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RESUMO

A obesidade materna e o consumo de dietas ricas em gordura aumentam o risco de
diversas complicagdes na prole, incluindo o desenvolvimento de asma em qualquer
idade, por mecanismos nao totalmente esclarecidos. A concomitancia de ambas as
doengas promove fendtipos distintos, os quais podem ser caracterizados por um
fendétipo Th2 agravado e eosinofilia, ou até mesmo uma mistura de respostas Th1 e
Th2 na infancia. Enquanto na fase adulta, ocorre um aumento da resposta de perfil
Th17 e inflamacgéao neutrofilica. Independentemente do perfil, na maioria dos casos,
os sintomas sdo exacerbados e resistentes ao tratamento com corticosteroides. A
obesidade e dietas obesogénicas maternas podem ainda influenciar na colonizagao
da progénie, favorecendo a formagao de uma microbiota intestinal prejudicial. Porém,
ainda n&do ha estudos que avaliem o impacto da dieta materna na composi¢ao da
microbiota pulmonar da prole. O objetivo deste estudo foi explorar as modificagbes
imunoldgicas pelas quais a dieta materna pode afetar o risco de asma e/ou agravar
seus sintomas, bem como, modificar a colonizagao pulmonar. Para isso, matrizes de
camundongos BALB/c alimentadas com dieta (HFD) ou padréo (SD) por 8 semanas
foram acasaladas e sua prole foi utilizada no experimento. A asma foi induzida por
sensibilizagdo a Ovalbumina no 7° e 14° dias de vida, seguida de trés desafios
intranasais no 21°-23° dias, os camundongos foram eutanasiados no 24° dia. Os
animais foram pesados, pulmao, cdlon, baco, linfonodos e medula 6ssea foram
coletados para analise histolégica e imunofenotipagem. Uma analise preliminar da
microbiota pulmonar foi realizada por Rep-PCR. O sangue foi coletado para analise
metabdlica e dos niveis de anticorpos antigenos-especificos. Os resultados
demonstraram que as matrizes HFD n&o apresentaram ganho de peso significativo,
porém houve um aumento nos niveis de leptina e colesterol LDL. Ao avaliar os efeitos
da dieta materna na prole independentemente do estado de asma, os filhotes de
fémeas HFD apresentaram maior massa corporal, maiores niveis de glicose, menores
niveis de colesterol HDL e maior expressdo de CD86 e PDL1 em células pulmonares
e esplénicas. Houve uma maior expressao de GATA3 no bago e pulmao. Ja o RORyT
apresentou uma expressdo aumentada no bago, porém reduzida nos linfonodos
mediastinais e no pulmao, quando comparados aos filhotes de matrizes SD. A dieta
hiperlipidica materna também diminuiu a expressdo de CD80 em células dendriticas
derivadas da medula éssea estimuladas com LPS e aumentou a expresséo de PDLA1
nas mesmas células ndo estimuladas. Apés a indugédo da asma, os filhotes asmaticos
de maes HFD apresentaram maior contagem de eosindéfilos e mastécitos no tecido
pulmonar, maiores titulos de IlgG2a e menores titulos de 1IgG1 e IgE, em comparagéo
com filhotes asmaticos de matrizes SD. Além disso, a asma causou impacto mais
significativo na composi¢cédo bacteriana do pulmao quando comparado com a dieta
materna. Em conjunto, os resultados demonstram que o consumo de uma dieta rica
em gorduras antes e durante periodo gestacional pode afetar a resposta imune da
prole, um efeito mediado em parte por ativagcao inadequada de células dendriticas, o
que ocorreu antes mesmo da indugao da asma. Esse evento pode contribuir para o
aumento da inflamacgao eosinofilica, porém uma redugéo na atopia.
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ABSTRACT

Maternal obesity and the consumption of high-fat diets increase the risk of several
complications in the offspring, including the development of asthma at any age,
through mechanisms that are not fully understood. The concomitance of both diseases
promotes distinct phenotypes, which can be characterized by an aggravated Th2
phenotype and eosinophilia, or even a mixture of Th1 and Th2 responses in childhood.
While in adulthood, there is an increase in the Th17 profile response and neutrophilic
inflammation. Regardless of the profile, in most cases, symptoms are exacerbated and
resistant to corticosteroid treatment. Obesity and maternal obesogenic diets can also
influence the colonization of the progeny, favoring the formation of a harmful intestinal
microbiota. However, there are still no studies that evaluate the impact of maternal diet
on the composition of the lung microbiota of the offspring. The aim of this study was to
explore the immunological modifications by which maternal diet may affect asthma risk
and/or worsen asthma symptoms, as well as modify lung colonization. For this,
matrices of BALB/c mice fed with diet (HFD) or standard (SD) for 8 weeks were mated
and their offspring were used in the experiment. Asthma was induced by sensitization
to Ovalbumin on the 7th and 14th days of life, followed by three intranasal challenges
on the 21st-23rd days, the mice were euthanized on the 24th day. The animals were
weighed, lung, colon, spleen, lymph nodes and bone marrow were collected for
histological analysis and immunophenotyping. A preliminary analysis of the lung
microbiota was performed by Rep-PCR. Blood was collected for metabolic analysis
and dosage of antigen-specific antibody levels. The results showed that the HFD dams
did not show significant weight gain, but there was an increase in leptin and LDL
cholesterol levels. When evaluating the effects of maternal diet on offspring regardless
of asthma status, offspring of HFD females had higher body mass, higher glucose
levels, lower HDL cholesterol levels and higher expression of CD86 and PDL1 in lung
and splenic cells. There was an increased expression of GATA3 in the spleen and
lung. On the other hand, RORYT showed an increased expression in the spleen, but
reduced in the mediastinal lymph nodes and in the lung, when compared to offspring
from SD dams. The maternal high-fat diet also decreased CD80 expression on LPS-
stimulated bone marrow-derived dendritic cells and increased PDL1 expression on the
same unstimulated cells. After asthma induction, asthmatic pups from HFD dams had
higher eosinophil and mast cell counts in lung tissue, higher IgG2a titers, and lower
IgG1 and IgE titers compared to asthmatic pups from SD dams. In addition, asthma
had a more significant impact on lung bacterial composition when compared to
maternal diet. Taken together, the results demonstrate that consumption of a high-fat
diet before and during pregnancy can affect the immune response of the offspring, an
effect mediated in part by inappropriate activation of dendritic cells, which occurred
even before the induction of asthma. This event may contribute to an increase in
eosinophilic inflammation, but a reduction in atopy.

Keywords: Asthma, maternal obesity, eosinophilia, lung microbiota
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1 INTRODUGAO
1.1 ASMA

A asma é uma doenca inflamatdria das vias respiratérias, clinicamente definida
por sintomas como dispneia, sibilancia e tosse. Tais sintomas se originam pela
hiperresponsividade brénquica, remodelamento das vias aéreas e secreg¢ao excessiva
de muco. E uma sindrome crénica que promove alteragdes como hipertrofia e
hiperplasia da musculatura lisa, bem como aumento no numero de células caliciformes
e fibrose do 6rgéo. Estas alteragbes levam ao declinio da fungdo pulmonar e ao
agravamento dos sintomas (HOLGATE et al., 2015; PAVORD et al., 2018).

O termo asma é genericamente utilizado para designar um conjunto de
sintomas parecidos que podem ter etiologias fisiopatolégicas dramaticamente
diferentes. Devido a alta heterogeneidade da doenga utiliza-se a classificagédo dos
pacientes em diferentes fendtipos, os quais sao determinados a partir de
caracteristicas clinicas, demograficas e patofisiologicas (DHARMAGE et al., 2019).
Dentre os diversos fenotipos a asma alérgica € o mais facilmente reconhecido,
geralmente se inicia na infancia e esta associado ao histérico de outras doencgas
alérgicas como eczemas, rinite ou alergias alimentares. Apresenta boa resposta ao
tratamento com corticoides inalatérios (Cl). Outro fenétipo bastante prevalente é a
asma nao alérgica, estes pacientes podem ter uma predominéancia de eosindfilos ou
neutrofilos no escarro, ou apresentar uma contagem baixa de células inflamatérias,
ndo tendo uma boa resposta a curto prazo ao tratamento com Cl. Este fendétipo afeta
principalmente mulheres na fase adulta (BATEMAN et al., 2008). Porém, é menos
frequente, uma vez que, cerca de 80% das criangas e 50% dos adultos portadores da
sindrome apresentam um componente alérgico (JOHANSSON et al, 2008). O
fendtipo alérgico é identificado por testes de hipersensibilidade cutédnea e niveis
séricos elevados de Imunoglobulina-E (IgE) especificos para antigenos ambientais
inécuos, denominados alérgenos, como pelo de animais, acaro da poeira doméstica,
polen e mofo (HOLGATE et al., 2015).

Ainda nao € plenamente entendido o porqué um antigeno ambiental n&o
patogénico poder despertar a resposta imune, porém estudos mostram que diversos
antigenos apresentam propriedades adjuvantes intrinsecas como atividade
proteolitica, ou ligacdes a lipidios que podem interagir com componentes do sistema
imune inato e adaptativo (SCHEURER; TODA; VIETHS, 2015). Curiosamente,
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proteases derivadas de acaros demonstram atividade adjuvante para a polarizagao
da resposta imune adaptativa de perfil T auxiliar 2 (Th2— do inglés T-helper-2)
(CHAPMAN; WUNSCHMANN; POMES, 2007).

O desenvolvimento da asma alérgica ou atépica pode ser dividida nas fases de
sensibilizagéo e efetora. Em individuos geneticamente susceptiveis, na primeira fase,
o antigeno inalado passa pelo epitélio danificado, interagindo com as células imunes
e estabelecendo uma resposta primaria, ainda assintomatica. Enquanto a fase efetora
€ uma resposta secundaria onde o contato com o antigeno rapidamente desencadeia
o processo inflamatério com sintomas e dano tecidual (MAK; SAUNDERS; JETT,
2014).

Durante a fase de sensibilizagdo o antigeno chega ao epitélio das vias aéreas
composto de células caliciformes e células ciliadas, que em conjunto agem para
remover particulas suspensas no ar que se depositam nos pulmdes, bem como
formam uma barreira contra a entrada de microrganismos. Os alérgenos podem
penetrar no epitélio por transcitose, transporte para-celular ou ainda por ruptura de
moléculas de adesdo. Independentemente, podem ativar receptores de
reconhecimento de padrées (PRRs — do inglés pattern recognition receptors), os quais
se ligam em padrdes moleculares associados a patégenos e a danos (PAMPS e
DAMPS respectivamente — do inglés pathogen associated molecular patterns e
damage associated molecular pattern) (JOHNSTON et al., 2021). Essa interacao se
da por diversos mecanismos, como ativacao de receptores Toll do tipo-4 e receptores
de lecitinas do tipo C (SCHEURER; TODA; VIETHS, 2015). Células epiteliais ativadas
secretam quimiocinas como a CCL20 que atraem células dendriticas imaturas para o
local de contato com o alérgeno, além das alarminas como a interleucina (IL)-25, IL-
33 e linfopoietina estromal timica (TSLP- do inglés Thimic stromal lymphopoietin)
(GRAS et al.,, 2017). Estas potencializam a ativacdo e maturacdo de células
dendriticas (DCs), bem como ativam células linfoides inatas do tipo 2 (ILCs— innate
lymphoid cells), que por sua vez produzem IL-5, IL-9 e IL-13 (HALIM et al., 2014).
Importantes citocinas para a sobrevivéncia e recrutamento de eosindéfilos produgéo de
muco pelas células caliciformes (HOLGATE, 2012).

As DCs fagocitam o antigeno e o processam, de modo a apresenta-lo a
linfécitos T do cluster de diferenciagéo 4 (CD4— do inglés— Cluster of Diferentiation 4)
virgens presentes nos linfonodos drenantes. A apresentagdo ocorre via complexo

principal de histocompatibilidade |l (MHC II- do inglés Major histocompatibility
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complex Il) induzindo a ativagéo de linfécitos T e sua diferenciagao em linfécitos Th2,
(caracterizados pela expresséo do fator de transcricdo GATA3) e em linfocitos T
foliculares (Tfh). Estes ultimos migram para areas de contato com células B e em
conjunto com a IL-4 proveniente da ativacao de células Th2 promovem a mudancga de
classe de anticorpo de IgM para IgE, em linfocitos B alérgeno-especificos. A IgE
secretada se liga nos receptores de alta afinidade para a porcao Fc dessa
imunoglobulina (FceRl), presentes na superficie de mastdcitos, basdfilos e eosindfilos,
determinando assim a sensibilizagdo ao antigeno (FAHY, 2014; GALLI; TSAI, 2012;
HOLGATE et al., 2015).

A fase de desafios, ou efetora, ocorre por subsequentes contatos com os
alérgenos, promovendo a ativagdo de mastdcitos e basodfilos sensibilizados com IgE,
provocando sua degranulagdo, e liberagdo de histamina, leucotrienos,
prostaglandinas, citocinas e outros mediadores inflamatdrios. Estes levam ao aumento
da permeabilidade vascular, o recrutamento de mais células inflamatérias, a contragéo
da musculatura brénquica e o aumento na produgdo de muco, que em conjunto
resultam nos sinais classicos da crise asmatica: falta de ar, sibilancia e tosse (GALLI;
TSAIl 2012).

Uma das principais células recrutadas para as vias aéreas sédo os eosindfilos,
estes quando ativados liberam mediadores como a Proteina Catiénica Eosinofilica
(ECP), a Neurotoxina Derivada de Eosindfilos (EDN) e a Peroxidase Eosinofilica
(EPO). A exposicao prolongada a estas enzimas leva a danos no epitélio e endotélio,
causando fibrose e remodelamento tecidual, caracterizando a cronificagdo da doencga
(YASUKAWA et al., 2013). Logo, a intensidade do infiltrado eosinofilico pulmonar se
correlaciona com a severidade da asma (CASCIANO et al., 2016; TRAN et al., 2014).
A patogénese da asma Th2 esta resumida na figura 1.

Apesar da ubiquidade dos alérgenos, nem todas as pessoas desenvolvem
alergia. Em alguns casos nem mesmo a predisposi¢cdo geneética € um determinante
para o desenvolvimento da asma. Nestes casos a tolerancia imune a estes antigenos
se deve em parte a células T regulatérias (Tregs), um subtipo de linfécitos TCD4+
capaz de controlar as respostas imunes e induzir tolerancia a antigenos in6cuos e
proprios (NOVAL RIVAS; CHATILA, 2016). Sao células caracterizadas pela expressao
elevada de CD25, e pelo fator de transcricao FOXP-3 (do inglés - intracellular forkhead
winged helix transcription factor forkhead box) (FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY,

2017). No entanto, estudos demonstram que pacientes asmaticos tem um numero
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reduzido, ou defeitos funcionais nestas células (HARTL et al., 2007; HUANG, FEI et
al., 2017). Corroborando isso, a deplecéo dessas células em modelo experimental
agrava o quadro inflamatoério e a hiperresponsividade aérea (BARU et al., 2010),
demonstrando seu papel fundamental para a manutencao da tolerancia e redugéo da
resposta Th2 pulmonar (HUANG, FEI et al., 2017).

Alergeno e | ( Producdode
Muco

Céls. Caliciformes / Mucina \

Eosindfilos
iy
Wy

" LUl |
| Epitélio das
vias aéreas
— - —

e TRcaan 1 TSLPR letaplasia _
Mucosa 4 12 e Metaplasia @ "
{ Subepitelial = & LU [ TR Lo } de células b
it L = IL-33 I i
_ : caliciformes Acumulo de
x oc §| W :ooo% e aumento eosindfilos,
| Expressdo de estoques mastdcitos e
N | deOxdsoL de mucina ) basofilos
Migracfo de o ¥
cels Dendriticas - n /
linfonod & -
P o one o ||| sensibilizaggode |/ Mastscito 5 Bassfilo
— mastocitos e [
basdcfilos com IgE ‘ r
. Produgdo de IL-5 e 'S pat::;:i’::::::iins
IL-13 no epitélioe

aéreas, predisposicioa

regiao subepitelial e

)\

Figura 1- Esquema representativo da resposta imune na asma alérgica. Os alérgenos
penetram através da barreira epitelial do pulmao ou s&o capturados pelas DCs no lumen. Alarminas
(TSLP, IL-25, IL-33) liberadas por células epiteliais ativam DCs e ILC2, mastdcitos e basdfilos. As DCs
migram para 6rgéos linfoides secundarios e ativam células T virgens em células em Th2 e Tfh. Estes
ultimos migram para o centro germinativo, interagem com células B promovendo a troca de classe de
anticorpos de IgM para IgE, que por sua vez sensibilizam os mastécitos. Em contatos subsequentes
com o alérgenos, mastocitos degranulam promovendo aumento da permeabilidade vascular, contragéo
da musculatura lisa e hipersecre¢do de muco. A permeabilidade vascular aumentada facilita a migragéo
dos eosinofilos, que também degranulam quando expostos a IL-5; A IL-13, atua no epitélio aumentando
a produgdo de muco. A degranulagdo de eosindfilos leva a maior dano tecidual, levando ao
remodelamento do tecido das vias aéreas e a progressiva perda da fungdo pulmonar. Adaptado de:
FAHY, 2014.

