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RESUMO

A asma e a obesidade sdo doencas inflamatdrias crénicas de perfis imunolégicos
opostos. Contudo, estudos clinicos e epidemiolégicos demonstram uma associacao
entre as duas patologias, através da observacdo de que individuos obesos
asmaticos representam um fenotipo clinico distinto da asma alérgica classica,
apresentando aumento na gravidade dos sintomas e resisténcia a terapias
convencionais. Entretanto, os mecanismos imunolégicos envolvidos na associacao
obesidade e asma néo estdo esclarecidos, devido a escassez de estudos e a uma
heterogeneidade nos dados encontrados em modelos experimentais. Portanto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da obesidade sobre a inflamacao
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 0s
animais dos grupos CN e AP foram alimentados com a dieta padrdo. Da sexta a
décima semana do protocolo de indugcédo da obesidade, os animais dos grupos AP e
OB/AP foram submetidos a subsequentes sensibilizacbes e desafios com a
ovalbumina. As andlises foram realizadas em 24 e 48 horas apés o ultimo desafio
com a OVA. Os resultados demonstraram que apds os desafios com o alérgeno, 0s
animais do grupo AP apresentaram caracteristicas marcantes da resposta imune
alérgica, com elevado numero de eosinéfilos no LBA, no tecido pulmonar e na
medula éssea, correlacionando com os niveis elevados de CCL11 e peroxidase
eosinofilica, 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 declineo
na resposta de perfil Th2 nos animais deste grupo. Ja os animais do grupo OB/AP
apresentaram em 24 horas, um menor numero de eosindfilos no lavado
broncoalveolar, no tecido pulmonar e na medula dssea, associado a menores niveis
de CCL11, EPO e de IL-4, IL-5, TSLP e IL-25 assim como de IgE sérica anti-OVA.
Em 48 horas, as analises de citocinas no grupo OB/AP demonstraram um aumento
nos niveis de IL-1B, IL-4, IL-6, IL-9, IL-12, IL-13, IL-17A, TNF-a e IFN-y associado ao
maior influxo de macréfagos M1. Surpreendentemente, em 48 horas ap6s o Ultimo
desafio com a OVA, houve um aumento significativo de neutréfilos na medula 6ssea
e de mieloperoxidase no tecido pulmonar. Paralelamente, os animais do grupo
OB/AP, apresentaram um numero maior de mastocitos e células caliciformes em
ambos o0s tempos analisados, quando comparado aos animais do grupo AP.
Concluséo: Somados estes resultados sugerem que a obesidade desenvolvida em
camundongos BALB/c, foi capaz de influenciar a resposta imune no pulméo dos
animais apos as sensibilizacbes e os desafios com alérgeno, interferindo no
desenvolvimento da resposta imune Th2 classica e acarretando um atraso no
desenvolvimento da resposta imune inflamatéria. Adicionalmente, os animais obesos
asmaticos apresentaram exacerbada resposta imune Th2, Th9 e altos niveis de IL-
17A associada a um maior influxo de neutréfilos para o pulmdo e a uma intensa
producdo de muco, sugerindo que estes animais apresentaram um perfil inflamatorio
mais grave de alergia pulmonar.

Palavras-chave: obesidade; asma; resposta imune Th2; resposta imune Thl7;
inflamacgéo eosinofilica, inflamacao neutrofilica.



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-183, IL-4, IL-6, IL-9, IL-12, IL-13, IL-17A, TNF-a and IFN-y 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; Thl7 immune response;
Eosinophilic inflammation; Neutrophilic inflammation.
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1  INTRODUCAO

11 Asma

1.1.1 Definicéo

A asma € uma doenca inflamatéria cronica desenvolvida no pulméo, que
apresenta sintomas caracteristicos como: hiperresponsividade das vias aéreas, com
episédios recorrentes de sibilancia, dispneia, aperto no peito e tosse. Estes sintomas
estdo associados a obstrucdo e limitacdo variavel ao fluxo aéreo, devido a
broncoconstricdo, hipersecrecdo de muco e do processo inflamatorio desenvolvido,
podendo ser reversivel espontaneamente ou com tratamento (GINA, 2014). Somado
a estes fatores, a hipertrofia e a hiperplasia da musculatura das vias aéreas, bem
como o0 aumento no nimero de células caliciformes produtoras de muco no epitélio e
a fibrose da membrana basal subepitelial levam a mudancas estruturais, resultando
no remodelamento tecidual, que esta relacionado a cronicidade e a gravidade da
doenca (HOLGATE, 2012).

De acordo com o Guia para iniciativa da asma (GINA, 2014), a asma acomete
aproximadamente 7% a 10% da populacdo mundial, o0 que corresponde a cerca de
300 milhdes de pessoas. Estima-se que nos préoximos 15 a 20 anos, este nimero
podera alcancar 400 milhdes de individuos e sua prevaléncia vem aumentando
significativamente nas ultimas décadas em muitos paises (Figura 1). No Brasil,
segundo as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia para o
Manejo da Asma (2012) existem aproximadamente 20 milhdes de asmaticos. Em
2011 foram registradas 160 mil hospitalizacdes (DATASUS), dado que colocou a
asma como a quarta causa de internacdo no pais. Porém, o nivel de controle da
asma, a gravidade da doenca e os recursos médicos utilizados nos tratamentos sédo
pouco documentados. Embora, um estudo recente (SANTOS et al, 2012)
demonstrou que o custo direto da asma, considerando-se a utilizacdo de servigos de
saude e medicacg0Oes, foi 0 dobro entre pacientes com asma nao controlada, quando
comparados aqueles com asma controlada (DIRETRIZES DA SOCIEDADE
BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA PARA O MANEJO DA ASMA,
2012).
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Proporcéao da populacao (%)

W >10.1 W 25-5.0
MW 7.6-10.0 W 0-2.5
51-75 [[] Dados néao disponibilizados

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

Algumas hipoéteses ja foram postuladas na tentativa de explicar o elevado
aumento na prevaléncia de doencas atopicas em paises desenvolvidos. Em 1989
Strachan propés a “Hipotese da Higiene”. Segundo essa hipdtese, mudancas
decorrentes do moderno estilo de vida, incluindo os cuidados com a saude, o
aprimoramento no sistema de saude publica, programas de vacinacdo e habitos de
higiene, em paralelo a exposicdo diminuida a produtos microbianos durante a
infancia, podem favorecer o desenvolvimento de doencas alérgicas (WILLS-KARP;
SANTELIZ; KARP, 2001; GERN e BUSSE, 2002; BROOKS, PEARCE, DOUWES,
2013). Esta hipétese se baseia no fato de que a polarizacao da resposta imune para
perfil Thl decorrente de contatos com micro-organismos patogénicos, ainda na
infancia, atuaria inibindo o desenvolvimento da resposta imune para o perfil Th2
associada com a resposta alérgica (WILLS-KARP; SANTELIZ; KARP, 2001).
Entretanto, ndo esta claro este efeito, ao contrario, ja foi descrito que certos tipos de
infeccbes podem aumentar o risco ou até mesmo exacerbar a asma preexistente
(HOLGATE et al., 2007).

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

prevaléncia da asma, estudos epidemiolégicos demonstram que outros fatores
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também possam contribuir para o0 aumento no nimero de casos de asma no mundo,
entre eles fatores associados a mudancas no estilo de vida, maior exposicdo a
poluentes, fumaca de cigarro, estresse, consumo de dietas ricas em calorias e
obesidade (WENZEL, 2012; ANTO, 2012; SEARS, 2014).

Reconhecidamente a asma é uma doenca complexa e heterogénea, que se
desenvolve em decorréncia da associacdo de fatores genéticos com fatores
ambientais resultando em diferentes fendétipos clinicos. Estes fendtipos geralmente
séo classificados de acordo com o status atépico, com a expresséo de genes, assim
como com a idade, género e com o tipo de resposta inflamatéria 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 fenotipos poderem coexistir em sinergia no mesmo individuo,
acredita-se que diferentes mecanismos patogénicos possam estar atuando. Desse
modo, a gravidade dos sintomas assim como as caracteristicas patologicas pode
variar de individuo para individuo (KIM, DEKRUYFF, UMETSU, 2010).

Dentre os fenétipos de asma, a forma alérgica, é considerada a mais comum,
afetando principalmente criancas e adultos jovens que apresentam historia familiar
de alergia, com forte predisposicdo genética (WENZEL, 2012). Frequentemente,
este fenotipo pode ser identificado pelo teste positivo de hipersensibilidade cutanea
e niveis elevados de imunoglobulina-E (IgE) antigeno-especifica (atopia) no soro em
resposta a antigenos ambientais indcuos, denominados alérgenos, como o acaro da
poeira doméstica, pélos de animais, pélen ou mofo (HOLGATE, 2012; WENZEL,
2012).

A resposta imune alérgica pode ser dividida em duas fases: a fase de
sensibilizacdo e a fase efetora. A fase de sensibilizacdo pode ocorrer na infancia a
partir do primeiro contato com o alérgeno, determinando a prevaléncia de uma
resposta imune adaptativa de perfil Th2 em detrimento das respostas imune de perfil
Thl e regulatéria no pulmdo (HOLGATE et al., 2007). Nesta fase, o antigeno é
capturado, processado e transportado até os linfonodos drenantes pelas células
dendriticas (CDs), onde elas apresentam o antigeno processado ligado ao MHC-II
aos linfécitos T virgens, que séo ativados e direcionados a desenvolver uma
resposta imune de perfil Th2 pela liberacdo de citocinas como a IL-5 e IL-9, que
atuam no recrutamento e manuten¢do da sobrevivéncia de eosindfilos e mastécitos,

respectivamente. Além dessas, as citocinas IL-4 e IL-13 que provém o primeiro sinal
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durante a interacdo entre linfocitos T e B, para estimular a produgcédo e a mudanca de
classe de isétipo de imunoglobulina IgM para IgE nos linfécitos B. Sendo que a IgE
produzida e liberada liga-se a receptores de alta afinidade para a por¢céao Fc da IgE
(FceRI) presentes na superficie de mastécitos e baséfilos (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-FceRI, localizado na superficie de mastécitos sensibilizados,
ativando-os e promovendo sua degranulacdo, com a liberacdo de mediadores
inflamatorios e lipidicos presentes em seus granulos, como histamina, leucotrienos,
proteases, citocinas e quimiocinas, que promovem o recrutamento celular para as
vias aéreas. Em conjunto estes mediadores estdo envolvidos direta e indiretamente
com o aumento da permeabilidade vascular e da contragdo da musculatura lisa
pulmonar (PAUL e ZHU, 2010). Apés 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, linfocitos Th2 que migraram para o
pulm&o tornam-se as principais células responsaveis pelo recrutamento e ativacéo
de eosindfilos e mastécitos promovendo ativacdo continua da resposta imune de
perfil Th2. Além disso, estas células podem atuar também sobre as células epiteliais
através da acdo das citocinas IL-4, IL-9 e IL-13, induzindo a producdo de muco,
hiperplasia globular e hiperresponsividade (PAUL e ZHU, 2010). Contatos repetidos
com o alérgeno levam a uma inflamacdo persistente levando a doenca a
cronicidade, caracterizada pela alteracdo na fisiologia pulmonar em decorréncia do
remodelamento tecidual nas vias aéreas, que incluem metaplasia brénquica,
hipertrofia da musculatura lisa e deposicéo de colageno (HOLGATE, 2012).

Dentro deste contexto, a inflamac&o pulmonar eosinofilica é considerada uma
caracteristica marcante na asma alérgica, particularmente quando relacionada a
episodios de exacerbacdes (HALDAR et al., 2008; 2009) e remodelamento das vias
aéreas (YASUKAWA et al.,, 2013). Uma vez no pulméo, os eosindfilos liberam
granulos contento mediadores inflamatorios como a peroxidase eosinofilica (EPO),
envolvida na disfungcdo e no remodelamento das vias aéreas (PEGORIER et al.,
2006). No processo inflamatério eosinofilico, a IL-5 exerce uma importante funcao,
estimulando a producédo de eosindfilos a partir de precursores na medula 0ssea,

além de aumentar a sobrevivéncia e ativacao destas células (SITKAUSKIENE et al.,
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2004). Embora, ja 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 CCL1l1 ou eotaxina-1 &
considerada um importante fator quimiotatico de eosinofilos para as vias aéreas
(POPE et al., 2005).

Contudo, estudos indicam que o desenvolvimento da asma néo esta restrito
somente ao sistema imune adaptativo, sendo a interacdo com o sistema imune inato
crucial para a iniciacdo e manutencao da resposta inflamatoria alérgica (HAMMAD et
al., 2009; XIAO et al.,, 2011). Uma vez que ja foi observada que em individuos
asmaticos a barreira fisica formada pelas células epiteliais brénquicas se encontra
danificada, sugerindo que a entrada do alérgeno nas vias aéreas poderia ser
facilitada permitindo que as células dendriticas tornem-se diretamente ativadas pela
interacdo com o alérgeno (XIAO et al., 2011). Adicionalmente, as células epiteliais
sdo células metabolicamente ativas consideradas células apresentadoras de
antigeno (APCs), capazes de expressar uma variedade de receptores, incluindo os
receptores do tipo Toll (TLR) (HAMMAD et al., 2009). Estas células respondem
rapidamente a estimulos derivados de padrdes moleculares associados a patégenos
(PAMPs) e padrbes moleculares associados a danos de padrdes (DAMPS), através
da liberagé@o precoce de citocinas pro-inflamatorias como IL-25, também conhecida
como IL-17E, IL-33 e a linfopoietina do estroma timico (TSLP) (HAMMAD et al.,
2009). Estas citocinas podem atuar diretamente em células dendriticas, estimulando-
as a maturacdo e migracdo da medula éssea para o pulmédo, além de induzir a
producédo de IL-5 e IL-13 o que consequentemente levara a polarizacdo 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 estdo envolvidas na manutencdo da
resposta inflamatdéria alérgica através da amplificacdo da polarizacdo de macréfagos
M2 ou alternativamente ativados (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2009; HAN et
al., 2014) na ativagdo de mastocitos (ENOKSSON et al., 2011; HAN et al., 2014) e
de eosindfilos (COOK et al.,, 2012; STORLARSKI et al.,, 2010). Ressaltando a
importancia dessas citocinas na fase inicial do desenvolvimento da resposta imune
alérgica, estudos demonstram que o bloqueio ou a auséncia de IL-25, IL-33 e TSLP
reduz drasticamente a resposta imune de perfil Th2, e muitas das patologias
caracteristicas da asma alérgica como hiperresponsividade e produgdo 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 linféide que ndo sd&o nem linfécitos B e nem linfocitos T, e que néo
expressam receptores especificos para o antigeno denominadas de células linféides
inatas (ILCs). Estas células se encontram distribuidas constitutivamente em
diferentes tecidos (NEILL et al., 2010; SONNEMBERG et al., 2011) e sao capazes
de responderem rapidamente a sinais de danos derivados do epitélio
independentemente da estimulacdo antigénica (SAENZ et al., 2010; KIM et al.,
2012). As ILCs podem ser classificadas em trés subtipos especificos baseado
principalmente nas citocinas que produzem, dentre esses subtipos as ILC1ls que
incluem células NK produtoras de IFN-y que expressam o fator de transcricdo T-bet
(BERNINCK et al.,, 2012). Outro subtipo s&o as ILC2s que foram inicialmente
denominadas de células natural de ajuda ou nudcitos (NEILL et al., 2010). Estas
células expressam os fatores de transcricdo RORa e GATA-3 (HOYLER et al., 2012;
HALIM et al., 2014) e em resposta a IL-25 e IL-33 produzem altos niveis de IL-5, IL-9
e IL-13 (NEILL et al., 2010; HALIM et al., 2014) que vao atuar em células dendriticas
induzindo-as a polarizar a resposta imune para o perfil Th2 (HALIM et al., 2014).
Além disso, ILC2s promovem a ativacao alternativa de macréfagos e o recrutamento
de eosindfilos independentemente da imunidade adaptativa, exercendo um papel
critico na resposta imune alérgica (SAENZ et al., 2010; KIM et al., 2012) (Figure 3).
Outro subtipo identificado de células linfoides inatas sédo as ILC3s, sendo que estas
células expressam o fator de transcricdo RORyT, sendo subdivididas em células
linféides teciduais envolvidas com a formacéo de érgédos linféides secundarios; em
ILC3s produtoras de IL-17, identificadas em doencas inflamatérias intestinais e no
pulmédo (KIM et al., 2014) e em ILC3s produtoras de IL-22 que estdo presentes na
pele e no trato intestinal (SONNENBERG et al., 2011; SAWA et al., 2011).

