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RESUMO 

 
 
A asma e a obesidade são doenças inflamatórias crônicas de perfis imunológicos 
opostos. Contudo, estudos clínicos e epidemiológicos demonstram uma associação 
entre as duas patologias, através da observação de que indivíduos obesos 
asmáticos representam um fenótipo clínico distinto da asma alérgica clássica, 
apresentando aumento na gravidade dos sintomas e resistência a terapias 
convencionais. Entretanto, os mecanismos imunológicos envolvidos na associação 
obesidade e asma não estão esclarecidos, devido à escassez de estudos e a uma 
heterogeneidade nos dados encontrados em modelos experimentais. Portanto, o 
objetivo do presente estudo foi avaliar a influência da obesidade sobre a inflamação 
alérgica pulmonar. Para isso, a obesidade foi induzida por dieta com alto teor de 
gordura durante dez semanas nos animais dos grupos OB e OB/AP, enquanto os 
animais dos grupos CN e AP foram alimentados com a dieta padrão. Da sexta a 
décima semana do protocolo de indução da obesidade, os animais dos grupos AP e 
OB/AP foram submetidos a subsequentes sensibilizações e desafios com a 
ovalbumina. As análises foram realizadas em 24 e 48 horas após o último desafio 
com a OVA. Os resultados demonstraram que após os desafios com o alérgeno, os 
animais do grupo AP apresentaram características marcantes da resposta imune 
alérgica, com elevado número de eosinófilos no LBA, no tecido pulmonar e na 
medula óssea, correlacionando com os níveis elevados de CCL11 e peroxidase 
eosinofílica, além de citocinas de eperfil Th2 como IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-25, IL-33 
e TSLP e de IgE sérica anti-OVA. Contudo, foi observado em 48 horas um declíneo 
na resposta de perfil Th2 nos animais deste grupo. Já os animais do grupo OB/AP 
apresentaram em 24 horas, um menor número de eosinófilos no lavado 
broncoalveolar, no tecido pulmonar e na medula óssea, associado a menores níveis 
de CCL11, EPO e de IL-4, IL-5, TSLP e IL-25 assim como de IgE sérica anti-OVA. 
Em 48 horas, as análises de citocinas no grupo OB/AP demonstraram um aumento 

nos níveis de IL-1β, IL-4, IL-6, IL-9, IL-12, IL-13, IL-17A, TNF-α e IFN- associado ao 
maior influxo de macrófagos M1. Surpreendentemente, em 48 horas após o último 
desafio com a OVA, houve um aumento significativo de neutrófilos na medula óssea 
e de mieloperoxidase no tecido pulmonar. Paralelamente, os animais do grupo 
OB/AP, apresentaram um número maior de mastócitos e células caliciformes em 
ambos os tempos analisados, quando comparado aos animais do grupo AP. 
Conclusão: Somados estes resultados sugerem que a obesidade desenvolvida em 
camundongos BALB/c, foi capaz de influenciar a resposta imune no pulmão dos 
animais após as sensibilizações e os desafios com alérgeno, interferindo no 
desenvolvimento da resposta imune Th2 clássica e acarretando um atraso no 
desenvolvimento da resposta imune inflamatória. Adicionalmente, os animais obesos 
asmáticos apresentaram exacerbada resposta imune Th2, Th9 e altos níveis de IL-
17A associada a um maior influxo de neutrófilos para o pulmão e a uma intensa 
produção de muco, sugerindo que estes animais apresentaram um perfil inflamatório 
mais grave de alergia pulmonar. 
 
Palavras-chave: obesidade; asma; resposta imune Th2; resposta imune Th17; 
inflamação eosinofílica, inflamação neutrofílica. 
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ABSTRACT 
 
Asthma and obesity are chronic inflammatory diseases with opposite immune 
profiles. Although, clinical and epidemiological studies reveal the association 
between them, as obese asthmatic individuals represent a distinct phenotype from 
the classic allergic asthma. However, the immune mechanisms involved in this 
association are not established yet, due to the lack of studies and the heterogeneity 
of the data obtained in experimental models. Therefore, the present study aimed to 
evaluate the influence of obesity over the immune response pulmonary allergic. 
Female Balb/c mice were fed with high fat diet during ten weeks so as to induce 
obesity. From the sixth to the tenth week of the protocol, PA and PA/OB groups were 
sensitized and challenged with ovalbumin. The following analyses were performed 24 
and 48 hours after the last OVA challenge. Striking features of the allergic immune 
response were observed in the PA group, as elevated eosinophil count in BAL, lung 
tissue bone marrow, in association with high IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-25, IL-33, TSLP 
and anti-OVA IgE levels. There was also elevated production of CCL11 and EPO 
correlated with the eosinophilia. In contrast, IL-4, IL-5, TSLP and IL-25 levels were 
diminished in PA/OB group. In association with the reduced eosinophil count, low 
levels of CCL11, EPO and Anti-OVA IgE were detected. However, 48 hours after the 

last challenge, IL-1β, IL-4, IL-6, IL-9, IL-12, IL-13, IL-17A, TNF-α and IFN- level were 
higher in the PA/OB, the was also an increased M1 macrophage influx. There was 
also more neutrophils in the bone marrow and MPO in the lung tissue, indicating their 
increased influx to the lung of PA/OB animals. Mast cells and goblet cells count was 
increased in this group, 24 and 48 hours after the last challenge. Taken together 
these results suggest that obesity developed in BALB/c mice was able to influence 
the immune response in the lungs of animals after sensitization and challenge with 
allergen, interfering with the immune response classical Th2 and causing a delay in 
the development inflammatory immune response. Additionally, asthmatic obese 
animals showed exaggerated Th2 immune response, Th9 and high IL-17A levels 
associated with an increased influx of neutrophils into the lung and an intense mucus 
production, suggesting that these animals showed an allergy more severe 
inflammatory profile lung. 
 
 
 
 
Keywords: Obesity; Asthma; Th2 immune response; Th17 immune response; 
Eosinophilic inflammation; Neutrophilic inflammation. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Asma  

1.1.1 Definição  

 

A asma é uma doença inflamatória crônica desenvolvida no pulmão, que 

apresenta sintomas característicos como: hiperresponsividade das vias aéreas, com 

episódios recorrentes de sibilância, dispneia, aperto no peito e tosse. Estes sintomas 

estão associados à obstrução e limitação variável ao fluxo aéreo, devido à 

broncoconstrição, hipersecreção de muco e do processo inflamatório desenvolvido, 

podendo ser reversível espontaneamente ou com tratamento (GINA, 2014). Somado 

a estes fatores, a hipertrofia e a hiperplasia da musculatura das vias aéreas, bem 

como o aumento no número de células caliciformes produtoras de muco no epitélio e 

a fibrose da membrana basal subepitelial levam a mudanças estruturais, resultando 

no remodelamento tecidual, que está relacionado à cronicidade e à gravidade da 

doença (HOLGATE, 2012).  

De acordo com o Guia para iniciativa da asma (GINA, 2014), a asma acomete 

aproximadamente 7% a 10% da população mundial, o que corresponde a cerca de 

300 milhões de pessoas. Estima-se que nos próximos 15 a 20 anos, este número 

poderá alcançar 400 milhões de indivíduos e sua prevalência vem aumentando 

significativamente nas últimas décadas em muitos países (Figura 1). No Brasil, 

segundo as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia para o 

Manejo da Asma (2012) existem aproximadamente 20 milhões de asmáticos. Em 

2011 foram registradas 160 mil hospitalizações (DATASUS), dado que colocou a 

asma como a quarta causa de internação no país. Porém, o nível de controle da 

asma, a gravidade da doença e os recursos médicos utilizados nos tratamentos são 

pouco documentados. Embora, um estudo recente (SANTOS et al., 2012) 

demonstrou que o custo direto da asma, considerando-se a utilização de serviços de 

saúde e medicações, foi o dobro entre pacientes com asma não controlada, quando 

comparados àqueles com asma controlada (DIRETRIZES DA SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA PARA O MANEJO DA ASMA, 

2012).  
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Figura 1: Prevalência da asma no mundo (GINA, 2014). 

 

Algumas hipóteses já foram postuladas na tentativa de explicar o elevado 

aumento na prevalência de doenças atópicas em países desenvolvidos. Em 1989 

Strachan propôs a “Hipótese da Higiene”. Segundo essa hipótese, mudanças 

decorrentes do moderno estilo de vida, incluindo os cuidados com a saúde, o 

aprimoramento no sistema de saúde pública, programas de vacinação e hábitos de 

higiene, em paralelo à exposição diminuída a produtos microbianos durante a 

infância, podem favorecer o desenvolvimento de doenças alérgicas (WILLS-KARP; 

SANTELIZ; KARP, 2001; GERN e BUSSE, 2002; BROOKS, PEARCE, DOUWES, 

2013). Esta hipótese se baseia no fato de que a polarização da resposta imune para 

perfil Th1 decorrente de contatos com micro-organismos patogênicos, ainda na 

infância, atuaria inibindo o desenvolvimento da resposta imune para o perfil Th2 

associada com a resposta alérgica (WILLS-KARP; SANTELIZ; KARP, 2001).  

Entretanto, não está claro este efeito, ao contrário, já foi descrito que certos tipos de 

infecções podem aumentar o risco ou até mesmo exacerbar a asma preexistente 

(HOLGATE et al., 2007).  

Embora a hipótese da higiene possa explicar em parte o aumento na 

prevalência da asma, estudos epidemiológicos demonstram que outros fatores 



16 
 

também possam contribuir para o aumento no número de casos de asma no mundo, 

entre eles fatores associados a mudanças no estilo de vida, maior exposição a 

poluentes, fumaça de cigarro, estresse, consumo de dietas ricas em calorias e 

obesidade (WENZEL, 2012; ANTÓ, 2012; SEARS, 2014).  

Reconhecidamente a asma é uma doença complexa e heterogênea, que se 

desenvolve em decorrência da associação de fatores genéticos com fatores 

ambientais resultando em diferentes fenótipos clínicos. Estes fenótipos geralmente 

são classificados de acordo com o status atópico, com a expressão de genes, assim 

como com a idade, gênero e com o tipo de resposta inflamatória apresentada 

(Figura 3) (BAINES et al., 2007; WANG et al., 2011; AMELINK et al., 2013 a/b; 

MOORE et al., 2013; SCHATZ et al., 2013). Mas apesar das vias que determinam 

estes diferentes fenótipos poderem coexistir em sinergia no mesmo indivíduo, 

acredita-se que diferentes mecanismos patogênicos possam estar atuando. Desse 

modo, a gravidade dos sintomas assim como as características patológicas pode 

variar de indivíduo para indivíduo (KIM, DEKRUYFF, UMETSU, 2010).  

Dentre os fenótipos de asma, a forma alérgica, é considerada a mais comum, 

afetando principalmente crianças e adultos jovens que apresentam história familiar 

de alergia, com forte predisposição genética (WENZEL, 2012). Frequentemente, 

este fenótipo pode ser identificado pelo teste positivo de hipersensibilidade cutânea 

e níveis elevados de imunoglobulina-E (IgE) antígeno-específica (atopia) no soro em 

resposta a antígenos ambientais inócuos, denominados alérgenos, como o ácaro da 

poeira doméstica, pêlos de animais, pólen ou mofo (HOLGATE, 2012; WENZEL, 

2012).  

A resposta imune alérgica pode ser dividida em duas fases: a fase de 

sensibilização e a fase efetora. A fase de sensibilização pode ocorrer na infância a 

partir do primeiro contato com o alérgeno, determinando a prevalência de uma 

resposta imune adaptativa de perfil Th2 em detrimento das respostas imune de perfil 

Th1 e regulatória no pulmão (HOLGATE et al., 2007). Nesta fase, o antígeno é 

capturado, processado e transportado até os linfonodos drenantes pelas células 

dendríticas (CDs), onde elas apresentam o antígeno processado ligado ao MHC-II 

aos linfócitos T virgens, que são ativados e direcionados a desenvolver uma 

resposta imune de perfil Th2 pela liberação de citocinas como a IL-5 e IL-9, que 

atuam no recrutamento e manutenção da sobrevivência de eosinófilos e mastócitos, 

respectivamente. Além dessas, as citocinas IL-4 e IL-13 que provêm o primeiro sinal 
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durante a interação entre linfócitos T e B, para estimular a produção e a mudança de 

classe de isótipo de imunoglobulina IgM para IgE nos linfócitos B. Sendo que a IgE 

produzida e liberada liga-se a receptores de alta afinidade para a porção Fc da IgE 

(FcRI) presentes na superfície de mastócitos e basófilos (WU e ZARRIN, 2014).   

A fase efetora se inicia a partir de contatos subsequentes com o alérgeno 

podendo ser subdividida em duas etapas. Dessa forma, a fase de hipersensibilidade 

imediata ocorre dentro de poucos minutos a partir do contato com o alérgeno. Este, 

liga-se ao complexo IgE-FϲRI, localizado na superfície de mastócitos sensibilizados, 

ativando-os e promovendo sua degranulação, com a liberação de mediadores 

inflamatórios e lipídicos presentes em seus grânulos, como histamina,  leucotrienos, 

proteases, citocinas e quimiocinas, que promovem o recrutamento celular para as 

vias aéreas. Em conjunto estes mediadores estão envolvidos direta e indiretamente 

com o aumento da permeabilidade vascular e da contração da musculatura lisa 

pulmonar (PAUL e ZHU, 2010). Após o contato inicial com o alérgeno, cerca de 2 a 3 

horas depois se desenvolve a fase de hipersensibilidade tardia que pode se 

estender por mais de 24 horas. Ainda nesta fase, linfócitos Th2 que migraram para o 

pulmão tornam-se as principais células responsáveis pelo recrutamento e ativação 

de eosinófilos e mastócitos promovendo ativação contínua da resposta imune de 

perfil Th2.  Além disso, estas células podem atuar também sobre as células epiteliais 

através da ação das citocinas IL-4, IL-9 e IL-13, induzindo a produção de muco, 

hiperplasia globular e hiperresponsividade (PAUL e ZHU, 2010). Contatos repetidos 

com o alérgeno levam a uma inflamação persistente levando à doença à 

cronicidade, caracterizada pela alteração na fisiologia pulmonar em decorrência do 

remodelamento tecidual nas vias aéreas, que incluem metaplasia brônquica, 

hipertrofia da musculatura lisa e deposição de colágeno (HOLGATE, 2012). 

Dentro deste contexto, a inflamação pulmonar eosinofílica é considerada uma 

característica marcante na asma alérgica, particularmente quando relacionada a 

episódios de exacerbações (HALDAR et al., 2008; 2009) e remodelamento das vias 

aéreas (YASUKAWA et al., 2013). Uma vez no pulmão, os eosinófilos liberam 

grânulos contento mediadores inflamatórios como a peroxidase eosinofílica (EPO), 

envolvida na disfunção e no remodelamento das vias aéreas (PEGORIER et al., 

2006). No processo inflamatório eosinofílico, a IL-5 exerce uma importante função, 

estimulando a produção de eosinófilos a partir de precursores na medula óssea, 

além de aumentar a sobrevivência e ativação destas células (SITKAUSKIENE et al., 
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2004). Embora, já tenha sido demonstrado que outras citocinas como a IL-4 (CHEN 

et al., 2004),  IL-13 (MATTES et al., 2002) e IL-33 (CHERRY et al., 2008) podem 

atuar da mesma forma. Somado a estes fatores, a CCL11 ou eotaxina-1 é 

considerada um importante fator quimiotático de eosinófilos para as vias aéreas 

(POPE et al., 2005).  

 Contudo, estudos indicam que o desenvolvimento da asma não está restrito 

somente ao sistema imune adaptativo, sendo a interação com o sistema imune inato 

crucial para a iniciação e manutenção da resposta inflamatória alérgica (HAMMAD et 

al., 2009; XIAO et al., 2011). Uma vez que já foi observada que em indivíduos 

asmáticos a barreira física formada pelas células epiteliais brônquicas se encontra 

danificada, sugerindo que a entrada do alérgeno nas vias aéreas poderia ser 

facilitada permitindo que as células dendríticas tornem-se diretamente ativadas pela 

interação com o alérgeno (XIAO et al., 2011). Adicionalmente, as células epiteliais 

são células metabolicamente ativas consideradas células apresentadoras de 

antígeno (APCs), capazes de expressar uma variedade de receptores, incluindo os 

receptores do tipo Toll (TLR) (HAMMAD et al., 2009). Estas células respondem 

rapidamente a estímulos derivados de padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs) e padrões moleculares associados a danos de padrões (DAMPs), através 

da liberação precoce de citocinas pró-inflamatórias como IL-25, também conhecida 

como IL-17E, IL-33 e a linfopoietina do estroma tímico (TSLP) (HAMMAD et al., 

2009). Estas citocinas podem atuar diretamente em células dendríticas, estimulando-

as a maturação e migração da medula óssea para o pulmão, além de induzir a 

produção de IL-5 e IL-13 o que consequentemente levará a polarização da resposta 

imune para o perfil Th2 (WANG et al., 2007; BESNARD et al., 2011; FROIDURE et 

al., 2014). Além desse efeito, IL-33 e TSLP estão envolvidas na manutenção da 

resposta inflamatória alérgica através da amplificação da polarização de macrófagos 

M2 ou alternativamente ativados (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2009; HAN et 

al., 2014)  na ativação de mastócitos (ENOKSSON et al., 2011; HAN et al., 2014) e 

de eosinófilos  (COOK et al., 2012; STORLARSKI et al., 2010). Ressaltando a 

importância dessas citocinas na fase inicial do desenvolvimento da resposta imune 

alérgica, estudos demonstram que o bloqueio ou a ausência de IL-25, IL-33 e TSLP 

reduz drasticamente a resposta imune de perfil Th2, e muitas das patologias 

características da asma alérgica como hiperresponsividade e produção de muco 

(BALLANTYNE et al., 2007; SHI et al., 2008; MIZUTANI et al., 2013) 
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Além disso, IL-25, IL-33 e TSLP podem atuar em um grupo de células de 

origem linfóide que não são nem linfócitos B e nem linfócitos T, e que não 

expressam receptores específicos para o antígeno denominadas de células linfóides 

inatas (ILCs). Estas células se encontram distribuídas constitutivamente em 

diferentes tecidos (NEILL et al., 2010; SONNEMBERG et al., 2011) e são capazes 

de responderem rapidamente à sinais de danos derivados do epitélio 

independentemente da estimulação antigênica (SAENZ et al., 2010; KIM et al., 

2012). As ILCs podem ser classificadas em três subtipos específicos baseado 

principalmente nas citocinas que produzem, dentre esses subtipos as ILC1s que 

incluem células NK produtoras de IFN- que expressam o fator de transcrição T-bet 

(BERNINCK et al., 2012). Outro subtipo são as ILC2s que foram inicialmente 

denominadas de células natural de ajuda ou nuócitos (NEILL et al., 2010). Estas 

células expressam os fatores de transcrição RORα e GATA-3 (HOYLER et al., 2012; 

HALIM et al., 2014) e em resposta a IL-25 e IL-33 produzem altos níveis de IL-5, IL-9 

e IL-13 (NEILL et al., 2010; HALIM et al., 2014) que vão atuar em células dendríticas 

induzindo-as a polarizar a resposta imune para o perfil Th2 (HALIM et al., 2014).  