1.1.1 Epidemiologia da asma

Apesar da maioria das pessoas tolerarem antigenos ambientais e nao

desenvolverem asma, dados da Organizagdo Mundial de Saude mostram uma
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incidéncia crescente da doenga, afetando cerca de 262 milhdes de pessoas (Figura
2) correspondendo a cerca de 7 a 10% da populagédo mundial. Além disso, causou
cerca de 461 mil mortes em 2019 (WHO, 2021). Estudos transversais realizados
globalmente desde a década de 1960 demonstram que a asma € uma das doengas
cronicas mais prevalentes do mundo, acometendo todas as faixas etarias, porém com
uma distribuicao inequitaria entre paises, sendo os de maior renda os mais afetados
quando comparados a paises de baixa e média renda. Porém, nos ultimos anos, a
incidéncia da doenga tem aumentado também nestas regibes (DHARMAGE et al.,
2019).

No Brasil, dados do DATASUS mostram que cerca de 20 milhdes de brasileiros
sdo asmaticos, causando 350.000 internagdes anuais, correspondendo a 2,3% de
todas as hospitalizagdes pelo SUS (SILVA, et al., 2022). O que acarreta um custo
financeiro consideravel para os sistemas de saude e para os pacientes, além de afetar
sua qualidade de vida. (COSTA et al., 2018).
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Figura 2— Prevaléncia mundial de Asma em 2019. Fonte: GLOBAL BURDEN OF DISEASE
COLLABORATIVE NETWORK, 2021. Adaptado de https://ourworldindata.org/ Acesso em 25 de maio
de 2022.

Levantou-se como possivel explicagdo para o aumento na incidéncia da asma
em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, a hipotese da higiene, esta propde

que as mudangas no estilo de vida moderno como: redugéo no tamanho das familias;
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melhorias no saneamento basico; uso de vacinas, antibioticos e habitos de higiene,
levam a uma menor exposi¢céo a patégenos. Essa redugao polariza a resposta imune
para um perfil Th2 em detrimento ao perfil Th1, favorecendo o desenvolvimento de
doencgas alérgicas (HASPESLAGH et al., 2018; STRACHAN, 1989). Além disso, o
ambiente rural representa uma protegéo contra alergia, em que uma maior exposi¢céo
de mulheres gravidas a endotoxinas e menor contato com animais promove a
ubiquitinagdo da enzima A20, suprimindo a ativagdo de DCs na mucosa das vias
aéreas e mediada por uma insensibilidade aos ligantes dos TLRs. Esses eventos
estdo associados a uma maior indugéo de tolerancia nas mées e seus filhos (EGE,
MARKUS J., 2017). No entanto, esta hipétese ndo explica a estreita relagdo de
algumas infec¢des virais (como Rinovirus, e Virus Sincicial Respiratério) com o
desenvolvimento da asma e sua exacerbacao (IIKURA et al., 2015).

Mais recentemente, foram postuladas duas hipoteses para suprir as lacunas da
hip6tese da higiene, uma proposta por Rook e Brunet (2005) denominada “A hipotese
dos velhos amigos” (do inglés —The OId friends-hypothesis) na qual os autores
argumentam que microrganismos e helmintos que coevoluiram com os humanos
despertam imunorregulagdo. Ao passo que, niveis apropriados de exposicao (o que
ocorre em ambiente rurais) protegem contra o desenvolvimento de doengas alérgicas.
Outra hipétese relevante proposta por Ege e colaboradores (2006), postula que existe
uma janela de oportunidade na qual exposigbes a um ambiente rural durante a vida
intrauterina modula o sistema imune a apresentar menor sensibilidade a antigenos
inécuos.

Embora a hipotese da higiene tenha sido essencial para o entendimento do
papel dos microrganismos na saude humana, ela n&do € uma explicagao universal e
tem passado por diversas adaptacgbes, e é improvavel que uma unica teoria possa
explicar um fenémeno tdo complexo com personagens tao diversos (EGE, MARKUS
J., 2017). Outros fatores ambientais e intrinsecos podem atuar em conjunto para
explicar o aumento recente na incidéncia de asma, dentre os quais esta a obesidade,
cuja incidéncia e prevaléncia se encontram aumentadas, sendo considerada um
importante fator modificador da asma (WOOQOD, 2017).
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1.2 OBESIDADE

A obesidade € um problema de saude publica de ordem global que afeta mais
de 650 milhdes de adultos (Figura 3) e 124 milhdes de criangas (Figura 4)
(VAAMONDE; ALVAREZ-MON, 2020). E uma doenca crénica e sistémica
desencadeada por fatores hereditarios, ambientais, socioeconémicos e culturais.
Além disso, esta associada ao consumo de dietas ricas em gorduras, agucares e com
baixo teor de nutrientes, bem como sedentarismo e estresse (GONZALEZ-MUNIESA
et al., 2017). E usualmente caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal
e diagnosticada pelo indice de massa corporea (IMC), razédo entre massa corporal
pelo quadrado da altura. Sendo considerados obesos individuos com IMC maior ou
igual a 30 kg/m? (VAAMONDE; ALVAREZ-MON, 2020).
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Figura 3— Prevaléncia mundial de sobrepeso e obesidade em adultos em 2016. Fonte:
VAAMONDE; ALVAREZ-MON, 2020. Adaptado de https://ourworldindata.org/ Acesso em 25 de maio
de 2022.
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Figura 4— Prevaléncia mundial de sobrepeso e obesidade em criangas menores de 5 anos de
idade em 2016. Fonte: VAAMONDE; ALVAREZ-MON, 2020. Adaptado de https://ourworldindata.org/
Acesso em 25 de maio de 2022

O aumento da massa corporal se da em grande parte pela hiperplasia e
hipertrofia do tecido adiposo branco (GHABEN; SCHERER, 2019), que além das
funcdes classicas de armazenamento de energia, protegdo mecanica e isolamento
térmico exerce importantes fungdes enddcrinas. Dentre estas fungdes destaca-se a
liberagdo de adipocinas, como a leptina e a adiponectina, que s&o proteinas que
podem atuar no metabolismo energético, nas fungbes endoteliais, no controle da
saciedade, no crescimento tumoral e inflamagéao (ZHANG et al., 2017).

A producédo de adiponectina é inversamente proporcional a quantidade de
tecido adiposo e ao IMC do individuo. Tem fungbes anti-inflamatérias como a indugéo
de produgéo de IL-10 e do antagonista do receptor de IL-1 (IL-1RA) em macroéfagos e
DCs, suprimindo a producao de IL-6 e do fator de necrose tumoral (TNF)-a (do inglés
—Tumor Necrosis Factor alpha) (FANG; JUDD, 2018). Ja a leptina, tem como principal
funcdo o controle da saciedade, agindo no sistema nervoso central reduzindo a
ingesta de alimento. Porém, na obesidade ocorre aumento dos seus niveis séricos,
bem como a geragdo de resisténcia em células-alvo, contribuindo para o
desenvolvimento e manutengao da obesidade. Adicionalmente, atua como mediador
inflamatadrio, capaz de ativar células da imunidade inata e adaptativa (LA CAVA, 2017,

STOLARCZYK, 2017). Uma vez que seu receptor (Ob-Rb), expresso em diversas
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células imunes, age aumentando a produgédo de citocinas em macréfagos (TNF-a, IL-
18 e IL-6) e mastdcitos, promovendo quimiotaxia de granulécitos e polarizagdo de
linfécitos para um perfil Th1/Th17. Adicionalmente, a sinalizagao da leptina suprime a
proliferagdo de Tregs (ABELLA et al., 2017) e favorece a sobrevivéncia de ILC2 e
linfécitos Th2 (ZHENG et al., 2016).

Além da maior producao de leptina a obesidade leva a uma mudanca de perfil
imune no tecido adiposo. Em condicdes fisioldgicas o tecido € composto de adipdcitos
e células imunes como macrofagos do tipo M2, produtores de IL-10, IL-4 e IL-13,
eosindfilos e linfocitos Tregs. Enquanto na obesidade ocorre o recrutamento de
células inflamatérias como linfécitos TCD4* e TCD8*, mastdcitos, neutréfilos, células
dendriticas e macrofagos M1 (KAWAI; AUTIERI; SCALIA, 2021).

O estabelecimento do estado inflamatdrio ocorre devido a hipertrofia de
adipdcitos, levando ao estrangulamento de vasos sanguineos locais, causando morte
celular e a liberacdo de marcadores de hipdxia. Estes, em paralelo com a leptina
aumentam a produgcdo de citocinas inflamatérias, resultando em um estado
inflamatdrio sisttmico de baixo grau. Além disso, &acidos graxos saturados
provenientes da dieta sao reconhecidos pelo receptor TLR-4 promovendo a ativagao
de vias de sinalizagbes ligadas ao inflamassoma do tipo NLRP-3 (do inglés —
Nucleotide-binding and oligomerization domain like receptor family pyrin domain
containing 3) (WOQOD et al., 2019).

A obesidade leva ao aumento da “mortalidade por todas as causas” e se torna
um fator de risco importante para varias doengas, como as metabdlicas
(arteriosclerose, diabetes, dislipidemias), diversos tipos de canceres, osteoartrite,
doencas mentais (depressdo e ansiedade), disturbios do sono (apneia), além de

representar um importante fator para o agravamento da asma (JUNG; CHOI, 2014).
1.3 INTERACAO OBESIDADE E ASMA

Diversos estudos clinicos e epidemioldgicos apontam para uma estreita relagdo
entre obesidade e asma. A concomitancia dessas doengas em um mesmo individuo
leva a consideravel piora dos sintomas respiratorios, aumento da hiperresponsividade
brébnquica e da produgdo de muco, com menor responsividade a terapias
convencionais, reduzindo a qualidade de vida e levando a uma maior frequéncia de
hospitalizagbes e gastos com saude (FITZPATRICK; JOKS; SILVERBERG, 2012;
MOORE et al., 2010).
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Além da piora dos sintomas da asma, pacientes obesos tem maior risco de
desenvolver a doenga (BEUTHER; SUTHERLAND, 2007), uma possivel explicagao
para tal € o compartiihamento de cerca de 8% de seus componentes genéticos (ZHU
et al., 2020). Dentre estes, polimorfismos no receptor 33-adrenérgico, localizado no
tecido adiposo, relacionado com ganho de peso e fenotipos mais severos de asma,
com baixa responsividade a medicamentos B-agonistas (HALLSTRAND et al., 2005).
Diversos outros loci também sao compartilhados, sobretudo os envolvidos na
regulagdo da inflamagéo e remodelamento, como os genes SMAD3 (do inglés —
Mothers against decapentaplegic homolog 3), ligado a via do Fator de transformacao
do crescimento beta (TGF-B, do inglés— transforming growth factor beta), e FOXA3
(do inglés — forkhead box protein A3) envolvido na metaplasia de células caliciformes
e regulacao da massa corporal (ZHU et al., 2020).

Além de fatores genéticos, a obesidade independente da asma causa reducao
da capacidade respiratoria (FORNO et al., 2018). O acumulo de gordura no térax e
abddbmen causa restricdo da mobilidade do diafragma, dificultando sua expansao
(PETERS et al., 2018). Pacientes adultos obesos, sem outras comorbidades
respiratorias, tém redugdo do volume expiratério forcado em 1-segundo (VEF-1),
capacidade vital forgada (CVF) e capacidade pulmonar total (CPT) (ARISMENDI et
al., 2020). Ao passo que criangas obesas apresentam um VEF-1 e CVF normais,
porém com uma razdo VEF-1 e CVF baixa, indicando um padr&o obstrutivo das vias
aéreas. O que pode ser explicado pelo crescimento desproporcional entre os pulmdes
e o calibre das vias aéreas (disanapsia) (ARISMENDI et al., 2020). Tais fatores estéo
associados a maiores taxas de mortalidade e resisténcia a terapia com corticoides em
criangas obesas asmaticas (FITZPATRICK; JOKS; SILVERBERG, 2012; FORNO et
al., 2017).

A associacdo entre obesidade e asma resulta em fendtipos particulares a
depender da idade em que se desenvolve a asma. Em criangas obesas que
desenvolvem asma até 12 anos, se observa um agravamento da asma alérgica, com
maior obstru¢cdo de vias aéreas, inflamagédo eosinofilica e maiores niveis de IgE
(CVEJOSKA-CHOLAKOVSKA et al., 2019; HOLGUIN, F. et al., 2011; MATSUDA et
al., 2005). Nestes casos a leptina apresenta papel central na patogénese, contribuindo
para a sobrevivéncia e expanséo linfécitos Th2 e de ILC2 (ZHENG et al., 2016). Além
de estimular a expressdo de citocinas pro-inflamatérias e o recrutamento de
eosindfilos (GROTTA et al., 2013; SUZUKAWA et al., 2015). No entanto alguns
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estudos apontam para a predominancia de inflamagdo Th1 em criangas com
obesidade e asma, com acentuado aumento de INF-y e reducédo de IL-4 e IgE,
associado com agravamento no seu quadro clinico (NYAMBUYA et al., 2020;
YOUSSEF et al., 2013). Tais contradi¢des na literatura ndo sdo completamente
elucidadas e requerem maiores estudos.

Em adultos sem histérico de alergia, especialmente mulheres, fica evidenciado
um perfil pré-neutrofilico/Th17 (MOORE et al., 2010). Estes individuos desenvolvem
asma geralmente na idade adulta (WANG et al., 2011), é carateristico destes
pacientes baixos niveis de IgE e redugédo da inflamagao do tipo Th2 (HOLGUIN,
FERNANDO et al., 2013; WANG et al., 2011), além de sintomas severos e resisténcia
ao tratamento com corticosteroides (FUKAKUSA et al., 2005). Ocorre uma
predominancia do perfil Th17, com aumento de neutrdfilos no escarro (SCOTT et al.,
2011), podendo se apresentar com ou sem eosinofilia, e um aumento na producéo de
IgG alérgeno-especifica (CALIXTO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2019; SILVA, et al.,
2017). O papel da classe de anticorpo IgG na asma ainda ndo € completamente
esclarecida, mas é possivel que esta se relacione com anafilaxia mediada por
neutréfilos (JONSSON et al., 2019).

O maior influxo de neutréfilos causa significativas alteragdes para o tecido
pulmonar, uma vez que estas células produzem enzimas proteoliticas como elastase
neutrofilica e metaloproteinase-9, que causam danos ao tecido pulmonar, por sua vez,
o dano tecidual induz a producdo e secrecdo de muco, além de remodelamento
tecidual (BRUIUNZEEL; UDDIN; KOENDERMAN, 2015). E possivel que esse intenso
recrutamento de células se dé pelo aumento na expressao de moléculas de adesao,
como sICAM-1 (do inglés —soluble Intercellular Adhesion Molecule 1) e sVCAM-1 (do
inglés — vascular cell adhesion molecule 1) em criangas obesas asmaticas (Bl et al.,
2018) e maiores concentragdes de sICAM-1, E-selectin (do inglés — endothelial-
leukocyte adhesion molecule 1) e P-selectin no soro de adultos obesos (MULHEM et
al.,, 2021). Além do desenvolvimento do perfil Th17 com altos niveis de IL-17A,
individuos asmatico-obesos também podem apresentar maior niumero de linfocitos
Tyd, ILCs do tipo 3, macréfagos M1 e intensificagdo da ativagao do inflamassoma
NLRP3 (KIM et al., 2014).

Disturbios metabdlicos podem também estar envolvidos com o agravamento da
asma, Su e colaboradores (2018) identificaram uma média superior de colesterol total

e fracdo LDL em uma metanalise de pacientes asmaticos. Enquanto, niveis baixos de
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HDL foram associados a asma em idosos (PARK et al., 2018). J& em criancgas, altas
concentracdes de colesterol, triglicérides e resisténcia a insulina se relacionam com
asma (AL-SHAWWA et al., 2007; COTTRELL et al., 2011; KO et al., 2018).

A resisténcia a insulina foi descrita como um fator prejudicial para a fungao
pulmonar, independente do IMC (ENGSTROM et al., 2003; LAZARUS; SPARROW;
WEISS, 1998). Inclusive, a exposig¢ao direta das vias aéreas a esse horménio leva a
hipertrofia da musculatura lisa das vias aéreas, hiperresponsividade bronquica e
remodelamento tecidual (SINGH et al., 2016). Nesse sentido, testes de administragao
inalatérias de insulina exégena foram descontinuados devido a efeitos adversos como
tosse, dispneia e reducao da funcao respiratéria (ROSENSTOCK et al., 2009). Um
possivel mecanismo para esses efeitos deletérios seria a inibigdo de receptores
muscarinicos M2 (AL-SHAWWA et al., 2007).