Ao lado desses tipos celulares, reconhecidamente macrofagos alveolares é a
populacdo de células residente mais abundante no pulmdo (CAIl et al.,, 2014).
Macréfagos sédo células consideradas de vida longa essenciais na fagocitose de
células apoptodticas e na manutencdo da homeostase pulmonar através do controle
da captura do alérgeno pelas células dendriticas (LAUZON-JOSET et al.,, 2013;
MATHIE et al., 2014). Durante o curso do desenvolvimento da resposta alérgica, sao
as primeiras células a entrar em contato com o alérgeno, aumentando seu numero,

perdendo suas funcdes regulatorias e liberando citocinas inflamatorias como a IL-1f3,
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IL-6 e TNF-a (BANG et al.,, 2011) sugerindo um importante papel nos eventos

precoces que desencadeiam a resposta inflamatoria na asma (CAl et al., 2014).
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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
padrdes expressos nas células epiteliais ou diretamente pelas células dendriticas. Apés o
reconhecimento do alérgeno as células epiteliais produzem e liberam IL-25, IL-33 e TSLP
gue ativam ILC2s. As ILC2s produzem IL-13 que ativam e direcionam as células dendriticas
a induzirem uma resposta imune Th2 e producé&o de IgE pelos linfocitos B. A IgE liberada se
liga em receptores FceRl na superficie de mastocitos ativando-os. Paralelamente ILC2s
produzem IL-5 induzindo eosinofilia e ativagdo de macrofagos alternativamente ativados.
Paralelamente, as ILC2s inibem o desenvolvimento da inflamacdo neutrofilica. (Adaptado
de LAMBRECHT e HAMMAD, 2013).
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Embora, hoje se reconheca a plasticidade fenotipica dos macrofagos, devido
a sobreposicdo dos diferentes fendtipos, a polarizagdo para um ou outro subtipo
depende exclusivamente do microambiente proporcionado pelas diferentes citocinas
(BALHARA e GOUNNI, 2012). De acordo com o estado de ativacdo a populacdo de
macréfagos pode ser subdividida em dois grupos distintos: Macrofagos M1 ou
classicamente ativados, que sao essenciais na defesa contra patdogenos
intracelulares e que se diferenciam sob a influéncia da citocina IFN-y e por agonistas
do receptor Toll como o LPS (KUMAR et al., 2012). Estas células atuam
amplificando a resposta imune de perfil Thl pela producdo de citocinas pro-
inflamatorias como a IL-12, IL-1B e TNF-a (CAl et al., 2014). Uma das caracteristicas
fenotipicas apresentada por este subtipo é a expressdo da enzima Oxido-nitrico-
sintase (iINOS), responsavel pela geracdo de espécies reativas do oxigénio e do
oxido nitrico (VEREMEYKO et al., 2013). Outro subtipo sdo os macrofagos M2 ou
alternativamente ativados, sao polarizados por IL-4 e IL-13 e estdo envolvidos com a
fagocitose de patdgenos extracelulares e de células apoptéticas e com
remodelamento tecidual no pulmdo (VEREMEYKO et al.,, 2013). Estas células
apresentam dentre varios marcadores fenotipicos a expressao constitutiva da
enzima arginase (SIDDIQUI et al., 2013; VEREMEYKO et al., 2013). Adicionalmente,
a expressao tanto de arginase quanto de iINOS pelo epitélio das vias aéreas, esta
relacionada ao remodelamento tecidual, producédo 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 macrofagos alveolares um aumento na ativacdo e
potencializacdo de marcadores fenotipicos de perfil M2, incluindo aumento na
expressdo de arginase, tanto em humanos quanto em modelo experimental
(DRAIJER et al.,, 2013; WINKLER et al., 2014), embora, também j& tenha sido
documentado que o numero de macréfagos M1 aumente proporcionalmente ao
aumento na gravidade da doenca (GOLEVA et al., 2008) e apresente relativa
insensibilidade a terapias convencionais (BHAVSAR et al., 2008).

Nos ultimos anos, outro tipo celular que tem recebido uma maior atencéo séo
os neutréfilos, que séo leucdcitos polimorfonucleares originados de precursores

mieldides na medula 6ssea que atuam na primeira linha de defesa contra infec¢des
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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 inflamatorio (PILLAY et al., 2010). A presenca de
neutréfilos em nuimero elevado no pulmao esta associada ao aumento na gravidade
dos sintomas, além de serem menos responsivas aos tratamentos com corticoides
(ITO et al., 2008; HIRSCH et al., 2012). Além de ser uma importante caracteristica
fenotipica da asma neutrofilica também denominada de asma nao eosinofilica. O
recrutamento de neutréfilos para as vias aéreas envolve uma cascata de eventos
coordenados por citocinas e quimiocinas como a IL-1B3, IL-8, IL-17A e TNFa
(BULLENS et al., 2006; FOLGLI et al., 2014; LAVINSKIENE et al., 2014; MANNI et
al., 2014). No pulméo estas células exercem um importante papel na inducdo da
producdo de muco e remodelamento tecidual na asma, pela liberagcdo de
mediadores estocados em granulos como metaloproteinases, mieloperoxidase
(MPO), elastase, mediadores lipidicos e superéxido de oxigénio (MONTESEIRIN,
2009; CIEPIELA, OSTAFIM, DEMKOW, 2014).

Em contrapartida a funcdo dos linfocitos Th2, os linfocitos T regulatorios
(Tregs) tém um papel fundamental no controle da homeostase do sistema imune e
consequentemente no desenvolvimento da asma. Da mesma forma, no trato
respiratério, os linfécitos Tregs sdo cruciais na manutencdo da homeostase
imunoldgica, obtida principalmente através da inducédo de um perfil tolerogénico nas
células dendriticas (OSTROUKHOVA et al., 2004), impedindo consequentemente o
direcionamento de uma resposta imune inadequada, seja ela de perfil Thl ou Th2
(BELLINGHAUSEN, et al., 2003). Paralelamente, os linfécitos Tregs inibem as
funcdes efetoras de mastécitos (GRI et al., 2008), além de suprimir a producdo de
IgE alérgeno-especifica por linfocitos B (MEILER et al., 2008). No entanto, 0 nUmero
destas células encontra-se reduzido no pulmdo de asmaticos (BARCZYK et al,
2014).

Embora, tradicionalmente, a asma seja vista como uma doenca de perfil
imunologico Th2, evidéncias demonstram que uma significativa parcela de
asmaticos demonstra um fenotipo diferenciado da forma classica de asma,
Frequentemente, estes pacientes exibem sintomas mais graves e persistentes,
apresentam resisténcia a terapias convencionais e auséncia de inflamacéo
eosinofilica. E ainda, estes fendtipos ndo estdo associados a historia familiar de

alergia e os sintomas aparecem somente no inicio da fase adulta decorrente de
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estimulos ndo alergénicos como stress, exercicios, menopausa, ar frio, cigarro e
obesidade (WOODRUFF et al., 2009; WENZEL, 2012; AMELINK et al., 2013) (Figura
3. Na asma neutrofilica acredita-se que o desenvolvimento da resposta imune esteja
associado a uma disfuncdo na imunidade inata com aumento na expressao de
receptores Toll-2 e Toll-4 (SIMPSON et al., 2007) frequentemente associado a um
perfil inflamatorio sisttmico com elevada expressdo de genes envolvidos com a
producgéo de citocinas como a IL-1B3, IL-6, IL-8 e TNF-a (SHANNON et al., 2008;
HASTIE et al., 2010; WOOD et al., 2012; FU et al., 2013). Além disso, o infiltrado
inflamatorio € caracterizado pela presenca de outros tipos celulares como
macrofagos (FIGUEIREDO et al., 2012) e neutrdfilos (SIMPSON et al.,, 2007,
HASTIE et al., 2010). Por outro lado, células da imunidade adaptativa como o0s
linfécitos Thl e Th1l7, assim como niveis elevados das citocinas IFN-y e IL-17A
também estdo envolvidas ndo s6 na mudanca do perfil de resposta, mas na
manutencdo da gravidade dos sintomas e na resisténcia 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 inflamatérios em adicdo a
inflamacéo eosinofilica possam contribuir ndo s6 para a patogenia dos diversos
fendtipos clinicos da asma assim como para avaliacdo de diferentes tipos de
tratamento (ZEDAN et al., 2013; AMELINK et al., 2013; SCHATZ et al., 2013).
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Figura 3: Diferentes fenotipos de asma baseado na distingdo da respostaimune Th2 e ndo Th2.
A asma com perfil Th2 pode ter um inicio precoce ou tardio apresentando diferentes niveis em sua
gravidade. Embora, a asma alérgica com inicio precoce apresente-se com um fendtipo mais
moderado o0 aumento na complexidade da resposta imune pode levar a um aumento na gravidade
dos sintomas. O fendtipo eosinofilico de asma com inicio tardio sem a influéncia de fatores
alergénicos é considerada mais grave, considerando que a asma induzida por exercicios €
considerada uma forma moderada da resposta imune Th2. A asma com fenétipo ndo Th2 inclui
aquela com inicio tardio, asma associada a obesidade e asma neutrofilica relacionada ao cigarro, e
asma paucigranulocitica, no qual o individuo apresenta pouco ou nenhum processo inflamatorio. Os
tamanhos dos circulos sugerem proporcdo relativa de individuos afetados. AERB — Doenga
respiratéria exacerbada por aspirina; BIE — broncoespasmo induzido por exercicios (Adaptado de
WENZEL, 2012).
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1.2 Obesidade

1.2.1 Definicéo

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2013), o sobrepeso e a
obesidade séo definidos pelo acumulo anormal ou excessivo de gordura. Pelas
Diretrizes Brasileiras de Obesidade (ABESO, 2009/2010), tradicionalmente o critério
mais utilizado para classificacdo e diagndstico da obesidade em adultos é a medida
do peso isolado ou indice de massa corporal (IMC), que consiste do peso ajustado
pela altura. O individuo apresenta sobrepeso quando o IMC é igual ou superior a 25
kg/m?, sendo considerado obeso quando o IMC é igual ou superior a 30 kg/m?
(WHO, 2013).

Contudo, a observacédo de que a distribuicdo de gordura € mais preditiva de
salude, sugere-se que técnicas que abordam a sua distribuicdo, sdo as mais
recomendadas, levando-se em conta custos e beneficios. Essas técnicas séo
consideradas padrao-ouro no diagnostico da obesidade incluindo ressonéancia
magneética, tomografia computadorizada, absorciometria com Raios-X de dupla
energia (DEXA), medidas de prega cutanea, ultrassonografia entre outras (Diretrizes
Brasileiras de Obesidade ABESO, 2009/2010).

Durante as ultimas décadas, a incidéncia mundial da obesidade aumentou
significativamente em todo o mundo, particularmente em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. Isso pode ser explicado, em parte, pela associacdo 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 bilhdo de adultos apresentavam sobrepeso e 600 milhdes de
pessoas entre homens e mulheres seriam clinicamente obesas. Em 2013, 42
milhdes de criancas menores de cinco anos de idade foram consideradas obesas.
Estes dados demonstram que a obesidade tornou-se um sério problema de saude
publica (Figura 4), uma vez que o estado inflamatério decorrente do acumulo de
gordura, particularmente na regido abdominal (obesidade central ou visceral)
predispbe a comorbidades como a sindrome metabdlica, que inclui intolerancia a
glicose, hipertenséo, dislipidemia, esteatose hepética e resisténcia a insulina

(OUCHI et al., 2011). Paralelamente, a obesidade e as desordens metabolicas
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podem levar ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2,
alguns tipos de cancer e asma (SHOELSON, 2011).

Prevaléncia da obesidade, em individuos de ambos os sexos com idade acima de 20 anos
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Figura 4: Prevaléncia da obesidade em individuos 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 ndo s6 nas funcdes
exercidas assim como na composicdo celular e localizacdo. O Tecido adiposo
branco exerce varias funcdes entre elas funcdo mecanica, de protecdo, atua como
isolante térmico e como tecido para estoque de energia. Somado a estas fungodes,
acredita-se que o tecido adiposo branco € o que est4d mais envolvido com o
desenvolvimento da obesidade. Embora, frequentemente a distribuicdo corporal
deste tecido seja determinada pela raca, sexo e idade do individuo, de uma maneira
geral, este tecido se encontra amplamente distribuido nas regies subcutédneas
(regides glatea, abdominal e femoral) e ao redor dos O6rgdos viscerais, do
mesentéreo e do omento, denominado de tecido adiposo visceral. Contudo, podem
ocorrer pequenos depdsitos ao redor do epicardico e musculos (LEE, WU, FRIED,
2012). Em adicéo, o tecido adiposo branco é altamente heterogéneo em relacdo a
morfologia e funcdo entre os diferentes depdésitos (LEE, WU, FRIED, 2012). Sendo
gue o tecido adiposo visceral é considerado metabolicamente mais ativo do que o
subcutaneo (WINER et al., 2009; BUCCI et al., 2015).

Reconhecidamente uma das func¢des 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 acidos graxos durante um
periodo prolongado de jejum, exercendo um importante papel no metabolismo
lipidico e glicidico (GUILHERME et al., 2008; HARWOOD JR., 2012). Essa funcéo é
exercida pelas principais células constituintes do tecido adiposo, os adipdcitos, que
apresentam como caracteristica uma goticula de lipideo que ocupa cerca de 95% do
volume total da célula. Sabe-se que os distirbios no metabolismo lipidico levam a
hipertrofia e hiperplasia dos adipdcitos, sendo um fator determinante para o aumento
no tamanho dessas células, que pode variar de 20 a 200um (LEE, WU, FRIED,
2013). Além disso, a hipertrofia destas células acarreta o remodelamento tecidual,
gue é caracterizado pelo recrutamento de células do sistema imune, angiogénese e
producdo excessiva da matriz extracelular, juntamente com hipdxia, morte celular e
liberacdo de mediadores pro-inflamatdrios ou adipocinas (OUCHI et al., 2012), além
de fatores de crescimento (FAIN et al., 2005) e proteinas de fase aguda (POITU et
al., 2005).

As adipocinas podem atuar no metabolismo, nas funcbes vascular e

endotelial, no controle da saciedade, em processos fisiolégicos, no crescimento
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tumoral e inflamacdo (OUCHI, 2012). Dentre as adipocinas, a adiponectina e a
leptina séo as principais representantes (OUCHI, 2012). Sendo que a adiponectina é
uma adipocina produzida em abundéancia no tecido adiposo, exclusivamente pelos
adipécitos, e € encontrada em altos niveis no plasma de individuos saudaveis,
sendo sua producdo inversamente proporcional a quantidade de tecido adiposo
presente no organismo e ao indice de massa corporal (HAJRI et al., 2011). E
considerada predominantemente anti-inflamatéria, uma vez que é capaz de induzir a
producdo da citocina IL-10 e do antagonista do receptor de IL-1 (ILLRA) em
macréfagos e em células dendriticas (WOLF et al., 2004) inibindo a producdo de
citocinas pro-inflamatdrias como o TNF-a 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 € um hormonio derivado primariamente do tecido adiposo. Sendo que sua
producdo esta diretamente relacionada ao status energético, a massa de tecido
adiposo (LEE et al., 2007; ERUSAN et al., 2012) e a liberacdo de citocinas proé-
inflamatérias (BRUUN et al., 2002; TRUJILLO et al., 2004; GAN et al., 2012).
Estruturalmente, tanto a leptina quanto o seu receptor sdo membros relacionados a
familia da citocina IL-6. S&o conhecidas seis formas de receptores para a leptina,
que se diferenciam pelo tamanho do seu dominio citoplasmético. A forma longa do
receptor, conhecida como Ob-Rb, é altamente expressa no hipotalamo, na area
responsavel pelo controle da ingesta e do peso corporal (LAQUE et al.,, 2013).
Apesar do mecanismo de acdo da leptina no controle da ingesta ser eficiente, ha
casos em que a obesidade é desencadeada por uma deficiéncia de leptina
(FAROOQ)I et al., 2007) e/ou do seu receptor (FAROOQI et al.,, 2007), embora a
forma mais comum da doenca seja caracterizada pela resisténcia a leptina ja que
em humanos e em modelo experimental, obesos apresentam niveis elevados de
leptina circulantes proporcional ao acumulo de tecido adiposo (MUC et al., 2014) e
baixa sinalizacdo mediada por seus receptores no hipotadlamo (FUENTES et al.,
2009; RING e ZELTSER, 2010).

