor¢ao da altura das vilosidades e profundidade
das criptas e reduziu a quantidade do microrganismo ileal, reduziu a quantidade de
células caliciformes e a concentracdo total de IgA sérica e IgA secretora jejunal.
Além disso, a IgY especifica reduziu a proporcdo de heterdfilos/linfocitos na
circulacdo sanguinea desses animais e reduziu a quantidade de foliculos linfaticos
jejunais, todos parametros alterados pela infeccao. Assim, a IgY restaurou o epitélio,
0 que contribuiu para a digestibilidade, e exibiu efeitos anti-inflamatorios
modificando direta e indiretamente o funcionamento do GALT (MAHDAVI et al.,
2010). No estudo de Vulcano et al. (2014) a IgY especifica quando administrada via
oral a camundongos infectados com E. coli enteropatogénica, minimizou o
desprendimento da membrana basal e vacuolizagdo epitelial, ambos ocasionados
pela infeccdo. Assim, a IgY especifica reduziu a lesao intestinal.

Segundo Li et al (2016) os anticorpos IgY especificos e IgY
inespecificos aumentaram a taxa de sobrevivéncia de camundongos infectados com
Salmonella Typhimurium em 40% e 20% respectivamente. Reduziram a inflamacéo
e ulceracdo jejunal e o niumero de LT CD4*, CD8* e yd na lamina propria assim
como a expressdo de TNF-a, todos parametros aumentados pela infeccdo. De
acordo com estes autores, a administracéo da IgY especifica aos animais infectados
também propiciou um ganho de peso corpéreo dos animais similarmente aos
resultados encontrados nos animais do grupo controle e reduziu o percentual de LIE
e linfécitos CD8* nas PPs. Além disso, houve reducao do IFN-y, uma citocina proé-
inflamatdria e aumento da IL-10, uma citocina anti-inflamatodria. Dessa forma, ao
reconhecer/ligar-se ao patdogeno a IgY especifica principalmente, alivia o estresse
celular gerado pela superestimulacdo do sistema imune. Consequentemente, reduz
os danos intestinais (LI et al., 2016).

Por outro lado, a administragéo de leite suplementado com gema de
ovo enriquecida com IgY especifica e IgY inespecifica a bezerros infectados com
rotavirus bovino alterou o isotipo dos anticorpos secretados pelos plasmaocitos
presentes na lamina propria duodenal e jejunal, de IgA e IgG1l para IgA e 1gG2

(VEGA et al.,, 2011). Além disso, tanto a IgY especifica como a inespecifica
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aumentaram a quantidade de células secretoras de anticorpos na lamina propria do
intestino e linfonodos mesentéricos, embora efetivamente apenas a IgY especifica
protegeu os animais da diarréia causada pela infec¢cdo e propiciou um ganho de
massa corporal similar aos animais do grupo controle. Assim, a IgY foi relevante a
protecdo da infeccdo porém, a resposta imune anti-inflamatéria estimulada pela
suplementacdo pode estar atrelada a outras moléculas imunomoduladoras da gema
do ovo (VEGA et al., 2011).

Em outra investigacdo de Vega et al. (2012), os pesquisadores
administraram a leitbes leite suplementado com IgY especifica e inespecifica semi-
purificadas contra o rotavirus humano e a proteina recombinante VP6. Ambas as
suplementacdes ndo afetaram o isotipo das células secretoras de anticorpos, mas
reduziram a quantidade destas para IgA no duodeno. Apesar disso, apenas a IgY
especifica anti-rotavirus humano protegeu efetivamente os animais da diarréia
causada pela infeccdo. Além disso, a IgY especifica quando administrada via oral
induziu a producéo sérica de anticorpos IgG e local de IgG e IgA contra IgY. Apesar
disso, sinais associados a alergia ndo foram observados. Dessa forma, a IgY
especifica preveniu o desenvolvimento dos sintomas clinicos da infeccdo causada
pelo rotavirus e neste modelo experimental foi imunogénica. Apesar disso, a
diminuicdo das células secretoras de anticorpos foi atrelada a acdo de outros
componentes da gema do ovo co-precipitados (VEGA et al., 2012).

Em outro estudo, a administracdo de leite suplementado com gema
de ovo enriquecida com IgY especifica a bezerros infectados com rotavirus bovino
do grupo A teve influéncia sobre os tecidos linfoides sistémicos e associados ao
intestino (VEGA et al.,, 2015). A IgY especifica reduziu a quantidade de células
secretoras de anticorpos IgM e IgG1 no baco e induziu 0 aumento e troca de isotipo
das células secretoras de anticorpos presentes nos linfonodos jejunais e ileo-cecais,
nas placas de Peyer e na lamina propria duodenal e jejunal, de IgG1 e IgA para IgA
e lgG2. Assim, ao neutralizar os virus a IgY especifica suprimiu parcialmente a
resposta imune sistémica. Porém, a imunomodulacdo das células secretoras de
anticorpos foi associada, assim como relatado por Vega et al. (2011), a acéo de
outras moléculas presentes na gema do ovo (VEGA et al., 2015).

Com relacdo a estimulacdo da producdo de anticorpos anti-lgY em
animais tratados com IgY foi observado que a administracdo da IgY em solucéo ou

encapsulada a porcos induziu a producgéo sérica de anticorpos IgA, IgG1 e IgG2 anti-
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IgY (TORCHE et al., 2006).

Diante do potencial antimicrobiano e imunomodulador da IgY,
componentes da gema e/ou completa composicdo nutricional dos ovos integrais
empresas alimenticias tém investido na comercializacdo de ovoprodutos. Os
produtos que visam prevencdo e tratamento de doencas especificas como a
Ovalgen® DC, HP e RV tém como finalidade a prevencdo e tratamento contra
Streptococcus mutans, o principal agente etiolégico relacionado a carie dental, a
prevencao e tratamento de gastrite induzida por Helicobacter pylori e de doencgas
intestinais causadas pelo rotavirus humano (THU et al., 2017). Outros ovoprodutos
objetivam por sua vez, estabeler um equilibrio global entre os sistemas, melhorar a
integridade do epitélio intestinal e a responsividade do sistema imunolégico local
(MY WELLNESS JOURNEY, 2016; LEGACY FOR LIFE, 2016).