A ocorréncia de disturbios metabdlicos esta frequentemente relacionada a
padroes dietéticos, os quais podem ter influéncia no risco e agravamento da asma
(NAGEL et al., 2010). Dietas obesogénicas, também chamadas de ocidentais, sdo
ricas em gordura saturada e acgucares, sendo pobres em fibras e antioxidantes
(WOOD, 2017). O excesso de acidos graxos em circulagdo, os quais agem como
ligantes para TLRs, ativam a via do inflamassoma NLRP3, leva a produgao de IL-1j3,
IL-6, TNF-a e espécies reativas de oxigénio (HOTAMISLIGIL, 2010;
VANDANMAGSAR et al, 2011;KIM, HYE YOUNG et al., 2014). Essa maior
disponibilidade de acidos graxos também afeta a infiltragdo de eosindfilos, em modelo
de alergia, a qual depende de FABP4 (do inglés -Fatty acid binding protein 4), uma
proteina transportadora desses componentes (SHUM et al., 2006). Estes padrbes de
dieta também s&o relacionados com aumento de ILCs no pulmé&o (EVERAERE et al.,
2016), bem como elevada hiperresponsividade brénquica e redugéo da resposta a
broncodilatadores (WOOD; GARG; GIBSON, 2011).

Deficiéncias em determinados nutrientes também tem um importante papel,
nota-se que a caréncia de vitamina D esta associada tanto ao desenvolvimento de
obesidade (EARTHMAN et al., 2012), quanto ao agravamento de asma e resisténcia
a terapia com corticoides (BREHM et al., 2012). Intervengdes com dietas ricas em
antioxidantes (como vitaminas A, C, E e flavonoides), geram melhora em parametros
respiratérios e reduzem a frequéncia de exacerbagdes asmaticas (WOOQOD et al.,
2012), provavelmente por mecanismos como inibigdo de recrutamento de leucdcitos,

bloqueio da sintese de prostaglandinas e neutralizagdo de radicais livres (ALWARITH
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et al., 2020). Porém, evidéncias ainda ndo sdo o suficiente para sustentar a
suplementagéo de vitaminas para a prevencao da asma (HAN et al., 2015).

O baixo consumo de fibras aparenta ser o fator mais diretamente relacionado
com o risco do desenvolvimento de asma. Dietas ricas em fibras sdo associadas com
melhora em parametros respiratérios (HANSON et al.,, 2016; KAN et al., 2008) e
reducdo de mediadores inflamatérios como IL-6, proteina C reativa e redugédo na
expressao do receptor 2 de TNF-a (MA et al., 2006, 2008). As fibras da dieta sofrem
modificagbes pela microbiota intestinal, formando acidos graxos de cadeia curta
(AGCC do inglés —short-chain fatty acids), os quais tem papel essencial na modulagao
da resposta imune no pulmao, e sdo os principais integrantes do eixo-intestino pulméo
(DANG; MARSLAND, 2019). Assim, o consumo reduzido de fibras, frequente em
pacientes obesos, e as alteragdes na microbiota intestinal causadas pela obesidade

tornam-se um fator de risco e agravamento para a asma (TROMPETTE et al., 2014).
1.3.1 Obesidade materna e asma

A obesidade materna é o principal fator complicador de gesta¢ées, aumentando
o risco de diabetes gestacional, hipertensao e pré-eclampsia (MARCHI et al., 2015).
Estima-se que cerca 38 milhdes de mulheres gravidas estavam com sobrepeso ou
obesas no ano de 2014 (CHEN, CHENG,; XU; YAN, 2018). Consistindo em um grande
problema de saude publica, uma vez que ndo apenas aumenta o risco de
complicagbes para a gestante, como se traduz em efeitos duradouros sobre o feto
como macrossomia, defeitos congénitos e doengas metabdlicas (MARCHI et al.,
2015). Além disso, a obesidade materna esta relacionada com o aumento da
incidéncia de natimortos, defeitos no tubo neural e cardiacos, bem como com um
maior risco de diversos problemas crénicos, como déficits cognitivos, transtorno do
déficit de atencao e hiperatividade, doengas cardiovasculares, diabetes tipo 2, cancer,
alergia e asma (WILSON; MESSAOUDI, 2015).

O risco aumentado para o desenvolvimento de doengas em filhos de maes
obesas parece ser mediado principalmente por alteracbes epigenéticas na prole,
desencadeadas pela exposigao a altos niveis de glicose, insulina, lipidios e citocinas
inflamatérias (ACEVEDO et al., 2021). Outro mecanismo envolve a colonizagao por
uma microbiota inadequada, a qual ndo contribui para o desenvolvimento saudavel de
um sistema imune tolerante a antigenos proprios e inécuos (RENZ; SKEVAKI, 2021).

A placenta é o 6rgao de interface entre a circulagao fetal e materna, criando um
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ambiente propicio para o desenvolvimento fetal, através da regulagéo de nutrientes,
troca de gases, horménios e exercendo fungées imunes (MARCHI et al., 2015). E
ainda um 6rgéo de delicado balancgo inflamatério, pois a producéo de citocinas é um
ponto critico no estabelecimento e manutencdo da gravidez (HAUGUEL-DE
MOUZON; GUERRE-MILLO, 2006).

Estudos mostram que a obesidade materna afeta o transporte de aminoacidos,
funcdes mitocondriais e também fungdes vasculares, prejudicando o desenvolvimento
fetal, tornando-se um importante alvo terapéutico (MURTHI; RAJARAMAN, 2020). Na
placenta de mées obesas ocorre uma maior infiltracado de macrofagos e expressao de
citocinas pré-inflamatérias como IL-1B3, IL-8 e TNF-a, CCL2 e de receptores como
CXCR2 (do inglés — C-X-C motif chemokine receptor 2). Bem como, um maior nimero
de neutréfilos no espaco intersticial, e maior espessura dos vasos sanguineos
placentarios (AYE; JANSSON; POWELL, 2015; MARCHI et al., 2015). A obesidade
materna também é relacionada com a ativagdo de vias inflamatdrias intracelulares
como STAT3 (do inglés —signal transducer activated transcription factor 3) e MAPK
p38 (do inglés —stress/mitogen activated protein kinases) (AYE et al., 2014).

Enquanto o perfil pré-inflamatério observado na placenta esta bem
estabelecido, evidéncias conflitantes sdo encontradas em relagao ao feto. A medida
que alguns estudos observam niveis mais altos de TNF-a, IFN-a, IL-6 e proteina C
reativa em filhos de obesas (DOSCH et al., 2016; WILSON; MESSAQOUDI, 2015),
outros encontram reduzida contagem de eosindfilos e linfécitos T auxiliares (WILSON
et al., 2015b), bem como maior numero de eritrocitos nucleados com fungbes
imunossupressoras, € aumento de células T CD4*e TCD8* regulatérias (GONZALEZ-
ESPINOSA et al., 2016; IBRAHIM et al., 2017). Além disso, evidéncias apontam que
a obesidade materna pode gerar defeitos intrinsecos em células apresentadoras de
antigenos (APCs, do inglés—Antigen presenting cells) (WILSON et al., 2015), como a
producao reduzida de IL-6 e TNF-a em resposta a agonistas de TLR-1, 2 e 4, em
mondcitos e células dendriticas mieloides (SURESHCHANDRA et al., 2017; WILSON
et al., 2015). Adicionalmente, podem ocorrer prejuizo da capacidade fagocitica em
células de Kupffer em filhos de obesas, com maior produgéo de espécies reativas de
oxigénio (MOURALIDARANE et al, 2013), demonstrando um possivel dano na
ativagao destas células. O prejuizo a fungéo de células apresentadoras de antigenos
fica ainda mais evidente quando se observa alteragdo na expresséo de genes relativos

a vias de apresentacdo de antigenos (FARLEY et al.,, 2009), corroborado pelo
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aumento da letalidade em modelos de sepse (MYLES et al., 2013).

Estudos demonstram que células hematopoiéticas s&do especialmente
sensiveis a um ambiente obesogénico. Nesse sentido, a dieta materna pode restringir
a expansao de células-tronco hematopoiéticas, e de células precursoras no figado
fetal, causando um desequilibrio entre as linhagens mieloides e linfoides (ADLER et
al., 2014; KAMIMAE-LANNING et al., 2015), um processo aparentemente dependente
da sinalizagado por TLR4 (LIU, AILING et al., 2018).

Além dos efeitos supracitados, diversos outros efeitos foram observados em
orgaos especificos. No sistema nervoso central, uma dieta rica em gordura durante a
gestagdo levou a exacerbacdo da encefalite autoimune experimental nos filhotes
(MYLES et al., 2013). Bem como promoveu uma maior produ¢do de TNF-a frente a
estimulacao de células da microglia CD11b* com LPS (lipopolissacarideo) (EDLOW
etal., 2019). A mesma dieta levou ainda a redugéo da frequéncia de Tregs no baco,
além de aumentar a expresséao de citocinas pré-inflamatérias (IL-6, IL-13 e IL-17) em
esplendcitos murinos estimulados com LPS (MYLES et al., 2013). A prole de maes
obesas também apresentou maior expressdo hepatica de enzimas metabdlicas e
lipotoxidade (MCCURDY et al, 2009) associada a inflamag&o periportal em
camundongos (SODERBORG et al., 2018). No intestino se observa uma maior
sinalizacao da via NFkB (do inglés — nuclear factor kappa B), com maior expressao IL-
1B, IL-6, CCL2, IL-17, TNF-q, IL-8, CD68, CD14 e TGF-3. Nota-se também a reducéo
na frequéncia de Tregs na lamina propria, além de aumento no infiltrado neutrofilico e
menor expressao de moléculas de adesdo, aumentando a permeabilidade intestinal e
gerando maior susceptibilidade a colites e doencas inflamatérias intestinais (BIBI et
al., 2017; YAN et al., 2011).

Em resumo, as evidéncias apontam que a obesidade materna causa alteragdes
em diversos 6rgéos da prole, bem como desregulacdo do sistema imune, levando
tanto ao prejuizo de respostas contra microrganismos, como a exacerbagdo de

respostas inflamatérias (Figura 5).
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Figura 5— Impacto da obesidade/dieta materna em células imunes circulantes e residentes.
Adaptado de SURESHCHANDRA; MARSHALL; MESSAOUDI, 2019.

Os efeitos da obesidade materna na progénie favorecem o desenvolvimento de
alergia e podem agrava-la. Nesse contexto, a obesidade materna é associada com
um maior risco de asma até os 12 anos. Nesse grupo nota-se que meninos
apresentam maior propensado ao desenvolvimento de asma n&o alérgica, enquanto
meninas tem maior risco de apresentar a forma alérgica (DUMAS et al., 2016). Uma
metanalise abordando 22 estudos observacionais, envolvendo cerca de 145 mil pares
de méaes e filhos, detectou uma forte associagao entre sobrepeso/obesidade materna
pré-gestacional e a ocorréncia de asma e chiado. (LIU, SHUFANG et al., 2020).

Um mecanismo provavel para a influéncia da obesidade materna na prole pode
estar relacionado ao atraso da maturagédo pulmonar do feto, causado pela resisténcia
a insulina materna, que interfere na producdo de surfactantes, essenciais para
maturacdo alveolar. Esse fator vai ao encontro de evidéncias clinicas, que
demonstram um aumento da incidéncia da sindrome do estresse respiratério em
neonatos de maes obesas (MCGILLICK et al., 2017). Associado a isso, altas
dosagens de leptina no corddo umbilical estiveram fortemente relacionadas com
diabetes gestacional e elevado peso ao nascer (STEFANIAK et al., 2019; VASILAKOS
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et al., 2022). Adicionalmente, altas concentracdes de leptina no cordao umbilical
acresceram em 30% a chance de desenvolver asma na primeira infancia (CASTRO-
RODRIGUEZ et al., 2020).

Apesar da grande relevancia de estudos clinicos, estes nem sempre permitem
a investigagdo aprofundada dos mecanismos pelos quais a obesidade materna
influencia no risco de desenvolvimento da asma. Logo, estudos em modelos
experimentais sdo uma alternativa devido a facilidade para se isolar variaveis e
realizar intervengdes. Em camundongos, o consumo de dieta hiperlipidica materna
aumenta ndo somente a hiperresponsividade brénquica, como elevam
significativamente a contagem de células do lavado broncoalveolar, a porcentagem
de neutrdfilos e a concentracao de IL-6 (MACDONALD et al., 2017). Esses filhotes
também apresentam um estado de hiperalimentacdo que leva ao aumento da
expressao de IL-1p3, IL-23 e TNF-a no pulm&o, maior concentragéo sérica e resisténcia
a leptina, além de redugao da tolerancia a glicose (DINGER et al., 2016).

Também em modelo experimental frente a sensibilizacdo 8 OVA (ovalbumina)
filhotes de obesas apresentaram uma maior produgédo de IgE OVA-especifica em
detrimento de IgG1 (ODAKA et al., 2010). A dieta hiperlipidica materna também leva
ao aumento da resisténcia pulmonar em desafios com metacolina, e eleva diversas
citocinas inflamatdrias no pulmao como: TNF-a, CCL2, IL-5, TGF-B2 e eotaxina, um
fator quimiotatico de eosindfilos (GRIFFITHS et al, 2016). Em contraste, ja foi
documentado reducéo de IL-4 e eosindfilos em corddo umbilical de filhos de obesas
(WILSON et al., 2015).

Em conjunto com o perfil dietético materno, o consumo de nutrientes
especificos também impacta no desenvolvimento da asma na prole. Nesse sentido, o
consumo de acidos graxos poli-insaturados do tipo 6mega 3, durante a gravidez, se
mostrou um fator protetor contra a asma na prole, enquanto o consumo excessivo de
gorduras saturadas e acidos graxos poli-insaturados 6mega 6 estado associados ao
maior risco de desenvolver asma (LUMIA et al., 2011; RUCCI et al., 2016).

Diante do exposto fica clara a relagédo entre obesidade e dieta materna na asma
da prole. Apesar de existirem mecanismos que expliguem, mesmo que parcialmente,
essa relagdo, ainda ha muito a ser elucidado. Um possivel elo que vem sendo
explorado mais recentemente € a mudanga causada pela dieta/obesidade na

microbiota, que se associa a diversas doencas, inclusive a asma.
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1.4 OBESIDADE, MICROBIOTA E ASMA
1.4.1 Microbiota e asma

Considera-se microbiota a comunidade de microrganismos que vivem nos
diversos habitats do corpo humano como pele, placenta, trato gastrointestinal (TGI) e
respiratorio. Formam relagcdes simbidticas, comensais e patogénicas com seu
hospedeiro, sendo determinantes de saude e doenca. A microbiota & constituida por
virus, protozoarios, fungos, archeas e bactérias. Estas ultimas sdo os organismos
mais comumente estudados (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2017). A regido
mais densamente habitada do organismo é o trato gastrointestinal, com até 10
células bacterianas por grama de tecido (QIN et al., 2010), as quais estdo divididas
em seis filos principais: Bacteroidetes e Firmicutes, os mais predominantes; seguidos
pelos filos Proteobacteria; Actinobacteria; Fusobacteria e Verrucomicrobia
(DONALDSON; LEE; MAZMANIAN, 2015). A comunidade bacteriana desempenha
uma variedade de fun¢des fundamentais como protegéo contra patégenos, tanto por
colonizag&o das mucosas quanto por produgdo de moléculas antimicrobianas (MILLS
et al., 2019). Além disso, contribui para a manutencédo da homeostasia energética e
imune, por mecanismos que envolvem a produgdo de metabdlitos a partir de
fermentagéo de fibras derivadas da dieta, resultando na producéo de acidos graxos
de cadeia curta (AGCC), como butirato, acetato e propionato. Estas substancias agem
sobre receptores acoplados a proteina G como: FFAR2 e FFAR4 (do inglés —free fatty
acid receptor) presentes em células epiteliais do pulm&o e em células imunes (DANG,;
MARSLAND, 2019).

Acidos graxos de cadeia curta promovem a diferenciagdo de células T
regulatdrias extratimicas por inibicdo de histonas desacetilases (ARPAIA et al., 2013).
Propionato e butirato ainda promovem a diferenciagdo de DC CD11b"9" com alta
capacidade fagocitica, porém com menor potencial de ativagao de células Th2, devido
a uma menor expressao de CD40 e CD86 (DESCH; HENSON; JAKUBZICK, 2013;
KOPF; SCHNEIDER; NOBS, 2015). Estes compostos também inibem a ativagéo de
mastdcitos e a produgéo de IL-4 por basdfilos, induzindo alteragbes epigenéticas na
via de sinalizagdo mediada pelo FceRI (FOLKERTS et al., 2020). Nesse sentido, a
presenca de altos niveis de butirato e propionato em fezes de criangas foi associada
a diminuicdo de atopia (RODUIT et al., 2019). Enquanto a reducéo dos niveis de

acetato, sdo associados a reducédo das populagbes de bactérias dos géneros
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Lachnospira, Rothia, Faecalibacterium e Veillonella aumentando o risco do
desenvolvimento de asma na infancia (ARRIETA et al., 2015; TROMPETTE et al.,
2014).