Além disso, ILC2s promovem a ativação alternativa de macrófagos e o recrutamento 

de eosinófilos independentemente da imunidade adaptativa, exercendo um papel 

crítico na resposta imune alérgica (SAENZ et al., 2010; KIM et al., 2012) (Figure 3). 

Outro subtipo identificado de células linfoides inatas são as ILC3s, sendo que estas 

células expressam o fator de transcrição RORT, sendo subdivididas em células 

linfóides teciduais envolvidas com a formação de órgãos linfóides secundários; em 

ILC3s produtoras de IL-17, identificadas em doenças inflamatórias intestinais e no 

pulmão (KIM et al., 2014) e em ILC3s produtoras de IL-22 que estão presentes na 

pele e no trato intestinal (SONNENBERG et al., 2011; SAWA et al., 2011). 

  Ao lado desses tipos celulares, reconhecidamente macrófagos alveolares é a 

população de células residente mais abundante no pulmão (CAI et al., 2014). 

Macrófagos são células consideradas de vida longa essenciais na fagocitose de 

células apoptóticas e na manutenção da homeostase pulmonar através do controle 

da captura do alérgeno pelas células dendríticas (LAUZON-JOSET et al., 2013; 

MATHIE et al., 2014). Durante o curso do desenvolvimento da resposta alérgica, são 

as primeiras células a entrar em contato com o alérgeno, aumentando seu número, 

perdendo suas funções regulatórias e liberando citocinas inflamatórias como a IL-1β, 
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IL-6 e TNF-α (BANG et al., 2011) sugerindo um importante papel nos eventos 

precoces que desencadeiam a resposta inflamatória na asma (CAI et al., 2014). 

 

 

 

Figura 2: Desenvolvimento da resposta imune alérgica. O alérgeno que entra em contato 
com epitélio das vias aéreas pode ser reconhecido por receptores de reconhecimento de 
padrões expressos nas células epiteliais ou diretamente pelas células dendríticas. Após o 
reconhecimento do alérgeno as células epiteliais produzem e liberam IL-25, IL-33 e TSLP 
que ativam ILC2s. As ILC2s produzem IL-13 que ativam e direcionam as células dendríticas  
a induzirem uma resposta imune Th2 e produção de IgE pelos linfócitos B. A IgE liberada se 

liga em receptores FcRI na superfície de mastócitos ativando-os. Paralelamente ILC2s 
produzem IL-5 induzindo eosinofilia e ativação de macrófagos alternativamente ativados. 
Paralelamente, as ILC2s inibem o desenvolvimento da inflamação neutrofílica.  (Adaptado 
de LAMBRECHT e HAMMAD, 2013). 
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Embora, hoje se reconheça a plasticidade fenotípica dos macrófagos, devido 

a sobreposição dos diferentes fenótipos, a polarização para um ou outro subtipo 

depende exclusivamente do microambiente proporcionado pelas diferentes citocinas 

(BALHARA e GOUNNI, 2012). De acordo com o estado de ativação a população de 

macrófagos pode ser subdividida em dois grupos distintos: Macrófagos M1 ou 

classicamente ativados, que são essenciais na defesa contra patógenos 

intracelulares e que se diferenciam sob a influência da citocina IFN- e por agonistas 

do receptor Toll como o LPS (KUMAR et al., 2012). Estas células atuam 

amplificando a resposta imune de perfil Th1 pela produção de citocinas pró-

inflamatórias como a IL-12, IL-1β e TNF-α (CAI et al., 2014). Uma das características 

fenotípicas apresentada por este subtipo é a expressão da enzima óxido-nítrico-

sintase (iNOS), responsável pela geração de espécies reativas do oxigênio e do 

óxido nítrico (VEREMEYKO et al., 2013). Outro subtipo são os macrófagos M2 ou 

alternativamente ativados, são polarizados por IL-4 e IL-13 e estão envolvidos com a 

fagocitose de patógenos extracelulares e de células apoptóticas e com 

remodelamento tecidual no pulmão (VEREMEYKO et al., 2013). Estas células 

apresentam dentre vários marcadores fenotípicos a expressão constitutiva da 

enzima arginase (SIDDIQUI et al., 2013; VEREMEYKO et al., 2013). Adicionalmente, 

a expressão tanto de arginase quanto de iNOS pelo epitélio das vias aéreas, está 

relacionada ao remodelamento tecidual, produção de muco e hiperreatividade das 

vias aéreas (NAURA et al., 2009; BRATT et al., 2010; MAARSINGH et al., 2011; 

NADEEM et al., 2014). 

Contudo, sabe-se que na asma alérgica, em resposta a IL-33 liberada pelo 

epitélio das vias aéreas (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2009; BUNTING et al., 

2011) ocorre, sobretudo, em macrófagos alveolares um aumento na ativação e 

potencialização de marcadores fenotípicos de perfil M2, incluindo aumento na 

expressão de arginase, tanto em humanos quanto em modelo experimental 

(DRAIJER et al., 2013; WINKLER et al., 2014), embora, também já tenha sido 

documentado que o número de macrófagos M1 aumente proporcionalmente ao 

aumento na gravidade da doença (GOLEVA et al., 2008) e apresente relativa 

insensibilidade a terapias convencionais (BHAVSAR et al., 2008).  

Nos últimos anos, outro tipo celular que tem recebido uma maior atenção são 

os neutrófilos, que são leucócitos polimorfonucleares originados de precursores 

mielóides na medula óssea que atuam na primeira linha de defesa contra infecções 
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causadas por bactérias e fungos (CIEPIELA, OSTAFIM, DEMKOW, 2014). Sabe-se 

que estas células apresentam um tempo de vida relativamente curto, que se eleva 

no contexto do processo inflamatório (PILLAY et al., 2010). A presença de 

neutrófilos em número elevado no pulmão está associada ao aumento na gravidade 

dos sintomas, além de serem menos responsivas aos tratamentos com corticóides 

(ITO et al., 2008; HIRSCH et al., 2012). Além de ser uma importante característica 

fenotípica da asma neutrofílica também denominada de asma não eosinofílica. O 

recrutamento de neutrófilos para as vias aéreas envolve uma cascata de eventos 

coordenados por citocinas e quimiocinas como a IL-1β, IL-8, IL-17A e TNFα 

(BULLENS et al., 2006; FOLGLI et al., 2014; LAVINSKIENE et al., 2014; MANNI et 

al., 2014). No pulmão estas células exercem um importante papel na indução da 

produção de muco e remodelamento tecidual na asma, pela liberação de 

mediadores estocados em grânulos como metaloproteinases, mieloperoxidase 

(MPO), elastase, mediadores lipídicos e superóxido de oxigênio (MONTESEIRIN, 

2009; CIEPIELA, OSTAFIM, DEMKOW, 2014).  

Em contrapartida a função dos linfócitos Th2, os linfócitos T regulatórios 

(Tregs) têm um papel fundamental no controle da homeostase do sistema imune e 

consequentemente no desenvolvimento da asma. Da mesma forma, no trato 

respiratório, os linfócitos Tregs são cruciais na manutenção da homeostase 

imunológica, obtida principalmente através da indução de um perfil tolerogênico nas 

células dendríticas (OSTROUKHOVA et al., 2004), impedindo consequentemente o 

direcionamento de uma resposta imune inadequada, seja ela de perfil Th1 ou Th2 

(BELLINGHAUSEN, et al., 2003). Paralelamente, os linfócitos Tregs inibem as 

funções efetoras de mastócitos (GRI et al., 2008),  além de suprimir a produção de 

IgE alérgeno-específica por linfócitos B (MEILER et al., 2008). No entanto, o número 

destas células encontra-se reduzido no pulmão de asmáticos (BARCZYK et al, 

2014).  

 Embora, tradicionalmente, a asma seja vista como uma doença de perfil 

imunológico Th2, evidências demonstram que uma significativa parcela de 

asmáticos demonstra um fenótipo diferenciado da forma clássica de asma, 

Frequentemente, estes pacientes exibem sintomas mais graves e persistentes, 

apresentam resistência a terapias convencionais e ausência de inflamação 

eosinofílica. E ainda, estes fenótipos não estão associados à história familiar de 

alergia e os sintomas aparecem somente no início da fase adulta decorrente de 



23 
 

estímulos não alergênicos como stress, exercícios, menopausa, ar frio, cigarro e 

obesidade (WOODRUFF et al., 2009; WENZEL, 2012; AMELINK et al., 2013) (Figura 

3. Na asma neutrofílica acredita-se que o desenvolvimento da resposta imune esteja 

associado a uma disfunção na imunidade inata com aumento na expressão de 

receptores Toll-2 e Toll-4 (SIMPSON et al., 2007) frequentemente associado a um 

perfil inflamatório sistêmico com elevada expressão de genes envolvidos com a 

produção de citocinas como a IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF- (SHANNON et al., 2008; 

HASTIE et al., 2010; WOOD et al., 2012; FU et al., 2013). Além disso, o infiltrado 

inflamatório é caracterizado pela presença de outros tipos celulares como 

macrófagos (FIGUEIREDO et al., 2012) e neutrófilos (SIMPSON et al., 2007; 

HASTIE et al., 2010). Por outro lado, células da imunidade adaptativa como os 

linfócitos Th1 e Th17, assim como níveis elevados das citocinas IFN- e IL-17A 

também estão envolvidas não só na mudança do perfil de resposta, mas na 

manutenção da gravidade dos sintomas e na resistência a terapias em humanos 

(YANG et al., 2009; ZHAO et al., 2010; AGACHE et al., 2010) e em modelo 

experimental (HERBERT et al., 2010; HERBERT et al., 2013). Estes dados 

confirmam que possivelmente diferentes mecanismos inflamatórios em adição a 

inflamação eosinofílica possam contribuir não só para a patogenia dos diversos 

fenótipos clínicos da asma assim como para avaliação de diferentes tipos de 

tratamento (ZEDAN et al., 2013; AMELINK et al., 2013; SCHATZ et al., 2013).   
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Figura 3: Diferentes fenótipos de asma baseado na distinção da resposta imune Th2 e não Th2. 
A asma com perfil Th2 pode ter um início precoce ou tardio apresentando diferentes níveis em sua 
gravidade. Embora, a asma alérgica com início precoce apresente-se com um fenótipo mais 
moderado o aumento na complexidade da resposta imune pode levar a um aumento na gravidade 
dos sintomas. O fenótipo eosinofílico de asma com início tardio sem a influência de fatores 
alergênicos é considerada mais grave, considerando que a asma induzida por exercícios é 
considerada uma forma moderada da resposta imune Th2. A asma com fenótipo não Th2 inclui 
aquela com inicio tardio, asma associada à obesidade e asma neutrofílica relacionada ao cigarro, e 
asma paucigranulocítica, no qual o individuo apresenta pouco ou nenhum processo inflamatório. Os 
tamanhos dos círculos sugerem proporção relativa de indivíduos afetados. AERB – Doença 
respiratória exacerbada por aspirina; BIE – broncoespasmo induzido por exercícios (Adaptado de 
WENZEL, 2012). 
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1.2 Obesidade 

 

1.2.1 Definição  

 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (WHO, 2013), o sobrepeso e a 

obesidade são definidos pelo acúmulo anormal ou excessivo de gordura. Pelas 

Diretrizes Brasileiras de Obesidade (ABESO, 2009/2010), tradicionalmente o critério 

mais utilizado para classificação e diagnóstico da obesidade em adultos é a medida 

do peso isolado ou índice de massa corporal (IMC), que consiste do peso ajustado 

pela altura. O indivíduo apresenta sobrepeso quando o IMC é igual ou superior a 25 

kg/m2, sendo considerado obeso quando o IMC é igual ou superior a 30 kg/m2 

(WHO, 2013). 

Contudo, a observação de que a distribuição de gordura é mais preditiva de 

saúde, sugere-se que técnicas que abordam a sua distribuição, são as mais 

recomendadas, levando-se em conta custos e benefícios. Essas técnicas são 

consideradas padrão-ouro no diagnóstico da obesidade incluindo ressonância 

magnética, tomografia computadorizada, absorciometria com Raios-X de dupla 

energia (DEXA), medidas de prega cutânea, ultrassonografia entre outras (Diretrizes 

Brasileiras de Obesidade ABESO, 2009/2010).   

Durante as últimas décadas, a incidência mundial da obesidade aumentou 

significativamente em todo o mundo, particularmente em países desenvolvidos e em 

desenvolvimento. Isso pode ser explicado, em parte, pela associação de fatores 

genéticos e ambientais associado ao consumo excessivo de dietas ricas em calorias 

aliado a um baixo gasto energético (WHO, 2014). De acordo com a OMS, em 2014, 

aproximadamente 1,9 bilhão de adultos apresentavam sobrepeso e 600 milhões de 

pessoas entre homens e mulheres seriam clinicamente obesas. Em 2013, 42 

milhões de crianças menores de cinco anos de idade foram consideradas obesas. 

Estes dados demonstram que a obesidade tornou-se um sério problema de saúde 

pública (Figura 4), uma vez que o estado inflamatório decorrente do acúmulo de 

gordura, particularmente na região abdominal (obesidade central ou visceral) 

predispõe a comorbidades como a síndrome metabólica, que inclui intolerância à 

glicose, hipertensão, dislipidemia, esteatose hepática e resistência à insulina 

(OUCHI et al., 2011). Paralelamente, a obesidade e as desordens metabólicas 
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podem levar ao desenvolvimento de doenças cardiovasculares, diabetes tipo 2, 

alguns tipos de câncer e asma (SHOELSON, 2011). 

 

 

 

Figura 4: Prevalência da obesidade em indivíduos de ambos os sexos acima de 20 anos de idade em 
2008 (WHO, 2008). 
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 O tecido adiposo histologicamente pode ser dividido em dois subtipos, tecido 

adiposo branco e tecido adiposo marrom, diferindo entre eles não só nas funções 

exercidas assim como na composição celular e localização. O Tecido adiposo 

branco exerce várias funções entre elas função mecânica, de proteção, atua como 

isolante térmico e como tecido para estoque de energia. Somado a estas funções, 

acredita-se que o tecido adiposo branco é o que está mais envolvido com o 

desenvolvimento da obesidade.  Embora, frequentemente a distribuição corporal 

deste tecido seja determinada pela raça, sexo e idade do individuo, de uma maneira 

geral, este tecido se encontra amplamente distribuído nas regiões subcutâneas 

(regiões glútea, abdominal e femoral) e ao redor dos órgãos viscerais, do 

mesentéreo e do omento, denominado de tecido adiposo visceral. Contudo, podem 

ocorrer pequenos depósitos ao redor do epicárdico e músculos (LEE, WU, FRIED, 

2012). Em adição, o tecido adiposo branco é altamente heterogêneo em relação à 

morfologia e função entre os diferentes depósitos (LEE, WU, FRIED, 2012). Sendo 

que o tecido adiposo visceral é considerado metabolicamente mais ativo do que o 

subcutâneo (WINER et al., 2009; BUCCI et al., 2015).  

Reconhecidamente uma das funções do tecido adiposo é a estocagem de 

gorduras derivadas da ingesta na forma de triglicérides, assim como tem a 

capacidade de hidrolisar e liberar estas moléculas como ácidos graxos durante um 

período prolongado de jejum, exercendo um importante papel no metabolismo 

lipídico e glicídico (GUILHERME et al., 2008; HARWOOD JR., 2012). Essa função é 

exercida pelas principais células constituintes do tecido adiposo, os adipócitos, que 

apresentam como característica uma gotícula de lipídeo que ocupa cerca de 95% do 

volume total da célula. Sabe-se que os distúrbios no metabolismo lipídico levam a 

hipertrofia e hiperplasia dos adipócitos, sendo um fator determinante para o aumento 

no tamanho dessas células, que pode variar de 20 a 200µm (LEE, WU, FRIED, 

2013). Além disso, a hipertrofia destas células acarreta o remodelamento tecidual, 

que é caracterizado pelo recrutamento de células do sistema imune, angiogênese e 

produção excessiva da matriz extracelular, juntamente com hipóxia, morte celular e 

liberação de mediadores pró-inflamatórios ou adipocinas (OUCHI et al.,  2012), além 

de fatores de crescimento (FAIN et al., 2005) e proteínas de fase aguda  (POITU et 

al., 2005).  

As adipocinas podem atuar no metabolismo, nas funções vascular e 

endotelial, no controle da saciedade, em processos fisiológicos, no crescimento 
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tumoral e inflamação (OUCHI, 2012). Dentre as adipocinas, a adiponectina e a 

leptina são as principais representantes (OUCHI, 2012). Sendo que a adiponectina é 

uma adipocina produzida em abundância no tecido adiposo, exclusivamente pelos 

adipócitos, e é encontrada em altos níveis no plasma de indivíduos saudáveis, 

sendo sua produção inversamente proporcional à quantidade de tecido adiposo 

presente no organismo e ao índice de massa corporal (HAJRI et al., 2011). É 

considerada predominantemente anti-inflamatória, uma vez que é capaz de induzir à 

produção da citocina IL-10 e do antagonista do receptor de IL-1 (IL1RA) em 

macrófagos e em células dendríticas (WOLF et al., 2004) inibindo a produção de 

citocinas pró-inflamatórias como o TNF- e a IL-6 (YAMAGUCHI et al., 2007).  

 A leptina, do grego leptos, que significa magro, foi descoberta por Zhang e 

colaboradores (1994), como produto do gene ob, também conhecido como lep. A 

leptina é um hormônio derivado primariamente do tecido adiposo. Sendo que sua 

produção está diretamente relacionada ao status energético, à massa de tecido 

adiposo (LEE et al., 2007; ERUSAN et al., 2012) e a liberação de citocinas pró-

inflamatórias  (BRUUN et al., 2002; TRUJILLO et al., 2004; GAN et al., 2012). 

Estruturalmente, tanto a leptina quanto o seu receptor são membros relacionados à 

família da citocina IL-6. São conhecidas seis formas de receptores para a leptina, 

que se diferenciam pelo tamanho do seu domínio citoplasmático. A forma longa do 

receptor, conhecida como Ob-Rb, é altamente expressa no hipotálamo, na área 

responsável pelo controle da ingesta e do peso corporal (LAQUE et al., 2013). 

Apesar do mecanismo de ação da leptina no controle da ingesta ser eficiente, há 

casos em que a obesidade é desencadeada por uma deficiência de leptina 

(FAROOQI et al., 2007) e/ou do seu receptor (FAROOQI  et al., 2007), embora a 

forma mais comum da doença seja caracterizada pela resistência à leptina já que 

em humanos e em modelo experimental,  obesos apresentam níveis elevados de 

leptina circulantes proporcional ao acúmulo de tecido adiposo (MUC et al., 2014) e 

baixa sinalização mediada por seus receptores no hipotálamo (FUENTES et al., 

2009; RING e ZELTSER, 2010). 