Adicionalmente a funcao de controle da ingesta e do peso corporal, estudos
sugerem que a leptina € um mediador comum entre o0 sistema imune e o sistema
neuroenddcrino. Uma vez que o receptor Ob-Rb também é expresso em diversas
células do sistema imunolégico incluindo células da imunidade inata como o0s
neutréfilos (SUN et al.,, 2013); mastdcitos (TAILDEMAN et al., 2009); eosinéfilos
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(CONUS et al., 2005) e baséfilos (SUZUKAWA et al., 2011). Nestas células ela pode
atuar induzindo a migracao, ativagcéo e a liberacdo de espécies reativas do oxigénio
(ROS), assim como aumentar a sua sobrevivéncia (CONUS et al.,, 2005;
SUSUKAWA et al., 2011; SUN et al., 2014). Em células dendriticas, a leptina induz
estas células a promoverem a polarizagdo para o perfil Th1 (MATTIOLI et al., 2005)
e a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1B, IL-6 por macréfagos
(ERUSAN et al.,, 2012), juntamente com aumento na expressdo de moléculas de
ades&@o no endotélio (APOLINAR et al., 2013). Na imunidade adaptativa, a leptina,
promove a maturacdo, ativacdo e sobrevivéncia de linfécitos T
(PAPATHANOSSOGLOU et al., 2006; CLAYCOMBE et al., 2007). Em linfocitos B,
induz a producao de IgG2a, mediante a supressédo da resposta imune de perfil Th2
(AGRAWAL et al., 2011). Além disso, a leptina exerce um efeito inibitorio na ativacéo
e proliferacdo de linfocitos Tregs CD4'CD25'Foxp3" (DE ROSA et al.,, 2007;
DEIULIIS et al., 2011).

Ao lado dos adipdcitos, basicamente, as células imunes residentes no tecido
adiposo compreendem a dois grupos funcionais distintos: na homeostasia o tecido
adiposo é composto por macrofagos M2 produtores de IL-10, IL-4 e IL-13 (LUMENG
et al, 2007), eosindfilos (WU et al., 2011) e linfocitos Tregs (DEIULIIS et al., 2011).
No entanto, com o desequilibrio proporcionado pelo consumo exagerado de gordura,
ocorre uma mudanca na composicdo do infiltrado celular no tecido adiposo,
caracterizada pela presenca marcante de macréfagos M1 (WEISBERG et al., 2003;
LUMENG et al, 2007), células dendriticas (REYNOLDS et al., 2012); mastdcitos
(ALTINTAS et al., 2011), linfocitos T CD8" (NISHIMURA et al., 2009) e linfocitos T
CD4" produtores de IFN-y (ROCHA et al., 2008; DUFFAUT et al., 2009).

O recrutamento de macrofagos para o tecido adiposo € considerado o marco
no desenvolvimento do processo inflamatério envolvido na obesidade. Os eventos
iniciais que resultam na migracdo de macréfagos para o tecido adiposo ocorrem em
consequéncia de uma série de fatores ja mencionados como hiperplasia e a
hipertrofia dos adipdcitos, hipoxia (WANG, WOOD, TRAYURN, 2007), morte celular
(CINTI et al., 2005), desequilibrio no fluxo de acidos graxos (NGUYEN et al., 2007),
aumento na secrecdo de TNF-a e IL-6 (SUGANAMI et al., 2005) e liberacéo precoce
da quimiocina MCP-1 ou CCL2 (KANDA et al., 2006).
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No tecido adiposo, esses mondcitos diferenciam-se em macrofagos
classicamente ativados ou M1 que se localizam ao redor de adipdcitos mortos,
dando origem a estruturas em forma de uma coroa de células ou CLS (CINTI et al.,
2005; MURANO et al., 2008). Esses macréfagos tém a funcao de fagocitar goticulas
de lipideos residuais dos adipdcitos mortos, bem como liberar citocinas pré-
inflamatorias, como TNF-a e IL-6 (WEISBERG et al., 2003; LUMENG et al., 2007).
Estas citocinas atuam diretamente sobre os préprios adipdcitos, aumentando a
lipdlise e reduzindo a sintese de triglicérides, o que resulta em um aumento dos
niveis de acidos graxos circulantes (SUGANAMI et al., 2005). Estes causam o
acumulo de triglicérides e lipideos no musculo esquelético e figado, causando um
desequilibrio das funcbes normais dessas estruturas. Desta forma, instala-se um
ciclo vicioso que resultara na inflamacao crénica (SUGANAMI et al., 2005; NGUYEN
et al., 2007) (Figura 5).

Ao lado das células da imunidade inata, evidéncias demonstram que linfocitos
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 0s macrofagos,
esses linfocitos T também sdo encontrados nas CLS, sendo que a migracdo de
linfocitos T CD8" precede a migracdo de macrofagos, sugerindo que estas células
contribuam para o acimulo de macréfagos M1 no tecido adiposo (NISHIMURA et al.,
2009).

Com isso, uma importante caracteristica da resposta imune na obesidade, é o
estagio inflamatério crénico sistémico de grau moderado, em decorréncia da
producédo e liberacado, tanto pelos adipdcitos quanto pelas células imunes inseridas
no tecido adiposo, de citocinas pro-inflamatérias como IL-13, IL-6, TNF-qa, leptina
(ROCHA et al, 2008; MEIJER et al., 2011) e uma resposta de perfil Thl com niveis
elevados de IFN-y (ROCHA et al., 2008; DUFFAUT et al., 2009; STRISSEL et al.,
2010).
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Figura 5: Modulacdo fenotipica no tecido adiposo. Na homeostase do tecido adiposo, ele é
constituido por adipécitos, macréfagos M2, linfécitos Tregs. Considerando que a distribuicdo dos
vasos sanguineos, fungbes metabdlicas e producdo de adiponectina sdo normais. Porém, com o
desenvolvimento da obesidade os adipdcitos sofrem hipertrofia e hiperplasia levando a hipdxia celular
e morte dos adipécitos. Paralelamente, estes eventos levam ao recrutamento de linfocitos T CD8” e
de macréfagos formando as estruturas em forma de coroa em torno dos adipdcitos necréticos. Os
adipdcitos hipertrofiados e as células imunes produzem e liberam citocinas pré-inflamatérias como a
leptina, IL-183, IL-6 e TNF-a 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 sao consideradas importantes problemas
de saude publica, e que suas prevaléncias aumentaram concomitantemente nos
altimos anos, estudos epidemioldgicos tém sido conduzidos com o objetivo de
avaliar a relacéo entre as duas patologias. Estes estudos demonstram um aumento
na prevaléncia da asma em individuos 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 exacerbac¢des dos sintomas
da asma (TAYLOR et al., 2007; BARROS et al., 2011; GIBEON et al., 2013). Estes
dados sao reforcados por observacdes de que obesos asmaticos, apresentam um
quadro mais grave da doenca, com sintomas respiratérios frequentes, danos a
funcdo pulmonar e obstrucdo 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 utilizacdo de broncodilatores, glicocorticoides, 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 numero de hospitalizacbes devido a
consecutivas exacerbacdes 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
individuos (TAYLOR et al., 2007; HASEGAWA et al., 2014).

Essas observacbes levaram alguns autores a sugerirem que obesos
asmaticos apresentam um fendtipo clinico, fisiolégico e inflamatorio diferenciado da
asma do individuo ndo obeso (SUTHERLAND et al., 2008; DIXON et al., 2010;
GIBEON et al., 2013). Neste contexto, estudos recentes identificaram em individuos
obesos asmaticos pelo menos dois fendétipos clinicos distintos (HOLGUIM et al.,
2011; SUTHERLAND et al., 2012; CHAPMAN et al., 2014). O primeiro fendtipo esta
associado ao desenvolvimento da asma em individuos mais jovens com niveis
elevados de IgE e inflamacdo eosinofilica, que se complica pela presenca da
obesidade (HOLGUIM et al., 2011; MOHSEN e ALLAM, 2012; GROTTA et al., 2013).
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O segundo fenotipo observado em obesos asmaticos € caracterizado pelo inicio da
asma ja na fase adulta ndo esta relacionado a atopia, uma vez que apresentam
niveis 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 numero de eosinofilos no pulmdo (TELENGA et al., 2012) e nenhuma
alteracdo nos niveis de citocinas de perfil Th2 comparado a asméticos ndo obesos
(SUTHERLAND et al., 2008). Frequentemente este fendtipo desenvolve-se,
sobretudo em mulheres (SCOTT et al., 2012; NEWSON et al.,, 2013; MUC et al.,
2014). Apesar da auséncia de uma resposta imune Th2 caracteristica, obesos
asmaticos  apresentam maior declinio na funcdo pulmonar, maior
hiperresponsividade das vias aéreas, inflamacdo crbnica sistémica com elevado
infiltrado pulmonar neutrofilico (SCOTT et al., 2012; TELENGA et al., 2012; WOOD
et al.,, 2012; FU et al., 2013). Apesar dessas evidéncias, o0 mecanismo envolvido na
associacdo entre a obesidade e asma ndo esta totalmente esclarecido, tendo sido
proposto o envolvimento de fatores genéticos, mecanicos, hormonais e ambientais.
Nos dltimos anos, com um maior conhecimento da resposta inflamatoria
desencadeada devido ao acumulo de tecido adiposo, tem-se enfatizado a influéncia
do sistema imunoldgico no desenvolvimento concomitante da asma e da obesidade
(SOOD, 2010), provavelmente o perfil inflamatorio caracteristico 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
asmaticos se desenvolva em decorréncia de uma disfuncdo na imunidade inata.
Simpson e colaboradores (2007) detectaram uma elevada expressdo de TLR2 e
TLR4 no escarro de individuos com asma neutrofilica. Alguns estudos vém
demonstrando que &cidos graxos circulantes derivados de dietas ricas em gorduras
podem se ligar diretamente aos receptores da imunidade inata TLR-2 e TLR-4
desencadeando a liberacdo precoce de TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-1B (SHI et al., 2006;
SCHAEFFLER et al.,, 2008; SCOTT et al.,, 2011; WOOD et al.,, 2011) que sao
importantes mediadores do recrutamento de neutréfilos para as vias aéreas na asma
(BAINES et al., 2007; WILLIANS et al.,, 2013) e que se encontram em niveis
elevados em individuos obesos asmaticos (CANOZ et al., 2008). Além disso, outros
fatores relacionados a obesidade como resisténcia a insulina, niveis elevados de
triglicérides e colesterol (HUSEMOEN et al., 2008, THUESEN et al., 2009;
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COTTRELL et al.,, 2011), também estdo associados ao inicio de sintomas de
sibilancia, aumento da hiperresponsividade das vias aéreas, e aumento no risco de
desenvolvimento de asma na fase adulta.

Além dos mediadores inflamatorios, estudos tém avaliado o envolvimento das
adipocinas, sobretudo o papel da leptina, na associagédo entre obesidade e asma
(JANG et al., 2009; NEWSON et al., 2014; MUC et al., 2014). Holguim e
colaboradores (2011) demonstraram que individuos obesos apresentam niveis mais
elevados de leptina no pulméo sugerindo uma possivel difusdo da leptina do plasma
para as vias aéreas. Somado a isso, ja foi observado que tanto a leptina quanto seus
receptores sao expressos pelas células epiteliais bronquicas (BRUNO et al., 2009) e
por macrofagos alveolares (LUGOGO et al.,, 2012). Estas células respondem a
leptina pelo aumento na producdo de muco e pela na liberacdo de IL-6, IL-8, TNF-a
e IFN-y (SARAIVA et al., 2011; LUGOGO et al., 2012).

Embora, diversos estudos clinicos tenham observado uma associacao
positiva entre os niveis de leptina e a resposta Th2, com aumento da
hiperresponsividade e niveis elevados de IgE (GROTTA et al., 2013; MUC et al.,
2013), em outros estudos nado foi detectado a mesma associagdo (JARTI et al.,
2009; HOLGUIM et al., 2011). Por outro lado, niveis elevados de leptina podem
influenciar outras vias néo relacionadas ao perfil Th2, como a ativagcédo e a producéo
de estresse oxidativo em células inflamatorias (GIOULEKA et al., 2011) e de
mediadores lipidicos por macréfagos alveolares (MANCUSO et al., 2004) e aumento
na liberagéo do fator de crescimento do endotélio vascular (SHIN et al., 2008).

Estudos em modelos experimentais também vém avaliando a complexa
interacdo entre a obesidade e o agravamento da asma e o0s 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 inducdo da asma, ndo encontraram relacdo 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 sao
susceptiveis tanto ao modelo de obesidade e quanto a hiperresponsividade das vias
aéreas, apresentaram um limiar de sensibilizacdo a OVA menor do que 0s animais
nao 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 migracdo de eosindfilos para o l[imen das
vias aéreas.

Além desses dados, considerando-se a complexidade do sistema imunoldgico
outros mecanismos podem estar envolvidos na relagdo entre asma e a obesidade.
Baseado nisso, na revisdo de HERSOUG e LINNEMBERG (2007), os autores
propuseram a hipotese de que o processo inflamatorio crénico e sistémico
proporcionado pela liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, pelo tecido adiposo
pode reduzir a tolerancia imunoldgica a antigenos inalados, uma vez que essas
substancias podem modular negativamente a acdo e o desenvolvimento de linfocitos
T regs (DOGANCI et al., 2005; DE ROSA et al., 2007). Corroborando, com esta
hipétese KIM e colaboradores (2014) observaram uma reducdo no numero dessas
células no pulmao de camundongos C57BL/6 obesos. No entanto, S8o necessarios
mais estudos para avaliar o envolvimento desses linfocitos na relagdo entre o

processo inflamatério 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 o0 estudo de diversas patologias entre elas a obesidade e asma, seja
individualmente ou na associacdo entre ambas as doencas. Para o estudo da
obesidade, uma variedade de modelos experimentais sédo utilizados entre eles
camundongos geneticamente obesos deficientes em leptina (ob/ob) e no seu

receptor (db/db) e camundongos (Cpe™

), deficientes na enzima carboxipeptidase
que esta envolvida no processamento de alguns horménios e neuropeptideos
(COLLINS et al, 2004; BUETTNER, SCHOLMERICH, BOLHEIMER, 2007).
Entretanto, o modelo considerado ideal por mais se assemelhar a obesidade em
humanos € o induzido por dieta. Nestes modelos, diversas linhagens de
camundongos, com graus variaveis de susceptibilidade ao desenvolvimento da
obesidade podem ser utilizadas (MORI et al.,, 2010; MONTGOMERY et al., 2013).
Dentre essas linhagens, camundongos C57BL/6 sdo utilizados mais frequentemente,
por responderem satisfatoriamente a ingesta hipercal6rica, apresentando rapido e
elevado ganho de peso paralelamente a distarbios metabdlicos (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 doenca. Para
o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nesta patologia, diversas
linhagens também sé&o utilizadas para o estudo dos mecanismos fisiolégicos e
inflamatérios envolvidos com a asma. Contudo, durante a escolha da linhagem a ser
utilizada no protocolo, deve-se considerar que as respostas: imune, fisiolégica e
biolégica que se desenvolve sob o0 mesmo estimulo, pode divergir
consideravelmente entre as diferentes elas, principalmente em decorréncia de
mutacgdes 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 sdo geneticamente predispostos a desenvolver uma resposta imune
de perfil Th2 (SAHU et al., 2010), uma vez que, apds a inducdo do processo
inflamatoério alérgico, esses animais apresentam maior hiperresponsividade

brébnquica e producdo elevada de IgE alérgeno especifica, um numero maior de
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mastocitos 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 ja demonstraram que camundongos
C57BL/6 apresentam um numero maior de eosindfilos apds 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 acumulo de gordura, ganho de massa corporal e
um estagio pré-inflamatoério (FEARNSIDE et al., 2008; KIM et al., 2012; PARK et al.,
2012). Baseado neste fato e que ainda néo foi relatado na literatura a utilizacdo da
linhagem BALB/c para a estudo da resposta imune desenvolvida na associagéo
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 hiperlipidica sobre a resposta
imune em camundongos BALB/c submetidos ao modelo experimental de alergia

pulmonar induzida pela ovalbumina (OVA).