No presente estudo foram avaliados dois ovoprodutos (ovoproduto 1
e ovoproduto 2) que seguem a segunda linha de comercializacdo. Eles s&o
constituidos de p6 de ovo e caracterizados como suplementos dietéticos
hiperimunes visto que agregam valor nutricional a dieta, contém anticorpos IgY
especificos contra 26 cepas bacterianas e, assim, reduzem o risco do
desenvolvimento de doencas (FOOD & DRUG ADMINISTRATION, 2017; MY
WELLNESS JOURNEY, 2016; LEGACY FOR LIFE, 2016). Eles visam estabelecer
saude intestinal e sisttmica baseado no equilibrio entre bactérias patogénicas e a
microbiota. Ao neutralizarem os patdégenos ambos os ovoprodutos reduzem a
adesdo dos microrganismos a parede intestinal e o estresse inflamatorio local
permitindo o crescimento da microbiota (MY WELLNESS JOURNEY, 2016; LEGACY
FOR LIFE, 2016).

O pool de anticorpos IgY especificos presente nos ovoprodutos,
segundo os fabricantes, € o resultado da imunizacdo de galinhas com vacina
multivante de microrganismos inativados. As cepas utilizadas para a imunizacao das
aves compreendem as mais relevantes para o desequilibrio do trato intestinal:
Shigella dysenteriae, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus simulans,
Escherichia coli, Escherichia coli (Aerobacter), Salmonella enteritidis, Salmonella
Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris,
Propionibacterium acnes, Streptococcus mutans, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus salavarius, Streptococcus  mitis,

Streptococcus sanguis, Haemophilus influenzae, Streptococcus pyogenes tipo 1, 3,
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5,8,12, 14, 18 e 22 (US 6803035, 2017).

Além disso, quando comparados a ovos de galinhas ndo imunizadas
0s ovoprodutos hiperimunes contém maiores quantidades de fatores ativadores e
inibidores de citocinas denominados CAF e CIF. O CAF (Cytokine Activator Factor)
se refere a proteinas que se encontram presente tanto na gema como na clara do
ovO cujo peso molecular varia entre 6,7 kDa e 8,8 kDa e suas funcdes incluem o
aumento da expressao de TNF-a, IL-18 ou IL-6 ou a diminuicdo da expresséo de
TGFB (US 6420337 B1, 2000). De forma oposta, o CIF (Cytokine Inhibitor Factor)
compreende substancias ndo proteicas naturalmente encontradas na fracdo lipidica
da gema do ovo que tém peso molecular inferior a 6 kDa. Entre as suas funcdes
destacam-se a inibicdo da transcricao da expressao do RNA das citocinas TNF-aq, IL-
18 e IL-2 (US 7083809 B2, 2003).

Portanto, o0s ovoprodutos compreendem uma mistura de
imunoglobulinas e fatores imunorreguladores que potencialmente podem ter
atividade imunomoduladora. Esta, segundo os fabricantes restaura o
estabelecimento de um ambiente intestinal saudavel em organismos infectados. No
entanto, a sua acao sobre organismos saudaveis ainda é desconhecida. Diante
disso, e da sua possivel imunogenicidade, o presente estudo teve como objetivo
analisar os efeitos da administracéo oral de dois ovoprodutos sobre o ileo e PPs de

ratos Wistar fémeas saudaveis.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Analisar os efeitos da administracéo oral de dois ovoprodutos sobre o ileo e

PPs de ratos Wistar fémeas saudaveis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Obter ovo ndo imune em po por spray drying.

Caracterizar quimica, imunologica e microbiologicamente os ovoprodutos 1 e
2, e 0 ovo comercial produzido por spray drying

Analisar morfometricamente a parede do ileo e as suas PPs

Quantificar os niveis de IgA fecal anti-IgY.
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RESUMO

Em funcdo da comercializacdo de ovoprodutos hiperimunes e da falta de
conhecimento acerca dos seus efeitos sobre o tecido linfoide associado ao intestino
de organismos saudaveis o presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos
da administracéo oral de dois ovoprodutos sobre o ileo e placas de Peyer (PPs) de
ratos Wistar fémeas saudaveis. Como controle, foram utilizados ovos comerciais nao
hiperimunes secos por spray drying. Os ovoprodutos e 0s ovos comerciais foram
avaliados quanto a composicdo centesimal, o perfil proteico, a presenca e
reatividade dos anticorpos IgY e a qualidade microbiolégica. Ratos Wistar saudaveis
foram alimentados via oral com 13 mg dos ovoprodutos ou 0,5 mL de PBS durante
14 dias e, induzidos a eutanasia. As fezes coletadas antes e depois da
suplementacdo foram processadas para a analise da presenca de IgA anti-IgY e os
tecidos coletados post-mortem para a analise morfométrica. Foram quantificadas as
PPs do ileo dos animais e coletados uma PP e 1,5 cm do ileo de cada animal. Os
resultados obtidos demonstraram que os ovoprodutos contemplam as caracteristicas
descritas pelos fabricantes. A suplementacdo com o0s ovoprodutos ndo alterou a
espessura de nenhuma das camadas da parede do ileo. O ovoproduto 1 e 0 ovo
comercial aumentaram a quantidade de foliculos linfoides nas PPs e a IgY néo
estimulou a producédo de IgA anti-IgY. Portanto, a suplementacéo alimentar de ratos
saudaveis com os ovoprodutos ndo causou prejuizos ao ileo e a imunoestimulacéo
das PPs observada nédo se deve a acao da IgY.

3.1 Introducéo

O ileo e suas placas de Peyer (PPs) séo indicadores sensiveis a
suplementacdo alimentar com compostos de efeitos locais (Elmore, 2006). As
células efetoras do tecido linfoide associado ao intestino (GALT), os linfocitos
intraepiteliais e leucdcitos da lamina propria, estao presentes no ileo assim como em
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todo o intestino e sédo responsaveis pela protecdo contra a invasdo microbiana. As
PPs assim como os foliculos linfoides isolados e os linfonodos mesentéricos fazem
parte do GALT indutor. Eles propiciam o contato direto dos antigenos luminais com
as células de defesa e consequente ativacdo da resposta imune (Wershil e Furuta,
2008).

Apesar da estrutura e composicdo do GALT promover protecéo
local, o trato intestinal representa uma importante porta de entrada de patdgenos
que podem induzir a lesdo e inflamacé&o intestinal, além da diminui¢cdo da absorcéo
nutricional (Li et al. 2015; Vega et al. 2011). Os héabitos alimentares também tém
sido descritos para influenciar o estado de saude intestinal. Dietas hiperlipidicas
podem reduzir a quantidade e diversidade da microbiota intestinal, um conjunto de
microrganismos importante ao desenvolvimento estrutural e funcional normal do
sistema imune da mucosa (Salonen e Vos, 2014).