Adicionalmente a função de controle da ingesta e do peso corporal, estudos 

sugerem que a leptina é um mediador comum entre o sistema imune e o sistema 

neuroendócrino. Uma vez que o receptor Ob-Rb também é expresso em diversas 

células do sistema imunológico incluindo células da imunidade inata como os 

neutrófilos (SUN et al., 2013); mastócitos (TAILDEMAN et al., 2009); eosinófilos 
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(CONUS et al., 2005) e basófilos (SUZUKAWA et al., 2011). Nestas células ela pode 

atuar induzindo a migração, ativação e a liberação de espécies reativas do oxigênio 

(ROS), assim como aumentar a sua sobrevivência (CONUS et al., 2005; 

SUSUKAWA et al., 2011; SUN  et al., 2014). Em células dendríticas, a leptina induz 

estas células a promoverem a polarização para o perfil Th1 (MATTIOLI et al., 2005) 

e a liberação de citocinas pró-inflamatórias como TNF-, IL-1β, IL-6 por macrófagos 

(ERUSAN et al., 2012), juntamente com aumento na expressão de moléculas de 

adesão no endotélio (APOLINAR et al., 2013). Na imunidade adaptativa, a leptina, 

promove a maturação, ativação e sobrevivência de linfócitos T 

(PAPATHANOSSOGLOU et al., 2006; CLAYCOMBE et al., 2007). Em linfócitos B, 

induz a produção de IgG2a, mediante a supressão da resposta imune de perfil Th2  

(AGRAWAL et al., 2011). Além disso, a leptina exerce um efeito inibitório na ativação 

e proliferação de linfócitos Tregs CD4+CD25+Foxp3+ (DE ROSA et al., 2007; 

DEIULIIS et al., 2011).  

Ao lado dos adipócitos, basicamente, as células imunes residentes no tecido 

adiposo compreendem a dois grupos funcionais distintos: na homeostasia o tecido 

adiposo é composto por macrófagos M2 produtores de IL-10, IL-4 e IL-13 (LUMENG 

et al, 2007), eosinófilos (WU et al., 2011) e linfócitos Tregs (DEIULIIS et al., 2011).  

No entanto, com o desequilíbrio proporcionado pelo consumo exagerado de gordura, 

ocorre uma mudança na composição do infiltrado celular no tecido adiposo, 

caracterizada pela presença marcante de macrófagos M1 (WEISBERG et al., 2003; 

LUMENG et al, 2007), células dendríticas (REYNOLDS et al., 2012); mastócitos 

(ALTINTAS et al., 2011), linfócitos T CD8+ (NISHIMURA et al., 2009) e linfócitos T 

CD4+ produtores de IFN-  (ROCHA et al., 2008; DUFFAUT et al., 2009).  

O recrutamento de macrófagos para o tecido adiposo é considerado o marco 

no desenvolvimento do processo inflamatório envolvido na obesidade. Os eventos 

iniciais que resultam na migração de macrófagos para o tecido adiposo ocorrem em 

consequência de uma série de fatores já mencionados como hiperplasia e à 

hipertrofia dos adipócitos, hipóxia (WANG, WOOD, TRAYURN, 2007), morte celular 

(CINTI et al., 2005), desequilíbrio no fluxo de ácidos graxos (NGUYEN et al., 2007), 

aumento na secreção de TNF- e IL-6 (SUGANAMI et al., 2005) e liberação precoce 

da quimiocina MCP-1 ou CCL2 (KANDA et al., 2006). 
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 No tecido adiposo, esses monócitos diferenciam-se em macrófagos 

classicamente ativados ou M1 que se localizam ao redor de adipócitos mortos, 

dando origem a estruturas em forma de uma coroa de células ou CLS (CINTI et al., 

2005; MURANO et al., 2008). Esses macrófagos têm a função de fagocitar gotículas 

de lipídeos residuais dos adipócitos mortos, bem como liberar citocinas pró-

inflamatórias, como TNF- e IL-6 (WEISBERG et al., 2003; LUMENG et al., 2007). 

Estas citocinas atuam diretamente sobre os próprios adipócitos, aumentando a 

lipólise e reduzindo a síntese de triglicérides, o que resulta em um aumento dos 

níveis de ácidos graxos circulantes (SUGANAMI et al., 2005). Estes causam o 

acúmulo de triglicérides e lipídeos no músculo esquelético e fígado, causando um 

desequilíbrio das funções normais dessas estruturas. Desta forma, instala-se um 

ciclo vicioso que resultará na inflamação crônica (SUGANAMI et al., 2005; NGUYEN 

et al., 2007) (Figura 5). 

Ao lado das células da imunidade inata, evidências demonstram que linfócitos 

T também se acumulam no tecido adiposo, tanto em humanos (KINTSCHER et al., 

2008) quanto em modelo experimental de obesidade induzida por dieta 

(KINTSCHER et al., 2008; NISHIMURA et al., 2009). Assim como os macrófagos, 

esses linfócitos T também são encontrados nas CLS, sendo que a migração de 

linfócitos T CD8+ precede a migração de macrófagos, sugerindo que estas células 

contribuam para o acúmulo de macrófagos M1 no tecido adiposo (NISHIMURA et al., 

2009).  

Com isso, uma importante característica da resposta imune na obesidade, é o 

estágio inflamatório crônico sistêmico de grau moderado, em decorrência da 

produção e liberação, tanto pelos adipócitos quanto pelas células imunes inseridas 

no tecido adiposo, de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6, TNF-α, leptina 

(ROCHA et al, 2008; MEIJER et al., 2011) e uma resposta de perfil Th1 com níveis 

elevados de IFN- (ROCHA et al., 2008; DUFFAUT et al., 2009; STRISSEL et al., 

2010).  
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Figura 5: Modulação fenotípica no tecido adiposo. Na homeostase do tecido adiposo, ele é 
constituído por adipócitos, macrófagos M2, linfócitos Tregs. Considerando que a distribuição dos 
vasos sanguíneos, funções metabólicas e produção de adiponectina são normais. Porém, com o 
desenvolvimento da obesidade os adipócitos sofrem hipertrofia e hiperplasia levando a hipóxia celular 
e morte dos adipócitos. Paralelamente, estes eventos levam ao recrutamento de linfócitos T CD8

+
 e 

de macrófagos formando as estruturas em forma de coroa em torno dos adipócitos necróticos. Os 
adipócitos hipertrofiados e as células imunes produzem e liberam citocinas pró-inflamatórias como a 
leptina, IL-1β, IL-6 e TNF-α entre outras (Adaptado de OUCHI et al., 2011). 
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1.3 Obesidade e Asma 

 

Uma vez que a obesidade e a asma são consideradas importantes problemas 

de saúde pública, e que suas prevalências aumentaram concomitantemente nos 

últimos anos, estudos epidemiológicos têm sido conduzidos com o objetivo de 

avaliar a relação entre as duas patologias. Estes estudos demonstram um aumento 

na prevalência da asma em indivíduos obesos (DIXON et al., 2010;  BARROS et al., 

2011; FORTE et al., 2013), sendo que  o risco relativo de desenvolvimento de asma 

eleva-se com o aumento do IMC (APPLETON et al., 2006; BEUTHER et al., 2007; 

DIXON et al., 2010; FITZPATRICK et al., 2012; BLACK et al., 2013). Além disso, 

frequentemente, a obesidade aumenta a gravidade e as exacerbações dos sintomas 

da asma (TAYLOR et al., 2007; BARROS et al., 2011; GIBEON et al., 2013). Estes 

dados são reforçados por observações de que obesos asmáticos, apresentam um 

quadro mais grave da doença, com sintomas respiratórios frequentes, danos à 

função pulmonar e obstrução das vias aéreas (FITIZPATRICK et al., 2012; 

TELENGA et al., 2012; GIBEON et al., 2013), além de apresentarem menor resposta 

a terapias convencionais como a utilização de broncodilatores, glicocorticóides, anti-

leucotrienos ou ao tratamento com anticorpos anti-IgE e anti-IL-5 (TAYLOR et al., 

2007; FITIZPATRICK et al., 2012; GIBEON et al., 2013). Este quadro 

consequentemente resulta em um maior número de hospitalizações devido a 

consecutivas exacerbações dos sintomas (TAYLOR et al., 2007; HOLGUIM et al., 

2011; FITZPATRICK et al., 2012; WOOD et al., 2011; GIBEON et al., 2013; 

HASEGAWA et al., 2014), o que reflete em uma piora na qualidade de vida desses 

indivíduos (TAYLOR et al., 2007; HASEGAWA et al., 2014).  

 Essas observações levaram alguns autores a sugerirem que obesos 

asmáticos apresentam um fenótipo clínico, fisiológico e inflamatório diferenciado da 

asma do indivíduo não obeso (SUTHERLAND et al., 2008; DIXON et al., 2010; 

GIBEON et al., 2013). Neste contexto, estudos recentes identificaram em indivíduos 

obesos asmáticos pelo menos dois fenótipos clínicos distintos (HOLGUIM et al., 

2011; SUTHERLAND et al., 2012; CHAPMAN et al., 2014). O primeiro fenótipo está 

associado ao desenvolvimento da asma em indivíduos mais jovens com níveis 

elevados de IgE e inflamação eosinofílica, que se complica pela presença da 

obesidade (HOLGUIM et al., 2011; MOHSEN e ALLAM, 2012; GROTTA et al., 2013). 
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O segundo fenótipo observado em obesos asmáticos é caracterizado pelo início da 

asma já na fase adulta não está relacionado a atopia, uma vez que apresentam 

níveis reduzidos de IgE (CHEN et al., 2006; APPLETON et al., 2006; HOLGUIM et 

al., 2011; FENGER et al., 2012; GIBEON et al., 2013; CHAPMAN et al., 2014), um 

menor número de eosinófilos no pulmão (TELENGA et al., 2012) e nenhuma 

alteração nos níveis de citocinas de perfil Th2 comparado a asmáticos não obesos 

(SUTHERLAND et al., 2008). Frequentemente este fenótipo desenvolve-se, 

sobretudo em mulheres (SCOTT et al., 2012; NEWSON et al., 2013; MUC et al., 

2014). Apesar da ausência de uma resposta imune Th2 característica, obesos 

asmáticos apresentam maior declínio na função pulmonar, maior 

hiperresponsividade das vias aéreas, inflamação crônica sistêmica com elevado 

infiltrado pulmonar neutrofílico (SCOTT et al., 2012; TELENGA et al., 2012; WOOD 

et al., 2012;  FU et al., 2013). Apesar dessas evidências, o mecanismo envolvido na 

associação entre a obesidade e asma não está totalmente esclarecido, tendo sido 

proposto o envolvimento de fatores genéticos, mecânicos, hormonais e ambientais. 

Nos últimos anos, com um maior conhecimento da resposta inflamatória 

desencadeada devido ao acúmulo de tecido adiposo, tem-se enfatizado a influência 

do sistema imunológico no desenvolvimento concomitante da asma e da obesidade 

(SOOD, 2010), provavelmente o perfil inflamatório característico da obesidade atue 

através de diferentes vias no desenvolvimento e agravamento da asma (HOLGUIM 

et al., 2011).  

Além disso, acredita-se que o perfil de resposta imune observado em obesos 

asmáticos se desenvolva em decorrência de uma disfunção na imunidade inata. 

Simpson e colaboradores (2007) detectaram uma elevada expressão de TLR2 e 

TLR4 no escarro de indivíduos com asma neutrofílica. Alguns estudos vêm 

demonstrando que ácidos graxos circulantes derivados de dietas ricas em gorduras 

podem se ligar diretamente aos receptores da imunidade inata TLR-2 e TLR-4 

desencadeando a liberação precoce de TNF-, IL-6, IL-8 e IL-1β (SHI et al., 2006; 

SCHAEFFLER et al., 2008; SCOTT et al., 2011; WOOD et al., 2011) que são 

importantes mediadores do recrutamento de neutrófilos para as vias aéreas na asma 

(BAINES et al., 2007; WILLIANS et al., 2013) e que se encontram em níveis 

elevados em indivíduos obesos asmáticos (CANOZ et al., 2008). Além disso, outros 

fatores relacionados a obesidade como  resistência à insulina, níveis elevados de 

triglicérides e colesterol (HUSEMOEN et al., 2008; THUESEN et al., 2009; 
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COTTRELL et al., 2011), também estão associados ao início de sintomas de 

sibilância, aumento da hiperresponsividade das vias aéreas, e aumento no risco de 

desenvolvimento de asma na fase adulta.  

Além dos mediadores inflamatórios, estudos têm avaliado o envolvimento das 

adipocinas, sobretudo o papel da leptina, na associação entre obesidade e asma 

(JANG et al., 2009; NEWSON et al., 2014; MUC et al., 2014). Holguim e 

colaboradores (2011) demonstraram que indivíduos obesos apresentam níveis mais 

elevados de leptina no pulmão sugerindo uma possível difusão da leptina do plasma 

para as vias aéreas. Somado a isso, já foi observado que tanto a leptina quanto seus 

receptores são expressos pelas células epiteliais brônquicas (BRUNO et al., 2009) e 

por macrófagos alveolares (LUGOGO et al., 2012). Estas células respondem a 

leptina pelo aumento na produção de muco e pela na liberação de IL-6, IL-8, TNF- 

e IFN- (SARAIVA et al., 2011; LUGOGO et al., 2012).  

Embora, diversos estudos clínicos tenham observado uma associação 

positiva entre os níveis de leptina e a resposta Th2, com aumento da 

hiperresponsividade e níveis elevados de  IgE (GROTTA et al., 2013; MUC et al., 

2013), em outros estudos não foi detectado a mesma associação (JARTI et al., 

2009; HOLGUIM et al., 2011). Por outro lado, níveis elevados de leptina podem 

influenciar outras vias não relacionadas ao perfil Th2, como a ativação e a produção 

de estresse oxidativo em células inflamatórias (GIOULEKA et al., 2011) e de 

mediadores lipídicos por macrófagos alveolares (MANCUSO et al., 2004) e aumento 

na liberação do fator de crescimento do endotélio vascular (SHIN et al., 2008).  

Estudos em modelos experimentais também vêm avaliando a complexa 

interação entre a obesidade e o agravamento da asma e os resultados nestes 

modelos assim como ocorre em humanos, mostram uma heterogeneidade nos 

dados. Mito e colaboradores (2002), Johnston e colaboradores (2007) e Vries e 

colaboradores (2009) utilizando a linhagem C57BL/6 com diferentes protocolos para 

a indução da asma, não encontraram relação da obesidade ou de leptina com um 

aumento da resposta imune alérgica ou com citocinas de perfil Th2. Por outro lado, 

Dietze e colaboradores (2012) demonstraram que camundongos AKR, que são 

susceptíveis tanto ao modelo de obesidade e quanto a hiperresponsividade das vias 

aéreas, apresentaram um limiar de sensibilização à OVA menor do que os animais 

não obesos. O estudo, de Calixto e colaboradores (2010) demonstraram em modelo 

experimental de obesidade e asma desenvolvido em camundongos C57BL/6, que 
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ocorre um atraso na eosinopoiese e na migração de eosinófilos para o lúmen das 

vias aéreas.   

Além desses dados, considerando-se a complexidade do sistema imunológico 

outros mecanismos podem estar envolvidos na relação entre asma e a obesidade. 

Baseado nisso, na revisão de HERSOUG e LINNEMBERG (2007), os autores 

propuseram a hipótese de que o processo inflamatório crônico e sistêmico 

proporcionado pela liberação de citocinas pró-inflamatórias, pelo tecido adiposo 

pode reduzir a tolerância imunológica a antígenos inalados, uma vez que essas 

substâncias podem modular negativamente a ação e o desenvolvimento de linfócitos 

T regs (DOGANCI et al., 2005; DE ROSA et al., 2007). Corroborando, com esta 

hipótese KIM e colaboradores (2014) observaram uma redução no número dessas 

células no pulmão de camundongos C57BL/6 obesos.  No entanto, são necessários 

mais estudos para avaliar o envolvimento desses linfócitos na relação entre o 

processo inflamatório alérgico pulmonar e a obesidade. 
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1.4 O modelo de obesidade e asma 

 

 O uso de modelos experimentais é considerado uma ferramenta importante 

para o estudo de diversas patologias entre elas a obesidade e asma, seja 

individualmente ou na associação entre ambas as doenças.  Para o estudo da 

obesidade, uma variedade de modelos experimentais são utilizados entre eles 

camundongos geneticamente obesos deficientes em leptina (ob/ob) e no seu 

receptor (db/db) e camundongos (Cpefat), deficientes na enzima carboxipeptidase 

que está envolvida no processamento de alguns hormônios e neuropeptídeos 

(COLLINS et al., 2004; BUETTNER, SCHOLMERICH, BOLHEIMER, 2007). 

Entretanto, o modelo considerado ideal por mais se assemelhar à obesidade em 

humanos é o induzido por dieta. Nestes modelos, diversas linhagens de 

camundongos, com graus variáveis de susceptibilidade ao desenvolvimento da 

obesidade podem ser utilizadas (MORI et al., 2010; MONTGOMERY et al., 2013). 

Dentre essas linhagens, camundongos C57BL/6 são utilizados mais frequentemente, 

por responderem satisfatoriamente à ingesta hipercalórica, apresentando rápido e 

elevado ganho de peso paralelamente a distúrbios metabólicos (COLLINS  et al., 

2004; WANG e LIAO., 2012).  

A etiologia da asma é claramente multifatorial, na qual fatores genéticos 

exercem um papel fundamental no desenvolvimento e na gravidade da doença. Para 

o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nesta patologia, diversas 

linhagens também são utilizadas para o estudo dos mecanismos fisiológicos e 

inflamatórios envolvidos com a asma. Contudo, durante a escolha da linhagem a ser 

utilizada no protocolo, deve-se considerar que as respostas: imune, fisiológica e 

biológica que se desenvolve sob o mesmo estímulo, pode divergir 

consideravelmente entre as diferentes elas, principalmente em decorrência de 

mutações e polimorfismos genéticos (WHITEHEAD et al., 2003; SAHU et al., 2010; 

SELLERS et al., 2012). Contudo, considera-se que a linhagem BALB/c é a que 

apresenta mais similaridades com a asma desenvolvida em humanos, uma vez que 

estes animais são geneticamente predispostos a desenvolver uma resposta imune 

de perfil Th2 (SAHU et al., 2010), uma vez que, após a indução do processo 

inflamatório alérgico, esses animais apresentam maior hiperresponsividade 

brônquica e produção elevada de IgE alérgeno específica, um número maior de 
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mastócitos e de citocinas do perfil Th2, quando comparados a camundongos 

C57BL/6 (MATTES et al., 2002; WHITEHEAD et al., 2003; GUEDERS et al., 2009; 

SAHU et al., 2010). Porém, alguns estudos já demonstraram que camundongos 

C57BL/6 apresentam um número maior de eosinófilos após os desafios com o 

alérgeno comparado a linhagem BALB/c (WHITEHEAD et al., 2003, GUEDERS et 

al., 2009).  