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a obesidade induzida por dieta hiperlipidica em camundongos da
linhagem BALBI/c, através dos seguintes parametros:

v" Acompanhamento do consumo diario da dieta e do ganho de massa
corporal semanalmente;

v' Avaliacdo do acumulo de tecido adiposo nas regides perigonadal e
retroperitoneal e alteracBes histopatolégicas ocorridas no tecido
adiposo perigonadal ao final do protocolo;

v Analisar, em jejum, os niveis séricos de colesterol total e fragées (HDL,
LDL), triglicérides, glicose, leptina e TNF-a.

e Avaliar a influéncia da obesidade nos animais submetidos ao modelo de
alergia pulmonar induzida pela ovalbumina, através dos seguintes
parametros;

v' Contagem total e diferencial de células no LBA e de granulécitos na
medula 0ssea;

v' Avaliacdo do grau do infiltrado celular inflamatério no tecido pulmonar;
e contagem no tecido pulmonar de eosinéfilos, mastécitos, células
caliciformes produtoras de muco;

v ldentificagdo fenotipica de macréfagos de perfil M1 e M2 através da
expressao das enzimas arginase e iNOS;

v' Determinacdo da atividade da EPO e MPO no homogenato de tecido

pulmonar;
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v" Quantificacao dos niveis séricos de IgE especifica anti-OVA
v" Quantificacao dos niveis das citocinas IL-18, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-12,
IL-13, IL-17A, IL-25, IL-33, TSLP, TNF-a, IFN-y,Leptina e da quimiocina

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

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem BALB/c, com 6 semanas
idade, provenientes do Centro de Biologia da Reproducao da Universidade Federal
de Juiz de Fora (CBR-UFJF). Estes animais foram mantidos no setor de manutencao
e experimentacdo do Laboratério de Imunologia do ICB-UFJF, onde ficaram em
gaiolas-padrdo, em estante climatizada. O protocolo experimental realizado neste
trabalho estd de acordo com a Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal,
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFJF) da Pro-reitoria de

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

3.2 Composicao das dietas

Foram utilizadas durante todo o protocolo dois tipos de dietas: a dieta padrao
comercial para roedores AIN 93G da marca Nuvilab®, contendo por Kg, 10% de Kcal
derivada de gordura; e a dieta hiperlipidica (Prag Solucdes Biociéncias Ltda)
contendo por Kg, 60% de Kcal derivada de gordura. Na tabela 1 foram discriminados

0s constituintes de ambas as dietas.



Tabela 1: Composicéo das dietas Padréo e hiperlipidica
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Composicao

Dieta Padrao

Dieta Hiperlipidica

Amido de milho
Caseina

Amido dextrinizado
Sacarose

Oleo de soja

Fibra

L-cistina

Colina

BHT

Mix mineral PSB 10026
Mix vitaminico
Banha

Fosfato Ca dibase
Citrato Potassio

Carbonato de Calcio

TOTAL

398,0
200,0
132,0
100,0
70,
50,
3,00
2,50

35,0
10,0
0,0

0,000
258,500
161,500

89,000
32,300
64,600
3,900
2,600
0,28
12,900
12,900
316,600
16,800
21,300

7,100
1000,03

3.3 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais, de acordo com 0s

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

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

a dieta hiperlipidica. 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.

Identificacao Grupos Inducéo do Inducéo modelo
modelo de de alergia
obesidade pulmonar

experimental
1 CN - -
2 OB + -
3 AP - =
4 OB/AP + +

3.4 Inducédo do modelo de obesidade

Para inducdo do modelo de obesidade, os animais do grupo OB, apés o
desmame até a 52 semana de idade, foram alimentados inicialmente com dieta
padrdo comercial (contendo 10% de gordura). A partir da 6% semana de idade, os
animais foram alimentados com dieta hiperlipidica, contendo 60% de calorias
derivadas de gordura por 10 semanas, até a 16 semana de idade. Sendo que os
animais que foram alimentados com a dieta padrdo comercial, contendo 10% de

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

3.5 Avaliagdo do consumo daracédo e da massa corporal

Para andlise do consumo da dieta, a ingestdo alimentar foi monitorada
durante todo o protocolo, a cada dois dias ho mesmo horario, onde o consumo da
racdo foi mensurado em balanca semi-analitica (Micronal B6000®, Brasil). Para
avaliacdo da curva do consumo da dieta, foi avaliada a média do consumo diario por
semana, o que correspondeu a 62 a 16° semana de idade (12 a 102 semana de dieta
do protocolo). O peso foi avaliado semanalmente no mesmo dia e horarios, a partir

da 12 a 102 semana de dieta do protocolo de induc&o da obesidade.
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3.6 Inducédo do modelo de alergia pulmonar experimental

A inducdo da alergia pulmonar nos animais foi realizada através de duas
sensibilizacdes, sendo a primeira, na 62 semana de dieta e a segunda na 82 semana
de dieta, o que correspondeu aos dias 0 e 14 do protocolo de inducdo da alergia
pulmonar. Os animais foram imunizados com injecao intraperitoneal contendo 3 g
de OVA (Grade V, Sigma-Aldrich Corp, EUA) e 1 mg de hidréxido de aluminio
(Sigma-Aldrich Corp, EUA). Na 92 semana de dieta, correspondendo aos dias 21, 23,
25, 27 e 29 do protocolo de inducdo de alergia pulmonar, os animais foram
desafiados através de nebulizacdo com OVA 1% em tampao PBS por 20 minutos.
Todos os animais foram eutanasiados em 24 e 48 horas ap0s o ultimo desafio com a
OVA. A figura 6 mostra o delineamento experimental da inducdo do modelo de

alergia pulmonar.

Dieta .
(sem.) 1 6 8 9 10 Eutandsia
(0) (14) (212325 2729) 24/48 h
Dias

CN DP -

0B DH g

o op Y { { Vi) vy

OB/AP - -

! oA OVA (i.p) OVA (i.p) OVA 1% (nebulizacdo)

Sensibilizagdo Desafios
(OVAi.p) (OVA 1%)

Figura 6 - Delineamento experimental do protocolo de indugcdo de obesidade e alergia pulmonar
experimental. DP — dieta padrdo; DH — Dieta hiperlipidica.

3.7 Obtencédo do material biolégico

As amostras biolégicas foram obtidas apdos 10 semanas de dieta,
correspondendo a 24 e 48 horas ap6s o ultimo desafio com a OVA. Os animais
foram eutanasiados através de dose letal de solugcéo de ketamina (90mg/Kg, Syntec,
Brasil) e xilasina (10mg/kg, Agener Uni&o, Brasil) por via intraperitoneal. As amostras
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foram armazenadas individualmente, e mantidas sob refrigeragédo em freezer A -

80°C até serem realizadas as analises.

3.7.1 Coletado soro

Para a dosagem de glicemia de jejum, triglicérides, colesterol total e fracoes,
no dia da eutanasia, os animais alimentados com a dieta padrdo (CN), e os animais
alimentados com a dieta hiperlipidica (OB) ficaram 8 horas de jejum. ApoOs a
anestesia o sangue foi coletado a partir de pun¢éo cardiaca. As amostras foram
centrifugadas a 7.500 x g, por 2 minutos a temperatura ambiente (Centrifuga 5410,
Eppendorf, Alemanha) para obtencéo do soro, que foi armazenado a -80°C.

A analise dos niveis séricos de leptina e TNF-a, foi realizada em outro grupo
experimental, no qual os animais ndo foram submetidos a jejum prolongado. Apés a
anestesia o sangue foi coletado a partir de puncdo cardiaca. As amostras foram
centrifugadas a 7.500 x g, por 2 minutos a temperatura ambiente (Centrifuga 5410,
Eppendorf, Alemanha) para obtencdo do soro, que foi armazenado a -80°C. As
andlises foram realizadas com os Kits de Leptina (R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA) e TNF-a (kits de ELISA BD OptEIA, BD Biosciences, EUA) pelo método de
ELISA de acordo com as instru¢des dos fabricantes. Paralelamente, para analise de
IgE anti-OVA, uma aliquota do soro foi acondicionada em ependorf para posterior
deteccdo do anticorpo especifico quantificado como densidade 6ética (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

ApoOs a coleta do sangue, os animais foram eutanasiados por ruptura do
diafragma e em seguida o lavado broncoalveolar (LBA) foi coletado através da
insercao de sonda (CPL Medical’s, Sdo Paulo, SP, Brasil) na traquéia exposta. Os
pulmdes foram entédo 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 apés, foi
centrifugado a 440 x g, por 15 minutos a 4°C (CR 312, Thermo Electron Corporation,
EUA).
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3.7.3 Coleta da medula 6ssea

Para contagem de granuldcitos na medula 6ssea, o fémur da perna direita de
cada animal foi retirado com o auxilio de material cirdrgico (pingas 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 suspenséao coletada foi

utilizada para contagem total e diferencial de granuldcitos na medula 6ssea.

3.7.4 Coleta e processamento do pulméao para dosagem de citocinas, CCL11,
EPO e MPO.

ApOos a coleta do LBA, a caixa toracica do animal foi recortada
longitudinalmente e o tecido pulmonar foi lavado através de perfusdo com 10 mL de
PBS gelado, em seguida o lobo esquerdo pulmonar foi coletado e acondicionado a t°
de -20° C para posterior dosagem citocinas, CCL11, EPO e MPO. O lobo direito do
pulméo e a traquéia também foram coletados e fixados durante 24h em solucéao de
formol tamponado 10% para posterior andlise histolégica. Para a obtencdo do
homogenato, 100 mg do lobo esquerdo do pulméo 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 uL de aprotinina A) e 0,05% Tween 20. As amostras
foram entdo centrifugadas a 440 x g, por 15 minutos a 4°C (CR 312, Thermo
Electron Corporation, EUA). Os sobrenadantes foram armazenados a -20°C, 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 regides perigonadal e
retroperitoneal, foi realizada uma incisdo na regiao abdominal. Em seguida, o tecido
adiposo perigonadal e retroperitoneal foram pesados e acondicionados em formol

tamponado 10% para posterior analise histologica.

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

As determinacdes da glicemia de jejum, triglicerideos, colesterol total,
colesterol-HDL e colesterol-LDL foram realizadas utilizando o analisador BT 3000
plus (Wiener Lab Group). Para a dosagem de triglicerideos, glicose e colesterol
foram utilizados método enzimético colorimétrico. Na dosagem do colesterol-HDL foi
utilizado um método colorimétrico sem precipitacdo. Os niveis de colesterol-LDL

foram calculados por aplicacdo da equacéao de Friedwald.

3.9 Dosagem sérica de anticorpos IgE anti-OVA

A avaliacdo da producdo IgE especifica anti-OVA foi analisada através de
ELISA. ApoOs a sensibilizacdo com 10 uL de OVA (Grade V; Sigma-Aldrich Corp, St
Louis, MO, USA) em 1 mL de tampé&o carbonato (100 uL/poco), a placa foi incubada
a 4°C por 18 horas e lavadas a seguir com PBST. Apds bloqueio com 5% de caseina
em PBST (200 ulL/poco), a placa foi lavada e as amostras de soro foram
adicionadas, na concentracao de 1:20 (IgE) seguindo-se uma incubacgéo por 1 hora.
A seguir, a placa foi novamente lavada e os anticorpo anti-IgE, (Pharmingen™,
Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) foi adicionado. A estreptavidina marcada
com peroxidase (Pharmingen™, Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) foi
adicionada ap0s incubacao (1 hora a TA) e lavagem da placa. A seguir, a reacao foi
revelada pela adicdo de substrato contendo acido citrico 0,1M, citrato de sédio 0,1M,
agua destilada, cromogeno OPD e H,0, 30%. A reacao foi bloqgueada com H,SO,4

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 deteccdo do anticorpo especifico foi
quantificada como densidade 6tica (DO) em leitor de microplacas (SpectraMax 190,

Molecular Devices, EUA).

3.10 Contagem total e diferencial de leucocitos 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 camara de Neubauer e os
resultados foram expressos como nimero especifico de células x 10°/mL de LBA. O
sedimento do LBA foi utilizado para a contagem diferencial de leucécitos, através de
cytospin. Para isto, 200 uL do sedimento do LBA, contendo aproximadamente 1x10°
células, foram citocentrifugados a 20 x g por 5 minutos a T.A (FANEM 248, Séo
Paulo, Brasil). Posteriormente, as laminas foram coradas com Panétipo rapido
(Laborclin Ltda, Pinhais, Brasil), sendo contadas 300 células por lamina, com o

auxilio de microscopio o6tico Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha) em aumento de 400X.

3.11 Contagem total e diferencial de granulécitos na medula éssea

Apbs a coleta na medula éssea, a suspensao celular foi diluida na proporgéo
de 1:10 e homogeneizada em tubo falcon. Esta suspensao celular foi utilizada para
contagem total de células em camara de Neubauer (com liquido de Turk). Para isto,
100 pL do sedimento do LBA, contendo aproximadamente 1x10° células, foram
citocentrifugados a 20 x g por 5 minutos a T°A (FANEM 248, Sao Paulo, Brasil).
Posteriormente, as laminas foram coradas com Panétipo rapido (Laborclin Ltda,
Pinhais, Brasil). De acordo com critérios morfolégicos e com a coloracéo
diferenciada apresentada pelos granulos eosinofilicos, foram contadas 200 células
no total entre neutrofilos e eosindéfilos maduros, com o auxilio de microscépio 6tico

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

Para avaliacdo histologica, a traquéia e o lobo pulmonar esquerdo foram
fixados durante 24h em solucdo de formol tamponado 10%. Apds os procedimentos
rotineiros de inclusdo em parafina, foram realizados cortes semi-seriados de 4 ym de

espessura.
3.12.1 Score inflamatorio

Para a determinacdo do escore inflamatorio, as laminas foram coradas por
H&E e observadas em toda sua extensdo em microscépio Optico Zeiss
(Hallbergmoos, Alemanha) em aumento de 200X. As areas peribronquiolar e
perivascular foram avaliadas de acordo com o grau de infiltrado celular inflamatério,
ao qual foram atribuidos escores de 0 a 5 para cada campo (GOUVEIA et al., 2012).

v auséncia de processo inflamatorio;

células inflamatorias esparsas;
uma camada de células inflamatoérias ao redor da estrutura avaliada;

0,

1,

2,

3, anel de células inflamatdrias contendo 2 a 4 camadas;

4, aglomerado focal de células inflamatorias ao redor da estrutura;
S,

NS NEE N NN

infiltrado inflamataério intenso.

3.12.2 Numero de eosinoéfilos no tecido pulmonar

Para a contagem de eosino6filos no tecido pulmonar, apés sec¢des rotineiras de
desparafinizacdo e desidratacao, os cortes foram corados com o corante Direct Red
80-Sirius Red (Sigma Aldrich), por uma hora, e foram analisados 20 campos, em
uma area delimitada por reticulo Olympus (10mm/10) na regido peribroncovascular,
em aumento de 1000X, a contagem foi expressa por numero de eosindfilos por 100

um?.
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3.12.3 Numero de mastécitos no tecido pulmonar e traquéia

Para contagem de mastdcitos, 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 niumero de mastocitos foi obtido em toda extensdo dos
cortes, em aumento de 400X.