E evidente o papel da microbiota no desenvolvimento da imunidade de mucosa,
como se observa em estudos realizados com camundongos germ-free (animais
desprovidos de microbiota criados e mantidos em ambiente estéril). Esses animais
apresentam alta predisposigéo a resposta Th2/Th17 exacerbada nas vias aéreas, com
eosinofilia e elevados niveis de IgE (HERBST et al., 2011; UBAGS et al., 2021). Além
disso, bactérias especificas também estdo relacionadas com a diminui¢ao do risco de
desenvolvimento de asma alérgica, como Bifidobacterium longum intestinal,

associada a redugéo de incidéncia de asma em criangas (AKAY et al., 2014).
1.4.2 Microbiota e obesidade

Uma microbiota em equilibrio com o hospedeiro é altamente diversa e
apresenta um equilibrio dindmico, resistindo a perturbacdes e voltando ao seu estado
original. Porém, alguns fatores, como amamentacao, tipo de parto, status nutricional
materno, uso de antibidticos, infecgdes, e dietas, levam a sua alteragdo de maneira
prolongada, o que é denominado disbiose (BACKHED et al., 2012).

Em especial, dietas obesogénicas, pobres em fibras e ricas em lipidios e
agucares, podem levar a alteragdes da microbiota que aumentam o risco ndo apenas
do desenvolvimento da asma, mas também de varias outras patogenias, como
doencas intestinais cronicas, diabetes mellitus e doencas cardiovasculares (SINGH,
RASNIK K et al., 2017). Humanos obesos, com menor diversidade bacteriana,
apresentam reducdo da populagdo de bactérias do filo Bacteriodetes e um aumento
de Firmicutes (TURNBAUGH et al., 2009). Estas ultimas tem maior capacidade de
extrair energia da dieta e estdo associadas ao ganho de peso do hospedeiro
(TURNBAUGH et al., 2006). Além disso, outras familias de bactérias se encontram
aumentadas na obesidade, como Prevotellaceae, Veillonellaceae (SERENA et al.,
2018) e Lachnospiracea (MURUGESAN et al.,, 2015). Enquanto se observa uma
reducdo nas familias Odoribacteraceae, Clostridaceae (SERENA et al., 2018) e
Oscillospiraceae (MAYA-LUCAS et al., 2019). Adicionalmente, a obesidade ainda leva
ao aumento da permeabilidade intestinal, permitindo a difusdo de produtos

bacterianos para a corrente sanguinea, como a endotoxemia, que consiste no
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aumento sérico de LPS, contribuindo para a inflamacao sistémica (FRAZIER;
DIBAISE; MCCLAIN, 2011).

1.4.3 Microbiota pulmonar

Apesar de o intestino ser o o6rgdo mais densamente povoado por
microrganismos e o mais amplamente estudado em relagcéo aos seus efeitos sobre o
sistema imune, ele ndo € o unico que apresenta colonizagdo microbiana permanente
(LLOYD-PRICE; ABU-ALI; HUTTENHOWER, 2016). O pulmao até recentemente era
considerado um orgao estéril, onde a colonizagao era apenas observada em casos de
patologia (COTRAN et al., 1999). Porém, com os avangos das técnicas moleculares
de PCR (reagdo da cadeia de polimerase) e sequenciamento, observou-se que
inumeros microrganismos habitam o pulmao, contudo, estes ndo eram detectados por
métodos convencionais de cultura (BASSIS et al., 2015; MORRIS et al., 2013). Essa
microbiota pulmonar apresenta uma densidade populacional extremamente reduzida
(10 a 10° bactérias/grama de tecido) quando comparada a populagdo do TGI
(REMOT et al.,, 2017), porém, similar a microbiota do trato respiratério superior
(DICKSON et al., 2017). Tal similaridade indica que a microbiota pulmonar é
provavelmente derivada da dispersao de bactérias da cavidade nasal/oral, mas o perfil
de colonizagao do pulmao apresenta caracteristica proprias (VENKATARAMAN et al.,
2015). Os géneros bacterianos mais comuns encontrados no pulméo saudavel séo:
Prevotella (pertencente ao filo Bacteroidetes), Streptococcus (Firmicutes),
Fusobacterium (Fusobacteria) e Haemophilus (Proteobacteria) (AHO et al., 2015;
DICKSON et al., 2017; MARSLAND; TROMPETTE; GOLLWITZER, 2015).

Pouco se sabe a respeito dos efeitos fisiolégicos da microbiota pulmonar
(MATHIEU et al., 2018). Estudos comparando camundongos germ-free com
camundongos SPF (do inglés —specific pathogen free), camundongos com uma
microbiota equilibrada, ndo observaram diferengas na presenga de células T e B, tao
pouco na presenga de células dendriticas convencionais e plasmocitéides
(GOLLWITZER et al., 2014; REMOT et al., 2017). Porém, o pulmao livre de bactérias
apresentam drastico aumento em células iINKT (OLSZAK et al., 2012) (do inglés —
invariant natural killer T), células que combinam propriedades de linfocitos T e células
NK, capazes de reconhecer principalmente antigenos lipidicos (HOGQUIST;
GEORGIEV, 2020). Além disso, a microbiota pulmonar também modula a produgao

de muco e organizacao dos tecidos respiratérios. Camundongos SPF apresentam
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maior produ¢ao de muco e maior numero de alvéolos quando comparados a germ-
free (REMOT et al., 2017; YUN et al., 2014). No contexto da asma, dados mostram
gque a microbiota pulmonar promove tolerancia. Em camundongos neonatos, nos quais
a colonizagdo pulmonar ainda ndo € completa, observa-se resposta acentuada a
antigenos do acaro doméstico (GOLLWITZER et al., 2014).

Bactérias especificas parecem ter papéis antagbénicos na patogenia da asma.
O estimulo com uma cepa especifica, patenteada, do género Staphylococcus
promoveu uma resposta pro-Th1, com efeito protetor, levando a redugéo de células
totais do lavado broncoalveolar (BAL) e eosindfilos, menores niveis de IgE e IgG1
séricos e expressao reduzida de TSLP e IL-17A. Enquanto outra cepa também
patenteada teve efeito contrario (REMOT et al., 2017). Na asma ja estabelecida a
colonizagéo por Streptococcus pneumoniae é mais frequente, levando a exacerbacgéo
da asma em camundongos adultos, aumentando a produgédo de IL-17A (JOUNIO et
al., 2010; YANG et al., 2015). Por outro lado, o tratamento com Acinetobacter
baumannii causa significativa redu¢do na eosinofilia e no escore inflamatério do
pulmao, bem como na redugéo da expressdo de citocinas do perfil Th2 (QIU et al.,
2011).

A asma por si s6 pode gerar disbiose pulmonar. Enquanto se observa uma
maior populag¢ao de Bacteroidetes em individuos saudaveis (CHARLSON et al., 2011),
em estados patoldgicos predominam Gammaproteobacteria (HILTY et al., 2010),
classe de bactérias que utilizam espécies reativas de nitrogénio produzidas durante o
processo inflamatério para sobreviver em ambientes anaerébios (WINTER;
BAUMLER, 2014). Dentre estas se destacam Haemophilus influenzae e Moraxella
catarrhalis, que em conjunto com Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa
estao relacionadas com asma neutrofilica grave (GREEN et al., 2014).

O papel da obesidade na disbiose pulmonar e a influéncia na asma ainda nao
esta totalmente esclarecido. Contudo, alguns estudos demonstram mudancgas na
composic¢ao bacteriana do pulmao em obesos asmaticos (LEE et al., 2021). Entre as
principais mudangas tem-se a reducdo nas populagbes das familias
Enterococcaceae, Aeromonadaceae, e nos géneros Paraprevotella,
Phascolarctobacterium e Megasphaera em comparagdo com pacientes saudaveis
(MICHALOVICH; RODRIGUEZ-PEREZ; SMOLINSKA; PIROZYNSKI; MAYHEW;
O’'MAHONY; et al., 2019), em contrapartida hd um aumento nas populagcbes das

familias Prevotellaceae, Mycoplasmataceae, Lachnospiraceae e Spirochaetaceae
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(HUANG, YVONNE J. et al., 2015). Em modelo experimental, o consumo de dieta
hiperlipidica provocou em animais alérgicos a redu¢ao na abundancia relativa do
género Ralstonia e aumento de Lactobacillus no pulmdo (LEE et al., 2021). Um
trabalho prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa, reportou um aumento
expressivo da populagcédo de Firmicutes no pulmao de obesos asmaticos, bem como
de Actinobacteria e Moraxella catarrhalis, apesar de curiosa redugdo na populagao
geral de Proteobacteria. Tais alteracbes estiveram associadas a um atraso na
expresséo de TLR2/4, CD80 e PDL1 (do inglés— programmed death-ligant 1) em
células dendriticas. Interessantemente neste mesmo trabalho a obesidade, por si s6,
levou a redugao na populagao de Firmicutes e aumentou a de Proteobacteria (AYUPE
etal., 2019).

As evidéncias expostas acima, mostram que tanto a dieta como obesidade s&o
fatores que influenciam na colonizagdo intestinal e pulmonar, podendo ser
considerados fatores de risco para os diferentes fenétipos e agravamento da asma,

ao longo da vida.
1.4.1 Obesidade Materna e Microbiota

Recentemente tem sido cada vez mais difundido o conceito de origens do
desenvolvimento de saude e doencga, no qual existe uma janela critica, desde a
concepgéao até os dois anos, em que o desenvolvimento do individuo é profundamente
influenciado pelo ambiente em todas suas formas (materno, nutricional,
socioecondmico, ecoldgico, entre outros) programando saude, ou aumentando risco
de desenvolvimento de doencas durante toda a vida (CHARLES; DELPIERRE;
BREANT, 2016). Nao coincidentemente, este periodo é também de colonizagéo
microbiana, o qual é profundamente influenciada por fatores maternos e ambientais
(BUTEL; WALIGORA-DUPRIET; WYDAU-DEMATTEIS, 2018).

A colonizagdo de neonatos possivelmente se inicia antes mesmo do
nascimento (CHU; MEYER,; et al., 2016), mas é durante o parto e apds o nascimento
gque ocorre exposi¢cao a uma maior diversidade de microrganismos. Com o passar do
tempo a microbiota do neonato sofrera influéncias da amamentagéo, contato com
adultos, agentes antimicrobianos e alimentagdo. Essa microbiota precoce sofre
significativas alteragdes na sua composi¢cdo durante os primeiros anos de vida, mas
perto dos trés anos se estabelece e se mantera até a idade adulta (BUTEL;
WALIGORA-DUPRIET; WYDAU-DEMATTEIS, 2018). A exposigdo de recém-
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nascidos a microrganismos ambientais tem impacto profundo no desenvolvimento do
sistema imune, e determina a tolerancia ou resposta a antigenos ambientais como os
alérgenos (GENSOLLEN et al., 2016). Por exemplo, a colonizagao das vias aéreas de
neonatos com M. catarrhalis, H. influenzae e S. pneumoniae esta associada a maior
contagem de eosindfilos, e titulos de IgE no sangue, e um perfil misto de resposta
Th1, Th2 e Th17, com altos niveis de IL-1B nas vias aéreas (BISGAARD et al., 2007;
PATTARONI et al., 2018). A abundéncia de espécies do género Veillonella e
Prevotella em recém nascidos foi associada ao desenvolvimento de asma em criangas
(THORSEN et al., 2019). Por outro lado, a exposi¢ao materna a Acinetobacter Iwoffii
gera um efeito protetor contra a asma na prole, levando a significativa redugéo de
eosindfilos no BAL, menor produgéo de muco e escore inflamatério (CONRAD et al.,
2009).

E evidente a influéncia da microbiota materna na colonizagdo e modelamento
da microbiota da prole, logo uma microbiota materna obesogénica pode ser
propagada na prole, contribuindo n&o apenas para o ciclo intergeracional da
obesidade, como para outras doengas (GALLEY et al., 2014). Entre as alteragdes da
microbiota intestinal observadas na progénie de obesas ou de mulheres expostas a
uma dieta rica em gordura estdo: a redugéo geral da diversidade, com expressiva
reducgéao de Firmicutes (importante produtor de butirato) (BRUCE-KELLER et al., 2017;
WANKHADE et al., 2017; SHOAIE et al., 2013), redu¢ao de Bacteroides no mecdnio
(CHU; ANTONY; et al., 2016), grupo essencial para o desenvolvimento da imunidade
na mucosa intestinal (TROY; KASPER, 2010); e aumento de Lachnospiraceae (TUN
et al., 2018), Parabacteroides spp e Oscillibacter spp (CLARKE et al., 2013;
MARTINEZ et al., 2013).

Em contraposicdo aos efeitos deletérios da dieta hiperlipidica e obesidade,
dietas maternas ricas em fibra reduzem o risco de asma e atenuam respostas
inflamatdrias das vias aéreas frente ao desafio com OVA na prole (THORBURN et al.,
2015; VENTER et al., 2022). Provavelmente devido ao fato de AGCCs atravessarem
a barreira transplacentaria e induzirem a diferenciacdo de Tregs (NAKAJIMA et al.,
2017). O aumento na carga microbiana materna também se mostrou protetor, em
modelo de alergia, com expressao reduzida de TLR2 e 4 no pulmao da prole, maior
propor¢gdo de Tregs no bago e uma expressao reduzida da enzima Histona
Desacetilase 9, HDAC9 (do inglés— Histone Deacetylase-9) no pulmao, relacionada a
supresséao de Tregs (DE ZOETEN et al., 2010; LIU, JING et al., 2020). Evidenciando
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ainda mais o efeito da microbiota materna na homeostase pulmonar da prole, o uso
materno de antibiéticos durante a gestacéo levou ao aumento da severidade da asma
na prole de maneira dose-dependente, causando alteragbes na microbiota intestinal
da prole e matrizes, com expressiva redu¢do de AGCCs (ALHASAN et al., 2020).
Até o momento, nenhum estudo relacionou a obesidade materna com a
disbiose pulmonar da prole, muito menos considerando o contexto da asma, logo este
estudo teve como objetivo se aprofundar nas modificagbes que a dieta materna &
capaz de causar no sistema imune antes e apds o estabelecimento da alergia. Bem
como estabelecer se a dieta hiperlipidica consumida pela mée pode desencadear
alteragdes na microbiota pulmonar da prole. A figura 6 resume o que se sabe, e as
lacunas ainda persistentes a respeito da influéncia da obesidade e dieta materna no

contexto da asma.

Q

Dieta e

obesidade

materna

« Disbiose;

«» Alteracdes
epigeneticas;

+ tInflamacéao.

Prégenie Asma
+ 1 Obesidade; » 1Exacerbacgéo;
* TAlteracoes C> » tResisténcia ao
metabdlicas; tratamento;
» Disbiose ) * 1Th1 e IFN-y?
pulmonar? « 1Th2 e
eosinofilia?

Figura 6— Efeitos da dieta e obesidade sob a progénie no contexto da asma. (Elaborado pela
autora).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica materna no desenvolvimento precoce de

asma na prole.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica no estabelecimento de obesidade em
matrizes;
Averiguar se a dieta hiperlipidica materna acarreta o desenvolvimento de
obesidade na prole;
Investigar se células dendriticas oriundas da prole de matrizes alimentadas
com dieta hiperlipidica tem seu padrao de ativagao alterado;
Verificar se a dieta hiperlipidica materna altera o padrao de ativagao/regulagao
da resposta imune em orgaos que participam da patogénese da asma e
obesidade na prole;
Avaliar se a dieta hiperlipidica materna acarreta maior risco e/ou atua como
fator de agravamento para o desenvolvimento da asma alérgica na prole;

» Verificar se ha mudancga no perfil do infiltrado inflamatério;

» Averiguar se ha diferenga nas proporgdes de leucdcitos

diferenciados na medula é6ssea;

= Verificar se ha modificagao do perfil de resposta humoral.

Averiguar se a dieta hiperlipidica materna e a asma da prole causam alteragbes

no perfil microbiano do pulmao.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Para realizacao deste trabalho, foram utilizados camundongos, fémeas e
machos da linhagem BALB/c, com 4-6 semanas de idade, bem como sua prole com
24 dias de idade, provenientes do Centro de Biologia da Reprodu¢éo da Universidade
Federal de Juiz de Fora (CBR-UFJF). Estes animais foram mantidos no setor de
manutengéo e experimentagédo do CBR-UFJF, em estante climatizada. O protocolo
experimental realizado neste trabalho esta de acordo com a Comiss&o de Etica na
Experimentagdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) e foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFJF) da
Pré-reitoria de Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob o protocolo
33/2020.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

As fémeas foram divididas aleatoriamente em 2 grupos experimentais, de
acordo com a indugédo da obesidade materna: grupo dieta padrdo (SD, do inglés—
standard diet), ao qual foi oferecida dieta padrédo comercial para roedores AIN93G da
marca Nuvilab®, contento 10% das calorias derivadas de gordura; e o grupo dieta
hiperlipidica (HFD, do inglés— high-fat diet) (Tabela 1), no qual foi oferecida dieta
hiperlipidica contendo 60% das calorias derivada de gordura. Na tabela 2 foram
discriminados os constituintes de ambas as dietas. O consumo da dieta foi

acompanhado semanalmente nos mesmos dias e horarios.