Embora, considera-se que camundongos BALB/c sejam geneticamente mais 

resistentes ao desenvolvimento de obesidade induzida por dieta hiperlipidica, alguns 

estudos demonstram que estes animais quando alimentados com uma dieta com 

alto teor de gordura apresentam acúmulo de gordura, ganho de massa corporal e 

um estágio pró-inflamatório (FEARNSIDE et al., 2008; KIM  et al., 2012; PARK et al., 

2012). Baseado neste fato e que ainda não foi relatado na literatura a utilização da 

linhagem BALB/c para a estudo da resposta imune desenvolvida na associação 

entre a obesidade e a asma, a proposta do presente estudo foi avaliar o efeito da 

obesidade induzida por dieta sobre o desenvolvimento da alergia pulmonar em 

camundongos da linhagem BALB/c, utilizando-se a OVA como alérgeno. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito da obesidade induzida por dieta hiperlipídica sobre a resposta 

imune em camundongos BALB/c submetidos ao modelo experimental de alergia 

pulmonar induzida pela ovalbumina (OVA). 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar a obesidade induzida por dieta hiperlipídica em camundongos da 

linhagem BALB/c, através dos seguintes parâmetros:  

 Acompanhamento do consumo diário da dieta e do ganho de massa 

corporal semanalmente; 

 Avaliação do acúmulo de tecido adiposo nas regiões perigonadal e 

retroperitoneal e alterações histopatológicas ocorridas no tecido 

adiposo perigonadal ao final do protocolo;  

 Analisar, em jejum, os níveis séricos de colesterol total e frações (HDL, 

LDL), triglicérides, glicose, leptina e TNF-α.  

 Avaliar a influência da obesidade nos animais submetidos ao modelo de 

alergia pulmonar induzida pela ovalbumina, através dos seguintes 

parâmetros; 

 Contagem total e diferencial de células no LBA e de granulócitos na 

medula óssea;  

 Avaliação do grau do infiltrado celular inflamatório no tecido pulmonar; 

e contagem no tecido pulmonar de eosinófilos, mastócitos, células 

caliciformes produtoras de muco;  

 Identificação fenotípica de macrófagos de perfil M1 e M2 através da 

expressão das enzimas arginase e iNOS;  

 Determinação da atividade da EPO e MPO no homogenato de tecido 

pulmonar;  
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 Quantificação dos níveis séricos de IgE específica anti-OVA  

 Quantificação dos níveis das citocinas IL-1β, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-12, 

IL-13, IL-17A, IL-25, IL-33, TSLP, TNF-, IFN-,Leptina e da quimiocina 

CCL11 no sobrenadante do homogenato de tecido pulmonar.   
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem BALB/c, com 6 semanas 

idade, provenientes do Centro de Biologia da Reprodução da Universidade Federal 

de Juiz de Fora (CBR-UFJF). Estes animais foram mantidos no setor de manutenção 

e experimentação do Laboratório de Imunologia do ICB-UFJF, onde ficaram em 

gaiolas-padrão, em estante climatizada. O protocolo experimental realizado neste 

trabalho está de acordo com a Comissão de Ética na Experimentação Animal, 

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e foi aprovado 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/UFJF) da Pró-reitoria de 

Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob o número 094/2012. 

3.2 Composição das dietas 

  

Foram utilizadas durante todo o protocolo dois tipos de dietas: a dieta padrão 

comercial para roedores AIN 93G da marca Nuvilab®, contendo por Kg, 10% de Kcal 

derivada de gordura; e a dieta hiperlipidica (Prag Soluções Biociências Ltda) 

contendo por Kg, 60% de Kcal derivada de gordura. Na tabela 1 foram discriminados 

os constituintes de ambas as dietas.  
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Tabela 1: Composição das dietas Padrão e hiperlipidica 

 

Composição Dieta Padrão Dieta Hiperlipidica 

Amido de milho 398,0 0,000  

Caseína 200,0 258,500 

Amido dextrinizado 132,0 161,500 

Sacarose 100,0 89,000 

Óleo de soja 70, 32,300 

Fibra  50, 64,600 

L-cistina 3,00 3,900 

Colina 2,50 2,600 

BHT 0 0,28 

Mix mineral PSB 10026 35,0 12,900 

Mix vitamínico 10,0 12,900 

Banha 0,0 316,600 

Fosfato Ca dibase 0 16,800 

Citrato Potássio 0 21,300 

Carbonato de Cálcio 0 7,100 

TOTAL  1000,03 

 

3.3 Grupos experimentais 

 Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais, de acordo com os 

procedimentos adotados. Grupo controle (CN), no qual não foi adotado nenhum tipo 

de procedimento. Grupo obesidade (OB), no qual os animais foram alimentados com 

a dieta hiperlipídica. Grupo alergia pulmonar (AP), no qual os animais foram 

sensibilizados e desafiados com a ovalbumina. Grupo obesidade e alergia pulmonar 

(OB/AP), no qual os animais foram alimentados com a dieta hiperlipidica e foram 

sensibilizados e desafiados com a ovalbumina (Tabela 2).  
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Tabela 2: Grupos de animais utilizados no protocolo, de acordo com os procedimentos adotados. 

 

 

3.4 Indução do modelo de obesidade 

  

Para indução do modelo de obesidade, os animais do grupo OB, após o 

desmame até a 5ª semana de idade, foram alimentados inicialmente com dieta 

padrão comercial (contendo 10% de gordura). A partir da 6a semana de idade, os 

animais foram alimentados com dieta hiperlipidica, contendo 60% de calorias 

derivadas de gordura por 10 semanas, até a 16a semana de idade. Sendo que os 

animais que foram alimentados com a dieta padrão comercial, contendo 10% de 

gordura durante todo o protocolo, foram utilizados como grupo controle.  

 

3.5 Avaliação do consumo da ração e da massa corporal  

 

Para análise do consumo da dieta, a ingestão alimentar foi monitorada 

durante todo o protocolo, a cada dois dias no mesmo horário, onde o consumo da 

ração foi mensurado em balança semi-analítica (Micronal B6000®, Brasil). Para 

avaliação da curva do consumo da dieta, foi avaliada a média do consumo diário por 

semana, o que correspondeu a 6ª a 16° semana de idade (1ª a 10ª semana de dieta 

do protocolo). O peso foi avaliado semanalmente no mesmo dia e horários, a partir 

da 1ª a 10ª semana de dieta do protocolo de indução da obesidade.  

Identificação Grupos Indução do 
modelo de 
obesidade 

 

Indução modelo 
de alergia 
pulmonar 

experimental 

1 CN - - 

2 OB + - 

3 AP - + 

4 OB/AP + + 
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3.6 Indução do modelo de alergia pulmonar experimental  

 

A indução da alergia pulmonar nos animais foi realizada através de duas 

sensibilizações, sendo a primeira, na 6ª semana de dieta e a segunda na 8ª semana 

de dieta, o que correspondeu aos dias 0 e 14 do protocolo de indução da alergia 

pulmonar. Os animais foram imunizados com injeção intraperitoneal contendo 3 g 

de OVA (Grade V, Sigma-Aldrich Corp, EUA) e 1 mg de hidróxido de alumínio 

(Sigma-Aldrich Corp, EUA). Na 9ª semana de dieta, correspondendo aos dias 21, 23, 

25, 27 e 29 do protocolo de indução de alergia pulmonar, os animais foram 

desafiados através de nebulização com OVA 1% em tampão PBS por 20 minutos. 

Todos os animais foram eutanasiados em 24 e 48 horas após o último desafio com a 

OVA. A figura 6 mostra o delineamento experimental da indução do modelo de 

alergia pulmonar.  

 

 

Figura 6 - Delineamento experimental do protocolo de indução de obesidade e alergia pulmonar 
experimental. DP – dieta padrão; DH – Dieta hiperlipídica. 

 
 

3.7 Obtenção do material biológico 

 

As amostras biológicas foram obtidas após 10 semanas de dieta, 

correspondendo a 24 e 48 horas após o último desafio com a OVA. Os animais 

foram eutanasiados através de dose letal de solução de ketamina (90mg/Kg, Syntec, 

Brasil) e xilasina (10mg/kg, Agener União, Brasil) por via intraperitoneal. As amostras 
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foram armazenadas individualmente, e mantidas sob refrigeração em freezer A -

80ºC  até serem realizadas as análises. 

3.7.1 Coleta do soro  

 

Para a dosagem de glicemia de jejum, triglicérides, colesterol total e frações, 

no dia da eutanásia, os animais alimentados com a dieta padrão (CN), e os animais 

alimentados com a dieta hiperlipidica (OB) ficaram 8 horas de jejum. Após a 

anestesia o sangue foi coletado a partir de punção cardíaca. As amostras foram 

centrifugadas a 7.500 x g, por 2 minutos à temperatura ambiente (Centrífuga 5410, 

Eppendorf, Alemanha) para obtenção do soro, que foi armazenado a -80°C.  

A análise dos níveis séricos de leptina e TNF-α, foi realizada em outro grupo 

experimental, no qual os animais não foram submetidos a jejum prolongado. Após a 

anestesia o sangue foi coletado a partir de punção cardíaca. As amostras foram 

centrifugadas a 7.500 x g, por 2 minutos à temperatura ambiente (Centrífuga 5410, 

Eppendorf, Alemanha) para obtenção do soro, que foi armazenado a -80°C. As 

análises foram realizadas com os Kits de Leptina (R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA) e TNF- (kits de ELISA BD OptEIA, BD Biosciences, EUA) pelo método de 

ELISA de acordo com as instruções dos fabricantes. Paralelamente, para análise de 

IgE anti-OVA, uma alíquota do soro foi acondicionada em ependorf para posterior 

detecção do anticorpo específico quantificado como densidade ótica (DO) em leitor 

de microplacas (SpectraMax 190, Molecular Devices, EUA). 

 

3.7.2 Coleta e processamento do lavado broncoalveolar (LBA) para contagem 

total e diferencial de células  

 

Após a coleta do sangue, os animais foram eutanasiados por ruptura do 

diafragma e em seguida o lavado broncoalveolar (LBA) foi coletado através da 

inserção de sonda (CPL Medical’s, São Paulo, SP, Brasil) na traquéia exposta. Os 

pulmões foram então lavados com 1.0 mL de PBS (NEUHAUS-STEINMETZ et al, 

2000). O LBA coletado foi utilizado para a contagem total de células e, logo após, foi  

centrifugado a 440 x g, por 15 minutos a 4oC (CR 312, Thermo Electron Corporation,  

EUA).  
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3.7.3 Coleta da medula óssea 

 

Para contagem de granulócitos na medula óssea, o fêmur da perna direita de 

cada animal foi retirado com o auxílio de material cirúrgico (pinças e tesouras). O 

canal medular foi lavado com 1mL de PBS contido na placa, utilizando-se uma 

seringa de 5 ml e uma agulha (25x0,70 mm ou 22G1).  A suspensão coletada foi 

utilizada para contagem total e diferencial de granulócitos na medula óssea. 

 

3.7.4 Coleta e processamento do pulmão para dosagem de citocinas, CCL11, 

EPO e MPO.  

 

Após a coleta do LBA, a caixa torácica do animal foi recortada 

longitudinalmente e o tecido pulmonar foi lavado através de perfusão com 10 mL de 

PBS gelado, em seguida o lobo esquerdo pulmonar foi coletado e acondicionado a tº 

de -20º C para posterior dosagem citocinas, CCL11, EPO e MPO. O lobo direito do 

pulmão e a traquéia também foram coletados e fixados durante 24h em solução de 

formol tamponado 10% para posterior análise histológica. Para a obtenção do 

homogenato, 100 mg do lobo esquerdo do pulmão foi macerado em 1 mL de PBS 

contendo inibidores de proteases (0,1mM fluoreto de fenilmetilsulfonil, 0,1mM cloreto 

de benzetonio, 10mM EDTA e 2 L de aprotinina A) e 0,05% Tween 20. As amostras 

foram então centrifugadas a 440 x g, por 15 minutos a 4oC (CR 312, Thermo 

Electron Corporation, EUA). Os sobrenadantes foram armazenados a -20oC, até 

serem utilizados para dosagem de citocinas e quimiocinas através de ELISA.  
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3.7.5 Coleta do tecido adiposo  

 

Para coletar o tecido adiposo localizado nas regiões perigonadal e 

retroperitoneal, foi realizada uma incisão na região abdominal. Em seguida, o tecido 

adiposo perigonadal e retroperitoneal foram pesados e acondicionados em formol 

tamponado 10% para posterior análise histológica.  

 

3.8 Dosagem de Glicemia de jejum, triglicérides, colesterol total e frações 

 

           As determinações da glicemia de jejum, triglicerídeos, colesterol total, 

colesterol-HDL e colesterol-LDL foram realizadas utilizando o analisador BT 3000 

plus (Wiener Lab Group). Para a dosagem de triglicerídeos, glicose e colesterol 

foram utilizados método enzimático colorimétrico. Na dosagem do colesterol-HDL foi 

utilizado um método colorimétrico sem precipitação. Os níveis de colesterol-LDL 

foram calculados por aplicação da equação de Friedwald.  

 

3.9 Dosagem sérica de anticorpos IgE anti-OVA 

 

A avaliação da produção IgE específica anti-OVA foi analisada através de 

ELISA.  Após a sensibilização com 10 L de OVA (Grade V; Sigma-Aldrich Corp, St 

Louis, MO, USA) em 1 mL de tampão carbonato (100 L/poço), a placa foi incubada 

a 4oC por 18 horas e lavadas a seguir com PBST. Após bloqueio com 5% de caseína 

em PBST (200 L/poço), a placa foi lavada e as amostras de soro foram 

adicionadas, na concentração de 1:20 (IgE) seguindo-se uma incubação por 1 hora. 

A seguir, a placa foi novamente lavada e os anticorpo anti-IgE, (PharmingenTM, 

Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) foi adicionado. A estreptavidina marcada 

com peroxidase (PharmingenTM, Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) foi 

adicionada após incubação (1 hora a TA) e lavagem da placa. A seguir, a reação foi 

revelada pela adição de substrato contendo ácido cítrico 0,1M, citrato de sódio 0,1M, 

água destilada, cromógeno OPD e H2O2 30%. A reação foi bloqueada com H2SO4 

4N e a leitura foi realizada em leitor de microplacas a 492 nm (SpectraMax 190, 
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Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). A detecção do anticorpo específico foi 

quantificada como densidade ótica (DO) em leitor de microplacas (SpectraMax 190, 

Molecular Devices, EUA). 

 

3.10 Contagem total e diferencial de leucócitos no lavado broncoalveolar 

 

A contagem total de células no LBA foi realizada utilizando-se o corante de 

Turk (Sigma-Aldrich). As células foram contadas em câmara de Neubauer e os 

resultados foram expressos como número específico de células x 105/mL de LBA. O 

sedimento do LBA foi utilizado para a contagem diferencial de leucócitos, através de 

cytospin. Para isto, 200 μL do sedimento do LBA, contendo aproximadamente 1x105 

células, foram citocentrifugados a 20 x g por 5 minutos à T.A (FANEM 248, São 

Paulo, Brasil). Posteriormente, as lâminas foram coradas com Panótipo rápido 

(Laborclin Ltda, Pinhais, Brasil), sendo contadas 300 células por lâmina, com o 

auxílio de microscópio ótico Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha) em aumento de 400X.  

3.11 Contagem total e diferencial de granulócitos na medula óssea 

 

Após a coleta na medula óssea, a suspensão celular foi diluída na proporção 

de 1:10 e homogeneizada em tubo falcon. Esta suspensão celular foi utilizada para 

contagem total de células em câmara de Neubauer (com líquido de Turk). Para isto, 

100 μL do sedimento do LBA, contendo aproximadamente 1x106 células, foram 

citocentrifugados a 20 x g por 5 minutos à TºA (FANEM 248, São Paulo, Brasil). 

Posteriormente, as lâminas foram coradas com Panótipo rápido (Laborclin Ltda, 

Pinhais, Brasil). De acordo com critérios morfológicos e com a coloração 

diferenciada apresentada pelos grânulos eosinofílicos, foram contadas 200 células 

no total entre neutrófilos e eosinófilos maduros, com o auxílio de microscópio ótico 

Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha) em aumento de 400X.  
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3.12 Avaliação histológica do tecido pulmonar 

 

Para avaliação histológica, a traquéia e o lobo pulmonar esquerdo foram 

fixados durante 24h em solução de formol tamponado 10%. Após os procedimentos 

rotineiros de inclusão em parafina, foram realizados cortes semi-seriados de 4 μm de 

espessura.  

 

3.12.1 Score inflamatório 

 

Para a determinação do escore inflamatório, as lâminas foram coradas por 

H&E e observadas em toda sua extensão em microscópio óptico Zeiss 

(Hallbergmoos, Alemanha) em aumento de 200X. As áreas peribronquiolar e 

perivascular foram avaliadas de acordo com o grau de infiltrado celular inflamatório, 

ao qual foram atribuídos escores de 0 a 5 para cada campo (GOUVEIA et al., 2012). 

 0, ausência de processo inflamatório;  

 1, células inflamatórias esparsas;  

 2, uma camada de células inflamatórias ao redor da estrutura avaliada; 

 3, anel de células inflamatórias contendo 2 a 4 camadas;  

 4, aglomerado focal de células inflamatórias ao redor da estrutura;  

 5, infiltrado inflamatório intenso. 

 

3.12.2 Número de eosinófilos no tecido pulmonar 

  

Para a contagem de eosinófilos no tecido pulmonar, após seções rotineiras de 

desparafinização e desidratação, os cortes foram corados com o corante Direct Red 

80-Sirius Red (Sigma Aldrich), por uma hora, e foram analisados 20 campos, em 

uma área delimitada por retículo Olympus (10mm/10) na região peribroncovascular, 

em aumento de 1000X, a contagem foi expressa por número de eosinófilos por 100 

µm2. 
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3.12.3 Número de mastócitos no tecido pulmonar e traquéia 

 

Para contagem de mastócitos, os cortes da traquéia e do tecido pulmonar 

desparafinizados e desidratados foram corados com Azul de Toluidina (Sigma 

Aldrich) por 2 a 3 min. O número de mastócitos foi obtido em toda extensão dos 

cortes, em aumento de 400X. 

 

 

3.12.4 Número de células produtoras de muco no epitélio pulmonar 

 

A avaliação da produção de muco pelas células caliciformes foi realizada nos 

cortes pulmonares corados com Ácido periódico Shiff (PAS) (Easypath – Erviegas 

Ltda) e foi expressa através da contagem do número de células PAS positivas por 

100 µm2 em 20 campos, sendo que a área foi delimitada por retículo Olympus 

(10mm/10) na região do epitélio pulmonar, aumento de 400X.   

 

3.12.5 Análise histológica do tecido adiposo 

 

Para análise histológica do tecido adiposo, após a fixação em formol, foram 

realizados os procedimentos rotineiros de inclusão em parafina, foram realizados 

cortes semi-seriados de 4 μm de espessura. Posteriormente os cortes foram corados 

com Hematoxilina-Eosina (HE) e observadas em toda sua extensão em microscópio 

óptico Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha) em aumento de 200X. 