3.12.4Numero de células produtoras de muco no epitélio pulmonar

A avaliacdo da producédo de muco pelas células caliciformes foi realizada nos
cortes pulmonares corados com Acido periddico Shiff (PAS) (Easypath — Erviegas
Ltda) e foi expressa através da contagem do numero de células PAS positivas por
100 pm? em 20 campos, sendo que a area foi delimitada por reticulo Olympus

(10mm/10) na regido do epitélio pulmonar, aumento de 400X.
3.12.5 Anélise histolégica do tecido adiposo

Para analise histolégica do tecido adiposo, apés a fixacdo em formol, foram
realizados os procedimentos rotineiros de inclusdo em parafina, foram realizados
cortes semi-seriados de 4 um de espessura. Posteriormente os cortes foram corados
com Hematoxilina-Eosina (HE) e observadas em toda sua extensdo em microscopio

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

3.13 Avaliacdo do perfil fenotipico de macrdfagos e a numero de neutrofilos

no tecido pulmonar

A imunohistoquimica foi utilizada para avaliagdo de marcadores fenotipicos
em macrofagos localizados no pulméo, assim como para avaliar o niamero de
neutréfilos no pulmao. Para isso foi utilizada a expressdo das enzimas arginas e
INOS, para identificacdo do fendtipo apresentado por macréfagos. E a expressao da
enzima mieloperoxidase foi utilizada para identificacdo da presenca de neutroéfilos no

tecido pulmonar. A metodologia utilizada foi da Biotina-estreptavidina peroxidase
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(Santa Cruz Biotechnology, Inc). Para isso, cortes histolégicos de 5um de espessura
foram colocados em lamina silanizadas. As laminas foram desparafinizadas e
hidratadas e na sequéncia, foi realizado o bloqueio da peroxidase enddégena com
agua oxigenada 10V (3%). Foi entdo realizada a lavagem com agua e PBS. A
recuperacdo antigénica foi obtida em alta temperatura. Apos este periodo as laminas
foram lavadas em PBS. Finalizada a etapa do bloqueio, a solugdo com os anticorpos
primario iINOS (1:50) Santa Cruz Biotechnology, Inc), arginase (1:50) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc) e MPO a 3ug/mL (R&D System) foi aplicada nos cortes
histolégicos em seguida as laminas foram incubadas overnight a 4°C. Apos esta
etapa, as laminas foram lavadas em PBS. ApOs esta etapa, os cortes foram
incubados por 30 min com o anticorpo secundario a 1ug/mL (Santa Cruz
Biotechnology, Inc), em seguida foi adicionada o complexo biotina-estreptavidina por
30 min e seguiu-se a revelagdo pelo cromoégeno 3,3 Diaminobenzidina (DAB) (Santa
Cruz Biothecnology, Inc). Os macréfagos foram identificados fenotipicamente
baseado em critérios morfolégicos e na expressdo das enzimas arginase para o
perfil M2 e INOS para o perfil M1. Para isso, foram analisados 20 campos, em uma
area delimitada por reticulo Olympus (10mm/10) na regido peribroncovascular e no
parénquima pulmonar, em aumento de 1000X, a contagem foi expressa por niumero

de macréfagos positivos para arginase, iNOS e MPO /100 pm?

3.14 Dosagem de citocinas e CCL11 no homogenato do tecido pulmonar

O sobrenadante do homogenato do tecido pulmonar foi utilizado no ensaio
enzimatico ELISA para as citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-12, TNF-a e IFN-y (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
instrucdes dos fabricantes. Para isso, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com
o anticorpo de captura diluido em tampé&o e incubadas por 18 horas a 4°C. As placas
foram lavadas em PBS Tween 20 0,05% (PBST), seguindo-se um bloqueio dos
sitios inespecificos da placa por 1 hora. As amostras foram adicionadas em cada
poco e paralelamente para obtencdo das curvas-padrdo, foram adicionadas as
concentracdes indicadas dos recombinanes especificos para cada citocina. Apds 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 reagado foi
interrompida com H,SO4 1M e as leituras foram realizadas a 450 nm em leitor de
microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices, EUA).

3.15 Avaliacdo da atividade das enzimas peroxidase eosinofilica (EPO) e

mieloperoxidase (MPO)

Para a dosagem da atividade das enzimas EPO e MPO o sedimento do
homogenato pulmonar foi processado, apos lise das hemécias, as amostras foram
novamente centrifugadas a 440 x g, por 15 minutos a 4° C (CR 312, Thermo Electron
Corporation, EUA), o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido
em 1,9 mL de hexadeciltrimetil brometo de aménio (HTAB) 0,5% em PBS e
homogeneizado. A seguir, as amostras foram congeladas trés vezes em nitrogénio
liquido e centrifugadas conforme condicGes descritas acima.

Para andlise da producdo de EPO, 50 uL do sobrenadante do homogenato
pulmonar foram colocados em uma placa de 96 pocos, juntamente com 50 uL de
substrato contendo 1,5mM de ortofenileno-diamina (OPD) em tampéao tris-HCI-
0,075mM (pH = 8,0), acrescido de H,O, 6,6mM. As amostras foram incubadas por
30 minutos a TA, no escuro. A reacao foi interrompida com 50 uL de H,SO4 1M e a
leitura foi realizada a 492 nm em leitor de microplacas (SpectraMax® 190, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA).

Para avaliacdo da MPO, 100ul de cada amostra foi adicionado/poco,
posteriormente foi adicionado 100ul de substrato com 6mM de OPD em tampéao
citrato a 10mM (pH = 4,5) acrescido de H,0,. A reacdo foi parada com 50 ul de
H,SO, 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 Anédlise Estétistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Graph Pad
Prism 5.0 (Graphpad Software,EUA). As variaveis numéricas foram avaliadas nos
diferentes grupos pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov para distribui¢cao
gaussiana dos dados. Posteriormente foi utilizada ANOVA de duas vias para
realizacdo da curva de peso e da curva do consumo das dietas e em seguida 0 pos
teste de Bonferroni. Para as demais analises foi utilizado o Teste t ndo pareado para
os dados paramétricos e o teste de Mann Whitney para os dados ndo paramétricos.
O nivel de significancia admitido para os testes foi de P < 0,05. Os dados estéo

expressos como média + erro padrdo da média.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagdo da obesidade em camundongos BALB/c fémeas

4.1.1 Consumo das dietas padrao e hiperlipidica, ganho de peso e acumulo

das gorduras perigonadal e retroperitoneal

Inicialmente para a confirmacdo da inducédo da obesidade foram analisados
0s consumos das dietas padréo pelos animais do grupo controle (CN) e hiperlipidica
pelos animais do grupo obeso (OB). A analise do consumo das dietas foi realizada a
cada dois dias durante as 10 semanas do protocolo de inducéo da obesidade, sendo
gue esta analise possibilitou a obtencdo da média de consumo semanal (Figura 7A)
e diario (Figura 7B). Os resultados demonstraram que durante a primeira semana do
protocolo, as médias de consumo entre 0os animais dos grupos OB e CN foram
semelhantes (Figura 7A). No entanto, a partir da segunda semana, houve reducéo
significativa no consumo semanal pelos animais do grupo OB, quando comparados
ao grupo CN, sendo que esta diferenca manteve-se durante todo o protocolo de
inducdo de obesidade. Paralelamente, houve também reducdo na meédia de
consumo diério 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
diferenca significativa entre os grupos durante todo o periodo de inducdo 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
acumulo de tecido adiposo nesses animais, representado pelo acimulo de gorduras

perigonadal (Figura 7E) e retroperitoneal (Figura 7F).
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média +/- EPM. (n=10).
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4.1.2 Avaliacao histolégica do tecido adiposo perigonadal

E bem estabelecido que a obesidade se desenvolva em decorréncia da
expanséao do tecido adiposo devido a hiperplasia e hipertrofia dos adipécitos (SUN et
al.,, 2011). No presente estudo, a observacdo histologica do tecido adiposo
perigonadal indicou que os adipécitos dos animais do grupo OB (Figura 8B)
apresentaram maior tamanho, quando comparados aos adipdcitos dos animais do
grupo CN (Figura 8A), sugerindo que a dieta hiperlipidica foi capaz de causar a

hipertrofia dessas células, quando comparada a dieta padrao.
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Figura 8: Imagem representativa da histologia do tecido adiposo perigonadal. Grupo CN (A);

Grupo OB (B). Coloracédo HE. Aumento 20x. (n=10)
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4.1.3 Avaliacado da glicemia de jejum e do perfil lipidico.

Para avaliar o efeito da obesidade induzida pela dieta hiperlipidica sobre os
niveis séricos de glicose, foi realizada a andlise da glicemia de jejum no ultimo 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 guando comparados aos animais do grupo CN. No entanto, ndo houve diferenca

nas taxas colesterol-HDL entre os grupos analisados (Figura 9C).
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4.1.4 Avaliagdo dos niveis séricos de leptina e TNF-a

Conforme relatado na literatura, sabe-se que a obesidade gera um quadro de
inflamacéo sistémica, 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 niveis séricos das
citocinas proé-inflamatérias leptina e TNF-a foram avaliados. Os resultados
demostraram que houve aumento significativo de leptina (Figura 10A) e de TNF-a
(Figura 10B) nos animais do grupo OB, quando comparados aos animais do grupo
CN.
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4.2 Influéncia da obesidade induzida por dieta sobre a resposta imune em
modelo de alergia pulmonar, 24 e 48 horas ap6s o ultimo desafio com a

ovalbumina.

4.2.1 Contagem total e especifica de leucoécitos no lavado broncoalveolar

Considerando-se que o influxo de células para o pulméao é uma caracteristica
da alergia pulmonar, foi realizada a contagem total e especifica de leucécitos no LBA
dos animais estudados, visando avaliar o grau de inflamagdo pulmonar em
decorréncia dos desafios com a OVA. A partir dessa andlise, foi confirmado que o
modelo utilizado para inducdo da alergia pulmonar foi eficaz, visto que houve
aumento significativo no numero total de leucécitos no LBA dos animais dos grupos
AP em 24 e 48 horas ap6és o ultimo 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 eosinofilico, sobretudo 24 horas ap6s o
altimo desafio (Figuras 11G e 11H), além de um numero elevado de macréfagos
(Figuras 11C e 11D), linfécitos (Figuras 11E e 11F) e neutrofilos (Figuras 111 e 11J),
0 que contribuiu para confirmar a indugao da alergia pulmonar.

Contudo, uma analise comparativa dos resultados obtidos pela contagem de
células em 48 horas em relacédo ao tempo de 24 horas no grupo AP demonstrou que
0 pico da resposta imune alérgica foi em 24 horas, uma vez que em 48 horas foi
observada uma reducao no infiltrado inflamatério (Figura 11B), no numero de
linfocitos (Figura 11F), eosindfilos (Figura 11H) e neutrofilos (Figura 11J), quando
comparado aos resultados obtidos em 24 horas.

Com relacdo a influéncia da obesidade sobre o infiltrado celular no LBA foi
observado que em 24 horas apds o ultimo desafio com a OVA, que 0s animais
obesos submetidos ao modelo de alergia pulmonar (grupo OB/AP) apresentaram
menor infiltrado inflamatoério pulmonar (Figura 11A), com menor numero de linfécitos
(Figura 11E), eosindfilos (Figura 11G) e neutrdfilos (Figura 111), com excec¢do para o
namero de macréfagos, 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 néo foi observado uma diferenca significativa

em relacdo ao numero total de leucdcitos (Figura 11B) e de linfécitos (Figura 11F)
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quando comparado ao grupo AP. Sendo que o numero de eosindfilos (Figura 11H) e
de neutrdfilos (Figura 11J) nesse grupo permaneceu menor comparado ao grupo
AP.

Além desses resultados, na analise comparativa entre os tempos foi
observado que no LBA do grupo OB/AP houve um aumento de macréfagos em 48
horas quando comparado a 24 horas (Figura 11D), em contrapartida, houve uma
significativa reducdo no namero de eosindfilos (Figura 11H) e de neutrdfilos (Figura

11J) quando comparada ao tempo de 24 horas.
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Figura 11: Contagem total e especifica de leucd6citos no LBA. Nimero total de leucdcitos (A, B);
Macrofagos (C, D); Linfécitos (E, F); Eosindfilos (G, H); Neutrofilos (1, J), 24h e 48h apds o dltimo
desafio com a OVA. Os dados sdo expressos como média +/- EPM. *p<0.05; n.s., ndo 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 Avaliacao do infiltrado inflamatério pulmonar

A partir de uma avaliacdo semiquantitativa do infiltrado inflamatério celular no
tecido pulmonar, obteve-se o grau de inflamacéo no pulméo dos animais estudados.
Confirmando o aumento de células ocorrido no LBA em 24 e 48 horas apo6s o ultimo
desafio com a OVA, o tecido pulmonar dos animais dos grupos AP apresentaram um
infiltrado inflamatério perivascular e peribronquiolar intenso, quando comparado aos
animais do grupo CN (Figuras 12A, 12B e 12C). A andlise comparativa do escore
inflamatorio entre os dois tempos demonstrou que houve um declineo no infiltrado
inflamato6rio em 48 horas nos animais do grupo AP quando comparado ao escore
inflamatorio de 24 horas no mesmo grupo.

J& nos animais do grupo OB/AP, o escore inflamatério foi significativamente
menor, em 24 horas, quando comparado ao infiltrado presente no pulméo dos
animais do grupo AP (12A e 12B). No entanto, em 48 horas, ndo houve diferenca
entre o escore inflamatério no pulmdo dos animais do grupo OB/AP quando
comparado ao do grupo AP (Figura 12C).
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Figura 12: Avaliacdo do infiltrado inflamatério pulmonar. Imagem representativa do pulmao dos
animais dos grupos CN, OB, AP e OB/AP 24h e 48h ap0ds o Ultimo desafio com a OVA (coloracao HE)
(A); Escore inflamatério em 24h (B) e em 48h (C) ap6s o ultimo desafio com a OVA. Os dados sao
expressos como média +/- EPM. *p<0.05; n.s., ndo significativo. As barras representam a média +/-
EPM. (n=5).
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4.2.3 Contagem de eosinéfilos no tecido pulmonar através de coloracdo com
Sirius Red

Sabendo-se que os eosindfilos séo células que exercem importante papel no
desenvolvimento da resposta imune alérgica, sobretudo no remodelamento
pulmonar (JOHANSSON, 2014), foi realizada analise do infiltrado eosinofilico
pulmonar utilizando-se a coloracdo com Sirius Red, visto que este corante é mais
especifico para detec¢cdo destas células em varios tipos de tecidos (MEYERHOLZ et
al., 2009).

Correlacionando com a contagem de eosindfilos no LBA, os resultados
demonstraram que houve aumento no numero de eosinofilos no tecido pulmonar,
nos animais dos grupos AP tanto 24 horas quanto em 48 horas ap0s o ultimo desafio
com a OVA guando comparado ao grupo CN (Figura 13A, 13B e 13C). No entanto,
0os animais do grupo OB/AP apresentaram um numero de eosinofilos menor no
pulm&o em ambos os tempos analisados quando comparado ao grupo AP (Figuras
13A, 13B e 13C).
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Figura 13: Avaliagdo do infiltrado inflamatério eosinofilico no tecido pulmonar. Imagem
representativa do infiltrado eosinofilico no tecido pulmonar nos grupos CN, OB, AP, OB/AP 24h e 48h
apos o Ultimo desafio com a OVA, coloracao Sirus Red (A); Namero de eosindfilos 24h (B) e em 48h
(C) apbs o ultimo desafio com a OVA. Os dados sao expressos como média +/- EPM. *p<0.05; n.s.,
nao significativo. As barras representam a média +/- EPM. (n=5).
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4.2.4 Contagem de mastdcitos no pulmao e natraquéia

Estudos em modelo experimental de asma (XING et al., 2011; BANKOVA et
al., 2014) ja demonstraram que a traquéia € um importante local de acumulo de
mastocitos. Desta forma, foi realizada a contagem do nimero de mastécitos tanto na
traquéia quanto no pulméo dos animais estudados, utilizando-se a coloracdo com
Azul de Toluidina.