Tabela 1-Divisdo dos grupos experimentais das matrizes

Dieta

Grupos Identificacéo . -
Hiperlipidica

SD Matriz alimentada com dieta padrao -

HFD Matriz alimentada com dieta hiperlipidica +




Tabela 2-Composicao das dietas padrao e hiperlipidica.
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— . - Dieta
Composicao D'eta(g)adr“ Hiperlipidica
| | (9)
Amido de milho 398,00 115,5
Caseina 200,00 200,00
Amido dextrinizado 132,00 132,00
Sacarose 100,00 100,00
Oleo de soja 70,00 40,00
Fibra 50.00 50,00
L-cistina 3.00 3,00
Colina 250 2,600
Mix mineral PSB
10026 35,00 200
Mix vitaminico 10,00 10,00
Banha 0,00 427,46
TOTAL 1000,00 1000,00

Apds oito semanas de dieta as fémeas foram colocadas em contato com

camundongos machos na proporgédo de duas fémeas por macho, durante 14 dias, a

fim de se realizar o acasalamento. Apos este tempo, as fémeas foram separadas para

gestar e parir os filhotes. Estes foram divididos em 4 grupos a depender da dieta

materna e da indugéo da asma. O grupo controle dieta padrdo (SDo— Standard diet

offspring) foi gestado por fémeas SD e nao sofreu nenhuma outra intervencdo. O
grupo (HFDo— high-fat diet offspring) foi gerado por fémeas HFD e n&o sofreu

nenhuma outra intervengédo. O grupo AP (alergia pulmonar) é proveniente de uma

fémea SD e sofreu a indugédo da asma, e por fim o grupo HFDJ./AP foi gestado por

uma fémea HFD e passou pelo protocolo de indugao da asma (Tabela 3).
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Tabela 3—- Divisdo dos grupos experimentais da prole

Genitora Inducédo do
Grupos Identificacao alimentada com  modelo de alergia
dieta hiperlipidica pulmonar
SDo Dieta padrao - -
HFDo Dieta hiperlipidica + -
AP Alergia pulmonar - +

Dieta hiperlipidica e
HFDo/AP + +
alergia pulmonar

3.3 INDUCAO DO MODELO DE ALERGIA PULMONAR EXPERIMENTAL

A indugdo do modelo de alergia pulmonar foi realizada nos grupos AP e
HFDo/AP através de duas sensibilizagdes. A primeira, ocorreu no 7° dia de vida e a
segunda no 14° dia de vida, os animais foram imunizados com inje¢&o intraperitoneal
contendo 1,5ug de OVA (Grade V, Sigma-Aldrich Corp, EUA) diluidos em uma
suspensao contendo 1mg de hidréxido de aluminio (Sigma-Aldrich Corp, EUA).
Posteriormente, no 21°, 22° e 23° dia de vida, os animais foram desafiados
intranasalmente com OVA 1% em tampao fosfato salino (PBS 1x) sob sedagéo com o
anestésico inalatdrio isoflurano. Todos os animais foram eutanasiados em 24 horas
apos o ultimo desafio com a OVA no 24° dia de vida. A figura 7 mostra o delineamento

experimental.
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A- Delineamento Experimental
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Figura 7- Delineamento experimental

do protocolo experimental desenvolvido em

camundongos BALB/c. Analises realizadas para cada grupo e 6rgdo (A). Protocolo de indugéo de asma
(B). Sensibilizagdes foram feitas no 7° e 14° dias de vida com 1,5ug de OVA diluida em suspensao
contendo 1mg de alimen (hidroxido de aluminio) desafios foram feitos em trés dias consecutivos a
partir do 21° dia com OVA a 1% diluida em tampéao fosfato salino. Apés 24h procedeu-se com a
eutanasia no 24° dia de vida dos animais. OVA — ovalbumina; IP — administragao intraperitoneal; IN—

administragdo intranasal.
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3.4  AVALIACAO DA PORCENTAGEM DE GANHO DE MASSA CORPORAL

Para a avaliagdo do efeito do consumo das dietas, o peso das matrizes foi
avaliado em balanga semi-analitica (Micronal B6000®, Brasil) semanalmente, nos
mesmos dias e horarios, durante todo o protocolo de indug&o da obesidade, incluindo

o tempo gestacional, para obtengéo da porcentagem de ganho de massa.
3.5 OBTENGCAO DO MATERIAL BIOLOGICO

As amostras bioldgicas foram coletadas no 24° dia, 24 horas apds o ultimo
desafio com a OVA. A eutanasia dos animais foi feita através de dose letal de solugéo
de ketamina (90 mg/Kg, Syntec, Brasil) e xilasina (10 mg/kg, Agener Uni&o, Brasil) por
via intraperitoneal. As amostras foram devidamente identificadas, armazenadas
individualmente, e mantidas sob refrigeracdo em freezer a -80 °C até serem

processadas e analisadas.
3.5.1 Coleta do soro

Apds a anestesia, o sangue foi coletado a partir de puncéo cardiaca. As
amostras foram centrifugadas a 1500 rotagbes por minuto (rpm), por dez minutos a
temperatura ambiente (Centrifuga 5410, Eppendorf, Alemanha) para obtengéo do
soro, armazenado a -80 °C, para posterior andlise de parametros metabdlicos,
colesterol total e fragdes, triglicérides e glicemia, além de niveis séricos de anticorpos

e de leptina.
3.5.2 Coleta do Pulméao

Para coleta do pulmao foi realizado o rompimento do diafragma, a caixa
toracica foi exposta e a traqueia foi seccionada em sua porgao distal, separando os
|6bulos pulmonares da carcaga do animal. A massa pulmonar total foi mensurada em
balanca analitica para os animais dos grupos SDo e HFD.. Para os animais
selecionados para analise de microbiota por PCR foram seguidos procedimentos
estéreis. Além disso, o lobo pulmonar esquerdo foi utilizado para analise histolégica

e os demais lobos para citometria de fluxo.
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3.5.3 Coleta da medula 6ssea

A medula éssea foi utilizada para contagem de granulécitos na medula 6ssea
e diferenciagao de células dendriticas. Para isso os dois ossos do fémur dos animais
foram retirados utilizando material cirdrgico (pingas e tesouras). O canal medular foi
lavado com 1mL de solugéo fisioldgica injetavel resfriada (Equiplex®, Goiania —GO),
utilizando seringa de 5mL e agulha de 22G. Para as células destinadas a diferenciagao

e cultura foram seguidos procedimentos estéreis.
3.5.4 Coleta do intestino

O célon do animal foi identificado e foi feito um corte transversal na sua regido
proximal e préximo ao reto, a fim de mensurar seu comprimento, com auxilio de
paquimetro. Posteriormente, foi seccionada sua porgéo distal, este foi lavado com
PBS 1x para retirar do bolo fecal, e em seguida imerso em paraformaldeido 4%
tamponado por 24h, e transferido para etanol 70% até sua inclusdo em parafina. Ap6s
os procedimentos rotineiros de inclusdo em parafina, foram realizados cortes semi-

seriados de 4um de espessura.

3.6 DOSAGEM DE GLICEMIA, TRIGLICERIDES, COLESTEROL TOTAL E
FRACOES

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

colesterol-LDL foram calculados por aplicagdo da equacéo de Friedwald (1):

Colesterol LDL = (Colesterol total — Colesterol HDL) — (—Tﬂgli;é”des)(‘l)

3.7 DOSAGEM DOS NIVEIS SERICOS DE LEPTINA

As analises de leptina no soro foram realizadas utilizando o método de ELISA
por meio de kit comercial (PeproTech, EUA) seguindo as instrugbes dos fabricantes.
Foram utilizadas placas MaxSorp High-binding® (Nunc —Thermo Fisher, EUA)

especificas para Elisa do tipo “sanduiche”. As placas foram sensibilizadas com os
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anticorpos de captura e incubadas por 18h a 4°C. Em seguidas lavadas 4 vezes com
tampao fosfato salino adicionado de 0,05% de Tween 20 (PBST) e bloqueadas com
albumina sérica bovina a 2%, durante 1h, apds mais um ciclo de lavagens as amostras
foram adicionadas e incubadas por 24 horas a 4°C. No dia seguinte, apds mais um
ciclo de lavagem, os anticorpos de deteccdo acrescido de peroxidase foram
adicionados e incubados por 2h a temperatura ambiente (TA). Em seguida as placas
foram lavadas novamente e a reacao foi revelada utilizando como substrato 2,2-
azinobis-3-etilbenzotiazol-6-sulfonato (ABTS, Pepro Tech, EUA). A reagéo foi parada
com 4cido sulfurico a 2 N, e a leitura realizada em leitor de microplacas (SpectraMax
190, Molecular Devices, EUA) a 405nm. As dosagens foram expressas em

picogramas por mililitro, calculadas a partir de curva de calibragéo.
3.8 DOSAGEM SERICA DE ANTICORPOS ANTI-OVA

A avaliagdo dos niveis de IgM, IgE, IgG1 e IgG2a especifica anti-OVA foi
analisada pela técnica de ensaio de imunoabsor¢gdo enzimatico (ELISA). A
sensibilizagdo das placas foi feita com solugédo de OVA 1% (Grade V; Sigma-Aldrich
Corp, St Louis, MO, USA) diluida em tamp&o carbonato (100uL/pogo), as placas foram
incubadas a 4°C por 18h e posteriormente lavadas 4 vezes com PBST. Apds bloqueio
com 2% de albumina sérica bovina diluida em PBST (200uL/pogo), a placa foi lavada
4 vezes e as amostras de soro foram adicionadas, na concentragdo de 1:20 para
dosagem de IgE, 1:8000 para IgG1 e 1:800 para IgG2a e IgM seguindo-se uma
incubacao por 24h. Seguidamente, a placa foi novamente lavada e os anticorpos anti-
IgE, 1gG1, e IgG2a na diluigdo de 1:500 e anti-lgM na diluigdo de 1:2000
(PharmingenTM, Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) foram adicionados. A
estreptavidina marcada com peroxidase (PharmingenTM, Becton Dickinson, San
Diego, CA, USA) foi adicionada apds incubacdo (1h a temperatura ambiente) e
lavagem da placa. A reacao foi revelada pela adi¢do de substrato contendo acido
citrico 0,1M, citrato de sddio 0,1M, agua destilada, cromégeno OPD e peréxido de
hidrogénio a 30%. A reacao foi parada com acido sulfurico a 2 N e a leitura foi feita
em leitor de microplacas a 492nm (SpectraMax® 190, Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA). A deteccédo do anticorpo especifico foi expressa como densidade o6tica
(DO).
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3.9 CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DE GRANULOCITOS NA MEDULA
OSSEA

Apods a coleta da medula déssea, a suspensao celular foi diluida na proporgéo
de 1:10 e homogeneizada em tubo cdnico. Esta suspenséao celular foi utilizada para
contagem total de células em camara de Neubauer utilizando o corante de viabilidade
Azul de Trypan. Em seguida foi feita a contagem diferencial de leucdcitos. Para tal,
confeccionou-se um esfregaco utilizando 100uL do sedimento do BAL, contendo
aproximadamente 1x10° células, centrifugadas a 20g por 5 minutos a T.A. (FANEM
248, Sao Paulo, Brasil). Posteriormente, as laminas foram coradas com Pandético
rapido (Laborclin Ltda, Pinhais, Brasil). E de acordo com critérios morfolégicos e com
a coloragao diferenciada apresentada pelos granulos eosinofilicos, foram contadas
300 células no total entre células mononucleadas, neutrdéfilos e eosinéfilos maduros,
com o auxilio de microscopio 6tico Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha) em aumento de
1000X.

3.10 AVALIACAO HISTOLOGICA DO PULMAO E COLON
3.10.1 Numero de eosinéfilos no tecido pulmonar e do colénico

Para avaliagéo histolégica, o lobo pulmonar direito e o célon foram fixados
durante 24h em solucgao de paraformaldeido tamponado a 4% e apds esse tempo foi
acondicionado em alcool 70%, até a inclusdo em parafina. Apds os procedimentos
rotineiros de inclusdo em parafina, foram realizados cortes semi-seriados de 4um de
espessura.

Para realizagdo da contagem de eosindfilos nos tecidos pulmonar e colénico,
apos sec¢des rotineiras de desparafinacao e desidratagédo, os cortes foram corados
com o corante Direct Red 80-Sirius Red (Sigma Aldrich), por uma hora, contra corados
com hematoxilina. Foram analisados 20 campos, em uma area delimitada por reticulo
Olympus (10 mm/10) na regido peribroncovascular, em aumento de 1000X, a

contagem foi expressa por nimero de eosindéfilos por 100um2.
3.10.2 Numero de mastoécitos no tecido pulmonar

A contagem de mastécitos no tecido pulmonar foi realizada através da

coloragcdo por azul de toluidina (Sigma Aldrich) apds etapas rotineiras de
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desparafinacdo e hidratacdo, durante trés minutos. Foi expressa por média da
contagem do numero de mastdcitos por 100um? em todo o corte pulmonar sob
aumento de 400X.

3.11 IMUNOFENOTIPAGEM DAS CELULAS IMUNES NO PULMAO E BACO E
LINFONODOS

Para a analise por citometria de fluxo, os pulmdes, bagos e linfonodos
mediastinais dos animais foram coletados e acondicionados em 10mL de meio de
cultura RPMI até o processamento. Foi feita a digestdo dos pulmdes em solugao de
colagenase a 0,75mg/mL por 20 minutos sob agitacédo a 37°C. Em seguida foram
macerados em tampé&o de extragao (Meio de cultura RPMI com 5% de Soro Fetal
Bovino e 0,075 g de EDTA - etileno diamina tetra acetato dissodico) em cellstrainer
(70 pm). Posteriormente, os macerados foram centrifugados a 1500rpm, por 10
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 1
mL de Tampao PBS 1x com 2% de Soro Fetal Bovino.

Uma aliquota das células foi contada com Azul de Trypan (1:20) e foram
plaqueadas 1x10° de células por pogo em placa de fundo U. Para bloquear possiveis
ligagbes inespecificas de anticorpos marcados a receptores para por¢do Fc de
anticorpos, as células foram incubadas com solu¢ao de bloqueio (1:150 de soro de
camundongo em tamp&o PBS 1x com 2% de Soro Fetal Bovino. Apds esse processo,
as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm, por 10 minutos, a 4 °C. Posteriormente
foi realizada incubagdo com anticorpos descritos na tabela 4. Para proteinas
intracelulares foi ainda realizada uma etapa de permeabilizagdo com Triton® X-100
(Sigma Aldrich) 0,1% em PBS e uma nova etapa de marcagao intracelular. A leitura
foi realizada em citdbmetro de fluxo FACS-CANTO Il Becton&Dickson (EUA). Os
resultados foram expressos em mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI do

inglés —median of fluorescence intensity).



50

Tabela 4- Especificagdes dos marcadores utilizados na Citometria de Fluxo

Marcador Diluicado Fluorocromo Fabricante
MHCII 1:200 BB 515
CD86 1:150 APC
PDL1 1:150 PE
BD
CD80 1:150 APC
GATA-3 1:150 Alexa647
RORyT 1:150 BVv421

3.12 CULTURA DE CELULAS DENDRITICAS DERIVADAS DA MEDULA OSSEA

Para derivagéo de células dendriticas da medula dssea, os lavados medulares
foram centrifugados a 1500rpm, por 5 minutos, a 4 °C e o sedimento foi ressuspendido
em 1mL de meio de cultura RPMI suplementado (10% de Soro Fetal Bovino, 1% de
antibiético, 1% de aminoacido e os fatores de crescimento celular GM-CSF (do inglés
— Granulocyte-macrophage colony-stimulating) factor na concentragéo de 20ng/mL e
IL-4 na concentragédo de 10ng/mL).

Uma aliquota foi retirada para contagem de células diluidas em Azul de
Trypan (1:50) em Camara de Neubauer a fim de verificar a viabilidade celular. Logo
apas, as células foram plagueadas na concentragdo de 5x10%em placas de seis pogos
e incubadas em estufa com 5% de gas carbdnico a 37°C por quatro dias em meio
RPMI suplementado conforme descrito acima. No 4° dia, as amostras foram coletadas,
transferidas para um tubo cénico e centrifugadas a 1000rpm, por 10 minutos, 10°C,
posteriormente, foi descartado o sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido em
meio de cultura RPMI suplementado. As células foram novamente plaqueadas em
placa de seis pogos e novamente colocadas na estufa com 5% de CO2 a 37 °C por
mais trés dias.