 

3.13 Avaliação do perfil fenotípico de macrófagos e a número de neutrófilos 

no tecido pulmonar  

 

A imunohistoquímica foi utilizada para avaliação de marcadores fenotípicos 

em macrófagos localizados no pulmão, assim como para avaliar o número de 

neutrófilos no pulmão. Para isso foi utilizada a expressão das enzimas arginas e   

iNOS, para identificação do fenótipo apresentado por macrófagos. E a expressão da 

enzima mieloperoxidase foi utilizada para identificação da presença de neutrófilos no 

tecido pulmonar. A metodologia utilizada foi da Biotina-estreptavidina peroxidase 
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(Santa Cruz Biotechnology, Inc). Para isso, cortes histológicos de 5µm de espessura 

foram colocados em lâmina silanizadas. As lâminas foram desparafinizadas e 

hidratadas e na sequência, foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena com 

água oxigenada 10V (3%). Foi então realizada a lavagem com água e PBS. A 

recuperação antigênica foi obtida em alta temperatura. Após este período as lâminas 

foram lavadas em PBS. Finalizada a etapa do bloqueio, a solução com os anticorpos 

primário iNOS (1:50) Santa Cruz Biotechnology, Inc), arginase (1:50) (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc) e MPO à 3μg/mL (R&D System) foi aplicada nos cortes 

histológicos em seguida as lâminas foram incubadas overnight a 4ºC. Após esta 

etapa, as lâminas foram lavadas em PBS. Após esta etapa, os cortes foram 

incubados por 30 min com o anticorpo secundário a 1μg/mL (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc), em seguida foi adicionada o complexo biotina-estreptavidina por 

30 min e seguiu-se a revelação pelo cromógeno 3,3 Diaminobenzidina (DAB) (Santa 

Cruz Biothecnology, Inc). Os macrófagos foram identificados fenotipicamente 

baseado em critérios morfológicos e na expressão das enzimas arginase para o 

perfil M2 e iNOS para o perfil M1. Para isso, foram analisados 20 campos, em uma 

área delimitada por retículo Olympus (10mm/10) na região peribroncovascular e no 

parênquima pulmonar, em aumento de 1000X, a contagem foi expressa por número 

de macrófagos positivos para arginase, iNOS e MPO / 100 µm2. 

 

3.14 Dosagem de citocinas e CCL11 no homogenato do tecido pulmonar 

 

O sobrenadante do homogenato do tecido pulmonar foi utilizado no ensaio 

enzimático ELISA para as citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-12, TNF- e IFN- (BD 

OptEIA, BD Biosciences, EUA), IL-13, IL-25, IL-33, leptina e a quimiocina CCL11 

(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), IL-17A (eBioscience, Inc) de acordo com as 

instruções dos fabricantes. Para isso, placas de 96 poços foram sensibilizadas com 

o anticorpo de captura diluído em tampão e incubadas por 18 horas a 4°C. As placas 

foram lavadas em PBS Tween 20 0,05% (PBST), seguindo-se um bloqueio dos 

sítios inespecíficos da placa por 1 hora. As amostras foram adicionadas em cada 

poço e paralelamente para obtenção das curvas-padrão, foram adicionadas as 

concentrações indicadas dos recombinanes específicos  para cada citocina. Após o 

tempo pré estabelecido foram realizadas a lavagem das placas. Em seguida para os 
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kits BD OpTEIA, o complexo anticorpo de captura biotinilado e streptavidina foram 

adicionados e incubados por 2 horas a TA. Para os kits R&D Systems eBioscience, 

primeiramente foi adicionado e incubado o anticorpo de captura por 2 horas a TA, as 

plascas foram lavadas e posteriormente adicionadas a streptavidina por 1 hora a TA, 

quando as placas foram lavadas foi adicionado o substrato. A reação foi 

interrompida com H2SO4 1M e as leituras foram realizadas a 450 nm em leitor de 

microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices, EUA).  

 

3.15 Avaliação da atividade das enzimas peroxidase eosinofílica (EPO) e 

mieloperoxidase (MPO) 

 

Para a dosagem da atividade das enzimas EPO e MPO o sedimento do 

homogenato pulmonar foi processado, após lise das hemácias, as amostras foram 

novamente centrifugadas a 440 x g, por 15 minutos a 4o C (CR 312, Thermo Electron 

Corporation, EUA), o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido 

em 1,9 mL de hexadeciltrimetil brometo de amônio (HTAB) 0,5% em PBS e 

homogeneizado. A seguir, as amostras foram congeladas três vezes em nitrogênio 

líquido e centrifugadas conforme condições descritas acima.  

Para análise da produção de EPO, 50 L do sobrenadante do homogenato 

pulmonar foram colocados em uma placa de 96 poços, juntamente com 50 L de 

substrato contendo 1,5mM de ortofenileno-diamina (OPD) em tampão tris-HCl- 

0,075mM (pH = 8,0), acrescido de H2O2 6,6mM. As amostras foram incubadas por 

30 minutos à TA, no escuro. A reação foi interrompida com 50 L de H2SO4 1M e a 

leitura foi realizada a 492 nm em leitor de microplacas (SpectraMax 190, Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, USA).  

Para avaliação da MPO, 100ul de cada amostra foi adicionado/poço, 

posteriormente foi adicionado 100ul de substrato com 6mM de OPD em tampão 

citrato a 10mM (pH = 4,5) acrescido de H2O2. A reação foi parada com 50 ul de 

H2SO4 1M e a leitura foi realizada a 492 nm em leitor de microplacas (SpectraMax 

190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).  
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3.16 Análise Estátistica 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o software Graph Pad 

Prism 5.0 (Graphpad Software,EUA). As varíaveis numéricas foram avaliadas nos 

diferentes grupos pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov para distribuição 

gaussiana dos dados. Posteriormente foi utilizada ANOVA de duas vias para 

realização da curva de peso e da curva do consumo das dietas e em seguida o pós 

teste de Bonferroni. Para as demais análises foi utilizado o Teste t não pareado para 

os dados paramétricos e o teste de Mann Whitney para os dados não paramétricos. 

O nível de significância admitido para os testes foi de P ≤ 0,05.  Os dados estão 

expressos como média  erro padrão da média. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Caracterização da obesidade em camundongos BALB/c fêmeas  

 

4.1.1 Consumo das dietas padrão e hiperlipídica, ganho de peso e acúmulo 

das gorduras perigonadal e retroperitoneal 

 

 Inicialmente para a confirmação da indução da obesidade foram analisados 

os consumos das dietas padrão pelos animais do grupo controle (CN) e hiperlipídica 

pelos animais do grupo obeso (OB). A análise do consumo das dietas foi realizada a 

cada dois dias durante as 10 semanas do protocolo de indução da obesidade, sendo 

que esta análise possibilitou a obtenção da média de consumo semanal (Figura 7A) 

e diário (Figura 7B). Os resultados demonstraram que durante a primeira semana do 

protocolo, as médias de consumo entre os animais dos grupos OB e CN foram 

semelhantes (Figura 7A). No entanto, a partir da segunda semana, houve redução 

significativa no consumo semanal pelos animais do grupo OB, quando comparados 

ao grupo CN, sendo que esta diferença manteve-se durante todo o protocolo de 

indução de obesidade. Paralelamente, houve também redução na média de 

consumo diário nos animais do grupo OB (Figura 7B).   

 Adicionalmente, o ganho de massa corporal também foi acompanhado 

semanalmente, sendo observado que a partir da primeira semana do protocolo, a 

massa dos animais do grupo OB foi superior nos animais do grupo CN, havendo 

diferença significativa entre os grupos durante todo o período de indução da 

obesidade (Figura 7C). Além disso, a porcentagem de ganho de massa ao final do 

protocolo foi significativamente maior nos animais do grupo OB quando comparado 

ao grupo CN (Figura 7D). Contribuindo para o ganho de massa, houve também 

acúmulo de tecido adiposo nesses animais, representado pelo acúmulo de gorduras 

perigonadal (Figura 7E) e retroperitoneal (Figura 7F). 
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Figura 7: Caracterização da obesidade em camundongos BALB/c fêmeas. Consumo das dietas 
padrão (10% de calorias derivada de gordura) e hiperlipídica (60% de calorias derivada de gordura) 
(A); média do consumo diário/animal/g durante o protocolo (B); ganho de peso (C); porcentagem de 
ganho de peso (D); acúmulo de gordura perigonadal (E) e acúmulo de gordura retroperitoneal ao final 
do protocolo (F). Os dados são expressos como média +/- EPM. *p<0.05. As barras representam a 
média +/- EPM.  (n=10). 
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4.1.2 Avaliação histológica do tecido adiposo perigonadal 

 

É bem estabelecido que a obesidade se desenvolva em decorrência da 

expansão do tecido adiposo devido à hiperplasia e hipertrofia dos adipócitos (SUN et 

al., 2011). No presente estudo, a observação histológica do tecido adiposo 

perigonadal indicou que os adipócitos dos animais do grupo OB (Figura 8B) 

apresentaram maior tamanho, quando comparados aos adipócitos dos animais do 

grupo CN (Figura 8A), sugerindo que a dieta hiperlipídica foi capaz de causar a 

hipertrofia dessas células, quando comparada à dieta padrão. 
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Figura 8: Imagem representativa da histologia do tecido adiposo perigonadal. Grupo CN (A); 
Grupo OB (B). Coloração HE.  Aumento 20x. (n=10) 
 
  

B 
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4.1.3 Avaliação da glicemia de jejum e do perfil lipídico. 

 

 Para avaliar o efeito da obesidade induzida pela dieta hiperlipídica sobre os 

níveis séricos de glicose, foi realizada a análise da glicemia de jejum no último dia 

do protocolo. A figura 9A mostra que os animais do grupo OB apresentaram glicemia 

em jejum maior quando comparada a glicemia dos animais do grupo CN. Além 

disso, foi observado que houve aumento das taxas de colesterol total (Figura 9B), 

colesterol-LDL (Figura 9D) e triglicérides (Figura 9E) no soro dos animais do grupo 

OB quando comparados aos animais do grupo CN. No entanto, não houve diferença 

nas taxas colesterol-HDL entre os grupos analisados (Figura 9C). 
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Figura 9: Glicemia de jejum e perfil lipídico no soro dos animais após 10 semanas de 
protocolo.  Glicemia de Jejum (A); Colesterol total (B); HDL (C); LDL (D); Triglicérides (E). *p<0.05. 
Os dados são expressos como média +/- EPM. *p<0.05. As barras representam a média +/- EPM.  
(n=5). 
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4.1.4 Avaliação dos níveis séricos de leptina e TNF- 

 

Conforme relatado na literatura, sabe-se que a obesidade gera um quadro de 

inflamação sistêmica, tanto em humanos (SUGANAMI et al., 2005) quanto em 

modelo experimental (MORI et al., 2010). Desta forma, com o objetivo de avaliar se 

o presente modelo de obesidade reproduz esse quadro, os níveis séricos das 

citocinas pró-inflamatórias leptina e TNF- foram avaliados. Os resultados 

demostraram que houve aumento significativo de leptina (Figura 10A) e de TNF-α 

(Figura 10B) nos animais do grupo OB, quando comparados aos animais do grupo 

CN. 
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Figura 10: Avaliação dos níveis séricos de leptina (A) e TNF- (B) após 10 semanas de dieta. 
Os dados são expressos como média +/- EPM.  *p<0.05. As barras representam a média +/- EPM.  
(n=5). 
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4.2 Influência da obesidade induzida por dieta sobre a resposta imune em 

modelo de alergia pulmonar, 24 e 48 horas após o último desafio com a 

ovalbumina.  

 

4.2.1 Contagem total e específica de leucócitos no lavado broncoalveolar  

 

Considerando-se que o influxo de células para o pulmão é uma característica 

da alergia pulmonar, foi realizada a contagem total e específica de leucócitos no LBA 

dos animais estudados, visando avaliar o grau de inflamação pulmonar em 

decorrência dos desafios com a OVA. A partir dessa análise, foi confirmado que o 

modelo utilizado para indução da alergia pulmonar foi eficaz, visto que houve 

aumento significativo no número total de leucócitos no LBA dos animais dos grupos 

AP em 24 e 48 horas após o último desafio com a OVA quando comparado ao grupo 

CN (Figuras 11A e 11B). Somado a este fato, o LBA dos animais do grupo AP 

apresentou um infiltrado predominantemente eosinofílico, sobretudo 24 horas após o 

último desafio (Figuras 11G e 11H), além de um número elevado de macrófagos 

(Figuras 11C e 11D), linfócitos (Figuras 11E e 11F) e neutrófilos (Figuras 11I e 11J), 

o que contribuiu para confirmar a indução da alergia pulmonar.  

Contudo, uma análise comparativa dos resultados obtidos pela contagem de 

células em 48 horas em relação ao tempo de 24 horas no grupo AP demonstrou que 

o pico da resposta imune alérgica foi em 24 horas, uma vez que em 48 horas foi 

observada uma redução no infiltrado inflamatório (Figura 11B), no número de 

linfócitos (Figura 11F), eosinófilos (Figura 11H) e neutrófilos (Figura 11J), quando 

comparado aos resultados obtidos em 24 horas. 

Com relação a influência da obesidade sobre o infiltrado celular no LBA foi 

observado que em 24 horas após o último desafio com a OVA, que os animais 

obesos submetidos ao modelo de alergia pulmonar (grupo OB/AP) apresentaram 

menor infiltrado inflamatório pulmonar (Figura 11A), com menor número de linfócitos 

(Figura 11E), eosinófilos (Figura 11G) e neutrófilos (Figura 11I), com exceção para o 

número de macrófagos, que apresentou um aumento significativo em ambos os 

tempos analisados (Figura 11C e 11D), quando comparado ao grupo AP. Entretanto, 

em 48 horas no LBA, o grupo OB/AP não foi observado uma diferença significativa  

em relação ao número total de leucócitos (Figura 11B) e de linfócitos (Figura 11F) 
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quando comparado ao grupo AP. Sendo que o número de eosinófilos (Figura 11H) e 

de neutrófilos (Figura 11J) nesse grupo permaneceu menor comparado ao grupo 

AP.  

Além desses resultados, na análise comparativa entre os tempos foi 

observado que no LBA do grupo OB/AP houve um aumento de macrófagos em 48 

horas quando comparado a 24 horas (Figura 11D), em contrapartida, houve uma 

significativa redução no número de eosinófilos (Figura 11H) e de neutrófilos (Figura 

11J) quando comparada ao tempo de 24 horas. 
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Figura 11: Contagem total e específica de leucócitos no LBA. Número total de leucócitos (A, B); 
Macrófagos (C, D); Linfócitos (E, F); Eosinófilos (G, H); Neutrófilos (I, J), 24h e 48h após o último 
desafio com a OVA. Os dados são expressos como média +/- EPM. *p<0.05;

 
n.s., não significativo. # 

p<0.05 AP e OB/AP em 48h comparados a AP e OB/AP em 24h. As barras representam a média +/- 
EPM.  (n=5). 
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4.2.2 Avaliação do infiltrado inflamatório pulmonar  

 

A partir de uma avaliação semiquantitativa do infiltrado inflamatório celular no 

tecido pulmonar, obteve-se o grau de inflamação no pulmão dos animais estudados. 

Confirmando o aumento de células ocorrido no LBA em 24 e 48 horas após o último 

desafio com a OVA, o tecido pulmonar dos animais dos grupos AP apresentaram um 

infiltrado inflamatório perivascular e peribronquiolar intenso, quando comparado aos 

animais do grupo CN (Figuras 12A, 12B e 12C). A análise comparativa do escore 

inflamatório entre os dois tempos demonstrou que houve um declíneo no infiltrado 

inflamatório em 48 horas nos animais do grupo AP quando comparado ao escore 

inflamatório de 24 horas no mesmo grupo. 

Já nos animais do grupo OB/AP, o escore inflamatório foi significativamente 

menor, em 24 horas, quando comparado ao infiltrado presente no pulmão dos 

animais do grupo AP (12A e 12B). No entanto, em 48 horas, não houve diferença 

entre o escore inflamatório no pulmão dos animais do grupo OB/AP quando 

comparado ao do grupo AP (Figura 12C). 
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Figura 12: Avaliação do infiltrado inflamatório pulmonar. Imagem representativa do pulmão dos 
animais dos grupos CN, OB, AP e OB/AP 24h e 48h após o último desafio com a OVA (coloração HE) 
(A); Escore inflamatório em 24h (B) e em 48h (C) após o último desafio com a OVA. Os dados são 
expressos como média +/- EPM.  *p<0.05;

 
n.s., não significativo. As barras representam a média +/- 

EPM.  (n=5). 
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4.2.3 Contagem de eosinófilos no tecido pulmonar através de coloração com 

Sirius Red 

 

Sabendo-se que os eosinófilos são células que exercem importante papel no 

desenvolvimento da resposta imune alérgica, sobretudo no remodelamento 

pulmonar (JOHANSSON, 2014), foi realizada análise do infiltrado eosinofílico 

pulmonar utilizando-se a coloração com Sírius Red, visto que este corante é mais 

específico para detecção destas células em vários tipos de tecidos (MEYERHOLZ et 

al., 2009).  

Correlacionando com a contagem de eosinófilos no LBA, os resultados 

demonstraram que houve aumento no número de eosinófilos no tecido pulmonar, 

nos animais dos grupos AP tanto 24 horas quanto em 48 horas após o último desafio 

com a OVA quando comparado ao grupo CN (Figura 13A, 13B e 13C). No entanto, 

os animais do grupo OB/AP apresentaram um número de eosinófilos menor no 

pulmão em ambos os tempos analisados quando comparado ao grupo AP (Figuras 

13A, 13B e 13C).  
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Figura 13: Avaliação do infiltrado inflamatório eosinofílico no tecido pulmonar. Imagem 
representativa do infiltrado eosinofílico no tecido pulmonar nos grupos CN, OB, AP, OB/AP 24h e 48h 
após o último desafio com a OVA, coloração Sírus Red (A); Número de eosinófilos 24h (B) e em 48h 
(C) após o último desafio com a OVA. Os dados são expressos como média +/- EPM.  *p<0.05;

 
n.s., 

não significativo. As barras representam a média +/- EPM.  (n=5). 
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4.2.4 Contagem de mastócitos no pulmão e na traquéia  

 

Estudos em modelo experimental de asma (XING et al., 2011; BANKOVA et 

al., 2014) já demonstraram que a traquéia é um importante local de acúmulo de 

mastócitos. Desta forma, foi realizada a contagem do número de mastócitos tanto na 

traquéia quanto no pulmão dos animais estudados, utilizando-se a coloração com 

Azul de Toluidina.  

Em concordância com a literatura, à análise histológica evidenciou a presença 

significativa de mastócitos na traquéia dos animais do grupo AP, quando comparado 

ao número observado nos animais do grupo CN (Figura 14B).  O mesmo não 

ocorreu no pulmão, visto que os animais do grupo AP apresentaram número similar 

de mastócitos comparado ao grupo CN (Figura 14C). Paralelamente, os animais do 

grupo OB/AP apresentaram um número mais elevado de mastócitos tanto na 

traquéia (figura 14B) quanto no pulmão (Figura 14C), quando comparado aos 

animais dos grupos AP. Surpreendentemente, verificou-se que a traquéia e o 

pulmão dos animais do grupo OB apresentaram elevado número de mastócitos 

comparado ao grupo CN (Figuras 14B e 14C).  
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Figura 14: Avaliação do número de mastócitos na traquéia e no pulmão. Imagem representativa 
de mastócitos no traquéia, seta em vermelho (A), corados com Azul de Toluidina; Número de 
mastócitos na traquéia (B) e no tecido pulmonar (C) em 24h após o último desafio com a OVA. Os 
dados são expressos como média +/- EPM.  *p<0.05;

 
n.s., não significativo. As barras representam a 

média +/- EPM.  (n=5). 
 