Em concordancia com a literatura, a analise histologica evidenciou a presenca
significativa de mastdcitos na traquéia dos animais do grupo AP, quando comparado
ao numero observado nos animais do grupo CN (Figura 14B). O mesmo nao
ocorreu no pulmao, visto que os animais do grupo AP apresentaram namero similar
de mastécitos comparado ao grupo CN (Figura 14C). Paralelamente, os animais do
grupo OB/AP apresentaram um numero mais elevado de mastdcitos tanto na
traquéia (figura 14B) quanto no pulméo (Figura 14C), quando comparado aos
animais dos grupos AP. Surpreendentemente, verificou-se que a traquéia e o
pulmdo dos animais do grupo OB apresentaram elevado numero de mastocitos

comparado ao grupo CN (Figuras 14B e 14C).
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Figura 14: Avaliagcdo do nimero de mastécitos na traquéia e no pulmao. Imagem representativa
de mastdcitos no traquéia, seta em vermelho (A), corados com Azul de Toluidina; Nimero de
mastdcitos na traquéia (B) e no tecido pulmonar (C) em 24h apos o Ultimo desafio com a OVA. Os
dados sdo expressos como média +/- EPM. *p<0.05; n.s., ndo significativo. As barras representam a
média +/- EPM. (n=5).
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4.2.5 Contagem de células caliciformes no epitélio pulmonar

As células caliciformes sdo células produtoras de muco, localizadas no
epitélio das vias aéreas, sendo que a hiperplasia e a metaplasia dessas células é
considerada uma caracteristica marcante do remodelamento tecidual ocorrido na
asma (EVANS et al., 2009). No presente estudo, os resultados demonstraram que
houve aumento no nimero de células caliciformes no epitélio pulmonar dos animais
dos grupos AP, tanto em 24 horas quanto em 48 horas apés o Ultimo desafio com a
OVA, quando comparado ao grupo CN (Figura 15A, 15B e 15C). Verificou-se
também gue em ambos os tempos, 0s 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 producdo 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: Avaliacdo do numero 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 ap6s o Ultimo desafio com a OVA (A); Numero de células caliciformes PAS™ em 24h (B) e 48h (C)
apos o ultimo desafio com a OVA. Os dados sédo expressos como média +/- EPM. *p<0.05; n.s., ndo
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 Expressédo da enzima arginase em macrofagos alveolares

O numero elevado de macrofagos, no LBA, revelou uma importante questao,
se estas células seriam macrofagos alternativamente ativados (M2) ou macréfagos
classicamente ativados (M1), uma vez que ambos o0s tipos celulares estdo
envolvidos na resposta imune alérgica, porém em diferentes fenotipos de asma,
tanto em modelo experimental (DRAIJER et al.,, 2013) quanto em humanos
(BHAVSAR et al., 2008; SIDDIQUI et al., 2013). A alta expressdao da enzima
arginase em macrofagos, induzida principalmente pela acéo das citocinas IL-4 e IL-
13, pode ser utilizada como marcador fenotipico de macréfagos alternativamente
ativados ou M2 (REDENTE et al., 2010; BARRON et al., 2013). Baseado nisso, a
expressdo da enzima arginase foi utilizada no presente estudo para identificar
macrofagos M2 presentes no parénquima pulmonar e na regido peribroncovascular
nos diferentes grupos analisados, em 24 e 48 horas ap0s o ultimo desafio com OVA.
Na analise de 24 horas, foi observado na regido peribroncovascular e no
parénquima pulmonar dos animais do grupo AP e OB/AP um aumento significativo
no nimero de macréfagos positivos para arginase-(Mac-Arg*), quando comparado
ao grupo CN, porém nédo houve diferenca entre os dois grupos (Figuras 16B e 16D).
Em 48 horas, o nimero de Mac-Arg", permaneceu elevado somente na regido
peribroncovascular no grupo AP quando comparado ao grupo CN (Figura 16E),
porém na andlise entre os tempos, foi observada uma reducdo em 48 horas no
namero de células Mac-Arg” em ambas regides analisadas no pulm&o dos animais
do grupo AP, quando comparado a 24 horas (Figura 16C e 16E). Em relacdo ao
grupo OBJ/AP foi observada, em 48 horas, uma reducio no nimero de Mac-Arg* nos
animais do grupo OB/AP na regido perivascular, quando comparado ao grupo AP
(Figura 16E). A analise comparativa entre 0s tempos demonstrou que houve uma
reducdo no nimero de Mac-Arg" tanto no parénquima pulmonar (Figura 16C) quanto

na regido peribroncovascular (Figura 16E) dos animais do grupo OB/AP.
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Figura 16: Avaliacdo da expressdo da enzima arginase em macréfagos alveolares (Mac-Arg®).
Imagem representativa da expressédo da enzima arginase em macrofagos alveolares nos grupos CN,
OB, AP e OB/AP em 24h e 48h ap6s o Ultimo desafio com a OVA. Nimero de Mac-Arg” na regiéo
peribroncovascular em 24h (A) e 48h (B); Numero de Mac-Arg* no parénquima pulmonar em 24h (C)
e 48h (D) ap6s o ultimo desafio com a OVA. Os dados sdo expressos como média +/- EPM. *p<0.05,

n.s., néo 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=b).
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4.2.7 Expressao da enzimaiNOS em macrofagos alveolares

A enzima o6xido nitrico sintase (INOS), que controla a producdo de Oxido
nitrico em macréfagos ativados, pode ser utilizada como marcador fenotipico de
macrofagos classicamente ativados ou M1 (REDENTE et al., 2010). Neste sentido,
a expressao da enzima iNOS foi utilizada para identificar a presenca de macréfagos
M1 no parénquima pulmonar e na regido peribroncovascular nos diferentes grupos
analisados, em 24 e 48 horas apoés o ultimo desafio com OVA. Em 24 horas (Figura
17D) e em 48 horas (Figura 17E) foi observado um aumento de macréfagos Mac-

iINOS™ na regi&o peribroncovascular no pulmao dos animais do grupo AP.

Ja nos animais do grupo OB/AP, em 24 horas um aumento significativo no
nimero de Mac-iINOS™ no parénquima pulmonar quando comparado ao grupo AP
(Figura 17B). Na regido peribroncovascular, houve aumento no numero dessas
células, porém nao houve diferenca em relacdo ao grupo AP (Figura 17D). A anélise
de 48 horas, apdés o ultimo desafio com a OVA, demonstrou um aumento
significativo de Mac-iINOS™ no parénquima pulmonar (Figura 17C) e na regido
peribroncovascular (Figura 17E) no pulmdo dos animais do grupo OB/AP quando
comparado ao grupo AP. E ainda, os resultados da analise comparativa entre 0s
tempos demonstraram um aumento significativo de Mac-iINOS™, em 48 horas, em

ambas as regifes analisadas quando comparado a 24 horas (Figuras 17C e 17E).
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Figura 17: Avaliacdo da expressdo da enzima iNOS em macréfagos alveolares (Mac-iNOS™).
Imagem representativa da expresséo da enzima iNOS® em macréfagos alveolares nos grupos CN,
OB, AP e OB/AP em 24h e 48h apds o Ultimo desafio com a OVA. Numero de Mac-iNOS" na regido
peribroncovascular em 24h (A) e em 48h (B); Numero de iNOS™ no parénquima pulmonar em 24h (C)
e 48h (D) apés o ultimo desafio com a OVA. Os dados sao expressos como média +/- EPM. *p<0.05;
n.s., nao 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 Avaliacdo da atividade da enzima peroxidase eosinofilica (EPO).

Com relagédo a atividade EPO, sabe-se que esta enzima estad presente em
grande quantidade no interior dos granulos dos eosindfilos e pode contribuir para a
inflamacéo alérgica pulmonar (ACHARYA e ACKERMAN, 2014). Dessa forma, a sua
atividade foi avaliada no presente trabalho como medida indireta do influxo
eosinofilico no pulmdo em 24 e 48 horas ap0s o ultimo desafio com a OVA.
Correlacionando, com o numero de eosindéfilos encontrado no pulméo dos animais
do grupo AP, foi observado um aumento significativo nos niveis de EPO em ambos
0s tempos analisados neste grupo quando comparado ao grupo CN (Figuras 18A e
18B). A andlise comparativa entre os tempos demonstrou que em 48 horas, houve
um reducd@o nos niveis dessa enzima no pulméo dos animais do grupo AP quando
comparado aos niveis observados em 24 horas (Figura 18B).

Nos animais do grupo OB/AP, a atividade da EPO foi menor em relacédo ao
grupo AP em 24 horas, porém ndo houve diferenca entre os dois grupos em 48
horas apds o ultimo desafio com a OVA (Figuras 18A e 18B). Além disso, foi
observado uma reducdo nos niveis dessa enzima no pulméo dos animais do grupo

OB/AP, em 48 horas, quando comparado a 24 horas (Figura 18B).
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Otica. As barras representam a média +/- EPM. (n=5).
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4.2.9 Avaliacdo dos niveis da quimiocina CCL11

A quimiocina CCL11 € uma eotaxina indutora do recrutamento de eosinéfilos
para as vias aéreas (DENT et al., 2004). A analise da expressédo desta quimiocina
demonstrou, em conformidade com o aumento de eosinofilos encontrados no LBA e
no tecido pulmonar, um aumento nos niveis de CCL11 no pulméo dos animais do
grupo AP em 24 e 48 horas ap6s o ultimo desafio com OVA (Figura 19A e 19B).
Contudo, na andlise comparativa entre os tempos, foi observada que em 48 horas
houve uma reducdo nos niveis de CCL11 no pulmdo dos animais do grupo AP
guando comparado a 24 horas (Figura 19B).

Em relacdo ao grupo OB/AP, os animais deste grupo apresentaram niveis
menores de CCL11 comparado ao grupo AP em 24 horas ap6s o ultimo desafio com
a OVA (Figura 19A). Porém, verficou-se que, em 48 horas ndo houve diferenca entre
os dois grupos AP e OB/AP (Figura 19B).
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Figura 19: Avaliacdo dos niveis de CCL11 no homogenato do tecido pulmonar. Niveis de CCL11
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(n=5).



80

4.2.10 Avaliagdo do numero de eosinofilos e neutrofilos na medula 6ssea

Diante dos resultados obtidos e visto que ja foi relatado, em literatura, que a
obesidade acarreta um atraso no infiltrado inflamatorio eosinofilico pulmonar em
camundongos da linhagem C57BL/6 (CALIXTO et al., 2010), foi realizada a
contagem de granuldcitos na medula 6ssea dos animais estudados 24 e 48 horas
apos o ultimo desafio com a OVA, na hipétese de haver uma producao alterada
dessas células nesse 6rgdo. Em conformidade com os resultados anteriores e
confirmando a inducdo do modelo de alergia pulmonar, verificou-se que, em 24
horas houve um aumento significativo no nimero de eosinéfilos e de neutrofilos na
medula 6ssea dos animais do grupo AP (20A e 20C). Em 48 horas, o0 numero de
eosinofilos permaneceu elevado na medula 6ssea dos animais do grupo AP, quando
comparado ao grupo CN (Figura 20B). Além disso, foi observada pela andlise
comparativa entre os tempos que houve uma declinio no numero de eosindéfilos em
relacdo a 24 horas (Figuras 20B e 20D).

J& na medula 6ssea dos animais do grupo OB/AP, constatou-se que estes
animais apresentaram um numero elevado de eosinofilos em relacdo ao grupo CN,
porém, o numero dessas células foi menor, em 24 horas quando comparado ao
grupo AP (Figura 20A). A andlise de 48 horas demonstrou que ndo houve diferenca
no numero dessas células entre os dois grupos (Figuras 20A e 20B). Além disso,
constatou-se em 48 horas, que houve uma significativa reducdo no nuimero de
eosinofilos na medula 6ssea dos animais do grupo AP e um aumento no ndmero
dessas células no grupo OB/AP (Figura 20B) quando comparado a 24 horas.

Em relagdo ao numero de neutrofilos na medula éssea foi observado que néo
houve diferenca entre os grupos em 24 horas apo6s o Ultimo desafio com OVA
(Figura 20C). Contudo, foi observado, em 48 horas, um aumento significativo no
namero de neutréfilos somente nos animais do grupo OB/AP quando comparado ao
grupo AP (Figura 20D). Em relacdo a andlise comparativa entre os tempos, foi
observado um aumento significativo no nimero 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: Avaliagdo do numero de eosinéfilos e neutréfilos na medula 6ssea. Numero de
eosindfilos em 24h (A) e em 48h (B); Niumero de neutréfilos em 24h (C) e em 48h (D) na medula
Ossea apés o ultimo desafio com a OVA. Os dados sdo expressos como meédia +/- EPM. *p<0.05;
n.s., ndo 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 Avaliagdo do numero de neutrofilos no tecido pulmonar

Como foi observado um aumento no nimero de neutrofilos na medula 0ssea
dos animais do grupo OB/AP em 48 horas, foi avaliado se estas células também
estariam presentes em maior numero no pulmao destes animais. Como esperado,
houve um aumento significativo no nimero de neutrofilos 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 nao houve diferenca
significativa entre os dois grupos analisados em 24 horas ap6s o ultimo desafio
coma OVA (Figura 21B). Em 48 horas, o0s animais do grupo OB/AP apresentaram
um namero significativamente maior de neutréfilos quando comparado ao grupo AP
(Figura 21C). A analise comparativa entre os tempos demonstrou que houve um
aumento significativo no numero de neutréfilos nos animais do grupo OB/AP em 48

horas quando comparado ao tempo de 24 horas (Figura 21C).

Em adicéo, foi observado que os animais do grupo OB apresentaram um
pequeno aumento, mais significativo, no namero de neutréfilos quando comparado

ao numero dessas células no animais do grupo CN (Figuras 21B e 21C).
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Figura 21: Avaliacdo do nimero de neutréfilos no pulméo. Imagem representativa da presenca
de neutréfilos MPO™ nos grupos CN, OB. AP, OB/AP em 24h e 48h ap0és o Ultimo desafio com a OVA
(A); Namero de neutrdfilos MPO" em 24h (B) e 48h (C) ap6s o dltimo desafio com a OVA. Os dados
s8o expressos como média +/- EPM. *p<0.05; n.s., ndo 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 Avaliacéo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

Como foi observado um aumento no ndmero de neutréfilos na medula 6ssea
dos animais do grupo OB/AP em 48 horas, foi avaliado o estado de ativacdo dessas
células através da avaliacdo da atividade da enzima MPO, uma vez que é a enzima
pré-inflamatéria mais abundante estocada nos granulos azuréfilos de neutrdfilos
(PULLI et al., 2013). Os resultados demonstraram que em 24 e 48 horas apds o
altimo desafio com a OVA, os niveis de MPO foram maiores nos animais do grupo
AP e OB/AP quando comparado aos niveis do grupo CN (Figuras 22A e 22B), porém
nao houve diferenca entre o grupo AP e OB/AP (Figura 22A e 22B). Em 48 horas,
nos animais do grupo OB/AP houve diferenca significativa nos niveis dessa enzima
quando comparado aos niveis apresentados pelos animais do grupo AP (Figura
22B).
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Figura 22: Avaliagdo dos niveis da atividade da MPO. Atividade de MPO no homogenato do tecido
pulmonar em 24 horas (A) e em 48 horas (B) ap6s o ultimo desafio com a OVA. Os dados sdo
expressos como média +/- EPM. *p<0.05; n.s., ndo significativo; D.O, densidade 6tica. # p<0.05 AP e
OBJ/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 Avaliagao dos niveis séricos de IgE-especifica anti-OVA

A presenca de niveis elevados de IgE especifica para o alérgeno € uma
caracteristica importante presente na asma alérgica (WENZEL, 2012). Por isso, no
presente estudo foram analisados os niveis de IgE anti-OVA no soro dos animais
estudados, 24 horas apos o Uultimo desafio com o alérgeno. Os resultados
demonstraram que o0s animais dos grupos AP e OB/AP apresentaram niveis
elevados de IgE sérica quando comparados aos animais do grupo CN (Figura 23).
No entanto, os animais do grupo OB/AP apresentaram niveis seéricos
significativamente menores quando comparados aos animais do grupo AP (Figura
23).
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Figura 23: Avaliacdo dos niveis séricos de IgE especifica anti-OVA. A IgE anti-OVA foi
quantificada no soro dos animais 24h apés o Ultimo desafio com a OVA. *p<0.05; n.s., ndo
significativo. Os dados sdo expressos como média +/- EPM. As barras representam a média +/- EPM.

(n=b).
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4.2.14 Avaliacdo dos niveis de leptina no pulmao

Estudos clinicos ja demonstraram que asmaticos obesos apresentam
alteracdes nos niveis de leptina tanto no soro quanto no pulmédo (HOLGUIM et al.,
2011; SIDELEVA et al., 2012). Como objetivo de avaliar se o0 mesmo estaria
ocorrendo no modelo experimental desenvolvido no presente estudo, foram
avaliados os niveis de leptina no pulmdo dos animais nos diferentes grupos. Os
resultados obtidos demonstraram que os animais do grupo OB e OB/AP exibiram
niveis mais elevados de leptina no pulmao, quando comparados com os animais dos
grupos CN e AP em ambos os tempos analisados (Figuras 24A e 24B). Entretanto,
ndo houve diferenca nos niveis de leptina entre os dois grupos. Vale ressaltar que
no grupo AP os niveis de leptina foram iguais aos do grupo CN (Figuras 24A e 24B).
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4.2.15Avaliacao dos niveis de citocinas de perfil Th2, TSLP, IL-25 e IL-33

Para avaliar se a obesidade influencia os niveis de citocinas envolvidas no
desenvolvimento e manutencdo 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 ultimas séo liberadas pelo epitélio brénquico durante a fase inicial da
resposta imune alérgica (HALLSTRAND et al., 2014).