Diante do potencial imunomodulador dos alimentos e da busca por
medidas preventivas e/ou terapéuticas alternativas as alteracdes intestinais, a
imunonutricdo vem sendo investigada (Piovacari et al. 2008). Nesse contexto,
destaca-se o ovo, um alimento rico em moléculas antimicrobianas e potencialmente
imunomoduladoras como a IgY, a lisozima e a ovotransferrina (Rahman et al. 2013;
Thu et al. 2017; Mahdavi et al. 2010; Li et al. 2016; Vega et al. 2011; 2012; 2015;
Vulcano et al. 2014). A IgY é uma imunoglobulina produzida por aves a qual é
transportada do sangue das aves para a gema do ovo. A sua obtencdo pela gema
do ovo é menos invasiva do que a obtencdo de anticorpos do sangue periférico
como normalmente é feito na producdo de anticorpos em mamiferos (Muller et al.
2015). Quando administrada pela via oral ndo ativa o sistema complemento, ndo se
liga ao fator reumatdide e receptores Fc. Portanto, teoricamente ndo induz a
resposta inflamatoria quando administrada por via oral em mamiferos (Li et al. 2015).
Apesar disso, alguns estudos sugerem que a administracdo via oral da IgY estimula
a producao de anticorpos séricos e fecais contra IgY (Torché et al. 2006; Vega et al.
2012).

Baseado no potencial antimicrobiano e imunomodulador da IgY,
componentes da gema e/ou rica composicdo nutricional dos ovos integrais,
empresas alimenticias tém investido na comercializacdo de ovoprodutos. Dois
destes, segundo os fabricantes, sdo constituidos de p6é de ovo e caracterizados
como suplementos dietéticos hiperimunes. Eles contém anticorpos IgY especificos
contra 26 cepas bacterianas e visam estabelecer saude intestinal e sistémica
baseado no equilibrio entre bactérias patogénicas e a microbiota. Quando
administrados por via oral em animais, ttm como objetivo neutralizar as bactérias
patogénicas, melhorar a integridade do epitélio intestinal e a responsividade do
sistema imunoldgico local (My Wellness Journey, 2016; Legacy for Life, 2016).

O pool de anticorpos IgY especificos presente nos ovoprodutos,
segundo os fabricantes, é o resultado da imunizacdo repetida de galinhas com
vacina multivante de microrganismos inativados (My Wellness Journey, 2016;
Legacy for Life, 2016). As cepas utilizadas para a imunizagdo das aves
compreendem as mais relevantes para o desequilibrio do trato intestinal: Shigella
dysenteriae, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus simulans, Escherichia coli,
Escherichia coli (Aerobacter), Salmonella enteritidis, Salmonella Typhimurium,
Pseudomonas  aeruginosa, Klebsiella  pneumoniae, Proteus  vulgaris,
Propionibacterium acnes, Streptococcus mutans, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus salavarius, Streptococcus  mitis,
Streptococcus sanguis, Haemophilus influenzae, Streptococcus pyogenes tipo 1, 3,
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5,8,12, 14, 18 e 22 (Us 6803035, 2002).

Além disso, quando comparados a ovos de galinhas néo
imunizadas, os ovoprodutos hiperimunes contém maiores quantidades de fatores
ativadores e inibidores de citocinas. Os fatores ativadores aumentam a expressao de
TNF-a, IL-18 ou IL-6 ou diminuem a expresséo de TGF- (Us 6420337 b1, 2000). De
forma oposta, os fatores inibidores inibem a transcricdo do RNA das citocinas TNF-
a, IL-18 e IL-2 (Us 7083809 b2, 2003).

Portanto, o0s ovoprodutos compreendem uma mistura de
imunoglobulinas e fatores imunorreguladores que potencialmente detem atividade
imunomoduladora. Esta, segundo os fabricantes, restaura o estabelecimento de um
ambiente intestinal saudavel em organismos infectados. No entanto, a sua acao
sobre organismos saudaveis ainda € desconhecida. Diante disso e do potencial
imunogénico da IgY, cujos efeitos podem ser benéficos ou danosos ao trato
intestinal, o presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos da administragéo
oral de dois ovoprodutos sobre o ileo e PPs de ratos Wistar fémeas saudaveis.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Obtencéo do ovo comercial ndo hiperimune desidratado

Ovos comerciais nao hiperimunes foram adquiridos no mercado local
e processados como descrito por Yokoyama et al. (1992) e Carvalho e Filho (2013),
com modificacdes. Resumidamente os ovos foram lavados com agua e desinfetados
com A&lcool 70%, foram quebrados, diluidos 1:2 em &gua destilada e
homogeneizados em turrax por 2 minutos a 455 g. A pasteurizacdo foi realizada em
banho-maria a 60°C durante 3,5 minutos e a secagem via atomizacao no spray dryer
(MSD 1.0, LabMaq). A vazdo de bomba e ar comprimido utilizados para a
desidratacdo dos ovos foram de 0,6 L/ht e 30 L/min?! e, a vazdo do ar quente,
temperatura de secagem e temperatura de saida foram de 0,95 m3min, 150°C e
79°C, respectivamente.

3.2.2 Composigéo centesimal dos ovoprodutos e ovo comercial

Os ovoprodutos foram avaliados em relacdo a quantidade de
umidade, proteina, lipideo e cinza de acordo com as normas analiticas do Instituto
Adolfo Lutz (Zenebon, Pascuet e Tiglea, 2008). A umidade foi determinada pela
perda de peso da amostra submetida ao aquecimento em estufa a 105°C, a
guantidade proteica pela técnica de kjeldahl, a determinacdo dos lipideos por
Soxhlet e a quantidade de cinzas pela incineragédo da amostra na mufla a 550°C.

3.2.3 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida e Western Blotting

Ambas as técnicas foram realizadas conforme descrito em Tong et
al. (2015), com modificacdes. A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida de
dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE) foi realizada para a analise do perfil proteico
dos ovoprodutos e ovo comercial. Foram aplicados sob o gel de empilhamento 5 ug
de proteinas aquecidas em tampédo de amostra redutor. A constituicdo dos géis de
empilhamento e separagdo e, a tensdo aplicada durante a corrida eletroforética
foram realizadas como descrito anteriormente. A visualizagcdo do perfil proteico foi
realizada pela coloracdo do gel com azul de Coomassie seguida de descoloracdo e
a determinacdo do peso molecular de cada proteina a partir da sua comparag¢do com
0 padrdo de peso molecular BenchMark™ (Cat. 10747-012, Invitrogen).
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A técnica de Western Blotting foi realizada para a deteccdo das
cadeias pesadas da IgY nos ovoprodutos. Foi realizada a transferéncia das
proteinas do gel SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose a 4°C durante 18
horas, sob corrente elétrica de 150 mA. Os sitios remanescentes ndo ligados foram
bloqueados com PBS leite em p6 desnatado a 5% e as lavagens feitas com PBS
Tween 20 0,05%. As cadeias pesadas da IgY foram reconhecidas pelo anticorpo
anti-lgY conjugado com peroxidase diluido 1:1000 em PBS leite em p6 desnatado a
1% (Cat. A30-104P, Bethyl) e reveladas com 3,3 -diaminobenzidina. O peso
molecular das proteinas visualizadas foi determinado pela sua comparacdo com o
padrdo de peso molecular BenchMark™ pré corado (Cat. 10748-010, Invitrogen).