No 7° dia, foram adicionados mais 2mL de meio de cultura RPMI
suplementado, as células foram transferidas para tubo coénico, centrifugadas a 1500
rpm por 10 minutos, 10°C e o sedimento foi ressuspendido em meio n&do suplementado
com os recombinantes e uma aliquota foi nhovamente usada para contagem em

Camara de Neubauer, com posterior plaqueamento das células na concentracao de
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5x10* células/pogo em placa de fundo U, a fim de se calcular o rendimento da
diferenciagao através de imunofenotipagem (MHCMs" CD80*).

Posteriormente, no 10° dia de cultura foram adicionados as células LPS como
estimulo na concentragdo de 1ug/mL e foram novamente incubadas por um periodo
de 24h. No dia seguinte, a suspensao de DCs foi centrifugada a 1500rpm, por 5
minutos a 4°C, e posteriormente, foram marcadas com os anticorpos para citometria

de fluxo.
3.13 EXTRAQAO DE DNA BACTERIANO DO TECIDO PULMONAR

Para extracdo de DNA bacteriano, as amostras de pulmdo de
aproximadamente 800mg de pulmao em cabine de fluxo laminar. Apds a coleta, as
amostras foram maceradas em solugao de TE (Tris-EDTA: Tris 10nM e EDTA 1nM
pH 8,0). Posteriormente, o macerado foi centrifugado a 3000rpm por 5 minutos para
que as fibras teciduais decantassem e as células bacterianas ficassem em suspenséo.
Foi coletado o sobrenadante, e adicionou-se 500uL de solug&o de lise (Sacarose 25%
em TE, EDTA 0,5M, tris 1M, lisozima e H20). Nessa etapa, as amostras ficaram em
banho-maria 37°C por 60 minutos. Posteriormente, adicionou-se 50 yL de SDS 20%
(Duodecil sulfato de sédio diluido em TE) com incubagao a TA por 30 minutos.

A extragdo do DNA se deu a partir do protocolo de fenol-cloroférmio. Adicionou-
se 500 pL de fenol saturado em TRIS HCI (2-Amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol)
(pH 8,0) as amostras, ap6s agitagao, adicionou-se uma mistura de cloroférmio e alcool
isoamilico a 29:1 seguida de nova agitacao. Em seguida os tubos foram centrifugados
por 14000 rpm durante 5 minutos, a 4°C e retirou-se a fase aquosa sendo passado
para um novo microtubo de 1,5mL e descartou-se a parte com o fenol. Repetiu-se este
processo mais uma vez. Em seguida adicionou-se 50uL de acetato de sédio 5M
diluido em agua ultrapura, 1,2 mL de etanol gelado e deixar 18h a -20°C. Apds esse
periodo, as amostras foram centrifugadas a 14000rpm por 30 minutos, desprezou-se
o sobrenadante, adicionou-se 100uL de etanol 70%, seguido de centrifugagéo
14000rpm por 5 minutos, retirou-se o excesso de alcool e realizou-se a secagem em
temperatura ambiente. Posteriormente, o DNA foi ressuspendido em 50 L de solugéo
de TE, quantificado em aparelho Nanodrop (Lite Spectrophotometer —Thermo

Scientific, Waltham, MA, EUA) e armazenado em freezer -20°C.
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3.14 ANALISE DA MICROBIOTA PULMONAR

A microbiota pulmonar foi analisada pelo ensaio da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando sequéncias palindrémicas extragénicas repetidas (rep-
PCR). Para a realizacao da PCR foi utilizada 20ng do DNA molde, 1x Master Mix
(Promega, Madison, WI, EUA), 0,8uM do primer e agua ultrapura para PCR (Promega,
Madison, WI, EUA) em quantidade suficiente para completar o volume de 25puL. A
amplificagéo foi realizada termociclador automatizado (Biometra T1 Thermal Cycler,
Gttingen, Alemanha) programado nas seguintes condigdes: desnaturagao inicial a 94
°C por 5 minutos; 30 ciclos de desnaturagéo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 50°C
por 1 minuto e extens&o a 72°C por 2,5 minutos; extensao final a 72°C por 10 minutos.
Foi utilizada a seguinte sequéncia de primer descrita por de Paula e colaboradores
(2018): (GTG)5 5-GTGGTGGTGGTGGTG-3'.

Os amplicons gerados foram separados por gel de poliacrilamida a 8% com
TRIS-borato-EDTA a 1x. Com o padrao molécula 100pb DNA ladder (Promega,
Madison, WI, EUA). A eletroforese foi realizada a 70 volts, 400 miliampéres, 120 watts
por 10h. E em seguida corado com brometo de etidio e visualizado em transluminador
de luz ultravioleta (GE Healthcare, Reino Unido). Para as analises de fingerprints de
fragmentos de DNA, observaram-se os padrdes de bandeamento por inspegéo visual,

buscando bandas de amplificagdo presentes ou ausentes.
3.15 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPadPrism
5.0 (Graphpad Software, EUA). As varidaveis numéricas foram avaliadas nos diferentes
grupos pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov para distribuicdo gaussiana
dos dados. Posteriormente, para a comparag¢ao de médias foi utilizado o Teste T de
Student para os dados paramétricos e o teste de Mann-Whitney para dados nao
paramétricos. O nivel de significancia admitido para os testes foi de p < 0,05. Os dados
foram expressos como média + erro padrao da média. Para analise de fingerprint,
obtidas na andlise de microbiota, utilizou-se o programa XLSTAT 2022.3.1.1340
(Addinsoft, Franga), avaliadas pelo método de Agglomerative hierarchical clustering
(AHC), sendo as amostras agrupadas por Unweighted pair-group average (UPGA),
empregando-se o coeficiente de Dice e um bootstrap de 1000x para analise dos

clusters.
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4 RESULTADOS

4.1 DIETA HIPERLIPIDICA ELEVOU NIVEIS DE LEPTINA E COLESTEROL LDL EM
FEMEAS BALB/C

Durante as 8 semanas de dieta, a porcentagem de ganho de peso das fémeas
foi registrada, porém, n&o foi possivel observar uma diferenga significativa no ganho
de peso entre matrizes alimentadas com dieta padrdo e com dieta hiperlipidica (Figura
8A). Durante a gestacao foi possivel observar uma tendéncia a uma maior massa

corporal das matrizes HFD, porém sem diferencga estatistica (Figura 8B).
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Figura 8- Efeito da dieta hiperlipidica na massa corporal das matrizes. Curva de porcentagem
de ganho de massa corporal (A); Massa corporal durante a gestagao (B). SD: grupo matrizes dieta
padrao; HFD matrizes dieta hiperlipidica. Resultados expressos em média + desvio padrao da média.
ns p>0,05; * p<0,049; ** p<0,004; *** p<0,0004; **** p<0,0001, n=8.
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A dosagem de leptina sérica demonstrou uma concentragao expressivamente
maior desta adipocina nas matrizes HFD, comparadas as matrizes alimentadas com
dieta padréo (SD) (Figura 9A). Apesar da maior dosagem de leptina n&o foram
observadas alteragdes significativas nas concentrag¢des séricas de glicose (Figura 9B)
e colesterol HDL (Figura 9C), contudo, houve um significativo aumento de colesterol

LDL (Figura 9D) no grupo HFD em relagé&o ao grupo SD.
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Figura 9- Efeitos da dieta hiperlipidica sobre o metabolismo das matrizes. Dosagem sérica de
leptina das matrizes (pg/mL) (A); dosagem sérica de glicose (mg/dL) (B); dosagem sérica de colesterol
HDL (mg/dL) (C); Dosagem sérica de colesterol LDL (mg/dL) (D). SD: grupo matrizes dieta padréo;
HFD matrizes dieta hiperlipidica. Resultados expressos em meédia + Desvio padrdo da meédia. ns
p>0,05; * p<0,049; ** p<0,004; *** p<0,0004; **** p<0,0001, n=8.



55

4.2 DIETA MATERNA ALTEROU PARAMETROS METRICOS E BIOQUIMICOS DA
PROLE

Uma vez que neste protocolo ndo se observou um aumento de massa
significativo entre as matrizes do grupo alimentado com dieta hiperlipidica, voltou-se
a atengdo para a meédia de massa corporal da prole. E observou-se que a prole de
matrizes alimentadas com a dieta hiperlipidica apresentaram maior massa corporal ao
nascer (figura 10A), e aos 24 dias de vida (figura 10B), quando comparados a prole

de fémeas alimentadas com dieta padrao.
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Figura 10— Parametros métricos da prole. Média de massa ao nascer (g) (A); massa corporal
aos 24 dias de vida (g) (B); massa do tecido pulmonar (g) (C); comprimento do célon (cm) (D).
Resultados expressos em média + desvio padrdo da média. SDo, prole de fémeas alimentadas com
dieta padrdao. HFD. prole de fémeas alimentadas com dieta hiperlipidica. ns p>0,05; * p<0,049; **
p<0,004; *** p<0,0004; **** p<0,0001, n=11.
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Observou-se também uma maior massa do tecido pulmonar, ajustado pelo
peso, dos camundongos HFDo quando comparados com o grupo SDo (figura 10C), e
curiosamente a prole de fémeas HFD apresentaram um comprimento do célon
significativamente reduzido (figura 10D).

Assim como nas matrizes, dosaram-se parametros bioquimicos no soro da
prole a fim de se determinar impactos da dieta sobre o metabolismo da prole.
Observou-se que as concentragdes de (glicose estavam significativamente
aumentadas na prole de mées alimentadas com dieta hiperlipidica (HFD.), quando
comparada a prole de matrizes alimentadas com dieta padréo (SDo) (Figura 11A). O
colesterol HDL se mostrou acentuadamente reduzido no grupo HFDo (Figura 11B)

enquanto ndo se observou diferencga para o colesterol LDL (Figura 11C).
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Figura 11- Parametros bioquimicos da prole. Glicose sérica (mg/dL) (A); Colesterol HDL
(mg/dL) (B). Colesterol LDL (mg/dL) (C). Resultados expressos em média + desvio padrao da média.
SDo prole de fémeas alimentadas com dieta padrdo. HFDo, prole de fémeas alimentadas com dieta
hiperlipidica. ns p>0,05; * p<0,049; ** p<0,004; *** p<0,0004; **** p<0,0001, n=7.

4.3 DIETA HIPERLIPIDICA MATERNA REDUZIU ATIVACAO DE CELULAS
DENDRITICAS DIFERENCIADAS EX VIVO

Dados apontam que a obesidade altera as fun¢des de progenitores de células
dendriticas, o que pode alterar o desenvolvimento das respostas imunes (WILSON et
al., 2015). Por isso, foi avaliado se obesidade materna poderia danificar as fungdes
efetoras dessas células. Para isso, DCs derivadas da medula déssea foram
estimuladas com LPS e avaliadas quanto a expressdo de moléculas coestimulatorias
(CD80) e inibitérias (PDL1). A figura 12 demonstra a estratégia de gating e os

histogramas representativos para a expressdo dos marcadores de ativagao/regulagéo
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na populagcédo selecionada. Observou-se uma menor expressao de CD80 nas DCs
provenientes do grupo HFDo, estimuladas com LPS quando comparadas com os
controles (Figura 13A). Interessantemente, observou-se uma maior expressao de
PDL1 em camundongos HFDo ndo estimulados, quando comparados ao controle
(Figura 13B).
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Figura 12— Avaliagdo da expresséo de marcadores de inibigdo e ativagdo em células MHCH.
Estratégia de gating demonstrando separacao por nivel de expressao de MHCII (A); expressdo de
CD80 em células ndo estimuladas (B); expressdao de CD80 em células estimuladas com LPS (C);
expressdo de PDL1 em células ndo estimuladas (D); expressao de PDL1 em células estimuladas com
LPS (E). Em azul, células provenientes da prole de animais tratados com dieta padrdo, em vermelho
células provenientes da prole de animais tratados com dieta hiperlipidica.
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Figura 13— Perfil de ativagéo de células dendriticas derivadas da medula éssea. Expressao de
CD80 em células MHC" (A); expressdo de PDL1 em células MHC" (B). Resultados expressos em
mediana de intensidade de fluorescéncia + desvio padrdao da média. SD, prole de fémeas alimentadas
com dieta padrao. HFD, prole de fémeas alimentadas com dieta hiperlipidica. ns p>0,05; * p<0,049; **
p<0,004; *** p<0,0004; **** p<0,0001, n=12.

4.4 DIETA MATERNA PROMOVEU ALTERAGOES NA EXPRESSAO DE
MOLECULAS COESTIMULATORIAS NO BACO E PULMAO.

A fim de avaliar o efeito da dieta materna ao nivel pulmonar e de 6rgaos
linfoides secundarios como o bago, foi avaliada a expressdo geral da molécula
coestimulatérias (CD86) e inibitoria (PDL-1). Observou-se uma menor quantidade de
leucdcitos totais no bago da prole de matrizes obesas (HFDo) quando comparado ao
grupo SDo (Figura 14A). Quantificou-se também a expressdao de moléculas
coestimulatérias na populagéo geral, e observou-se um expressivo aumento de CD86
nas células do bago do grupo HFD,, quando comparado com o controle (Figura 14B).
Curiosamente o mesmo foi observado em relagao ao receptor PDL1, no qual o grupo

HFD. apresentou significativa maior expressao (Figura 14C).
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Figura 14— Marcadores imunoldgicos no bago. Contagem de leucdcitos totais no tecido
esplénico (A); Expressdo de CD86 em células totais do bago (B); expressado de PDL1 no bago (C).
Resultados expressos em média + SEM e mediana da intensidade de fluorescéncia + desvio padrao
da média. SDo prole de fémeas alimentadas com dieta padrao. HFD. prole de fémeas alimentadas com
dieta hiperlipidica. ns p>0,05; * p<0,049; ** p<0,004; *** p<0,0004; **** p<0,0001, n=11.

Foram analisados também linfonodos mediastinais, embora o numero de
células totais nos linfonodos da prole de matrizes obesas fosse reduzido, ndo houve
diferenca significativa na expressdo de CD86 ou de PDL1, quando comparado ao

grupo SD (Figura 15).
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Figura 15— Marcadores imunoldgicos nos linfonodos mediastinais. Contagem de leucdcitos
totais no tecido linfoide (A); expressdo de CD86 em células totais dos linfonodos (B); expresséo de
PDL1 nos linfonodos (C). Resultados expressos em média + desvio padrdo da média e mediana da
intensidade de fluorescéncia + SEM. SD, prole de fémeas alimentadas com dieta padrdo. HFD, prole
de fémeas alimentadas com dieta hiperlipidica. ns p>0,05; * p<0,049; ** p<0,004; *** p<0,0004; ****
p<0,0001, n =11.
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Um padrao similar ao do bago foi observado também no pulm&o, com uma
maior contagem de leucécitos totais no grupo HFDo (Figura 16A), uma maior
expressdo de CD86 e PDL1 na populagao geral do grupo HFDo quando comparado
com o grupo SDo (Figuras 16B e C).
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Figura 16— Marcadores imunoldgicos no pulm&o. Contagem de leucdcitos totais no tecido
pulmonar (A); expressao de CD86 em células totais do pulmao (B); expressdo de PDL1 no pulmé&o (C).
Resultados expressos em média + desvio padrdo da média e mediana da intensidade de fluorescéncia
+ desvio padrdo da média. SD, prole de fémeas alimentadas com dieta padréo. HFD. prole de fémeas
alimentadas com dieta hiperlipidica. ns p>0,05; * p<0,049; ** p<0,004; *** p<0,0004; **** p<0,0001,
n=11.

4.5 DIETA MATERNA PROMOVEU ALTERACOES NA EXPRESSAO DE FATORES
DE TRANSCRICAO NO BACO, PULMAO E LINFONODOS MEDIASTINAIS.

A fim de avaliar como a dieta materna afeta o perfil de ativagdo em 6rgéos
linfoides secundarios e pulmé&o, foi feita a quantificacdo de GATA3 e RORyT. No bago,
houve um significativo aumento da expressdo de GATA3 no grupo HFDo, € um

pequeno, mas significativo aumento de RORyT quando comparado ao grupo SDo
(Figuras 17A e B).
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Figura 17— Expressao de fatores de transcrigdo no bago. Expressdo de GATA3 nas células
totais do bago (A); expressdo de RORyT no bago (B). Resultados expressos em mediana da
intensidade de fluorescéncia + desvio padrdo da média. SDo prole de fémeas alimentadas com dieta
padrao. HFD, prole de fémeas alimentadas com dieta hiperlipidica. ns p>0,05; * p<0,049; ** p<0,004;
*** p<0,0004; **** p<0,0001, n=11.