Em concordancia com os dados apresentados anteriormente, as analises
confirmaram a inducdo do modelo de alergia pulmonar induzida pela OVA, uma vez
gue no pulméao dos animais do grupo AP houve aumento nos niveis de IL-4, IL-5, IL-
9 e IL-13 em 24 horas ap06s o ultimo desafio com o alérgeno (Figuras 25A, 25C, 25E,
25G). Em 48 horas, com excecao de IL-13 (Figura 25H) todas as demais citocinas
de perfil Th2 avaliadas em 24 horas apresentaram niveis mais elevados em relagéo
ao grupo CN (Figuras 25B, 25D, 25F). Além desses resultados, na analise
comparativa entre os tempos, foi observado que o0s animais do grupo AP
apresentaram um declinio nos niveis de IL-4, IL-9 e IL-13 em 48 horas apds o ultimo
desafio com a OVA, quando comparado aos niveis apresentados em 24 horas.
Considerando-se que IL-25, TSLP e IL-33 sdo citocinas que sédo liberadas
precocemente apds os desafios com o alérgeno, os seus niveis foram avaliados em
24 horas. Da mesma forma, correlacionando com os niveis das citocinas de perfil
Th2, IL-25, IL-33 e TSLP apresentaram niveis maiores no pulmdo dos animais do
grupo AP quando comparado ao grupo CN (Figuras 26A, 26B e 26C).

Com relacao a influéncia da obesidade sobre os niveis dessas citocinas, 0s
resultados obtidos a partir das andlises realizadas em 24 horas apés o ultimo desafio
com a OVA, indicaram que os animais do grupo OB/AP apresentaram niveis
menores de IL-4, IL-5, IL-25 e TSLP (Figuras 25A, 25C, 26A e 26C), sendo que 0s
niveis de IL-9, IL-13 e IL-33 foram similares aos apresentados pelos animais do
grupo AP (Figuras 25E, 25G e 26B). JA em 48 horas, constatou-se um aumento
significativo na concentracdo de IL-4, IL-9 e IL-13 nos animais do grupo OB/AP,
comparado ao grupo AP (Figuras 25B, 25F e 25H). Em relacdo analise comparativa
entre os tempos, foi observado um aumento nos niveis de IL-4 em 48 horas, quando

comparado a 24 horas (25B).
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4.2.16 Avaliagcdo dos niveis de citocinas pro-inflamatdrias

Sabendo-se que a obesidade induz um estado pré-inflamatorio sistémico pela
liberacdo citocinas pro-inflamatorias, e que este estagio pode influenciar a resposta
imune no pulméao, os niveis das citocinas pro-inflamatéria IL-1p3, IL-6, TNF-a e IL-17A
foram avaliadas no homogenato do tecido pulmonar. A analise de 24 horas apés o
ultimo desafio com a OVA, demonstrou que os animais do grupo AP apresentaram
niveis maiores de IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-17A quando comparado aos niveis
apresentados pelos animais do grupo CN (Figuras 27A, 27C, 27E, 27G). Em 48
horas apds o ultimo desafio com a OVA, com excecdo de IL-1B (Figura 27B), os
niveis das citocinas IL-6, TNF-a e IL-17A nos animais do grupo AP permaneceram
elevados comparado aos niveis apresentados pelos animais do grupo CN (Figuras
27D, 27F, 27H), no entanto, a analise comparativa entre 0s tempos demonstrou que
IL-1B (Figura 27B) e IL-17A (Figura 27H) sofreram um declinio quando comparado a
24 horas.

Com relacdo aos animais do grupo OB/AP, em 24 horas, estes apresentaram
niveis menores de IL-18 e TNF-a comparado ao grupo AP (Figuras 27A e 27E). Ja
os niveis de IL-6 e IL-17A (Figuras 27C e 27G) foram similares aos do grupo AP. Em
48 horas, IL-1B (Figura 27B), IL-6 (Figura 27D), TNF-a (Figura 27F) e IL-17A (Figura
27H) apresentaram um aumento significativo em seus niveis quando comparado aos
apresentados pelos animais do grupo AP. Além disso, foi observado pela analise
comparativa entre os tempos, que os niveis de IL-6, IL-17A e TNF-a apresentaram
niveis mais elevados em 48 horas, quando comparado a 24 horas (Figuras 27D,
27G, 27H). Embora, nédo tenha sido constatado um aumento significativo de IL-13

comparado a 24 horas, foi observada uma tendéncia a niveis maiores (Figura 27B).
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Figura 27: Avaliacdo dos niveis de citocinas proé-inflamatérias no homogenato do tecido
pulmonar. Niveis de IL-1B (A/B); IL-6 (C/D); TNF-a (E/F); IL-17A (G/H) em 24 e 48h apd6s o ultimo
desafio com a OVA. *p<0.05. n.s., ndo 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 Avaliacao dos niveis de citocinas de perfil de Thl

Considerando que houve um aumento significativo de macrofagos de perfil
M1 no tecido pulmonar dos animais do grupo OB/AP e que estas células séo
estimuladas por citocinas de perfil Thl. Foram avaliados os niveis de IL-12 e IFN-y
no homogenato do tecido pulmonar nos diferentes grupos. Os resultados
demonstram que em 24 horas apdés o ultimo desafio com a OVA ndo houve aumento
nos niveis de IFN-y (Figura 28A) e de IL-12 (Figura 28C) no pulméo dos animais do
grupo AP e OB/AP, quando comparado aos niveis apresentados pelos dos animais
do grupo CN.

Em 48 horas, houve um aumento significativo tanto de IL-12 (Figura 28B)
quanto de IFN-y (Figura 28D) no pulmdo dos animais do grupo OB/AP, quando
comparado ao grupo AP. Além disso, foi observado pela andlise comparativa entre
0s tempos que houve um aumento significativo de ambas as citocinas no pulméao
dos animais do grupo OB/AP em 48 horas em relagdo a 24 horas (Figura 28B e
28D).
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Figura 28: Avaliacdo dos niveis de citocinas de perfil Thl no homogenato do tecido pulmonar.
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representam a média +/- EPM. (n=5).
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5 DISCUSSAO

Estudos clinicos e epidemiologicos demonstram uma associacdo 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 doencas sao
condicbes inflamatdrias heterogéneas e de perfis imunoldgicos opostos (WENZEL,
2012; ROCHA et al., 2008) a interacdo entre essas duas patologias ndo é
inteiramente compreendida.

Nos Ultimos 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 evidéncias do papel crucial da
resposta imune sobre a influéncia da obesidade na asma. Contudo, ainda existe na
literatura uma escassez de trabalhos que avaliem essa relacdo em modelos
concomitantes de obesidade e asma. Além disso, os resultados ja obtidos nesses
estudos sdo contraditorios, provavelmente, devido a utlizacdo 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 0 objetivo de avaliar a influéncia da
obesidade sobre a resposta inflamatéria pulmonar alérgica, foi desenvolvido pela
primeira vez um modelo experimental de obesidade e alergia pulmonar em fémeas
de camundongos BALB/c, uma vez que esta linhagem € considerada mais
susceptivel 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 o0s animais alimentados
durante 10 semanas com a dieta hiperlipidica apresentaram caracteristicas
evidentes do estado obeso, como ganho de peso e acumulo de gordura na regiao
abdominal, que reconhecidamente é o tipo de gordura que esta mais envolvida com
0 processo inflamatorio e com as doencas metabdlicas que frequentemente
acompanham a obesidade (BUCCI et al., 2015). No entanto, foi observado que o
ganho de peso nesses animais nédo foi relacionado a hiperfagia, ja que a partir da 22
semana a ingesta alimentar foi menor, sugerindo que o acumulo de gordura foi

devido a um maior consumo caldérico. Estudos anteriores de inducdo de obesidade
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por dieta hiperlipidica em camundongos da linhagem BALB/c obtiveram resultados
similares, porém os autores sO avaliaram a inducdo 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 inflamacéo cronica e
sistémica, devido a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a e a
leptina (ERUSAN et al., 2012). No protocolo desenvolvido no presente estudo, 0s
animais obesos também exibiram niveis séricos elevados de TNF-a e de leptina,
corroborando com os resultados de Park e colaboradores (2011) e James e
colaboradores (2012). Somado a esses fatores houve aumento nos niveis séricos de
colesterol total, colesterol-LDL, triglicérides e glicose em jejum. Em conjunto, esses
resultados demonstram que os animais obesos apresentaram caracteristicas de um
processo inflamatério crénico e sistémico, associado a disturbios metabdlicos,
confirmando, portanto, a indugdo da obesidade em camundongos da linhagem
BALB/c.

Uma vez confirmada a inducdo do modelo de obesidade, a proxima etapa
teve como objetivo avaliar a influéncia dessa patologia sobre a alergia pulmonar. A
andlise dos resultados em 24 e 48 horas ap0s o Ultimo desafio com a OVA
demonstrou-se que as sensibilizagbes e os desafios induziram uma resposta imune
de perfil Th2, uma vez que o0s animais alérgicos ndo obesos apresentaram
caracteristicas marcantes da alergia pulmonar, como niveis séricos elevados de IgE
OVA-especifica, numero elevado de eosinéfilos na medula 6ssea, presenca de
infiltrado inflamat6rio predominantemente eosinofilico no LBA e no pulméo.
Correlacionando com o numero de eosindéfilos, estavam também elevados a
atividade da EPO e os niveis da quimiocina CCL11. Paralelamente, houve aumento
nos niveis de IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-25, IL-33 e TSLP, citocinas que
reconhecidamente estdo 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
declineo no infiltrado inflamatério no tecido pulmonar, paralelamente a uma reducéo
no numero de eosindfilos, linfocitos, neutréfilos e macréfagos no lavado

broncoalveolar em 48 horas ap6s o ultimo desafio com o alérgeno. Da mesma forma
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os niveis 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, ja esta bem estabelecido que a obesidade participa da etiologia
de vérias doencas como o cancer (LARSSON e WOLK, 2007) e aterosclerose
(ERUSAN et al., 2012), estando também associada a ma cicatrizacdo (GUO e
DIPIETRO, 2010) e a uma reduzida resposta a vacinacdo (HARPER et al., 2014).
Aléem de acarretar uma maior taxa de mortalidade, a obesidade é também
considerada um fator de risco para infecgcdes respiratérias causadas por virus
(FEZEU et al., 2011; KERKHOVE et al., 2011). Acredita-se que isso ocorra devido,
em parte, aos niveis sistémicos elevados de citocinas pro-inflamatérias, como a
leptina, que podem alterar a resposta imune em alguns 6rgaos, incluindo o pulméao
(ZHANG et al., 2013). De fato, estudos clinicos demonstram que 0 aumento no
indice de massa corporal esta associado ao aumento de leptina no sangue e no
pulm&o, 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 ndo, apresentaram niveis elevados de leptina, tanto no
sangue gquanto no pulméao.

Ainda com relacdo ao efeito da leptina, j& foi demonstrado que esta
substancia contribui para o recrutamento de macrofagos pro-inflamatoérios de perfil
M1 para o tecido adiposo (GRUEN et al., 2007) além de induzir a producédo de
citocinas inflamatérias e aumentar a expressdo da enzima iINOS nestas células
(RASO et al.,, 2002; GRUEN et al.,, 2007; CHATTERJEE et al., 2013). Em 2012,
Lugogo e colaboradores demonstraram que macrofagos alveolares de humanos
obesos asmaticos em resposta a leptina, apresentam um perfil inflamatério e uma
maior producdo de TNF-qa, IL-6, IL-8 e IFN-y. Recentemente, Kim e colaboradores
(2014) encontraram um aumento de macrofagos no pulmdo de camundongos
C57BL/6 obesos, sendo que essas células apresentaram o perfil classico de
ativacdo ou M1 e produziram IL-1B3. Ainda neste estudo, foi observado que os niveis
elevados de IL-17A detectados foram provenientes de ILC3s estimuladas com IL-1.
Embora, seja necessario realizar analises adicionais, esses dados sugerem que, no
presente trabalho, a leptina possa ter exercido o0 mesmo efeito, uma vez que 0s
animais obesos apresentaram aumento de macréfagos M1 no pulmdao, associado a

niveis elevados de IL-1 e IL-17A. Adicionalmente, também foi observado que houve
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aumento de IL-9 no pulm&o dos animais obesos. O estudo de Kim e colaboradores
(2013) demonstrou que a IL-9 na presenca de IL-13 € capaz de promover a
producéo de IL-17A em linfécitos TCD4". Esses dados demonstram que os animais
obesos apresentaram uma alteracdo no ambiente pulmonar independentemente de
estimulos alergénicos, sugerindo uma resposta imune distinta da apresentada por
camundongos n&o obesos, provavelmente em decorréncia da obesidade.

Os niveis elevados de IL-9 juntamente com o0 aumento no namero de
mastoécitos tanto no pulméo quanto na traquéia dos animais obesos, indicam que
esta citocina possa ter contribuido para uma maior proliferacdo e sobrevivéncia de
mastoécitos nesse tecido (KEARLEY et al.,, 2011). Embora, mastécitos estejam
sabidamente envolvidos na patologia das doencas alérgicas (BISCHOFF, 2007),
estudos em modelo experimental e in vitro, demonstram uma associacdo de
mastdcitos com o desenvolvimento da sindrome metabdlica (LIU et al., 2009) e com
a obesidade (ALTINTAS et al., 2011). Em 2011, Dalmas e colaboradores detectaram
niveis séricos elevados de IL-9 em humanos obesos. Um estudo desenvolvido por
Vielma e colaboradores (2013) demonstrou que adipdcitos induzem a producao de
IL-9 em esplendcitos. Estes dados sugerem que no presente trabalho os niveis
elevados de leptina possa ter contribuido para o aumento na producao de IL-9 no
pulm&o e indiretamente pelo aumento no nimero de mastécitos nos animais obesos.
Adicionalmente, € conhecido que a leptina exerce efeitos antiapdptdticos em varias
células do sistema imune (PAPATHANOSSOGLOU et al., 2006; SUZUKAWA et al.,
2011; SUN et al., 2013) e mastocitos expressam receptores para essa adipocina
(TAILDEMAN et al., 2009), o que pressupde-se que a leptina possa também ter
contribuido diretamente para o acumulo dessas células no tecido pulmonar nesses
animais.

Sabe-se que a resposta imune de perfil Th2 é a principal responséavel pela
patologia da asma alérgica (WENZEL, 2012). No entanto, estudos clinicos
demonstram que um numero significativo de asmaticos nao responde
adequadamente a terapias direcionadas a inflamacdo eosinofilica mediada pela
resposta imune Th2 (HASTIE et al., 2010; MOORE et al., 2013; SCHLEICH et al.,
2013). Geralmente, esses individuos apresentam baixos niveis de IgE, auséncia ou
uma reducgédo de eosinofilos no infiltrado inflamatdrio 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 fenotipos clinicos e
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imunoldgicos e que a resposta aos tratamentos € dependente do perfil celular
presente no infiltrado inflamatério (HASTIE et al., 2010; SCHLEICH et al., 2013).
Pesquisas clinicas indicam que o mesmo ocorre com relacdo a asma em obesos,
uma vez que estes individuos apresentam infiltrado inflamatério pulmonar néo
eosinofilico, baixos niveis de IgE e correlacionado com um pior progndstico e
resisténcia 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 inflamatério nos animais alérgicos, uma vez que eles
apresentaram menor numero de eosinofilos no LBA, no tecido pulmonar e na medula
Ossea, associado a menores niveis de IL-5 e CCL11 no pulmdo. 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 reducdo de eosindfilos no
infiltrado inflamatério pulmonar de animais obesos alérgicos seja decorrente de um
atraso na producdo e na migracdo dessas células para as vias aéreas, devido em
parte a producdo e a liberacao tardia de IL-5 e CCL11.

Apesar de claramente 0s animais obesos alérgicos terem exibido uma
alteracdo na resposta imune apdés as sensibilizac6es e os desafios com o alérgeno,
principalmente em 48 horas, ndo se pode descartar a participacdo de eosindfilos no
perfil inflamatério desenvolvido nesses animais, uma vez que estas células também
estavam presentes no infiltrado inflamat6ério pulmonar em ambos os tempos
analisados. Além disso, a analise comparativa entre os tempos demonstrou que nos
animais obesos alérgicos o infiltrado eosinofilico se manteve em 48 horas, ao
contrario do declineo observado nos animais alérgicos ndo obesos. Um fator que
estaria contribuindo para manutencao ou recrutamento de eosinoéfilos para o pulméao
dos animais obesos alérgicos seriam o0s niveis elevados de leptina.
Reconhecidamente, eosindfilos expressam o receptor de leptina e tém sua
sobrevivéncia aumentada na presenca desse fator (CONUS et al., 2005). Kato e
colaboradores (2011) observaram que eosinofilos migram em direcdo a niveis
elevados de leptina. Hastie e colaboradores (2010) e Moore e colaboradores (2014)
identificaram um subgrupo de pacientes apresentando aumento de ambos

granulécitos, neutréfilos e eosindfilos no pulméo, embora estes estudos nao
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estivessem correlacionados com o IMC, os individuos apresentaram um quadro mais
grave dos sintomas, até mesmo quando comparado a outros fenétipos.