3.2.4 ELISA indireto

A reatividade dos anticorpos IgY a S. Typhimurium foi determinada
por ELISA indireto conforme descrito em Bangi et al. (2012), com modificagdes.
Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 100 yL por pogo de 6-9x108 UFC/mL
de S. Typhimurium ATCC UK-1, gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Gerson Nakazato,
diluidas em tampéao carbonato-bicarbonato pH 9,6. O periodo de incubacgéo a 4°C, o
bloqueio e posteriores incubacbes assim como as etapas de lavagens foram
realizadas como descrito anteriormente. Foi adicionado 100 uL por poco de 10
mg/mL dos ovoprodutos 1 e 2 e ovo comercial diluidos em PBS leite em pdé
desnatado a 1% e, adicionado 100 puL por poco do anticorpo secundario anti-lgY
conjugado com peroxidase diluido 1:40000 em PBS leite em p6 desnatado a 1%
(Cat. A30-104P, Bethyl). Foram adicionados 100 pL por poco de substrato (0,01
mg/mL de tetrametilbenzidina e 0,03% de peréxido de hidrogénio, diluidos em
acetato de sodio 0,1M pH 5,0) e apds incubacao de 30 minutos na auséncia de luz a
reacao foi interrompida com 50 pL de acido sulfarico 2N. A densidade otica foi
mensurada em espectrofotdmetro a 450 nm.

3.2.5 Andlise microbiolégica

A analise dos microrganismos indicadores: mesofilos aerébios,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e coliformes totais foi realizada para a
analise da qualidade de processamento dos ovoprodutos (National Advisory
Committee on Microbiological Criteria for Foods, 2015; United States Department of
Agriculture, 2018). Tecnicamente as analises foram realizadas conforme descrito em
Silva et al. (2007), com excegédo da quantidade inicial de amostra utilizada. Neste
estudo, a diluicdo 10 foi feita a partir da diluicdo de 10g dos ovoprodutos em 90 mL
de &gua peptonada.

3.2.6 Delineamento experimental dos animais

Ratos Wistar fémeas de 60 dias de idade e peso médio de 200g
foram retirados do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina e
acomodados em ambiente aclimatizado no biotério experimental do departamento
de Psicologia Geral e Analise do Comportamento da mesma universidade. Os
animais foram acondicionados aos ciclos claro/escuro de 12 horas e alimentados
com racdo comercial para roedores e agua ad libitum. Eles foram agrupados
aleatoriamente em 12 animais por grupo, induzidos a excrecao fecal por massagem
abdominal para a coleta de fezes e, submetidos ao periodo de adaptacéo.

A dose suplementar administrada foi baseada na recomendacéo dos
fabricantes dos ovoprodutos ao consumo humano (4,5 g diario/~70 Kg). Os animais
dos grupos testes receberam 13 mg dos ovoprodutos diluidos em 0,5 mL de PBS



29

0,01M pH 7,4 e os animais do grupo controle 0,5 mL da solucéo salina estéril PBS,
todas administragbes via gavagem. Realizado 14 dias consecutivos de
suplementacado, os animais foram induzidos a excrecédo fecal para a coleta de fezes
e submetidos a jejum, anestesia e eutanasia na camara de CO: (Figura 1).

3.2.7 Andlise morfométrica da parede do ileo e PPs

Apés a eutanasia e laparatomia, todas as PPs dos animais
identificadas numa extens@o de 8 cm do ileo foram quantificadas e mensuradas. A
mensuracao macroscopica dos eixos maior e menor realizadas com o paquimetro foi
utilizada para posterior analise da area das PPs (Azevedo et al. 2007). A maior placa
do ileo foi coletada assim como 1,5 cm do ileo distal.

Todas as pecas coletadas foram acondicionadas a solucéo fixadora
Bouin por 24 horas como descrito previamente (Becak e Paulete, 1970),
desidratadas com alcool 100, 95 e 70%, diafanizadas com xilol e submetidas ao
processo de inclusdo em parafina (Junqueira e Carneiro, 2004). Na sequéncia,
foram realizados cortes semi-seriados com 7 um de espessura que foram
acondicionados em banho-maria a temperatura de 45°C. Quatro cortes foram
coletados em lamina histologica e corados com hematoxilina-eosina (Junqueira e
Carneiro, 2004).

Em cada corte do ileo, sob a objetiva de 10X, foram mensurados a
altura de 10 vilos e a profundidade de 10 criptas. A partir disso foi analisada a
relagdo vilo/cripta. Foram realizados também, em cada corte, 10 medidas da
espessura total da parede intestinal e camadas mucosa, submucosa, muscular total,
interna e externa (Azevedo et al. 2007; Mahdavi et al. 2010; Thimotheo et al. 2013)
totalizando assim 40 leituras para cada parametro analisado (Figura 2).

Em relacdo as PPs, o corte com o maior niumero de foliculos
linfoides foi analisado sob a objetiva de 4X quanto ao nimero de foliculos linfoides
primarios e foliculos linfoides secundarios (Figura 3) (Elmore, 2006). Todas as
imagens do ileo e PPs foram adquiridas pelo sistema de captura de imagens
Qcapture, versao 2.0 acoplado ao microscopio 6ptico Olympus e, analisadas atraves
do software Image Pro-Plus, verséo 4.5 (Azevedo et al. 2007).