Nos linfonodos mediastinais ndo se observou alteragdes significativas na
expressado de GATAS3 entre os grupos. Enquanto, em relagdo a expressdo de RORyT
houve significativa redugédo no grupo HFDo quando comparado com o grupo SDo
(Figuras 18A e B)
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Figura 18— Expressao de fatores de transcricdo em linfonodos mediastinais. Expresséo de
GATAS3 nas células totais dos linfonodos (A); expressdo de RORyT nos linfonodos (B). Resultados
expressos em mediana da intensidade de fluorescéncia + desvio padrdo da média. SD. prole de fémeas
alimentadas com dieta padrado. HFD, prole de fémeas alimentadas com dieta hiperlipidica. ns p>0,05;
* p<0,049; ** p<0,004; *** p<0,0004; **** p<0,0001, n=11.
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Ja no pulméo se observou uma discreta, porém significativa expressédo de
GATAS3 no grupo HFDo, e uma redugao nos niveis de expressdo de RORyT no mesmo

grupo, quando comparados com o grupo SDo. (Figura 19A e B).
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Figura 19— Expressao de fatores de transcrigdo no pulmao. Expressdo de GATAS nas células
totais do pulméao (A); expressdo de RORyT no pulmé&o (B). Resultados expressos em mediana da
intensidade de fluorescéncia + desvio padrdo da média. SD. prole de fémeas alimentadas com dieta
padrdo. HFD, prole de fémeas alimentadas com dieta hiperlipidica. ns p>0,05; * p<0,049; ** p<0,004;
*** p<0,0004; **** p<0,0001, n=11.

4.6 AVALIACAO DO EFEITO DA OBESIDADE MATERNA NA RESPOSTA IMUNE
NA ASMA NA PROLE

Os dados até aqui descritos apontam a influéncia da dieta materna em
importantes parametros imunolégicos independentes do processo de indugdo da
alergia, por isso a etapa seguinte foi avaliar o efeito da obesidade materna apés a

indugdo da asma.

4.6.1 Populacao de eosinéfilos e mastocitos da prole foram afetados pela dieta

materna e inducao da alergia, em tecidos periféricos

Eosindfilos sdo células de fundamental importancia na homeostasia das
mucosas com papel importante na asma (FOLCI et al., 2021). Nossos resultados
demonstraram uma redugdo do numero destas células no célon da prole HFDo,
quando comparado a prole SDo. Mesmo com a indugdo da asma, o seu numero
permaneceu reduzido nos animais HFDo/AP em relagcdo ao grupo AP (Figura 20A).

Fotos representativas de cada grupo podem ser observadas na figura 20B.
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Figura 20- Infiltrado eosinofilico do intestino. Contagem de eosindfilos no tecido intestinal
corados com Sirius Red (A); imagens representativas de cada grupo experimental (B). As setas pretas
indicam a localizagéo dos eosinofilos. Resultados expressos em média + desvio padrdo da média. SDo
prole de fémeas alimentadas com dieta padrdo. HFDo, prole de fémeas alimentadas com dieta
hiperlipidica. AP prole de fémeas alimentadas com dieta padrdo com alergia pulmonar induzida.
HFDJ/AP prole de fémeas alimentadas com dieta hiperlipidica com alergia pulmonar induzida. ns
p>0,05; * p<0,049; ** p<0,004; *** p<0,0004; **** p<0,0001, n=9.
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Ja no pulmé&o, nos animais sem a indugdo da alergia, observou-se significativa
reducdo do numero dos eosindfilos presentes no tecido pulmonar no grupo HFDo
quando comparado com o grupo SDo. E nos animais alérgicos, observou-se um
aumento acentuado de eosindfilos no grupo HFDo/AP quando comparado com o grupo
AP (Figura 21A). Na figura 21C pode-se observar fotos representativas dos cortes
histolégicos de cada grupo.

Mastdcitos séo células da imunidade inata centrais aos mecanismos imunes da
asma (MENDEZ-ENRIQUEZ; HALLGREN, 2019). No pulmé&o foi possivel observar um
aumento expressivo no numero destas células tanto nos animais HFDo, quanto nos
animais HFDo/AP quando comparadas com os animas SDo e AP, respectivamente
(Figura 21B).
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Figura 21-Infiltrado eosinofilico do pulm&o. Contagem de eosindfilos no tecido corados com
Sirius Red (A); contagem de mastécitos corados com Azul de Toluidina (B); imagens representativas
de cada grupo experimental (C). As setas pretas indicam a localizagdo dos eosindfilos. Resultados
expressos em média + desvio padrdo da média. SDo prole de fémeas alimentadas com dieta padrao.
HFDo prole de fémeas alimentadas com dieta hiperlipidica. AP prole de fémeas alimentadas com dieta
padrdo com alergia pulmonar induzida. HFDo/AP prole de fémeas alimentadas com dieta hiperlipidica
com alergia pulmonar induzida ns p>0,05; * p<0,049; ** p<0,004; *** p<0,0004; **** p<0,0001, n=7.



66

4.6.2 Prole de fémeas alimentadas com HFD apresentaram alteragcdes na
proporcao de leucécitos na medula 6ssea

Apés a avaliagdo da influéncia da dieta materna e da asma no infiltrado
inflamatdrio na prole, avaliou-se a proporc¢ao de leucdcitos na medula 6ssea da prole.
N&o foi observada diferenca entre os grupos para o numero total de células no 6rgéo
(Figura 22A). Porém, ao realizar a contagem diferencial do lavado medular, observou-
se um numero significativamente menor de eosindéfilos na prole de matrizes HFDo,
quando comparado com o grupo SDo. Esta diferenga ndo se manteve apds a indugao
da asma, nao se observando diferencas significativas entre os grupos AP e HFD./AP
(Figura 22B). Em contrapartida, observou-se uma maior proporgédo de neutréfilos em
camundongos do grupo HFDo. quando comparados com o grupo SDo, que
curiosamente se inverteu apdés a inducdo da alergia, com o grupo HFDo/AP
apresentando uma menor contagem de neutréfilos quando comparado ao grupo AP
(Figura 22C). Em relagéo a células mononucleares (linfécitos e mondcitos) o grupo
controle apresentou uma proporgéo significativamente maior destas células quando

comparadas com o grupo HFDo (Figura 22D).
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Figura 22— Contagem de células do lavado medular. Contagem total de leucécitos em lavado
medular (A); contagem relativa de eosindfilos em lavado medular (B); contagem relativa de neutréfilos
em lavado medular (C); contagem relativa de células mononucleares em lavado medular (mondcitos e
linfécitos) (D). Resultados expressos em média + desvio padrdo da média. SDo prole de fémeas
alimentadas com dieta padrdo. HFD, prole de fémeas alimentadas com dieta hiperlipidica. Prole de
fémeas alimentadas com dieta padrdo com alergia pulmonar induzida. HFDo./AP prole de fémeas
alimentadas com dieta hiperlipidica com alergia pulmonar induzida. ns p>0,05; * p<0,049; ** p<0,004;
*** p<0,0004; **** p<0,0001, n=11.
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4.6.3 Padrdes alimentares maternos alteraram titulos de anticorpos alérgeno

especificos

Observou-se que a dieta materna n3o teve influéncia significativa nos titulos de
IgM entre os dois grupos (Figura 23A). Ja os titulos de IgE e de IgG1 foram
significativamente menores no grupo HFDJ./AP quando comparados ao grupo AP.
(Figuras 23B e C). Interessantemente, os niveis de 1gG2a (Figura 23D) se
apresentaram significativamente elevados no grupo HFDJ/AP, quando comparado

com o grupo AP.
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Figura 23- Titulos de isotipos de anticorpos séricos anti-ovalbumina. Titulos de IgM anti-OVA
(A); Titulos de IgE anti-OVA (B); titulos de IgG1 anti-OVA (C); Titulos de IgG2a anti-OVA (D).
Resultados expressos em média da densidade 6tica + SEM. AP prole de fémeas alimentadas com dieta
padrdo com alergia pulmonar induzida. HFD./AP prole de fémeas alimentadas com dieta hiperlipidica
com alergia pulmonar induzida. ns p>0,05; * p<0,049; ** p<0,004; *** p<0,0004; **** p<0,0001, n=8.
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4.7 ASMA ALERGICA PROMOVEU ALTERACOES NA MICROBIOTA PULMONAR
DA PROLE

A fim de avaliar se a dieta materna ou a asma pode alterar a estrutura global
da comunidade bacteriana no trato respiratério inferior, foi feita uma comparagéo de
similaridade utilizando rep-PCR. Para o qual realizou-se a extragdo de DNA total de
fragmentos pulmonares, em um método independente de cultivo bacteriano. O rep-
PCR é uma técnica que permite a diferenciagdo de microrganismos baseado na
amplificagdo de sequéncias repetitivas conservadas de DNA, com tamanhos diversos,
que podem ser posteriormente separadas por eletroforese e geram um perfil de
bandas que permite a diferenciagdo de bactéria ao nivel linhagem (VERSALOVIC;
KOEUTH; LUPSKI, 1991). E uma técnica de baixa resolugdo, mas capaz de gerar
impressdes genéticas globais que permitem a comparacgao de padrées de DNA entre
as amostras, com aplicagdes em diferentes campos, como a busca de perfis
microbianos em diferentes estados de saude em populagdes humanas, animas ou
alimentos. Esta técnica agrupa isolados bacterianos através da geragdo de
fingerprints, ou seja, “impressdes digitais” de DNA, e pode ser empregada como um
rastreio prévio ao sequenciamento e identificacao destas bactérias (DE PAULA et al.,
2018; VAMANU; PELINESCU; SARBU, 2016).

Considerando como ponto de corte um coeficiente de similaridade de 80%,
curiosamente, a dieta materna apresentou um coeficiente de similaridade em torno de
70% para os grupos SDo e HFD,, abaixo do ponto de corte estabelecido, portanto,
agrupados sob um mesmo cluster. Algumas excegdes foram observadas, como uma
amostra do grupo SDo que foi agrupada em um cluster proprio (cluster 1) e uma
amostra do grupo HFDo que foi agrupada no cluster 3 (Figura 25).

Chama-se a atencao para a asma como um forte fator de agrupamento para a
microbiota pulmonar, animais do grupo AP e HFDo/AP apresentaram coeficiente de
semelhanga maior que 80% (cluster 3), observavel pelo padrdo de bandas (Figura 24)
e o dendograma (Figura 25). Com a exceg¢do de uma amostra do grupo HFDJ/AP,
agrupada no cluster 2.

N&o se observou significativa semelhanga entre os grupos n&o alérgicos (SDo
e HFDo) e alérgicos (AP e HFDo/AP), sendo estes geralmente agrupados em
diferentes clusters, indicando que a asma é um maior fator modificador da microbiota

pulmonar quando comparada a dieta materna.
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Figura 24— Avaliagdo da microbiota pulmonar por rep-PCR. Gel de poliacrilamida com os

produtos de rep-PCR gerados a partir de macerado de pulmao de camundongo (A); Representagdo
grafica das bandas obtidas no gel de poliacrilamida com seu respectivo peso molecular (B). PM: padréo
molecular de 1kb, HFD materna: prole de matrizes alimentadas com dieta hiperlipidica. OVA: animais
que passaram pelo protocolo de indugdo da alergia. SDo prole de fémeas alimentadas com dieta
padrdo. HFD, prole de fémeas alimentadas com dieta hiperlipidica. AP prole de fémeas alimentadas
com dieta padrdo com alergia pulmonar induzida. HFDo./AP prole de fémeas alimentadas com dieta
hiperlipidica com alergia pulmonar induzida.
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Figura 25— Dendograma gerado a partir dos dados obtidos do rep-PCR. Cores iguais no eixo
Y mostram similaridade genética. Numeros no eixo X representam coeficientes de similaridade de Dice.
Os resultados foram obtidos através de AHC, aglomerados pelo método UPGA. SD, prole de fémeas
alimentadas com dieta padrao. HFD, prole de fémeas alimentadas com dieta hiperlipidica. AP prole de
fémeas alimentadas com dieta padrdo com alergia pulmonar induzida. HFDo./AP prole de fémeas
alimentadas com dieta hiperlipidica com alergia pulmonar induzida.
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5 DISCUSSAO

O efeito da obesidade sob a resposta imune na asma durante a infancia é
contraditério. Alguns estudos mostram uma associagdo com a exacerbacédo da
resposta imune Th2 e atopia em uma asma ja estabelecida, enquanto outros mostram
o aumento da resposta Th1 e redugdo de atopia. Independentemente do perfil, o
obeso asmatico apresenta um quadro clinico mais grave e resisténcia a terapias
convencionais (SANSONE et al., 2020; SHAN; ZHOU; SHANG, 2020). A influéncia
de dietas obesogénicas e da prépria obesidade iniciam-se durante o desenvolvimento
fetal e podem atuar como fator de risco e de agravamento para a asma
(SURESHCHANDRA; MARSHALL; MESSAOUDI, 2019), porém, a influéncia da
obesidade materna nos diferentes fenétipos clinicos da asma ainda € uma area para
intensa pesquisa. Neste estudo avaliou-se a influéncia do consumo de uma dieta
obesogénica sobre o sistema imune e a microbiota pulmonar da prole.

Inicialmente, ndo foi encontrada alteragdo de massa corporal nas matrizes
alimentadas com a dieta hiperlipidica. Tal fato pode estar relacionado com a
resisténcia ja conhecida da linhagem BALB/c ao ganho de peso (JOVICIC et al., 2015).
Entretanto, a prole das matrizes alimentadas com a dieta hiperlipidica apresentou
peso maior em relagdo aos controles, corroborando com os dados observados por
MacDonald e colaboradores (2017). De fato, em humanos o peso da progénie ao
nascer € intimamente ligado ao status nutricional materno (DAI; HE; HU, 2018).

Apesar de néo ter sido observado ganho de peso entre as matrizes, a dieta
alterou o perfil lipidico materno, aumentando os niveis de colesterol LDL, porém sem
alterar significativamente as concentragdes de glicose sérica e colesterol HDL. Altos
niveis de colesterol LDL materno estdo associados com macrossomia fetal (XI et al.,
2021), justificando os maiores pesos encontrados nos filhotes das matrizes HFD.
Estes resultados diferem de dados ja obtidos anteriormente no qual fémeas BALB/c
apresentam todos esses parametros alterados (SILVA et al., 2017). Uma possivel
explicagdo para a auséncia de alteragdo nesses parametros metabdlicos seria a
retirada da dieta apds o 14° dia de vida prole, a fim de evitar o consumo direto da dieta
pelos filhotes, com isso, a administragdo da dieta padréo pode ter contribuido para a
normalizagdo metabdlica das matrizes.

Enquanto a dieta hiperlipidica n&do alterou as concentragdes de glicose e

colesterol HDL nas matrizes, esses se mostraram bem alterados na prole, com
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excecao da fragdo LDL. Diversos estudos corroboram com estes resultados,
demonstrando que a dieta hiperlipidica materna leva a alteracdo do metabolismo de
glicose e lipidios dos filhotes (DESAI et al., 2014; DUNFORD; SANGSTER, 2017;
MAMOUNIS et al., 2020). Além disso, baixos niveis de colesterol HDL e resisténcia a
insulina estdo associadas a incidéncia de asma (AL-SHAWWA et al., 2007;
COTTRELL etal.,2011; KO etal., 2018; LIN et al., 2022). A grande variagédo nos niveis
de LDL pode ser explicada, em parte, devido ao reduzido numero amostral utilizado
para as analises, o que impossibilitou a separacédo por género da prole. Um fator
importante, tendo em vista que a dieta materna afeta a prole dependentemente de
género (LOMAS-SORIA et al., 2018).

Em conjunto com as altera¢des metabdlicas, € comum encontrar uma produgéo
exacerbada de leptina em obesos. Esta adipocina, em niveis fisiolégicos, atua no
controle da saciedade e na homeostasia do sistema imune, porém em altos niveis
causa exacerbacgao da inflamagao (ABELLA et al., 2017). No presente estudo, foram
encontrados altos niveis de leptina nas matrizes. Esse aumento pode influenciar
diretamente na programacéo metabdlica da prole (MCMILLEN et al., 2004). De fato,
um aumento de leptina é observado no corddo umbilical na progénie de maes obesas
(STEFANIAK et al., 2019), demonstrando a transmisséao vertical desta adipocina. Na
asma, niveis elevados de leptina sdo associados a piora dos sintomas em criangas
(YOUSSEF et al., 2013). Apesar disso, curiosamente nao se observou alteracdes nos
niveis séricos de leptina na prole no presente estudo (dados ndo mostrados). No
entanto, ndo se pode descartar que os niveis desta adipocina nao estiveram alterados
em outros momentos do desenvolvimento fetal e pds-natal. Em conjunto, estes dados
apontam que apesar da dieta hiperlipidica ndo alterar a massa corporal das matrizes,
esta promoveu alteragdes metabdlicas na linhagem de camundongos BALB/c e seus
efeitos foram transmitidos para a prole.