 

 

 



70 
 

4.2.5 Contagem de células caliciformes no epitélio pulmonar 

 

As células caliciformes são células produtoras de muco, localizadas no 

epitélio das vias aéreas, sendo que a hiperplasia e a metaplasia dessas células é 

considerada uma característica marcante do remodelamento tecidual ocorrido na 

asma (EVANS et al., 2009). No presente estudo, os resultados demonstraram que 

houve aumento no número de células caliciformes no epitélio pulmonar dos animais 

dos grupos AP, tanto em 24 horas quanto em 48 horas após o último desafio com a 

OVA, quando comparado ao grupo CN (Figura 15A, 15B e 15C). Verificou-se 

também que em ambos os tempos, os animais do grupo OB/AP apresentaram um 

aumento significativo de células produtoras de muco, quando comparado aos 

animais do grupo AP (Figuras 15A, 15B e 15C). Além disso, os resultados 

demonstraram que houve uma maior produção de muco em 48 horas quando 

comparado a 24 horas, tanto no grupo AP quanto para o grupo OB/AP (Figuras 15B 

e 15C). 
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Figura 15: Avaliação do número de células caliciformes produtoras de muco no epitélio 
pulmonar.  Imagem representativa do epitélio pulmonar nos grupos CN, OB. AP, OB/AP em 24h e 
48h após o último desafio com a OVA (A); Número de células caliciformes PAS

+
 em 24h (B) e 48h (C) 

após o último desafio com a OVA. Os dados são expressos como média +/- EPM.  *p<0.05;
 
n.s., não 

significativo.  # p<0.05 AP e OB/AP em 48h comparados a AP e OB/AP em 24h. As barras 
representam a média +/- EPM.  (n=5). 
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4.2.6 Expressão da enzima arginase em macrófagos alveolares 

 

 O número elevado de macrófagos, no LBA, revelou uma importante questão, 

se estas células seriam macrófagos alternativamente ativados (M2) ou macrófagos 

classicamente ativados (M1), uma vez que ambos os tipos celulares estão 

envolvidos na resposta imune alérgica, porém em diferentes fenótipos de asma, 

tanto em modelo experimental (DRAIJER et al., 2013) quanto em humanos 

(BHAVSAR et al., 2008; SIDDIQUI et al., 2013). A alta expressão da enzima 

arginase em macrófagos, induzida principalmente pela ação das citocinas IL-4 e IL-

13, pode ser utilizada como marcador fenotípico de macrófagos alternativamente 

ativados ou M2 (REDENTE  et al., 2010; BARRON et al., 2013). Baseado nisso, a 

expressão da enzima arginase foi utilizada no presente estudo para identificar 

macrófagos M2 presentes no parênquima pulmonar e na região peribroncovascular 

nos diferentes grupos analisados, em 24 e 48 horas após o último desafio com OVA. 

Na análise de 24 horas, foi observado na região peribroncovascular e no 

parênquima pulmonar dos animais do grupo AP e OB/AP um aumento significativo 

no número de macrófagos positivos para arginase-(Mac-Arg+), quando comparado 

ao grupo CN, porém não houve diferença entre os dois grupos (Figuras 16B e 16D). 

Em 48 horas, o número de Mac-Arg+, permaneceu elevado somente na região 

peribroncovascular no grupo AP quando comparado ao grupo CN (Figura 16E), 

porém na análise entre os tempos, foi observada uma redução em 48 horas no 

número de células Mac-Arg+ em ambas regiões analisadas no pulmão dos animais 

do grupo AP, quando comparado a 24 horas (Figura 16C e 16E). Em relação ao 

grupo OB/AP foi observada, em 48 horas, uma redução no número de Mac-Arg+ nos 

animais do grupo OB/AP na região perivascular, quando comparado ao grupo AP 

(Figura 16E). A análise comparativa entre os tempos demonstrou que houve uma 

redução no número de Mac-Arg+ tanto no parênquima pulmonar (Figura 16C) quanto 

na região peribroncovascular (Figura 16E) dos animais do grupo OB/AP. 
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Figura 16: Avaliação da expressão da enzima arginase em macrófagos alveolares (Mac-Arg
+
). 

Imagem representativa da expressão da enzima arginase em macrófagos alveolares nos grupos CN, 
OB, AP e OB/AP em 24h e 48h após o último desafio com a OVA. Número de Mac-Arg

+ 
na região 

peribroncovascular em 24h (A) e 48h (B); Número de Mac-Arg
+ 

no parênquima pulmonar em 24h (C) 
e 48h (D) após o último desafio com a OVA. Os dados são expressos como média +/- EPM.  *p<0.05, 
n.s., não significativo; # p<0.05 AP e OB/AP em 48h comparados a AP e OB/AP em 24h. As barras 
representam a média +/- EPM.  (n=5). 
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4.2.7 Expressão da enzima iNOS em macrófagos alveolares 

 

A enzima óxido nítrico sintase (iNOS), que controla a produção de óxido 

nítrico em macrófagos ativados, pode ser utilizada como marcador fenotípico de 

macrófagos classicamente ativados ou M1 (REDENTE  et al., 2010). Neste sentido, 

a expressão da enzima iNOS foi utilizada para identificar a presença de macrófagos 

M1 no parênquima pulmonar e na região peribroncovascular nos diferentes grupos 

analisados, em 24 e 48 horas após o último desafio com OVA. Em 24 horas (Figura 

17D) e em 48 horas (Figura 17E) foi observado um aumento de macrófagos Mac-

iNOS+ na região peribroncovascular no pulmão dos animais do grupo AP.  

Já nos animais do grupo OB/AP, em 24 horas um aumento significativo no 

número de Mac-iNOS+ no parênquima pulmonar quando comparado ao grupo AP 

(Figura 17B). Na região peribroncovascular, houve aumento no número dessas 

células, porém não houve diferença em relação ao grupo AP (Figura 17D). A análise 

de 48 horas, após o último desafio com a OVA, demonstrou um aumento 

significativo de Mac-iNOS+ no parênquima pulmonar (Figura 17C) e na região 

peribroncovascular (Figura 17E) no pulmão dos animais do grupo OB/AP quando 

comparado ao grupo AP. E ainda, os resultados da análise comparativa entre os 

tempos demonstraram um aumento significativo de Mac-iNOS+, em 48 horas, em 

ambas as regiões analisadas quando comparado a 24 horas (Figuras 17C e 17E). 
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Figura 17: Avaliação da expressão da enzima iNOS em macrófagos alveolares (Mac-iNOS
+
). 

Imagem representativa da expressão da enzima iNOS
+
 em macrófagos alveolares nos grupos CN, 

OB, AP e OB/AP em 24h e 48h após o último desafio com a OVA. Número de Mac-iNOS
+ 

na região 
peribroncovascular em 24h (A) e em 48h (B); Número de iNOS

+ 
no parênquima pulmonar em 24h (C) 

e 48h (D) após o último desafio com a OVA. Os dados são expressos como média +/- EPM.  *p<0.05;
 

n.s., não significativo; # p<0.05 AP e OB/AP em 48h comparados a AP e OB/AP em 24h As barras 
representam a média +/- EPM.  (n=5). 
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4.2.8 Avaliação da atividade da enzima peroxidase eosinofílica (EPO). 

 

Com relação à atividade EPO, sabe-se que esta enzima está presente em 

grande quantidade no interior dos grânulos dos eosinófilos e pode contribuir para a 

inflamação alérgica pulmonar (ACHARYA e ACKERMAN, 2014). Dessa forma, a sua 

atividade foi avaliada no presente trabalho como medida indireta do influxo 

eosinofílico no pulmão em 24 e 48 horas após o último desafio com a OVA. 

Correlacionando, com o número de eosinófilos encontrado no pulmão dos animais 

do grupo AP, foi observado um aumento significativo nos níveis de EPO em ambos 

os tempos analisados neste grupo quando comparado ao grupo CN (Figuras 18A e 

18B). A análise comparativa entre os tempos demonstrou que em 48 horas, houve 

um redução nos níveis dessa enzima no pulmão dos animais do grupo AP quando 

comparado aos níveis observados em 24 horas (Figura 18B). 

Nos animais do grupo OB/AP, a atividade da EPO foi menor em relação ao 

grupo AP em 24 horas, porém não houve diferença entre os dois grupos em 48 

horas após o último desafio com a OVA (Figuras 18A e 18B). Além disso, foi 

observado uma redução nos níveis dessa enzima no pulmão dos animais do grupo 

OB/AP, em 48 horas, quando comparado a 24 horas (Figura 18B). 
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Figura 18: Avaliação da atividade de EPO no pulmão.  Atividade da EPO em 24h (A) e 48h (B) 
após o último desafio com a OVA.  Os dados são expressos como média +/- EPM.  *p<0.05;

 
n.s., não 

significativo; # p<0.05 AP e OB/AP em 48h comparados a AP e OB/AP em 24h.  D.O, densidade 
ótica.  As barras representam a média +/- EPM.  (n=5). 
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4.2.9 Avaliação dos níveis da quimiocina CCL11 

 
 

A quimiocina CCL11 é uma eotaxina indutora do recrutamento de eosinófilos 

para as vias aéreas (DENT et al., 2004). A análise da expressão desta quimiocina 

demonstrou, em conformidade com o aumento de eosinófilos encontrados no LBA e 

no tecido pulmonar, um aumento nos níveis de CCL11 no pulmão dos animais do 

grupo AP em 24 e 48 horas após o último desafio com OVA (Figura 19A e 19B). 

Contudo, na análise comparativa entre os tempos, foi observada que em 48 horas 

houve uma redução nos níveis de CCL11 no pulmão dos animais do grupo AP 

quando comparado a 24 horas (Figura 19B). 

Em relação ao grupo OB/AP, os animais deste grupo apresentaram níveis 

menores de CCL11 comparado ao grupo AP em 24 horas após o último desafio com 

a OVA (Figura 19A). Porém, verficou-se que, em 48 horas não houve diferença entre 

os dois grupos AP e OB/AP (Figura 19B).  
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Figura 19: Avaliação dos níveis de CCL11 no homogenato do tecido pulmonar. Níveis de CCL11 
em 24h (A) e em 48h (B), após o último desafio com a OVA. *p<0.05. n.s., não significativo. # p<0.05 
AP e OB/AP em 48h comparados a AP e OB/AP em 24h. As barras representam a média +/- EPM 
(n=5). 
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4.2.10 Avaliação do número de eosinófilos e neutrófilos na medula óssea 

 

 Diante dos resultados obtidos e visto que já foi relatado, em literatura, que a 

obesidade acarreta um atraso no infiltrado inflamatório eosinofílico pulmonar em 

camundongos da linhagem C57BL/6 (CALIXTO et al., 2010), foi realizada a 

contagem de granulócitos na medula óssea dos animais estudados 24 e 48 horas 

após o último desafio com a OVA, na hipótese de haver uma produção alterada 

dessas células nesse órgão. Em conformidade com os resultados anteriores e 

confirmando a indução do modelo de alergia pulmonar, verificou-se que, em 24 

horas houve um aumento significativo no número de eosinófilos e de neutrófilos na 

medula óssea dos animais do grupo AP (20A e 20C). Em 48 horas, o número de 

eosinófilos permaneceu elevado na medula óssea dos animais do grupo AP, quando 

comparado ao grupo CN (Figura 20B). Além disso, foi observada pela análise 

comparativa entre os tempos que houve uma declínio no número de eosinófilos em 

relação a 24 horas (Figuras 20B e 20D). 

 Já na medula óssea dos animais do grupo OB/AP, constatou-se que estes 

animais apresentaram um número elevado de eosinófilos em relação ao grupo CN, 

porém, o número dessas células foi menor, em 24 horas quando comparado ao 

grupo AP (Figura 20A). A análise de 48 horas demonstrou que não houve diferença 

no número dessas células entre os dois grupos (Figuras 20A e 20B). Além disso, 

constatou-se em 48 horas, que houve uma significativa redução no número de 

eosinófilos na medula óssea dos animais do grupo AP e um aumento no número 

dessas células no grupo OB/AP (Figura 20B) quando comparado a 24 horas. 

 Em relação ao número de neutrófilos na medula óssea foi observado que não 

houve diferença entre os grupos em 24 horas após o último desafio com OVA 

(Figura 20C). Contudo, foi observado, em 48 horas, um aumento significativo no 

número de neutrófilos somente nos animais do grupo OB/AP quando comparado ao 

grupo AP (Figura 20D). Em relação a análise comparativa entre os tempos, foi 

observado um aumento significativo no número dessas células, em 48 horas, no 

grupo OB/AP quando comparado com o tempo de 24 horas (Figura 20D). 
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Figura 20: Avaliação do número de eosinófilos e neutrófilos na medula óssea. Número de 
eosinófilos em 24h (A) e em 48h (B); Número de neutrófilos em 24h (C) e em 48h (D) na medula 
óssea após o ultimo desafio com a OVA. Os dados são expressos como média +/- EPM. *p<0.05;

 

n.s., não significativo. # p<0.05 AP e OB/AP em 48h comparados a AP e OB/AP em 24h. As barras 
representam a média +/- EPM.  (n=5). 
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4.2.11 Avaliação do número de neutrófilos no tecido pulmonar 

 

 Como foi observado um aumento no número de neutrófilos na medula óssea 

dos animais do grupo OB/AP em 48 horas, foi avaliado se estas células também 

estariam presentes em maior número no pulmão destes animais. Como esperado, 

houve um aumento significativo no número de neutrófilos no tecido pulmonar dos 

tecido pulmonar dos animais que foram sensibilizados e desafiados com a OVA, 

grupos AP e OB/AP quando comparados ao grupo CN, porém não houve diferença 

significativa entre os dois grupos analisados em 24 horas após o último desafio 

coma OVA (Figura 21B). Em 48 horas,  os animais do grupo OB/AP apresentaram 

um número significativamente maior de neutrófilos quando comparado ao grupo AP 

(Figura 21C). A análise comparativa entre os tempos demonstrou que houve um 

aumento significativo no número de neutrófilos nos animais do grupo OB/AP em 48 

horas quando comparado ao tempo de 24 horas (Figura 21C).  

 Em adição, foi observado que os animais do grupo OB apresentaram um 

pequeno aumento, mais significativo,  no número de neutrófilos quando comparado 

ao número dessas células no animais do grupo CN (Figuras 21B e 21C). 
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Figura 21: Avaliação do número de neutrófilos no pulmão.  Imagem representativa da presença 
de neutrófilos MPO

+
 nos grupos CN, OB. AP, OB/AP em 24h e 48h após o último desafio com a OVA 

(A); Número de neutrófilos MPO
+
 em 24h (B) e 48h (C) após o último desafio com a OVA. Os dados 

são expressos como média +/- EPM.  *p<0.05;
 
n.s., não significativo.  # p<0.05 AP e OB/AP em 48h 

comparados a AP e OB/AP em 24h. As barras representam a média +/- EPM.  (n=5). 
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4.2.12 Avaliação da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) 

 

Como foi observado um aumento no número de neutrófilos na medula óssea 

dos animais do grupo OB/AP em 48 horas, foi avaliado o estado de ativação dessas 

células através da avaliação da atividade da enzima MPO, uma vez que é a enzima 

pró-inflamatória mais abundante estocada nos grânulos azurófilos de neutrófilos 

(PULLI et al., 2013). Os resultados demonstraram que em 24 e 48 horas após o 

último desafio com a OVA, os níveis de MPO foram maiores nos animais do grupo 

AP e OB/AP quando comparado aos níveis do grupo CN (Figuras 22A e 22B), porém 

não houve diferença entre o grupo AP e OB/AP (Figura 22A e 22B). Em 48 horas, 

nos animais do grupo OB/AP houve diferença significativa nos níveis dessa enzima 

quando comparado aos níveis apresentados pelos animais do grupo AP (Figura 

22B).  
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Figura 22: Avaliação dos níveis da atividade da MPO. Atividade de MPO no homogenato do tecido 
pulmonar em 24 horas (A) e em 48 horas (B) após o último desafio com a OVA.  Os dados são 
expressos como média +/- EPM.  *p<0.05;

 
n.s., não significativo; D.O, densidade ótica. # p<0.05 AP e 

OB/AP em 48h comparados a AP e OB/AP em 24h. As barras representam a média +/- EPM.  (n=5). 
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4.2.13 Avaliação dos níveis séricos de IgE-específica anti-OVA  

 

 A presença de níveis elevados de IgE específica para o alérgeno é uma 

característica importante presente na asma alérgica (WENZEL, 2012). Por isso, no 

presente estudo foram analisados os níveis de IgE anti-OVA no soro dos animais 

estudados, 24 horas após o último desafio com o alérgeno. Os resultados 

demonstraram que os animais dos grupos AP e OB/AP apresentaram níveis 

elevados de IgE sérica quando comparados aos animais do grupo CN (Figura 23). 

No entanto, os animais do grupo OB/AP apresentaram níveis séricos 

significativamente menores quando comparados aos animais do grupo AP (Figura 

23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



87 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

 

Figura 23: Avaliação dos níveis séricos de IgE específica anti-OVA. A IgE anti-OVA foi 
quantificada no soro dos animais 24h após o último desafio com a OVA. *p<0.05;

 
n.s., não 

significativo. Os dados são expressos como média +/- EPM. As barras representam a média +/- EPM.  
(n=5). 
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4.2.14 Avaliação dos níveis de leptina no pulmão 

 

 Estudos clínicos já demonstraram que asmáticos obesos apresentam 

alterações nos níveis de leptina tanto no soro quanto no pulmão (HOLGUIM et al., 

2011; SIDELEVA et al., 2012). Como objetivo de avaliar se o mesmo estaria 

ocorrendo no modelo experimental desenvolvido no presente estudo, foram 

avaliados os níveis de leptina no pulmão dos animais nos diferentes grupos. Os 

resultados obtidos demonstraram que os animais do grupo OB e OB/AP exibiram 

níveis mais elevados de leptina no pulmão, quando comparados com os animais dos 

grupos CN e AP em ambos os tempos analisados (Figuras 24A e 24B). Entretanto, 

não houve diferença nos níveis de leptina entre os dois grupos. Vale ressaltar que 

no grupo AP os níveis de leptina foram iguais aos do grupo CN (Figuras 24A e 24B). 
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Figura 24: Avaliação dos níveis de leptina no homogenato do tecido pulmonar. Níveis de leptina 
em 24h (A) e em 48h (B) após o último desafio com a OVA.  *p<0.05. n.s., não significativo. As barras 

representam a média +/- EPM. (n=5) 
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4.2.15 Avaliação dos níveis de citocinas de perfil Th2, TSLP, IL-25 e IL-33 

 

Para avaliar se a obesidade influencia os níveis de citocinas envolvidas no 

desenvolvimento e manutenção da resposta alérgica, foram analisadas as citocinas 

IL-4, IL-5, IL-13 e IL-9 de perfil Th2, além de IL-25, IL-33 e TSLP, considerando-se 

que estas últimas são liberadas pelo epitélio brônquico durante a fase inicial da 

resposta imune alérgica (HALLSTRAND et al., 2014).  

Em concordância com os dados apresentados anteriormente, as análises 

confirmaram a indução do modelo de alergia pulmonar induzida pela OVA, uma vez 

que no pulmão dos animais do grupo AP houve aumento nos níveis de IL-4, IL-5, IL-

9 e IL-13 em 24 horas após o último desafio com o alérgeno (Figuras 25A, 25C, 25E, 

25G). Em 48 horas, com exceção de IL-13 (Figura 25H) todas as demais citocinas 

de perfil Th2 avaliadas em 24 horas apresentaram níveis mais elevados em relação 

ao grupo CN (Figuras 25B, 25D, 25F). Além desses resultados, na análise 

comparativa entre os tempos, foi observado que os animais do grupo AP 

apresentaram um declínio nos níveis de IL-4, IL-9 e IL-13 em 48 horas após o último 

desafio com a OVA, quando comparado aos níveis apresentados em 24 horas. 