3.2.8 IgA fecal anti-lgY

Para avaliar a imunogenicidade da IgY fezes coletadas antes e apés
a suplementacéo dos animais foram processadas como descrito por Ramiro-Puig et
al. (2008), com excecdo da quantidade de fezes diluidas. Neste estudo, as fezes
foram diluidas em PBS 0,01M pH 7,4 para 200 mg/mL, foram homogeneizadas,
incubadas por 30 minutos a 4°C e centrifugadas. Para a analise de IgA fecal anti-lgY
o teste de ELISA foi empregado. Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 100
ML por poco de 2 pug/mL de IgY diluida em tampao carbonato-bicarbonato pH 9,6. As
etapas de incubacdo a 4°C, bloqueio e posteriores incubac¢des assim como as
etapas de lavagens foram realizadas como descrito anteriormente. Foi adicionado
100 pL por poco do sobrenadante fecal e, apds incubacdo 100 uL por poco de
anticorpo de cabra anti-IgA de rato conjugado com peroxidase diluido 1:40000 em
PBS leite em po6 desnatado a 1% (Cat. A110-102P, Bethyl). A reacao colorimétrica
foi desenvolvida apés adicdo de 100 pL de substrato e interrompida pela adicdo de
50 pL de acido sulfarico 2N. A densidade otica foi mensurada em espectrofotdmetro
a 450 nm.
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3.2.9 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade
(Shapiro-Wilk) e homogeneidade das variancias (teste de Levene’s). As variaveis
paramétricas foram avaliadas pelo teste ANOVA de um fator e as variaveis néo
paramétricas pelo teste Kruskal-Wallis. As diferencas estatisticas entre 0s grupos
foram avaliadas a partir da comparacao entre pares e o valor de significancia
adotado para a deteccdo dessas diferencas foi de 5%. Os valores foram
categorizados por: * (p<0,05); ** (p <0,01).

3.3 Resultados e Discussao

Ovo comercial desidratado in-house

A secagem in-house dos ovos comerciais gerou 42,579 de ovo em
pé os quais foram utilizados para as analises de caracterizagdo da amostra e
suplementacdo dos animais. O baixo rendimento observado (7,2%) pode ser
correlacionado ao tipo de equipamento utilizado e a viscosidade da amostra. O
desenho do equipamento faz com que parte do material fique retido na camara de
secagem e tubos. Além disso, a adesividade da amostra observada na camara de
secagem diminui a quantidade do produto no coletor.

Andlise quimica dos ovoprodutos e ovo comercial

A andlise quimica demonstrou que todas as amostras possuem
composicdo centesimal semelhantes e que quantitativamente o0s ovoprodutos
contém a informag&o nutricional disponibilizada pelos fabricantes (Tabela 1). Além
disso, os resultados estdo de acordo com a literatura para a composi¢cao de ovos
desidratados (American Egg Board, 2019; Ayadi et al. 2008; Hijo et al. 2010). Os
diferentes parametros genéticos, nutricionais e de manejo das aves sdo fatores
intrinsecos a qualidade dos ovos, e assim influenciadores potenciais da constituicao
guimica desse alimento (Nardone e Valfré, 1999). A linhagem e a idade das aves
tém influéncia sobre o tamanho dos ovos e respectivas concentragcdes proteica e
lipidica. Matrizes mais velhas produzem ovos mais pesados, com maior
percentagem de gema e menor percentagem de clara (Suarez et al. 1997). Além
disso, a composicdo da racdo e o tipo de alojamento imposto as aves influenciam
diretamente a concentracdo proteica, lipidica e de minerais que sao depositados na
clara e gema dos ovos (Mizumoto, Canniatti-Brazaca e Machado, 2006).

Perfil proteico

Os resultados obtidos na andlise qualitativa das proteinas
demonstraram semelhanca entre as amostras (Figura 4). Além disso, 0 peso
molecular e o perfil de proteinas observados sdo compativeis com a constituicao
proteica esperada. O peso molecular das proteinas do ovo integral € similar ao das
proteinas visualizadas no gel SDS-PAGE. As proteinas, mais abundantes no
albimen, como a ovalbumina tem peso molecular entre 42,4 e 45 kDa, a
ovotransferrina entre 75 e 85 kDa, a ovomucoide, entre 28 e 43,1 kDa e as
ovoglobulinas 2 e 3 entre 30 e 45 kDa (Mine, 2008). As proteinas mais abundantes
na gema como as apoproteinas de LDL tem peso molecular entre 15 e 175 kDa, as
apoproteinas de HDL entre 32 e 105 kDa, a fosvitina entre 33 e 40 kDa e as livetinas
entre 22 e 80 kDa. A variacdo de peso molecular das apoproteinas de LDL e HDL e
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livetinas pode ser explicada pela existéncia de proteinas estruturalmente diferentes
agrupadas na mesma nomenclatura (Sartori et al. 2009; Shin et al. 2002; Mine,
2008). Portanto, o padrdo de bandas observado encontra-se dentro do esperado.

Deteccédo da IgY

A analise por Western blotting confirmou a existéncia de anticorpos
IgY nos ovoprodutos 1 e 2 e ovo comercial a partir da deteccdo das cadeias pesadas
da IgY (Figura 5). Estruturalmente os anticorpos IgY sao constituidos de cadeias
polipeptidicas as quais sdo unidas por pontes dissulfetos. A exposicdo dessas
moléculas a agentes redutores como 0 mercaptoetanol permite distinguir ambas as
cadeias em cadeias leves e cadeias pesadas (Rahman et al. 2013). As primeiras
pesam entre 21 e 30 kDa (Hatta et al. 2014; Garcia et al. 2005) e as ultimas entre 64
e 70 kDa (Shin et al. 2002; Hatta et al. 2014). Dessa forma, 0 peso molecular
encontrado na membrana de nitrocelulose (68 kDa) corrobora com a literatura.

Andlise da reatividade da IgY

Os resultados obtidos com o ELISA indireto para a analise da
reatividade da IgY demonstraram que os ovoprodutos 1 e 2 apresentam duas vezes
mais IgY especificos contra S. Typhimurium quando comparados a ovos comerciais
(Figura 6). Esses dados estdo de acordo com o esperado para ovos de galinhas
imunizadas com S. Typhimurium. Investigacdes prévias demonstraram que a
imunizacdo de aves e coelhos com células inteiras de Salmonella spp induzem o
aumento dos niveis de anticorpos especificos a Salmonella no soro dos animais e
gema dos ovos, respectivamente (Gordon et al. 2016; Bangi et al. 2012). Além disso,
0os resultados sugerem que as regides de ligacdo ao antigeno e consequente
atividade dos anticorpos IgY nédo foram inviabilizados pelo binbmio tempo e
temperatura utilizados durante o processo de secagem no spray dryer. Apesar do
estudo de Hatta et al. (2014) ter demonstrado que a atividade da IgY diminui quando
exposta a temperaturas superiores a 70°C ou quando exposta a 15 minutos ou mais
a 70°C o estudo de Yokoyama et al. (1992) demonstrou que a atividade dos
anticorpos IgY pode ser preservada quando expostos a altas temperaturas no spray
dryer por um curto periodo de tempo. Assim, conclui-se que, os ovoprodutos 1 e 2
provém de ovos obtidos de aves imunizadas e que a viabilidade da IgY pés-
processamento foi preservada.