Além dos efeitos acima mencionados, a dieta hiperlipidica materna causou
alteracdes no desenvolvimento e em caracteristicas da resposta imune. E bem
estabelecido que células dendriticas sdo essenciais para o inicio de qualquer resposta
antigeno-especifica. O balango da expressdo de moléculas coestimulatérias e
inibitérias em sua membrana no momento da apresentagcdo do antigeno inibira ou
ativara os linfocitos T (CHEN, LIEPING; FLIES, 2013). No presente estudo observou-
se que a dieta hiperlipidica materna promoveu uma redugéo na expressédo de CD80

em células dendriticas derivadas da medula éssea, particularmente em resposta ao
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estimulo com LPS. Em paralelo, houve um aumento na molécula inibitéria PDL1 em
células ndo estimuladas. Esses dados sdo um indicativo de um perfil regulatério
apresentado por essas células (CHEN, LIEPING; FLIES, 2013). Observa-se na
obesidade materna, que células dendriticas provenientes do corddo umbilical
apresentam defeitos intrinsecos como menor producgéo de citocinas frente ao estimulo
de agonistas de TLR2 e 4 (WILSON et al., 2015), o que pode resultar em uma resposta
prejudicada a microrganismos (MYLES et al., 2013). Interessantemente, foi observado
um aumento na expresséo geral de CD86 tanto em 6rgédos linfoides secundarios,
quanto no proprio pulmao, sugerindo que a dieta hiperlipidica materna afetou o perfil
de ativacao das células presentes nestes tecidos. A diferenga entre a expresséo das
moléculas coestimulatérias pode ser devido a expressao constitutiva de CD86 sendo
mais rapidamente aumentada frente a estimulos quando comparada a CD80
(ROWSHANRAVAN; HALLIDAY; SANSOM, 2018), o ambiente pro-inflamatério
proporcionado pela dieta hiperlipidica pode ser um fator para essa regulagéo positiva.
Em relagéo a expressao de PDL1 aumentada em ambos os 6rgaos, pode sinalizar
uma tentativa de contrarregulacdo de tal perfil inflamatério, a fim de manter a
homeostasia. Este experimento deve ser repetido comparando-se ao grupo alérgico a
fim de avaliar se, frente ao estimulo com OVA, esta contrarregulacdo se mantém.
Durante a ativacado de linfécitos T auxiliares, a depender das citocinas
presentes no meio, os linfécitos podem se diferenciar em subtipos especificos como
Th1, Th2 e Th17. Esta diferenciacdo vai ser em parte direcionada por fatores de
transcrigédo especificos, como T-bet para células Th1, GATA3 para células do tipo Th2
e RORyT para Th17 (HILLIGAN; RONCHESE, 2020). Neste sentido, nossos
resultados mostraram um aumento expressivo de GATA3, no bago, linfonodos e
pulmé&o, sugerindo um perfil de linfocitos Th2 aumentado. O que poderia explicar o
risco aumentado para o desenvolvimento de asma alérgica ainda na infancia (LIU,
SHUFANG et al., 2020). Além de células Th2, outra fonte possivel para o aumento da
expressdo de GATA3 sdo as ILC2s que também estdo intimamente ligadas a
patogénese da asma, e apresentam expressdo desse fator de transcricao
(JONCKHEERE; BULLENS; SEYS, 2019). Esses resultados sdo semelhantes aos
encontrado por Oliveira e colaboradores (2019) em camundongos adultos alimentados
com dieta hiperlipidica. Por outro lado, o fator de transcrigdo RORyT, esta aumentado
no bago e reduzido no pulméo e linfonodos. O aumento deste fator de transcri¢ao,

particularmente no bago, evidencia a inflamagéo sistémica provocada pela dieta
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materna. No entanto, a redugdo de RORyT no pulmao pode ser um indicativo de um
desequilibrio na mucosa, uma vez que este fator de transcrigdo é essencial para a
producdo de citocinas que garantem integridade do epitélio (GAFFEN;
MOUTSOPOULOS, 2020; OHNMACHT et al., 2015). O que, por sua vez, poderia
permitir o acesso de alérgenos ao parénquima pulmonar facilitando o processo de
sensibilizagdo (GEORAS; REZAEE, 2014).

Apesar do aumento na expressdo de GATAS3, foi observado que a dieta
hiperlipidica materna ndo aumentou a eosinofilia na auséncia de alergia, sugerindo a
auséncia de translocagéao desse fator para o nucleo (MARBACH et al., 2012). Estudos
adicionais sdo necessarios para comprovar este efeito. Eosindfilos sdo células
produzidas na medula 6ssea em resposta a estimulos de células Th2 e ILC2.
Eosindfilos sdo envolvidos em diversos processos fisioldgicos, como na defesa contra
patdgenos, remodelamento tecidual, reparo muscular e metabolismo de glicose. Mas
também s&o implicados na patogénese de diversas doencgas, recrutados para o
pulmdo durante processo alérgico, e considerados marcadores fenotipicos da
resposta imune Th2 na asma (AKAR-GHIBRIL et al., 2020; WECHSLER et al., 2021).
Dados apontam que a dieta materna também leva a alteragbes na hematopoese da
prole (KAMIMAE-LANNING et al., 2015). Neste estudo foi observado significativa
reducao de eosindfilos na medula 6ssea da prole, associada com um menor influxo
de eosindfilos no pulméo e cdlon, demonstrando que a dieta hiperlipidica afetou a
producdo desta célula. Por outro lado, eosindfilos no pulméo saudavel tem papel
regulatério e foram relacionados a reducgdo da inflamagdo Th2, logo chama-se a
atencgao para diferentes subtipos de eosindfilos com diferentes papeis (OLBRICH et
al., 2020). Portanto, a redugéo na populagéo dessas células encontrada nos filhotes
de matrizes HFD, pode indicar uma ruptura da homeostasia. Redugédo semelhante foi
encontrada em modelos experimentais murinos adultos, nos quais a dieta reduz a
producao dessas células da medula 6ssea, impactando no seu recrutamento para
diferentes 6rgaos (CALIXTO et al., 2010; SILVA et al., 2017).

Interessantemente, apds a indugéo da asma houve um expressivo aumento de
eosindfilos no pulméo, abrindo uma importante questdo em relagéo a origem destas
células, uma vez que ndo houve diferengca na produgao delas na medula entre os
grupos sensibilizados com o alérgeno. Este fato associado com a redug¢do dos
eosindfilos no célon do grupo HFDo/AP sugere que estas células possam estar sendo

recrutadas deste local, conforme proposto por LLOYD e SAGLANI (2013). O aumento
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observado de eosindfilos no tecido pulmonar provocado pela dieta materna frente ao
desafio com o alérgeno é semelhante ao encontrado por Lacerda e colaboradores
(2019). Tais resultados também s&do semelhantes aos encontrados em estudos
clinicos, onde a eosinofilia € relacionada com a asma grave na infancia (BOSSLEY et
al., 2012; GROTTA et al., 2013; PEREZ et al., 2021).

Neutrdfilos sdo importantes propagadores da inflamacao sistémica mediada
pela obesidade (URIBE-QUEROL; ROSALES, 2022), e é uma importante célula
encontrada em numero elevado no pulmdo de asmaticos obesos, correlacionando
com a gravidade da doenga e resisténcia a terapia (RAY; KOLLS, 2017). A dieta
materna levou ao aumento do numero de neutréfilos na medula, embora néo tenha
sido avaliada a presenca destas células no pulmao dos animais. Similar ao encontrado
por Blue e colaboradores (2015), que observaram aumento da neutrofilia sanguinea
na prole de fémeas alimentadas com HFD. Em contrapartida, apds a indugéo da asma
foi observado a redugéo de neutréfilos na medula, uma possivel explicagcao seria o
tempo de analise apds o ultimo desafio com a OVA, uma vez que um atraso no
aumento da neutrofilia em camundongos BALB/c obesos é observado (SILVA et al.,
2017). Analises posteriores deveréao ser realizadas para avaliar o influxo de neutréfilos
em diferentes tecidos.

Uma caracteristica marcante da asma alérgica é a atopia, diagnosticada por
niveis elevados de IgE, a qual promove a sensibilizagdo e degranulagdo de mastocitos
(GALLI; TSAI, 2012). Surpreendentemente, no presente estudo foi observado niveis
reduzidos de IgE na prole alérgica de matrizes-HFD. Outro isétipo de anticorpo que
também se mostrou reduzido foi IgG1. Em murinos, diferentes subclasses de I1gG
indicam uma maior resposta a citocinas de diferentes perfis de resposta imunoldgica.
Enquanto IgG1 esta relacionada a uma resposta do tipo Th2 com maior producéo de
IL-4, a subclasse IgG2a esta relacionada a uma resposta do tipo Th1, com maior
produgdo de INF-y (COLLINS, 2016). Neste trabalho, a prole de matrizes-HFD
sensibilizada com OVA, apresentou uma maior produ¢do de IgG2a quando
comparados com animais do grupo alérgico. Estes resultados vao ao encontro de um
estudo prévio publicado pelo nosso grupo, porém em animais adultos (OLIVEIRA et
al., 2019). Corroborando com estudos clinicos nos quais a obesidade na infancia
provoca uma redugéo nos niveis de IgE e menor atopia (CHEN, YANG-CHING et al.,
2019; JANSON et al., 2007; VISNESS et al.,, 2010). Os baixos niveis de IgE nao

necessariamente indicam uma patologia mais branda, especialmente quando
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acompanhados de maiores niveis de lgG2a, uma vez que esta imunoglobulina poderia
estar mediando uma anafilaxia por neutrofilos (JONSSON et al., 2019).

Anticorpos alérgeno-especificos, em especial a IgE se ligam em mastdcitos
sensibilizando-os e promovendo a sua degranulagao (BANAFEA et al., 2022). Estas
células sdo positivamente correlacionadas com a gravidade da doenga (FRICKER et
al., 2020; LEZMI et al., 2016). Os resultados do presente estudo mostraram que a
dieta hiperlipidica materna foi associada com o aumento de mastdcitos nos pulmdes
da progénie alérgica e n&o alérgica. Estes resultados confirmam o encontrado por
SILVA e colaboradores (2017) que avaliou mastécitos nos pulmdes e traqueias de
camundongos fémeas adultas obesas. Porém, divergem de resultados da clinica que
ndo encontram diferengas significativas em triptase sérica (uma proteina expressa por
mastocitos) em criangas asmaticas acima do peso, quando comparado com criangas
asmaticas com peso normal (PERIYALIL et al, 2015), bem como em adultos
(FENGER et al., 2012). O alto numero de mastdcitos presentes no grupo HFDo pode
ser explicado por um efeito da dieta materna durante o desenvolvimento fetal, uma
vez que estas células migram para tecidos periféricos nesta etapa do desenvolvimento
(GENTEK et al., 2018). Além disso, a obesidade promove aumento de mastdcitos em
diferentes tecidos (SILVA, et al., 2017; SISMANOPOULOQS et al., 2013).

Apesar dos baixos niveis séricos de IgE, o acumulo de mastécitos foi
significativo na prole de matrizes HFD antes e apds a indugéo da asma. Tal fato chama
a atencédo para algumas hipéteses: a primeira seria que a IgE reduzida no soro estaria
ligada no FceRI nos mastdcitos pulmonares. Nesse sentido, pacientes com fendtipos
distintos de asma alérgica apresentam titulos similares de IgE sistémica, contudo, os
niveis de IgE associada as vias aéreas sdo elevados em pacientes com o perfil
eosinofilico (BALZAR et al., 2007). Além disso, anticorpos dessa subclasse s&o
rapidamente capturados/removidos de circulag&o por diversas células portadoras do
receptor FceRl, contribuindo para sua reduzida meia-vida (GREER et al., 2014). Outra
hipotese seria que apesar dos niveis reduzidos de IgE, esta bastaria para sensibilizar
0 maior numero de mastdcitos. A dosagem de triptase poderia auxiliar na resposta
desta questdo. Além disso, mastocitos podem ser ativados por uma série de outros
estimulos como 1gG, componentes do complemento, ligantes de TLR, entre outros.
Estes estimulos podem levar degranulagéo de mastécitos por si sé ou tendo um efeito
sinérgico sob o mastdcito ja sensibilizado com IgE (YU et al., 2016).

Ha diferentes mecanismos pelos quais a dieta e a obesidade materna podem
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influenciar no agravamento da asma. Diretamente por alteragcbes imunes e
metabdlicas como exposto acima. Mas também, podem atuar indiretamente através
da modulagédo da microbiota intestinal (ALSHARAIRI, 2020; CHU; ANTONY; et al.,
2016). Neste trabalho buscou-se mostrar uma possivel influéncia da dieta materna na
microbiota pulmonar da prole. Curiosamente, os resultados preliminares apresentados
mostraram que a asma foi um fator mais forte para a alteragdo dessa microbiota do
que a dieta materna. De fato, o microambiente inflamatério ja& se mostrou capaz de
promover alteragbes na composicado bacteriana pulmonar (HILTY et al., 2010). No
entanto, a analise realizada foi de carater qualitativo, analises quantitativas poderiam
demonstrar uma possivel influéncia da dieta materna nessa microbiota. Como
demonstrado em modelos experimentais com animais adultos e em humanos
(AYUPE et al., 2019; LEE et al., 2021; MICHALOVICH et al., 2019).

Este estudo teve varias limitagdes, entre as quais n&o foi possivel realizar a
avaliagcao direta hiperresponsividade brénquica, importante para a avaliagdo da
severidade da doenga (CHARRON; PAKHALE, 2016), o que deixou apenas dados
indiretos para mensuracado da severidade da asma, como o infiltrado eosinofilico.
Outra limitagéo foi a ndo avaliagdo de parametros de inflamagado neutrofilica e de
citocinas pulmonares, a fim de determinar com maior precisao o fenétipo apresentado.
Infelizmente também nao foi possivel avaliar as principais bactérias descritas na
literatura como determinantes para o agravamento da asma como M. catharralis, S.
pneumoniae, S. aureus, H. influenzae e P. aeruginosa (LOVERDOS et al., 2019). Por
outro lado, como pontos positivos, este estudo foi o primeiro a avaliar como a dieta
materna pode influenciar na composigcdo da microbiota pulmonar. Além disso, foi um
dos poucos a avaliar diversos subtipos de anticorpos no contexto da asma associada

a dieta materna.
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6 CONCLUSAO

Em conclusao, este trabalho demonstrou que a dieta materna teve influéncia
sobre parametros métricos e metabdlicos da prole. Além de alterar a ativacado de
células dendriticas e o perfil imune geral de 6rgdos como baco e pulm&o, podendo ser
um fator predisponente para o desenvolvimento da asma. Frente a indugdo da asma,
a dieta materna ainda levou a uma intensificagéo da eosinofilia e a produgéo de 1gG2a,
sugerindo o envolvimento do perfil Th1. O aumento de eosindfilos e mastdcitos apos
a indugdo mostra a capacidade da dieta materna de agravar caracteristicas
imunopatologicas do quadro asmatico na prole. Apesar de nao ter sido possivel
associar a dieta materna a uma alteragdo da microbiota pulmonar, nao se pode

descartar que mudancgas quantitativas possam ter influéncia na severidade da asma.
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ANEXO A - APROVAGAO COMITE DE ETICA PROTOCOLO N°33/2020.

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAD DE ETICA NO US0 DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

A COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CELA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/LFIF, em reunido realizada em 02/03/2021, analisou o protocolo ng.
0332020 intitwlado “Avaliacdo do efeilo da obesidade materna nos diferentes
fendlipos clinicos de asma aldfgica na prole”, projelc de pesquisa scb a
responsabilidade de Flavia Marcla de Castro e Silva e colaboracio de Gilsaon Costa
Macedo, Enck Esteves de Oliveira e Laura Machade Menegati, a sar realizado no
pariodo de 01/05/2021 a 01/03/2023. Por estar de acordo com os Principios Elicos
na Experimentacio Animal adotados pelo Conselho Macional de Controle de
Experimantacio Animal (CONCEA), fol apravado pela CEUA. Serdo uliizados 36
camundongos fémeas com B a 8 semanas de idade & 360 filhotes de camundongos
(machos e fémeas) da espécie BALB/c. projelo a ser realizado no laboratdrio de
Parasilologia, Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFJF. O prazo de validade desse certificado é equivalante a wvigéncia do projeto
prorrogavel por mais um ano, desde que seja enviada justificativa a CEUA durante a
vigéncia do projeto de acordo com oremacdo Eonica do CONCEA.

CERTIFICATE

We certily thal the protocol n= 033/2020-CEUA about “Avallacio do efello da
cbesidade matemna nos diferantes fendlipos clinicos de asma alérgica na prole”,
under responsability of Flavia Marcia de Castro @ Silva and collaboration of Gilson
Costa Macedo, Erick Esteves de Oliveira and Laura Machado Menegali, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian
Council for Control of Animal Experimentation (Concea) and was approved by the
PRO-REITORIA DE PESQUISAJUFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR AMIMAL
HANDLING (CEUA) in 0302/2020. For the development of this research 36 BALB/c
farmale mice with & to B weeks old and 360 female and male pups, will be delivered
as requested in the period of 05012021 to 03/01/2023. The Project will be
parformed at Parasitology, Microbiology and Immunology laboratory of the Institute of
Biological Sclences located at Federal University of Julz de Fora. The term of validity
of this cerificate might be extended for one more year by means of justification
during the period of validity.

Juiz de Fora, 10 de marga de 2021.
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