Considerando-se que IL-25, TSLP e IL-33 são citocinas que são liberadas 

precocemente após os desafios com o alérgeno, os seus níveis foram avaliados em 

24 horas. Da mesma forma, correlacionando com os níveis das citocinas de perfil 

Th2, IL-25, IL-33 e TSLP apresentaram níveis maiores no pulmão dos animais do 

grupo AP quando comparado ao grupo CN (Figuras 26A, 26B e 26C). 

Com relação a influência da obesidade sobre os níveis dessas citocinas, os 

resultados obtidos a partir das análises realizadas em 24 horas após o último desafio 

com a OVA, indicaram que os animais do grupo OB/AP apresentaram níveis 

menores de IL-4, IL-5, IL-25 e TSLP (Figuras 25A, 25C, 26A e 26C), sendo que os 

níveis de IL-9, IL-13 e IL-33 foram similares aos apresentados pelos animais do 

grupo AP (Figuras 25E, 25G e 26B). Já em 48 horas, constatou-se um aumento 

significativo na concentração de IL-4, IL-9 e IL-13 nos animais do grupo OB/AP, 

comparado ao grupo AP (Figuras 25B, 25F e 25H). Em relação análise comparativa 

entre os tempos, foi observado um aumento nos níveis de IL-4 em 48 horas, quando 

comparado a 24 horas (25B).   
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Figura 25: Avaliação dos níveis de citocinas de perfil Th2 no homogenato do tecido pulmonar. 
Níveis de IL-4 (A/B); IL-5 (C/D); IL-9 (E/F), IL-13 (G/H) em 24 e 48h após o último desafio com a OVA. 
*p<0.05. n.s., não significativo. # p<0.05 AP e OB/AP em 48h comparados a AP e OB/AP em 24h. As 
barras representam a média +/- EPM.  (n=5). 
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Figura 26: Avaliação dos níveis de citocinas epiteliais no homogenato do tecido pulmonar. 
Níveis de IL-25 (A); IL-33 (B); TSLP (C) em 24h após o último desafio com a OVA. *p<0.05. n.s., não 
significativo. As barras representam a média +/- EPM. (n=5). 
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4.2.16 Avaliação dos níveis de citocinas pró-inflamatórias  

 
Sabendo-se que a obesidade induz um estado pró-inflamatório sistêmico pela 

liberação citocinas pró-inflamatórias, e que este estágio pode influenciar a resposta 

imune no pulmão, os níveis das citocinas pró-inflamatória IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-17A 

foram avaliadas no homogenato do tecido pulmonar. A análise de 24 horas após o 

último desafio com a OVA, demonstrou que os animais do grupo AP apresentaram 

níveis maiores de IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-17A quando comparado aos níveis 

apresentados pelos animais do grupo CN (Figuras 27A, 27C, 27E, 27G). Em 48 

horas após o último desafio com a OVA, com exceção de IL-1β (Figura 27B), os 

níveis das citocinas IL-6, TNF-α e IL-17A nos animais do grupo AP permaneceram 

elevados comparado aos níveis apresentados pelos animais do grupo CN (Figuras 

27D, 27F, 27H), no entanto, a análise comparativa entre os tempos demonstrou que 

IL-1β (Figura 27B) e IL-17A (Figura 27H) sofreram um declínio quando comparado a 

24 horas. 

Com relação aos animais do grupo OB/AP, em 24 horas, estes apresentaram 

níveis menores de IL-1β e TNF-α comparado ao grupo AP (Figuras 27A e 27E). Já 

os níveis de IL-6 e IL-17A (Figuras 27C e 27G) foram similares aos do grupo AP. Em 

48 horas, IL-1β (Figura 27B), IL-6 (Figura 27D), TNF-α (Figura 27F) e IL-17A (Figura 

27H) apresentaram um aumento significativo em seus níveis quando comparado aos 

apresentados pelos animais do grupo AP. Além disso, foi observado pela análise 

comparativa entre os tempos, que os níveis de IL-6, IL-17A e TNF-α apresentaram 

níveis mais elevados em 48 horas, quando comparado a 24 horas (Figuras 27D, 

27G, 27H). Embora, não tenha sido constatado um aumento significativo de IL-1β 

comparado à 24 horas, foi observada uma tendência a níveis maiores (Figura 27B). 
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Figura 27: Avaliação dos níveis de citocinas pró-inflamatórias no homogenato do tecido 

pulmonar. Níveis de IL-1β (A/B); IL-6 (C/D); TNF-α (E/F); IL-17A (G/H) em 24 e 48h após o último 

desafio com a OVA. *p<0.05. n.s., não significativo. # p<0.05 AP e OB/AP em 48h comparados a AP 
e OB/AP em 24h. As barras representam a média +/- EPM.  (n=5). 
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4.2.17 Avaliação dos níveis de citocinas de perfil de Th1 

 

Considerando que houve um aumento significativo de macrófagos de perfil 

M1 no tecido pulmonar dos animais do grupo OB/AP e que estas células são 

estimuladas por citocinas de perfil Th1.  Foram avaliados os níveis de IL-12 e IFN- 

no homogenato do tecido pulmonar nos diferentes grupos. Os resultados 

demonstram que em 24 horas após o último desafio com a OVA não houve aumento 

nos níveis de IFN- (Figura 28A) e de IL-12 (Figura 28C) no pulmão dos animais do 

grupo AP e OB/AP, quando comparado aos níveis apresentados pelos dos animais 

do grupo CN. 

Em 48 horas, houve um aumento significativo tanto de IL-12 (Figura 28B) 

quanto de IFN- (Figura 28D) no pulmão dos animais do grupo OB/AP, quando 

comparado ao grupo AP. Além disso, foi observado pela análise comparativa entre 

os tempos que houve um aumento significativo de ambas as citocinas no pulmão 

dos animais do grupo OB/AP em 48 horas em relação a 24 horas (Figura 28B e 

28D). 
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Figura 28: Avaliação dos níveis de citocinas de perfil Th1 no homogenato do tecido pulmonar. 

Níveis de IL-12 (A/B); IFN- (C/D) em 24h e 48h após o último desafio com a OVA. *p<0.05. n.s., não 
significativo. # p<0.05 AP e OB/AP em 48h comparados a AP e OB/AP em 24h. As barras 
representam a média +/- EPM.  (n=5). 
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5 DISCUSSÃO  

 

Estudos clínicos e epidemiológicos demonstram uma associação entre a 

obesidade e o desenvolvimento e agravamento dos sintomas da asma (APPLETON 

et al., 2006; TAYLOR et al., 2008; FITZPATRICK et al., 2012; GIBEON et al., 2013, 

HASEGAWA et al., 2014). Embora, seja conhecido que ambas as doenças são 

condições inflamatórias heterogêneas e de perfis imunológicos opostos (WENZEL, 

2012; ROCHA et al., 2008) a interação entre essas duas patologias não é 

inteiramente compreendida. 

Nos últimos anos, dados provenientes de modelos experimentais 

(JOHNSTON et al., 2007; CALIXTO et al., 2010; SARAIVA et al., 2011; DIETZE et 

al., 2012; MATTEWS et al., 2014) indicam fortes evidências do papel crucial da 

resposta imune sobre a influência da obesidade na asma. Contudo, ainda existe na 

literatura uma escassez de trabalhos que avaliem essa relação em modelos 

concomitantes de obesidade e asma. Além disso, os resultados já obtidos nesses 

estudos são contraditórios, provavelmente, devido à utilização de diferentes 

linhagens de camundongos submetidas a diferentes tipos de protocolos (SHORE et 

al., 2005; JOHNSTON et al., 2007; CALIXTO et al., 2010; SARAIVA et al., 2011; 

DIETZE et al., 2012). Baseado nisso, com o objetivo de avaliar a influência da 

obesidade sobre a resposta inflamatória pulmonar alérgica, foi desenvolvido pela 

primeira vez um modelo experimental de obesidade e alergia pulmonar em fêmeas 

de camundongos BALB/c, uma vez que esta linhagem é considerada mais 

susceptível ao desenvolvimento de uma resposta imune de perfil Th2 e um bom 

modelo experimental de asma (SAHU et al., 2010).  

Inicialmente, os resultados demonstraram que os animais alimentados 

durante 10 semanas com a dieta hiperlipídica apresentaram características 

evidentes do estado obeso, como ganho de peso e acúmulo de gordura na região 

abdominal, que reconhecidamente é o tipo de gordura que está mais envolvida com 

o processo inflamatório e com as doenças metabólicas que frequentemente 

acompanham a obesidade (BUCCI et al., 2015).  No entanto, foi observado que o 

ganho de peso nesses animais não foi relacionado à hiperfagia, já que a partir da 2ª 

semana a ingesta alimentar foi menor, sugerindo que o acúmulo de gordura foi 

devido a um maior consumo calórico. Estudos anteriores de indução de obesidade 
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por dieta hiperlipídica em camundongos da linhagem BALB/c obtiveram resultados 

similares, porém os autores só avaliaram a indução de obesidade a partir de 12 

semanas de dieta (KIM et al., 2011; JAMES et al., 2012; PARK et al., 2012; 

RAMALHO et al., 2012).  

Sabe-se que a obesidade é caracterizada por uma inflamação crônica e 

sistêmica, devido à liberação de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α e a 

leptina (ERUSAN et al., 2012). No protocolo desenvolvido no presente estudo, os 

animais obesos também exibiram níveis séricos elevados de TNF-α e de leptina, 

corroborando com os resultados de Park e colaboradores (2011) e James e 

colaboradores (2012). Somado a esses fatores houve aumento nos níveis séricos de 

colesterol total, colesterol-LDL, triglicérides e glicose em jejum. Em conjunto, esses 

resultados demonstram que os animais obesos apresentaram características de um 

processo inflamatório crônico e sistêmico, associado a distúrbios metabólicos, 

confirmando, portanto, a indução da obesidade em camundongos da linhagem 

BALB/c.  

Uma vez confirmada à indução do modelo de obesidade, a próxima etapa 

teve como objetivo avaliar a influência dessa patologia sobre a alergia pulmonar.   A 

análise dos resultados em 24 e 48 horas após o último desafio com a OVA 

demonstrou-se que as sensibilizações e os desafios induziram uma resposta imune 

de perfil Th2, uma vez que os animais alérgicos não obesos apresentaram 

características marcantes da alergia pulmonar, como níveis séricos elevados de IgE 

OVA-específica,  número elevado de eosinófilos na medula óssea, presença de 

infiltrado inflamatório predominantemente eosinofílico no LBA e no pulmão. 

Correlacionando com o número de eosinófilos, estavam também elevados a 

atividade da EPO e os níveis da quimiocina CCL11. Paralelamente, houve aumento 

nos níveis de IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-25, IL-33 e TSLP, citocinas que 

reconhecidamente estão envolvidas no estabelecimento da resposta imune alérgica 

(HOLGATE, 2012).  

Além disso, os resultados ainda sugerem que provavelmente o pico da 

resposta imune nos animais alérgicos foi em 24 horas, uma vez que houve um 

declíneo no infiltrado inflamatório no tecido pulmonar, paralelamente a uma redução 

no número de eosinófilos, linfócitos, neutrófilos e macrófagos no lavado 

broncoalveolar em 48 horas após o último desafio com o alérgeno. Da mesma forma 
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os níveis das citocinas IL-4, IL-9 e IL-13 e da quimiocina CCL11 também foram 

menores nos animais alérgicos em 48 horas quando comparado a 24 horas.   

Atualmente, já está bem estabelecido que a obesidade participa da etiologia 

de várias doenças como o câncer (LARSSON e WOLK, 2007) e aterosclerose 

(ERUSAN et al., 2012), estando também associada a má cicatrização (GUO e 

DIPIETRO, 2010) e a uma reduzida resposta a vacinação (HARPER et al., 2014). 

Além de acarretar uma maior taxa de mortalidade, a obesidade é também 

considerada um fator de risco para infecções respiratórias causadas por vírus 

(FEZEU et al., 2011; KERKHOVE et al., 2011). Acredita-se que isso ocorra devido, 

em parte, aos níveis sistêmicos elevados de citocinas pró-inflamatórias, como a 

leptina, que podem alterar a resposta imune em alguns órgãos, incluindo o pulmão 

(ZHANG et al., 2013). De fato, estudos clínicos demonstram que o aumento no 

índice de massa corporal está associado ao aumento de leptina no sangue e no 

pulmão, sugerindo que essa citocina possa difundir-se de um compartimento para o 

outro (HOLGUIM et al., 2011; LUGOGO et al., 2012; SIDELEVA et al., 2012). No 

presente modelo experimental foi também observado esse fato, uma vez que os 

animais obesos, alérgicos ou não, apresentaram níveis elevados de leptina, tanto no 

sangue quanto no pulmão.   

Ainda com relação ao efeito da leptina, já foi demonstrado que esta 

substância contribui para o recrutamento de macrófagos pró-inflamatórios de perfil 

M1 para o tecido adiposo (GRUEN et al., 2007) além de induzir a produção de 

citocinas inflamatórias e aumentar a expressão da enzima iNOS nestas células 

(RASO et al., 2002; GRUEN et al., 2007; CHATTERJEE et al., 2013). Em 2012, 

Lugogo e colaboradores demonstraram que macrófagos alveolares de humanos 

obesos asmáticos em resposta a leptina, apresentam um perfil inflamatório e uma 

maior produção de TNF-α, IL-6, IL-8 e IFN-. Recentemente, Kim e colaboradores 

(2014) encontraram um aumento de macrófagos no pulmão de camundongos 

C57BL/6 obesos, sendo que essas células apresentaram o perfil clássico de 

ativação ou M1 e produziram IL-1β. Ainda neste estudo, foi observado que os níveis 

elevados de IL-17A detectados foram provenientes de ILC3s estimuladas com IL-1β. 

Embora, seja necessário realizar análises adicionais, esses dados sugerem que, no 

presente trabalho, a leptina possa ter exercido o mesmo efeito, uma vez que os 

animais obesos apresentaram aumento de macrófagos M1 no pulmão, associado a 

níveis elevados de IL-1β e IL-17A. Adicionalmente, também foi observado que houve 
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aumento de IL-9 no pulmão dos animais obesos. O estudo de Kim e colaboradores 

(2013) demonstrou que a IL-9 na presença de IL-1β é capaz de promover a 

produção de IL-17A em linfócitos TCD4+. Esses dados demonstram que os animais 

obesos apresentaram uma alteração no ambiente pulmonar independentemente de 

estímulos alergênicos, sugerindo uma resposta imune distinta da apresentada por 

camundongos não obesos, provavelmente em decorrência da obesidade.  

Os níveis elevados de IL-9 juntamente com o aumento no número de 

mastócitos tanto no pulmão quanto na traquéia dos animais obesos, indicam que 

esta citocina possa ter contribuído para uma maior proliferação e sobrevivência de 

mastócitos nesse tecido (KEARLEY et al., 2011).  Embora, mastócitos estejam 

sabidamente envolvidos na patologia das doenças alérgicas (BISCHOFF, 2007), 

estudos em modelo experimental e in vitro, demonstram uma associação de 

mastócitos com o desenvolvimento da síndrome metabólica (LIU et al., 2009) e com 

a obesidade (ALTINTAS et al., 2011). Em 2011, Dalmas e colaboradores detectaram 

níveis séricos elevados de IL-9 em humanos obesos. Um estudo desenvolvido por 

Vielma e colaboradores (2013) demonstrou que adipócitos induzem a produção de 

IL-9 em esplenócitos. Estes dados sugerem que no presente trabalho os níveis 

elevados de leptina possa ter contribuído para o aumento na produção de IL-9 no 

pulmão e indiretamente pelo aumento no número de mastócitos nos animais obesos. 

Adicionalmente, é conhecido que a leptina exerce efeitos antiapóptóticos em várias 

células do sistema imune (PAPATHANOSSOGLOU et al., 2006; SUZUKAWA et al., 

2011; SUN et al., 2013) e mastócitos expressam receptores para essa adipocina 

(TAILDEMAN et al., 2009), o que pressupõe-se  que a leptina possa também ter 

contribuído diretamente para o acúmulo dessas células no tecido pulmonar  nesses 

animais. 

Sabe-se que a resposta imune de perfil Th2 é a principal responsável pela 

patologia da asma alérgica (WENZEL, 2012). No entanto, estudos clínicos 

demonstram que um número significativo de asmáticos não responde 

adequadamente a terapias direcionadas à inflamação eosinofílica mediada pela 

resposta imune Th2 (HASTIE et al., 2010; MOORE et al., 2013; SCHLEICH et al., 

2013). Geralmente, esses indivíduos apresentam baixos níveis de IgE, ausência ou 

uma redução de eosinófilos no infiltrado inflamatório pulmonar, associada a sintomas 

mais graves (HASTIE et al., 2010; AMELINK et al., 2013a/b). Esses dados 

demonstram que a asma pode apresentar-se com diferentes fenótipos clínicos e 
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imunológicos e que a resposta aos tratamentos é dependente do perfil celular 

presente no infiltrado inflamatório (HASTIE et al., 2010; SCHLEICH et al., 2013). 

Pesquisas clínicas indicam que o mesmo ocorre com relação à asma em obesos, 

uma vez que estes indivíduos apresentam infiltrado inflamatório pulmonar não 

eosinofílico, baixos níveis de IgE e correlacionado com um pior prognóstico e 

resistência a terapias convencionais (APPLETON et al., 2006; FENGER et al., 2012; 

TELENGA  et al., 2012; GIBEON et al., 2013).  

No presente estudo, os resultados indicam que a obesidade também alterou o 

perfil do infiltrado inflamatório nos animais alérgicos, uma vez que eles 

apresentaram menor número de eosinófilos no LBA, no tecido pulmonar e na medula 

óssea, associado a menores níveis de IL-5 e CCL11 no pulmão. Modelos 

experimentais anteriores desenvolvidos em camundongos da linhagem C57BL/6 

apresentaram resultados semelhantes (JHONSTHON et al., 2007; VRIES et al., 

2009). Calixto e colaboradores (2010) sugerem que a redução de eosinófilos no 

infiltrado inflamatório pulmonar de animais obesos alérgicos seja decorrente de um 

atraso na produção e na migração dessas células para as vias aéreas, devido em 

parte à produção e à liberação tardia de IL-5 e CCL11.  

Apesar de claramente os animais obesos alérgicos terem exibido uma 

alteração na resposta imune após as sensibilizações e os desafios com o alérgeno, 

principalmente em 48 horas, não se pode descartar a participação de eosinófilos no 

perfil inflamatório desenvolvido nesses animais, uma vez que estas células também 

estavam presentes no infiltrado inflamatório pulmonar em ambos os tempos 

analisados. Além disso, a análise comparativa entre os tempos demonstrou que nos 

animais obesos alérgicos o infiltrado eosinofílico se manteve em 48 horas, ao 

contrário do declíneo observado nos animais alérgicos não obesos. Um fator que 

estaria contribuindo para manutenção ou recrutamento de eosinófilos para o pulmão 

dos animais obesos alérgicos seriam os níveis elevados de leptina. 