Analise de microrganismos indicadores

Apesar de nutricionalmente completos, os ovos potencialmente séo
veiculadores de patdgenos. Os microrganismos indicadores coliformes totais e S.
aureus, apesar de apresentarem baixo risco a salde sdo associados a falta de
higiene durante o processamento ou armazenagem dos alimentos. Os coliformes
totais reinem mais de 20 espécies de bactérias entéricas e ndo entéricas e a sua
presencga sugere uma contaminagdo ambiental e/ou fecal (Ray, 1996). O S. aureus,
caracterizado como um patdgeno oportunista € um microrganismo integrante da
microbiota residente da pele e fossas nasais. Quando presente nos alimentos é
associado a contaminacdo humana (Santos et al. 2007).

Os microrganismos indicadores mesofilos aerébios e Salmonella spp
indicam além das condi¢des higiénico-sanitarias de processamento, 0 tempo e
temperatura empregados nos procedimentos industriais. Os mesofilos aerébios
englobam tanto microrganismos deterioradores da matéria organica como
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microrganismos patogénicos ambos capazes de se multiplicar na presenca de
oxigénio entre as temperaturas de 20°C e 45°C (Jay, 1996). A Salmonella spp,
microrganismo patogénico zoonotico é atrelado a altas taxas de morbimortalidade e
capaz de se multiplicar entre 7°C e 48°C (Asae, 2019). A exposi¢cdo de ambos os
microrganismos a 60°C por 3 min e 30 s é importante para a destruicdo destes e
assim, necessaria a comercializagdo de ovoprodutos (Usda, 1969).

Os resultados obtidos na analise de coliformes totais, S. aureus,
mesofilos aerdbios e Salmonella spp demonstraram que microbiologicamente os
ovoprodutos e 0s ovos comerciais sdo similares, processados adequadamente (Cp
ovos, 2019; National Advisory Committee on Microbiological Criteria for Foods, 2015,
American Egg Board, 2019) e assim, passiveis ao consumo humano e animal
(Tabela 2).

Morfometria das PPs do ileo dos animais

Os alimentos que escapam da digestdo ou sdo parcialmente
degradados pelo trato gastrointestinal podem induzir a tolerancia oral ou a ativacao
da resposta imune local. Seus efeitos imunomoduladores podem ser benéficos ou
danosos ao trato intestinal e assim responsaveis pelo estado de salude sistémico e
local (Chehade e Mayer, 2005; Wakabayashi et al. 2006; Ferreira e Pinto, 2012).

Os resultados obtidos com a analise morfométrica das PPs
demonstraram que a suplementacdo dos animais com os ovoproduto 1 e 0 ovo
comercial quando comparados aos animais do grupo controle modulou a quantidade
de foliculos linfoides primarios (p = 0,009; p = 0,014) e foliculos linfoides secundarios
(p = 0,031; p =0,003). Ambos os ovoproduto 1 e ovo comercial aumentaram a
guantidade de foliculos linfoides, portanto, imunoestimularam as PPs do ileo dos
animais. Quanto aos dados relativos a quantidade e area das PPs, ndo houve
diferencas entre os grupos. Além disso, os animais suplementados com o
ovoproduto 2 nado diferiram dos animais do grupo controle em nenhum dos
parametros analisados (Tabela 3).

Numericamente, os resultados obtidos para os animais do grupo
controle corroboram com os dados publicados por outros autores. A quantidade
média de PPs situadas em 20 cm do ileo de ratos Sprague-Dawley com 250-300g é
de aproximadamente 5 (Wang et al. 2014), portanto, proporcional a quantidade
encontrada na extensdo de 8 cm. A area média das PPs situadas em 10 cm do ileo
de animais com 160-190g é de 20 mm? (Bertoni e Gabella, 2001) e a quantidade de
foliculos linfoides primarios e foliculos linfoides secundérios de ratos Wistar de 3 a
18 semanas de idade é de aproximadamente de 7 a 11 (Chen et al. 1995). As
diferencas observadas podem ser associadas as diferentes linhagens e faixa etaria
dos animais analisados assim como a extensado intestinal observada (Wang et al.
2014).

Visto que as PPs compreendem agregados celulares ricos em
linfécitos B, a imunoestimulacédo visualizada poderia induzir a producdo de IgA
secretora ou, a partir da quebra da tolerancia oral, a producéo de IgG e IgE local. A
IgA secretora no lumen intestinal inibe a ades&o bacteriana as células epiteliais e
neutraliza virus e toxinas luminais, portanto, € protetiva ao trato intestinal. Os
anticorpos 1gG ou IgE ao interagirem com os receptores dos mastocitos, basofilos e
macréfagos podem estimular a secre¢cdo de mediadores pro-inflamatorios e assim,
contribuir para o desenvolvimento da hipersensibilidade alimentar, uma reacéo
danosa ao trato intestinal (Chehade e Mayer, 2005).
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Segundo o estudo de Torché et al. (2006) o potencial imunogénico
da IgY poderia ser correlacionado a imunoestimulacdo detectada, no entanto,
segundo os estudos de Vega et al. (2011; 2015) esta, pode ser atribuida a outras
moléculas co-estimulatérias da gema do ovo.

IgA anti-IgY

Os imunogenos administrados via intramuscular como a IgY
induzem a resposta imune sistémica (Lobato et al. 2017) e os imundgenos
alimentares adquiridos via oral a resposta imune sistémica e local (Jung, Hugot e
Barreau, 2010). A analise da imunogenicidade da IgY administrada via oral neste
estudo demonstrou que, ndo ha diferencas para a producédo de IgA fecal anti-IgY
antes e apods a suplementagéo dos animais dos grupos controle e testes (Dados ndo
mostrados). Portanto, a concentracdo das IgY especificas e inespecificas
administradas nao estimulou a producéao de IgA anti-lgY no modelo experimental
utilizado e assim, ndo pode ser atrelada a imunoestimulacdo das PPs.