Ensaios clinicos demonstram que alguns individuos asmaticos desenvolvem a
resposta imune somente entre 32 a 56 horas apos o desafio com o alérgeno, sendo
classificada como uma resposta imune atrasada, com caracteristicas clinicas e
imunoldgicas diferenciadas da resposta imune classica, com prolongada
hiperresponsividade das vias aéreas e infiltrado inflamatério composto de
macrofagos, neutrdfilos e linfocitos Thl (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
pré-inflamatérias como IL-18, IL-6 e TNF-a e das citocinas de perfil Th1 IL-12 e IFN-y
assim como de IL-17A, somente em 48 horas apos o ultimo desafio com o alérgeno.

Reconhecidamente células dendriticas 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 dendritica que apresenta baixa expressdo de moléculas co-estimulatorias
como CD40, CD80, MHCI e MHCII e direcionam a resposta imune para o perfil Th-
17. Ja Ramirez e colaboradores (2014) demonstraram que células dendriticas
esplénicas provenientes de camundongos nocautes para a leptina apresentaram
maior capacidade de ativar linfécitos T, sugerindo que a leptina atue prejudicando o
desenvolvimento da resposta imune celular. Os estudos de Smith e colaboradores
(2007) e (2008) avaliaram a influéncia da obesidade sobre a funcédo dessas células
no pulmdo, em camundongos obesos submetidos a desafios com diferentes
patégenos, onde foi observada uma deficiéncia no recrutamento e na apresentacao
do antigeno pelas células dendriticas, acarretando um atraso na producdo e
liberacdo de citocinas inflamatérias, bem como na migracdo de linfécitos T CD8".
Além disso, Paich e colaboradores (2013) demonstraram que linfécitos T CD4" e
CD8" de humanos obesos apresentam danos na sua ativagdo ap0s exposicido ao
virus HIN1. Visto que no presente trabalho os animais obesos, alérgicos ou nao,
apresentaram niveis elevados de leptina no pulméo, acredita-se que essa citocina
tenha influenciado a apresentacdo do alérgeno pelas células dendriticas,
contribuindo tanto para o atraso na producdo das citocinas citadas acima, quanto

para 0s menores niveis de IgE encontrados nesses animais.
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Com relacdo a IgE, sabe-se que a ligacdo do alérgeno ao complexo IgE-FceRI
presente na superficie de mastdcitos leva a ativagdo e degranulagcédo dessas células
(GALLI e TSAI, 2008), com a liberacdo de mediadores inflamatdrios responsaveis
pelos sintomas agudos da reacao de hipersensibilidade imediata. Ja foi demonstrado
em estudo clinico (DOUGHERTY et al., 2010) e experimental (FUCHS et al., 2012)
que o numero de mastdcitos esta associado ao aumento na hiperresponsividade das
vias aéreas, na contracdo da musculatura lisa e na producdo de muco. No presente
estudo foi observado que os niveis de IgE OVA-especifica foram menores nos
animais obesos alérgicos, sugerindo que outros fatores possam ter contribuido para
a ativacdo dos mastdécitos, presentes em numero elevado tanto na traquéia quanto
no pulmao desses animais. Entre esses fatores estdo os niveis elevados de IL-9
(KEARLEY et al., 2011), IL-13 (KAUR et al., 2006), e trabalhos in vitro demonstram
que a ligacao de IL-33 ao seu receptor ST2L, presente na superficie de mastdcitos,
resulta na ativacao dessas células, com aumento em sua sobrevivéncia (WANG et
al.,, 2014) e na producdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1B, IL-6
(ALLAKHVERDI et al., 2007; ENOKSSON et al., 2011) e IL-13 (TUNG et al., 2013).

Considerando-se os resultados das andlises 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 ativacdo de mastécitos que se encontrava
em numero mais elevado no tecido pulmonar dos animais obesos alérgicos. Além
disso, mastdcitos ativados podem ter contribuido para o aumento nos niveis das
citocinas inflamatérias em 48 horas, assim agravando o processo inflamatorio.

Outro tipo celular encontrado em numero elevado no pulmdo dos animais
obesos alérgicos em ambos os tempos analisados, foram os macrofagos. Somado a
este fato, foi observada uma reducéo na expressao da enzima arginase e o aumento
na expressdo da enzima iNOS por macréfagos recrutados para o tecido pulmonar,
sugerindo que houve uma mudanca fenotipica de macrofagos alternativamente
ativados ou M2 para macréfagos classicamente ativados ou M1. O aumento de
macréfagos M1 em 48 horas correlacionou com os niveis de IFN-y, que & um
importante indutor da expressdo da enzima INOS e da ativacdo dessas células
(RATH et al., 2014), além disso outras importantes citocinas como TNF-a e IL-1p3
que sao liberadas por macrofagos M1 ativados também estavam com os seus niveis
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 clinicos demonstram que ndo s6 0 aumento no numero de
macréfagos na asma € importante, mas também o fenétipo 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 presenca de macréfagos M1 no pulmdo, na asma, estd associada a
resisténcia ao tratamento com corticosteroides e aumento na gravidade dos
sintomas.

Além disso, macroéfagos localizados no pulméo podem ser considerados uma
importante fonte de IL-17A na asma alérgica. Enfatizando o papel dessas células,
Mizutani e colaboradores (2014) demonstraram que a deplecdo de macrofagos
reduz significativamente os niveis de IL-17A e a inflamacé&o neutrofilica mediada por
esta citocina, além de inibir o desenvolvimento da hiperresponsividade das vias
aéreas apos as sensibilizacdes e desafios com a OVA (KIM et al., 2015). Song e
colaboradores (2008) demonstraram que mediadores inflamatérios liberados por
mastécitos podem induzir a producdo de IL-17A em macréfagos alveolares de
camundongos BALB/c. Outro estudo observou que na auséncia de IL-4, macréfagos
M1 produz IL-17A (HONG et al., 2014). Ja foi observado que camundongos
deficientes em eosindfilos, mastécitos ativados por IL-33, liberam IL-13 e IL-6 e
promovem a diferenciacdo de linfécitos para o perfil Th-17 (CHO et al., 2012) e
inflamacdo neutrofilica (JACOBSEN et al.,, 2014). Recentemente, estudos em
modelos experimentais vém demonstrando um aumento de macréfagos M1 no
pulmdo de animais obesos (WILLIANS et al., 2013; KIM et al, 2014),
particularmente quando relacionado a niveis elevados de IL-17A (KIM et al., 2014).
Estes dados sugerem que no presente estudo, o niumero reduzido de eosindfilos e
0s baixos niveis de IL-4 em paralelo ao elevado numero de macrofagos M1
encontrados no pulmdo dos animais obesos alérgicos possam ter contribuido para
0s niveis elevados de IL-17A, em um mecanismo envolvendo IL-33 e mastocitos.

Reconhecidamente, linfécitos Th1l7 sdo os principais produtores de IL-17A,
no pulmédo, embora, ja tenha sido observada a producdo desta citocina também por
outros tipos celulares além de macréfagos (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 asmaticos, a presenca de linfécitos T CD4" de memdria
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 0 aumento no numero
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dessas células estava diretamente associado a gravidade dos sintomas.
Experimentalmente, Wang e colaboradores (2010) demonstraram que ocorreu um
aumento no namero linfécitos Th2/Th17 no pulméo, em 48 horas apds o desafio com
Aspergilus orizae. No presente estudo, visto que, também em 48 horas, foi
encontrado um aumento nos niveis tanto de IL-4, quanto de IL-17A, no pulméo dos
animais obesos alérgicos, acredita-se que essas células podem também estar
presentes no infiltrado inflamatdrio desses animais, embora sejam necessarias
analises posteriores para confirmar esse dado.

Estudos clinicos (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) vém avaliando a contribuicdo da IL-17A
na asma, particularmente quando associada a um fendtipo mais grave da doenca e
a resisténcia a terapias. Em modelo experimental de obesidade, Mathews e
colaboradores (2014) e Kim e colaboradores (2014) observaram que niveis elevados
de IL-17A estdo associados ao desenvolvimento da hiperresponsividade das vias
aéreas e a gravidade dos sintomas na asma, em um mecanismo envolvendo
indugéo da produgéo 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 ndo mostrado) e de IL-17A em 48 horas, sugerindo que a associacao
destas citocinas poderia acarretar um aumento da hiperresponsividade das vias
aéreas nos animais obesos alérgicos. Somado a essa fungéo, € conhecido que a IL-
17A é uma potente indutora do recrutamento de neutréfilos para as vias aéreas
(BULLENS et al., 2006; ANO et al., 2013; FOGLI et al., 2013) .

Dados originados de estudos clinicos demonstram que individuos obesos
asmaticos  apresentam  um infiltrado ~ predominantemente  neutrofilico,
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 pulméo, apés ativacdo, os neutrofilos liberam granulos contento mediadores
inflamatorios, dentre eles a enzima mieloperoxidase ou MPO, que pode reagir com
outros metabolitos causando danos teciduais, ativando o endotélio e o recrutando
mais neutroéfilos para o local da inflamacdo (MONTESEIRIM et al., 2009; AROCA et
al., 2014). Pacientes asmaticos apresentam maior atividade da MPO,
correspondendo a uma maior degranulacdo de neutrofilos (MONTESEIRIM et al.,
2009).
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Embora, no presente estudo, ndo tenha sido detectado um aumento de
neutréfilos no LBA, houve aumento no numero dessas células na medula 6ssea e no
tecido pulmonar correlacionando com os niveis de IL-17A e com 0 aumento na
atividade da MPO no pulmé&o dos animais obesos alérgicos, particularmente em 48
horas, sugerindo que a obesidade aumentou o influxo de neutréfilos para o pulméo
destes animais mais tardiamente. Uma possivel explicacdo para a ndo visualizacdo
do aumento no numero de neutrdéfilos no LBA, se deve ao fato de que a distribuicédo
de leucocitos no LBA difere da distribuicdo ocorrida nos diferentes compartimentos
no pulméo, e nem sempre o numero de leucdcitos no LBA corresponde ao numero
de leucécitos encontrado proximo ao endotélio pulmonar (BARLETTA et al., 2012).
Por outro lado, Pelikan (2012) constatou um aumento na expressdo de moléculas de
adesdo em individuos asmaticos com uma resposta imune tardia. Além disso, ja foi
observado que a leptina induz diretamente uma maior expressdo de moléculas de
adesao no endotélio (MANUEL-APOLINAR et al., 2013). No presente estudo foi visto
gue o0s animais obesos alérgicos além de terem apresentado um atraso no
desenvolvimento da resposta imune com consequente atraso no recrutamento de
neutrofilos para as vias aéreas, eles ndo apresentavam aumento no nimero dessas
células no LBA, o que sugere que possa ter havido uma maior retencdo destas
células no tecido pulmonar pelo aumento na expressdo de moléculas de adesédo
induzida pelos altos niveis de leptina.

Alguns fatores no presente estudo que podem ter levado ao aumento no
namero de neutréfilos nos animais obesos alérgicos esta relacionado aos niveis
reduzidos de TSLP e de IL-25, em 24 horas. Trabalhos recentes demonstram que a
auséncia 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
neutrofilica, com niveis elevados de IL-17A. Considerando-se, que neutréfilos sédo
células mais resistentes a acdo de medicamentos utilizados em terapias para a
asma (HIRSCH et al., 2012) e que a leptina aumenta a sobrevivéncia dessas células
(SUN et al., 2013), pode se sugerir que 0 aumento no nimero e na permanéncia
dessas células no tecido pulmonar assim pode levar a um perfil inflamatorio mais
grave. Contudo, analises posteriores para identificacdo dessas células no tecido
pulmonar deverao serem realizadas.

Com isso, foi observado no presente estudo que 0s animais obesos alérgicos

apresentaram uma maior producéo de muco visualizada pelo aumento na contagem
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de células caliciformes no epitélio das vias aéreas. Reconhecidamente a obstrugcéo
das vias aéreas por uma elevada producdo de muco é considerada uma causa
importante de Obito em pacientes asmaticos (KUYPER et al., 2003; GREEN et al.,
2010). No presente estudo, apesar da resposta imune inflamatéria ter se
desenvolvido tardiamente, foi observado uma intensa produgcdo de muco nos
animais obesos alérgicos ja em 24 horas. Neste sentido, diversos fatores podem ter
contribuido para o aumento na producdo precoce de muco, particularmente o
namero elevado de mastoécitos ativados encontrado no tecido pulmonar dos animais
obesos alérgicos. Além disso, os niveis elevados da IL-13, 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-a (LORA et al.,
2005), encontrados em 48 horas apds o ultimo desafio, podem ter potencializado a
producdo de muco pelo epitélio das vias aéreas iniciada precocemente pelos
mastocitos. Somado a todos esses fatores, estudos demonstraram in vitro e in vivo
que a leptina pode promover a proliferacdo de células epiteliais das vias aéreas,
induzindo a producdo de muco, ocasionando um aumento na hiperresponsividade
brénquica (BRUNO et al., 2009; WOO et al., 2010).

Apesar do presente estudo néo ter avaliado a hiperresponsividade das vias
aéreas, em conjunto os resultados indicam que a obesidade acentuou a resposta
inflamato6ria pulmonar nos animais alérgicos. Um provavel mecanismo envolvido
nesse processo esta associado aos niveis elevados de leptina, tanto no sangue,
quanto no pulm&o, dos animais obesos. Acredita-se que ja na fase de sensibilizacdo
ao alérgeno, os animais obesos ja apresentavam uma resposta imune alterada, uma
vez que eles exibiam um maior nimero de mastocitos e mudanca fenotipica de
macrofagos alveolares para o perfil M1. ApGs os desafios, constatou-se que a
obesidade afetou o desenvolvimento da resposta alérgica classica, acarretando uma
persistente inflamacédo eosinofilica, atraso na liberacdo de citocinas inflamatorias e
possivelmente um maior influxo de neutréfilos para o tecido pulmonar. Estes eventos
levaram a um potencializagdo na produgédo de muco iniciada precocemente levando
a uma piora do quadro inflamatorio (Figura 28).

Considerando que os diferentes fenétipos de asma encontrados em humanos
podem refletir diretamente na intensidade e na gravidade dos sintomas da asma,
assim como nas respostas aos tratamentos, a avaliacdo da resposta imune na

associacdo obesidade e asma, no presente modelo, torna-se uma importante
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ferramenta para o estudo dos mecanismos imunolégicos envolvidos nessa
associacao. Visto que, os resultados obtidos com o presente estudo sugerem que a
resposta imune desenvolvida em fémeas obesas da linhagem BALB/c representou

um fendtipo inflamatério de asma similar a observada em humanos obesos.
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Figura 28: Hipotese do efeito da obesidade na resposta imune desenvolvida no pulmdo de camundongos BALB/c fémeas antes e depois das
sensibilizagBes e desafios com OVA. Durante o desenvolvimento da obesidade antes das sensibilizagdes e desafios com o alérgeno foram encontrados
niveis elevados de leptina no pulméo dos animais. Provavelmente a leptina tenha induzido uma modificagao fenotipica nos macrofagos alveolares, do perfil
M2 para M1, além de aumentar o nimero de mastocitos, pode ter acarretado danos no epitélio das vias aéreas e na apresentagdo do antigeno pelas células
dendriticas aos linfocitos T. Consequentemente, apos as sensibilizagdes e os desafios com a OVA, o epitélio ndo 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 neutrdéfilos. O ndmero elevado de células caliciformes produtoras de muco correlacionou com o elevado nimero de mastocitos localizados
no tecido pulmonar dos animais obesos alérgicos.
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CONCLUSAO

¢ A obesidade levou a uma alteracédo na resposta imune no pulmé&o dos animais
antes da indugcéo do modelo de alergia pulmonar a OVA, provavelmente, um
efeito mediado pela presenca de leptina nesse 6rgao.

e A obesidade interferiu no desenvolvimento de uma resposta imune alérgica
classica, apl6s as sensibilizacdes e desafios com a OVA, levando a um
quadro caracteristico de resposta imune tardia mediada pela presenca de IL-

17A e aumento de neutrofilia.

¢ Independentemente da resposta imune desenvolvida no pulméo dos animais
obesos alérgicos, a elevada produc¢do de muco indica um pior prognéstico e

maior gravidade no processo inflamatério na asma.
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