Reconhecidamente, eosinófilos expressam o receptor de leptina e têm sua 

sobrevivência aumentada na presença desse fator (CONUS et al., 2005). Kato e 

colaboradores (2011) observaram que eosinófilos migram em direção a níveis 

elevados de leptina. Hastie e colaboradores (2010) e Moore e colaboradores (2014) 

identificaram um subgrupo de pacientes apresentando aumento de ambos 

granulócitos, neutrófilos e eosinófilos no pulmão, embora estes estudos não 
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estivessem correlacionados com o IMC, os indivíduos apresentaram um quadro mais 

grave dos sintomas, até mesmo quando comparado a outros fenótipos.  

Ensaios clínicos demonstram que alguns indivíduos asmáticos desenvolvem a 

resposta imune somente entre 32 a 56 horas após o desafio com o alérgeno, sendo 

classificada como uma resposta imune atrasada, com características clínicas e 

imunológicas diferenciadas da resposta imune clássica, com prolongada 

hiperresponsividade das vias aéreas e infiltrado inflamatório composto de 

macrófagos, neutrófilos e linfócitos Th1 (PELIKAN et al., 2012; PELIKAN, 2013). De 

acordo com esses dados, pode-se supor que esse atraso na resposta imune tenha 

ocorrido nos animais obesos alérgicos, uma vez que houve aumento das citocinas 

pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6 e TNF-α e das citocinas de perfil Th1 IL-12 e IFN- 

assim como de IL-17A, somente em 48 horas após o último desafio com o alérgeno.  

Reconhecidamente células dendríticas exercem um papel fundamental no 

desenvolvimento dos diferentes perfis de resposta imune.  Chen e colaboradores 

(2014) identificaram no tecido adiposo de camundongos obesos um subtipo de 

célula dendrítica que apresenta baixa expressão de moléculas co-estimulatórias 

como CD40, CD80, MHCI e MHCII e direcionam a resposta imune para o perfil Th-

17.  Já Ramirez e colaboradores (2014) demonstraram que células dendríticas 

esplênicas provenientes de camundongos nocautes para a leptina apresentaram 

maior capacidade de ativar linfócitos T, sugerindo que a leptina atue prejudicando o 

desenvolvimento da resposta imune celular. Os estudos de Smith e colaboradores 

(2007) e (2008) avaliaram a influência da obesidade sobre a função dessas células 

no pulmão, em camundongos obesos submetidos a desafios com diferentes 

patógenos, onde foi observada uma deficiência no recrutamento e na apresentação 

do antígeno pelas células dendríticas, acarretando um atraso na produção e 

liberação de citocinas inflamatórias, bem como na migração de linfócitos T CD8+. 

Além disso, Paich e colaboradores (2013) demonstraram que linfócitos T CD4+ e 

CD8+ de humanos obesos apresentam danos na sua ativação após exposição ao 

vírus H1N1. Visto que no presente trabalho os animais obesos, alérgicos ou não, 

apresentaram níveis elevados de leptina no pulmão, acredita-se que essa citocina 

tenha influenciado a apresentação do alérgeno pelas células dendríticas, 

contribuindo tanto para o atraso na produção das citocinas citadas acima, quanto 

para os menores níveis de IgE encontrados nesses animais.  
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Com relação a IgE, sabe-se que a ligação do alérgeno ao complexo IgE-FcεRI 

presente na superfície de mastócitos leva à ativação e degranulação dessas células 

(GALLI e TSAI, 2008), com a liberação de mediadores inflamatórios responsáveis 

pelos sintomas agudos da reação de hipersensibilidade imediata. Já foi demonstrado 

em estudo clínico (DOUGHERTY et al., 2010) e experimental (FUCHS et al., 2012) 

que o número de mastócitos está associado ao aumento na hiperresponsividade das 

vias aéreas, na contração da musculatura lisa e na produção de muco. No presente 

estudo foi observado que os níveis de IgE OVA-específica foram menores nos 

animais obesos alérgicos, sugerindo que outros fatores possam ter contribuído para 

a ativação dos mastócitos, presentes em número elevado tanto na traquéia quanto 

no pulmão desses animais. Entre esses fatores estão os níveis elevados de IL-9 

(KEARLEY et al., 2011), IL-13 (KAUR et al., 2006), e trabalhos in vitro demonstram 

que a ligação de IL-33 ao seu receptor ST2L, presente na superfície de mastócitos, 

resulta na ativação dessas células, com aumento em sua sobrevivência (WANG et 

al., 2014)  e na produção de citocinas pró-inflamatórias, como  IL-1β, IL-6 

(ALLAKHVERDI et al., 2007; ENOKSSON et al., 2011) e IL-13  (TUNG et al., 2013).  

Considerando-se os resultados das análises de citocinas realizadas em 24 e 

48 horas no tecido pulmonar, pode-se supor que em 24 horas tanto IL-9, IL-13 

quanto IL-33 possam ter cooperado para ativação de mastócitos que se encontrava 

em número mais elevado no tecido pulmonar dos animais obesos alérgicos. Além 

disso, mastócitos ativados podem ter contribuído para o aumento nos níveis das 

citocinas inflamatórias em 48 horas, assim agravando o processo inflamatório.  

Outro tipo celular encontrado em número elevado no pulmão dos animais 

obesos alérgicos em ambos os tempos analisados, foram os macrófagos. Somado a 

este fato, foi observada uma redução na expressão da enzima arginase e o aumento 

na expressão da enzima iNOS por macrófagos recrutados para o tecido pulmonar, 

sugerindo que houve uma mudança fenotípica de macrófagos alternativamente 

ativados ou M2 para macrófagos classicamente ativados ou M1. O aumento de 

macrófagos M1 em 48 horas correlacionou com os níveis de IFN-, que é um 

importante indutor da expressão da enzima iNOS e da ativação dessas células 

(RATH et al., 2014), além disso outras importantes citocinas como TNF-α e IL-1β 

que são liberadas por macrófagos M1 ativados também estavam com os seus níveis 

elevados (KIM et al., 2014).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dougherty%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20451039
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Estudos clínicos demonstram que não só o aumento no número de 

macrófagos na asma é importante, mas também o fenótipo apresentado por elas 

(BHAVSAR et al., 2008; GOLEVA et al., 2008; FERNANDEZ-BOYANAPALLI, et al., 

2013). Em 2008, Goleva e colaboradores e Bhavsar e colaboradores demonstraram 

que a presença de macrófagos M1 no pulmão, na asma, está associada à 

resistência ao tratamento com corticosteroides e aumento na gravidade dos 

sintomas.  

Além disso, macrófagos localizados no pulmão podem ser considerados uma 

importante fonte de IL-17A na asma alérgica. Enfatizando o papel dessas células, 

Mizutani e colaboradores (2014) demonstraram que a depleção de macrófagos 

reduz significativamente os níveis de IL-17A e a inflamação neutrofílica mediada por 

esta citocina, além de inibir o desenvolvimento da hiperresponsividade das vias 

aéreas após as sensibilizações e desafios com a OVA (KIM et al., 2015). Song e 

colaboradores (2008) demonstraram que mediadores inflamatórios liberados por 

mastócitos podem induzir a produção de IL-17A em macrófagos alveolares de 

camundongos BALB/c. Outro estudo observou que na ausência de IL-4, macrófagos 

M1 produz IL-17A (HONG et al., 2014). Já foi observado que camundongos 

deficientes em eosinófilos, mastócitos ativados por IL-33, liberam IL-1β e IL-6 e 

promovem a diferenciação de linfócitos para o perfil Th-17 (CHO et al., 2012) e 

inflamação neutrofílica (JACOBSEN et al., 2014). Recentemente, estudos em 

modelos experimentais vêm demonstrando um aumento de macrófagos M1 no 

pulmão de animais obesos (WILLIANS et al., 2013;  KIM et al., 2014), 

particularmente quando relacionado a níveis elevados de IL-17A (KIM et al., 2014).  

Estes dados sugerem que no presente estudo, o número reduzido de eosinófilos e 

os baixos níveis de IL-4 em paralelo ao elevado número de macrófagos M1 

encontrados no pulmão dos animais obesos alérgicos possam ter contribuído para 

os níveis elevados de IL-17A, em um mecanismo envolvendo IL-33 e mastócitos.    

 Reconhecidamente, linfócitos Th17 são os principais produtores de IL-17A, 

no pulmão, embora, já tenha sido observada a produção desta citocina também por 

outros tipos celulares além de macrófagos (SONG et al., 2008; KUDO et al., 2012; 

RAMIREZ-VELASQUEZ et al., 2013; KIM  et al., 2014). E ainda, mais recentemente 

foi detectada em pacientes asmáticos, a presença de linfócitos T CD4+ de memória 

com o perfil Th2/Th17 (COSMI et al., 2010; WANG et al., 2010; IRVIN et al., 2014), 

produzindo concomitantemente IL-4 e IL-17A, sendo que o aumento no número 
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dessas células estava diretamente associado à gravidade dos sintomas. 

Experimentalmente, Wang e colaboradores (2010) demonstraram que ocorreu um 

aumento no número linfócitos Th2/Th17 no pulmão, em 48 horas após o desafio com 

Aspergilus orizae. No presente estudo, visto que, também em 48 horas, foi 

encontrado um aumento nos níveis tanto de IL-4, quanto de IL-17A, no pulmão dos 

animais obesos alérgicos, acredita-se que essas células podem também estar 

presentes no infiltrado inflamatório desses animais, embora sejam necessárias 

análises posteriores para confirmar esse dado.  

 Estudos clínicos (ZHAO et al., 2009; AGACHE et al., 2010; CHIEN et al., 

2013; NANZER et al., 2013) e experimentais (FOLGLI et al., 2013; ANO et al., 2013; 

KINYANJUI et al., 2013; MANNI et al., 2014) vêm avaliando a contribuição da IL-17A 

na asma, particularmente quando associada  a um fenótipo mais grave da doença e 

a resistência a terapias. Em modelo experimental de obesidade, Mathews e 

colaboradores (2014) e Kim e colaboradores (2014) observaram que níveis elevados 

de IL-17A estão associados ao desenvolvimento da hiperresponsividade das vias 

aéreas e a gravidade dos sintomas na asma, em um mecanismo envolvendo 

indução da produção de citocinas Th2 como a IL-13 e IL-33 (LAJOIE et al., 2010; 

MIZUTANI et al., 2014). No presente estudo, foi observado o aumento de IL-13, IL-

33 (dado não mostrado) e de IL-17A em 48 horas, sugerindo que a associação 

destas citocinas poderia acarretar um aumento da hiperresponsividade das vias 

aéreas nos animais obesos alérgicos. Somado a essa função, é conhecido que a IL-

17A é uma potente indutora do recrutamento de neutrófilos para as vias aéreas 

(BULLENS et al., 2006; ANO et al., 2013; FOGLI et al., 2013) .  

Dados originados de estudos clínicos demonstram que indivíduos obesos 

asmáticos apresentam um infiltrado predominantemente neutrofílico, 

correlacionando com o aumento na gravidade dos sintomas e com baixa resposta a 

terapias (SCOTT et al., 2011; 2012; TELENGA et al., 2012; GIBEON et al., 2013). 

No pulmão, após ativação, os neutrófilos liberam grânulos contento mediadores 

inflamatórios, dentre eles a enzima mieloperoxidase ou MPO, que pode reagir com 

outros metabólitos causando danos teciduais, ativando o endotélio e o recrutando 

mais neutrófilos para o local da inflamação (MONTESEIRIM et al., 2009; AROCA et 

al., 2014).  Pacientes asmáticos apresentam maior atividade da MPO, 

correspondendo a uma maior degranulação de neutrófilos (MONTESEIRIM et al., 

2009).  
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Embora, no presente estudo, não tenha sido detectado um aumento de 

neutrófilos no LBA, houve aumento no número dessas células na medula óssea e no 

tecido pulmonar correlacionando com os níveis de IL-17A e com o aumento na 

atividade da MPO no pulmão dos animais obesos alérgicos, particularmente em 48 

horas, sugerindo que a obesidade aumentou o influxo de neutrófilos para o pulmão 

destes animais mais tardiamente. Uma possível explicação para a não visualização 

do aumento no número de neutrófilos no LBA, se deve ao fato de que a distribuição 

de leucócitos no LBA difere da distribuição ocorrida nos diferentes compartimentos 

no pulmão, e nem sempre o número de leucócitos no LBA corresponde ao número 

de leucócitos encontrado próximo ao endotélio pulmonar (BARLETTA et al., 2012). 

Por outro lado, Pelikan (2012) constatou um aumento na expressão de moléculas de 

adesão em indivíduos asmáticos com uma resposta imune tardia. Além disso, já foi 

observado que a leptina induz diretamente uma maior expressão de moléculas de 

adesão no endotélio (MANUEL-APOLINAR et al., 2013). No presente estudo foi visto 

que os animais obesos alérgicos além de terem apresentado um atraso no 

desenvolvimento da resposta imune com consequente atraso no recrutamento de 

neutrófilos para as vias aéreas, eles não apresentavam aumento no número dessas 

células no LBA, o que sugere que possa ter havido uma maior retenção destas 

células no tecido pulmonar pelo aumento na expressão de moléculas de adesão 

induzida pelos altos níveis de leptina.  

Alguns fatores no presente estudo que podem ter levado ao aumento no 

número de neutrófilos nos animais obesos alérgicos está relacionado aos níveis 

reduzidos de TSLP e de IL-25, em 24 horas. Trabalhos recentes demonstram que a 

ausência do receptor de TSLP (YADAVA et al., 2014) ou o bloqueio de IL-25 

(BARLOW et al., 2011) favorece o desenvolvimento de uma resposta alérgica 

neutrofílica, com níveis elevados de IL-17A. Considerando-se, que neutrófilos são 

células mais resistentes a ação de medicamentos utilizados em terapias para a 

asma (HIRSCH et al., 2012) e que a leptina aumenta a sobrevivência dessas células 

(SUN et al., 2013), pode se  sugerir que o aumento no número e na permanência 

dessas células no tecido pulmonar assim pode levar a um perfil inflamatório mais 

grave. Contudo, análises posteriores para identificação dessas células no tecido 

pulmonar deverão serem realizadas.  

Com isso, foi observado no presente estudo que os animais obesos alérgicos 

apresentaram uma maior produção de muco visualizada pelo aumento na contagem 
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de células caliciformes no epitélio das vias aéreas. Reconhecidamente a obstrução 

das vias aéreas por uma elevada produção de muco é considerada uma causa 

importante de óbito em pacientes asmáticos (KUYPER et al., 2003; GREEN et al., 

2010). No presente estudo, apesar da resposta imune inflamatória ter se 

desenvolvido tardiamente, foi observado uma intensa produção de muco nos 

animais obesos alérgicos já em 24 horas.  Neste sentido, diversos fatores podem ter 

contribuído para o aumento na produção precoce de muco, particularmente o 

número elevado de mastócitos ativados encontrado no tecido pulmonar dos animais 

obesos alérgicos. Além disso, os níveis elevados da IL-1β, IL-4 (KUPERMAN et al., 

2005), IL-6 (CHEN et al., 2003), IL-9 (KEARLEY et al., 2011), IL-17A (FUJISAWA et 

al., 2009; HEBERT et al., 2013), IL-33 (KONDO et al., 2008) e TNF-α (LORA et al., 

2005), encontrados em 48 horas após o último desafio, podem ter potencializado a 

produção de muco pelo epitélio das vias aéreas iniciada precocemente pelos 

mastócitos. Somado a todos esses fatores, estudos demonstraram in vitro e in vivo 

que a leptina pode promover a proliferação de células epiteliais das vias aéreas, 

induzindo a produção de muco, ocasionando um aumento na hiperresponsividade 

brônquica (BRUNO et al., 2009; WOO et al., 2010). 

Apesar do presente estudo não ter avaliado a hiperresponsividade das vias 

aéreas, em conjunto os resultados indicam que a obesidade acentuou a resposta 

inflamatória pulmonar nos animais alérgicos. Um provável mecanismo envolvido 

nesse processo está associado aos níveis elevados de leptina, tanto no sangue, 

quanto no pulmão, dos animais obesos. Acredita-se que já na fase de sensibilização 

ao alérgeno, os animais obesos já apresentavam uma resposta imune alterada, uma 

vez que eles exibiam um maior número de mastócitos e mudança fenotípica de 

macrófagos alveolares para o perfil M1. Após os desafios, constatou-se que a 

obesidade afetou o desenvolvimento da resposta alérgica clássica, acarretando uma 

persistente inflamação eosinofílica, atraso na liberação de citocinas inflamatórias e 

possivelmente um maior influxo de neutrófilos para o tecido pulmonar. Estes eventos 

levaram a um potencialização na produção de muco iniciada precocemente levando 

a uma piora do quadro inflamatório (Figura 28).  

 Considerando que os diferentes fenótipos de asma encontrados em humanos 

podem refletir diretamente na intensidade e na gravidade dos sintomas da asma, 

assim como nas respostas aos tratamentos, a avaliação da resposta imune na 

associação obesidade e asma, no presente modelo, torna-se uma importante 
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ferramenta para o estudo dos mecanismos imunológicos envolvidos nessa 

associação. Visto que, os resultados obtidos com o presente estudo sugerem que a 

resposta imune desenvolvida em fêmeas obesas da linhagem BALB/c representou 

um fenótipo inflamatório de asma similar à observada em humanos obesos. 
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Figura 28: Hipótese do efeito da obesidade na resposta imune desenvolvida no pulmão de camundongos BALB/c fêmeas antes e depois das 
sensibilizações e desafios com OVA. Durante o desenvolvimento da obesidade antes das sensibilizações e desafios com o alérgeno foram encontrados 
níveis elevados de leptina no pulmão dos animais. Provavelmente a leptina tenha induzido uma modificação fenotípica nos macrófagos alveolares, do perfil 
M2 para M1, além de aumentar o número de mastócitos, pode ter acarretado danos no epitélio das vias aéreas e na apresentação do antígeno pelas células 
dendríticas aos linfócitos T. Consequentemente, após as sensibilizações e os desafios com a OVA, o epitélio não produziu IL-25 e TSLP, causando danos no 
desenvolvimento da resposta imune Th2, permitindo o desenvolvimento de uma resposta mediada por IL-17A tardiamente, com consequente aumento no 
recrutamento de neutrófilos. O número elevado de células caliciformes produtoras de muco correlacionou com o elevado número de mastócitos localizados 
no tecido pulmonar dos animais obesos alérgicos. 

Sensibilização e Desafios 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

 

 A obesidade levou a uma alteração na resposta imune no pulmão dos animais 

antes da indução do modelo de alergia pulmonar a OVA, provavelmente, um 

efeito mediado pela presença de leptina nesse órgão.  

 

 A obesidade interferiu no desenvolvimento de uma resposta imune alérgica 

clássica, após as sensibilizações e desafios com a OVA, levando a um 

quadro característico de resposta imune tardia mediada pela presença de IL-

17A e aumento de neutrofilia. 

 

 Independentemente da resposta imune desenvolvida no pulmão dos animais 

obesos alérgicos, a elevada produção de muco indica um pior prognóstico e 

maior gravidade no processo inflamatório na asma.  
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