Esses dados corroboram com os estudos de Vega et al. (2011;
2015) e sdo contrarios aos estudos de Vega et al. (2012) e Torché et al. (2006). Os
resultados obtidos por Vega et al. (2011; 2015) atribuem a imunoestimulagédo do
GALT observada em seus experimentos a outras moléculas co-estimulatorias da
gema do ovo visto que, a administracdo de leite acrescido de gema de ovo liquida
ou desidratada, rica em IgY especifica e IgY inespecifica, a bezerros infectados com
rotavirus bovino, aumentou a quantidade das células secretoras de anticorpos IgA e
IgG na lamina prépria intestinal, nos linfonodos mesentéricos e placas de Peyer,
embora apenas a IgY especifica tenha prevenido o desenvolvimento dos sintomas
clinicos da infeccao.

Em contrapartida, os estudos de Vega et al. (2012) e Torché et al.
(2006) relatam que a administracdo direta ou via oral da IgY a porcos induz a
producdo de anticorpos anti-IlgY. O primeiro estudo relata que a administracado de
IgY especifica semi-purificada a porcos infectados com rotavirus humano induziu a
producéo de IgG e IgA anti-IgY (Vega et al. 2012). Da mesma forma a administracao
direta da IgY encapsulada as placas de Peyer de porcos livres de patdgenos
especificos induziu a producédo de IgA, IgG1 e IgG2 anti-IgY (Torché et al. 2006). A
disparidade observada entre os dados de Vega et al. (2012) e Torché et al. (2006) e
os resultados do presente estudo pode ser relacionada as diferentes espécies
estudadas.

Morfometria intestinal da parede do ileo dos animais

Todo o intestino delgado contem as células efetoras do GALT, no
entanto, o ileo é a porcdo mais responsiva frente aos antigenos luminais e
microrganismos intestinais (Barko, et al. 2018; Sommer e Backhed, 2015). Portanto,
€ alvo de estudo na busca por compostos imunomoduladores e seus efeitos.

A analise morfométrica da parede do ileo dos animais demonstra
que, a suplementacéo via oral com os ovoprodutos 1 e 2 e 0 ovo comercial néo teve
influéncia sobre os parametros analisados. As suplementa¢gbes ndo alteraram a
espessura da parede total e camadas mucosa e submucosa do ileo, ou seja, a
espessura das camadas onde se encontram as células do GALT efetor; nao
modificaram a altura dos vilos e profundidade das criptas, portanto, o tamanho da
area absortiva e de renovacdo celular ileal e; ndo alteraram a espessura das
camadas muscular total, interna e externa nao prejudicando a arquitetura ileal
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normal (Tabela 4). Dessa forma, a administracdo via oral dos ovoprodutos nao
modulou a parede do ileo de ratos Wistar saudaveis.

Os dados obtidos para o grupo controle corroboram com os estudos
de outros autores. Os estudos de Rosa et al. (2017) e Azevedo et al. (2007)
demonstraram que a espessura da parede total do ileo de ratos Wistar machos de 2-
6 meses de idade varia entre 450,2-692,1 um e a espessura da camada mucosa
entre 379,1-562,5 um. A altura do vilo varia entre 194,7-280,0 um e a profundidade
das criptas em torno de 220,0 um (Rosa et al. 2017; Batista et al. 2017). A
espessura da submucosa e muscular total € de aproximadamente 22,4 um e 65,0
pm, respectivamente (Rosa et al. 2017; Azevedo et al. 2007).

Em concluséo, o presente estudo demonstrou que os ovoprodutos 1
e 2 contemplam as caracteristicas descritas pelos fabricantes. O ovoproduto 2
guando administrado pela via oral a animais saudaveis nao teve influéncia sobre os
parametros analisados e a suplementacdo dos animais com 0s ovoprodutos nao
alterarou a arquitetura ileal normal, portanto, ndo causaram prejuizos ao trato
intestinal. Contrario a isso, a suplementacdo com os ovoproduto 1 e o ovo comercial
imunoestimulou as PPs do ileo dos animais. Visto que os efeitos da
imunoestimulacdo das PPs podem ser benéficos ou danosos ao trato intestinal,
sugere-se aos proximos estudos a quantificacdo dos anticorpos séricos e fecais IgA,
IgG e IgE e a determinacdo da (s) proteina (s) responsavel (is) pela
imunomodulacéo detectada.
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- Retirada dos animais
do biotério

- Coleta de fezes Suplementacdo dos animais:
- Periodo de adaptacao - Controle (n=12): 0,5ml de PBS

- Teste 1 (n=12): 13mg do Ovoproduto 1

- Teste 2 (n=12): 13mg do Ovoproduto 2

- Teste 3 (n=12): 13mg do Ovo comercial - Coleta de fezes
- Jejum
- Eutanasia
- Coleta tecidual

Figura 1 llustragd@o cronoldgica dos eventos experimentais realizados in vivo. 1° dia, retirada dos
animais do Biotério Central da UEL, transporte ao biotério de manipulacdo, aleatorizacdo dos grupos
e coleta de fezes. 1°-7° dia, periodo de adaptagdo. 8°-21° dia, suplementacdo dos grupos via
gavagem. 22° dia, coleta de fezes e jejum de 12 horas. 23°dia, eutanésia e coleta tecidual.



41

100 um

Figura 2 Avaliacdo morfométrica da parede do ileo. Mensuracao da parede total do ileo (L1), vilo
(L2), cripta (L3), mucosa (L4), submucosa (L5), muscular total (L6), muscular interna (L7) e muscular
externa (L8). Imagem obtida com a objetiva de 10x. Barra de escala () = 100 pm. Coloragéo:

Hematoxilina-Eosina.
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Figura 3 Avaliacdo histologica dos foliculos linfoides. (A) Foliculo linfoide primario. (B) Foliculo
linfoide secundario. FL = Foliculo linfoide. CG = Centro germinativo. Imagem capturada sob a objetiva
de 10x. Barra de escala (FF) = 300 um. Coloracao: Hematoxilina-Eosina.
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Figura 4 Perfil proteico dos ovoprodutos e ovo comercial. P.M.=Peso molecular, P1=Ovoproduto 1,
P2=Ovoproduto 2, Ovo c.=Ovo comercial, Apo LDL=Apoproteina de lipoproteinas de baixa
densidade, Apo HDL=Apoproteina de lipoproteinas de alta densidade, Ovotransf.=Ovotransferrina.
(Gel SDS-PAGE a 10%. Peso molecular: Cat. 10747-012, Invitrogen).
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Figura 5 Imunodeteccdo da IgY. P.M.=Peso molecular, P1=Ovoproduto 1, P2=Ovoproduto 2, Ovo
¢.=0Ovo comercial. (Peso molecular: Cat. 10748-010, Invitrogen).
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Figura 6 Reatividade da IgY contra S. Typhimurium. P1=0Ovoproduto 1, P2=Ovoproduto 2, Ovo

c.=0Ovo comercial.
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P1

Fabric. P1

P2 Fabric. P2  Ovoc. Ref ! Ref ? Ref 3
Umidade 0,11g - 0,11g - 0,059 0,139 - 0,13 g
Lipideos 1,28 g 150¢ 1,32¢g 2,00 ¢ 1,38 ¢ 1,98 g 151¢g 151¢g
Proteinas 2,72 g 2,009 281g 2,009 2,28 ¢ 2,16 g 1,859g* 2179
Cinzas 0,17g  ----- 0,21g ---—-- 0,159 0,199 0,28 g 0,159

Tabela 1 Composicéo centesimal dos ovoprodutos e ovo comercial. Dados expressos para 4,5g. P1 =
Ovoproduto 1. P2 = Ovoproduto 2. Ovo c. = Ovo comercial. Fabric. = Informacg&o nutricional fornecida
pelos fabricantes. Ref = Resultados obtidos por outros autores. 1American Egg Board (2019), 2Ayadi
et al. (2008), 3Hijo et al. (2010). *Fator de correcao utilizado 6,38.
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Amostras Coliformes totais Staphylococcus Salmonella spp Mespf[los
aureus aerbbios
P1 <3 NMP/g Auséncia Auséncia Auséncia
P2 <3 NMP/g Auséncia Auséncia Auséncia
Ovo c. <3 NMP/g Auséncia Auséncia Auséncia
Ref? <3 NMP/g Auséncia Auséncia 5x103 UFCl/g
Ref ? 10/g 10/g Auséncia 10%g
Ref 3 09 0 - Auséncia 103%/g

Tabela 2 Analise microbiol6gica dos ovoprodutos e ovo comercial. Quantidade de amostra
analisada: 10g. P1 = Ovoproduto 1. P2 = Ovoproduto 2. Ovo c. = Ovo comercial. Ref =
Quantidade méaxima descrita por outros autores. NMP/g = NUmero Mais Provavel/grama.
UFC/g = Unidade Formadora de Col6nia/grama. 1CP ovos (2019). 2NACMCF Executive
Secretariat (2015). 3Amerian Egg Board (2019).



48

Morfometria das placas de Peyer

Dados macroscdépicos

Parametros Controle P1 P2 Ovo c. P
Quantidade de PPs 3(2-3) 2 (2-3) 2 (2-3) 3(2-4) 0,316
Area das PPs (mmz) 12,21 (+4,01) 13,47 (¢6,42) 13,75(%¥3,90) 13,26 (+4,60) 0,874
Dados microscopicos

N° de FL primarios 5 (3-6) 7 (6-7)** 6 (5-7) 7 (5-10)* 0,005
N° de FL secundarios 4 (3-5) 6 (5-7)* 5 (5-6) 6 (5-9)** 0,003

Tabela 3 Andlise morfométrica das PPs do ileo dos animais. Teste ANOVA de um fator. Dados
expressos como média (xDP). Teste Kruskal-Wallis, comparacéo entre pares. Dados expressos como
mediana (25%-75%). 'p<0,05 em relagcdo ao grupo controle. **p<0,01 em relagcéo ao grupo controle. P1
= Ovoproduto 1. P2 = Ovoproduto 2. Ovo c¢. = Ovo comercial. N° = Namero. FL = Foliculos linfoides.
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Morfometria da parede do ileo

Parametros Controle P1 P2 Ovo c. p
Parede total (um) 519,4 (+104,8) 558,2 (¥92,4) 558,4 (x80,9) 523,4 (+113,6) 0,643
Mucosa (um) 417,7 (348,6-512,0) 484,6 (388,6-501,7) 437,9 (424,4-511,8) 455,7 (357,6-504,1) 0,623
Vilo 215,6 (¥69,9) 243,9 (53,2) 2525 (+64,5) 224,4 (+61,7) 0,456
Cripta 202,2 (+45,1) 198,9 (£32,4) 201,2 (x29,2) 191,5 (+40,7) 0,891
Relacé&o Vilo/Cripta 1,1 (x0,4) 1,2 (¥0,2) 1,3 (x0,4) 1,2 (¥0,3) 0,608
Submucosa (um) 21,4 (x2,1) 22,0 (x2,36) 22,8 (¥3,7) 21,1 (¥3,8) 0,560
Muscular total (um) 70,1 (x16,9) 79,0 (x15,2) 73,8 (¥19,9) 77,0 (x20,8) 0,652
Muscular interna 45,4 (£12,3) 49,5 (£11,5) 45,8 (£14,4) 50,1 (£17,3) 0,781
Muscular externa 24,7 (£5,3) 29,4 (£5,9) 26,8 (£6,5) 26,6 (£5,8) 0,298

Tabela 4. Analise morfométrica do ileo dos animais. Teste ANOVA. Dados expressos como média (xDP). Teste
Kruskal-Wallis. Dados expressos como mediana (25%-75%). P1 = Ovoproduto 1. P2 = Ovoproduto 2. Ovo c. = Ovo
comercial.
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4 CONCLUSAO GERAL

A partir das andlises de caracterizagcdo das amostras pode-se
concluir que ambos os ovoprodutos 1 e 2 tém as caracteristicas descritas pelos
fabricantes. Eles sdo constituidos de ovo em pd, dotados de IgY especificos a
Salmonella Typhimurium e microbiologicamente adequados ao consumo humano e
animal.

Com a experimentacao in vivo conclui-se que, a suplementacdo com
0 ovoproduto 1 e o ovo comercial imunoestimulou as PPs do ileo dos animais. Por
outro lado, a suplementacdo com o ovoproduto 2 por via oral ndo tem influéncia
sobre os parametros analisados. Além disso, a suplementacdo dos animais com 0s
ovoprodutos néo alteraram a arquitetura ileal normal, portanto, ndo causaram
prejuizos ao trato intestinal.

A partir da analise da imunogenicidade dos anticorpos IgY sugere-se
que a IgY nao é responsavel pela imunoestimulacdo detectada, pois, as
concentracbes administradas dessa imunoglobulina ao modelo experimental murino,
nao estimulou a resposta imune humoral de IgA fecal anti-IgY.

Para analise dos efeitos da imunoestimulacdo observada sugere-se
aos préoximos estudos a quantificacdo dos anticorpos séricos e fecais IgA, IgG e IgE,
todos responsaveis pelo estado de saude sistémico e local. Sugere-se também a
deteccdo da (s) proteina (s) responsavel (is) pela imunomodulacao detectada.



