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RESUMO

A obesidade & uma doenca cronica ndo transmissivel que atualmente
apresenta indices considerados epidémicos. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estima que 2,3 M de pessoas no mundo tém excesso de peso e 700 M sdo
obesas. A obesidade é fator de risco para diversas doencas entre elas a alergia. O
mecanismo ainda é desconhecido, mas uma hipotese é de que a inflamacao crénica
predisponha a reagbes de hipersensibilidade. Estudos recentes demonstram que
camundongos obesos tém aumento de peso corporal, de adiposidade e apresentam
resposta inflamatéria intensa no tecido adiposo. Ja a alergia promove disfuncdo
metabdlica, uma reducédo significativa de peso corporal, de adiposidade e mostram
resposta inflamatéria no tecido adiposo semelhante a observada em camundongos
obesos. O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta alérgica em camundongos
com obesidade leve e inflamacdo cronica de baixa intensidade. Camundongos
BALB/c machos foram divididos em quatro grupos e receberam: (i) Controle (C),
racdo comercial padréo; (ii) Alérgicos (A), racdo comercial padréo; (iii) Obesos (HC),
dieta rica em carboidrato refinado (Dieta HC) e (iv) Obesos Alérgicos (HCA), dieta
HC. Os grupos A e HCA foram sensibilizados com ovalbumina (OVA) via
subcutanea, com uma dose de reforco 14 dias apds a primeira imunizagdo. Uma
semana depois se deu o desafio imunolégico com solucdo de OVA a 20%, via oral,
por sete dias. Os grupos A e HCA mostraram aumento dos niveis séricos de IgE
total, IgE e IgG1l anti-OVA, elevada pontuacdo no indice de atividade de doenca
(DAI), aversdo a OVA e aumento do infiltrado eosinofilico intestinal. O grupo HC
também apresentou aversdo a OVA e aumento do numero de eosindéfilos no
duodeno. Ap6s o desafio alérgico, os animais do grupo A perderam peso e
adiposidade em diferentes sitios adiposos. Os animais do grupo HCA apresentaram
perda de massa gorda no sitio adiposo mesentérico e aumento dos niveis de TNF-q,
IL-6 e IL-10. Conclui-se que alergia associada a uma obesidade de grau leve néao
alterou significativamente os parametros metabdlicos dos animais. Os dados
mostraram que camundongos alérgicos com obesidade de grau leve nao
apresentaram agravamento dos sintomas de alergia alimentar, porém a dieta HC
provocou disturbios intestinais importantes que parecem modular a resposta
inflamatoria durante o desafio alergénico.

Palavras-chave: Alergia Alimentar. Obesidade, Inflamagé&o. Dieta hiperglicidica.



ABSTRACT

Obesity is a chronic noncommunicable disease that has now reached
epidemic rates. The World Health Organization (WHO) estimates that 2.3 million
people in the world are overweight and 700 million are obese. Obesity is a risk factor
for several diseases including allergies. It is not known which mechanism but one
hypothesis is that chronic inflammation predisposes to hypersensitivity reactions.
Recent studies have shown that allergy promotes metabolic dysfunction in addition to
inflammation of adipose tissue. Allergic mice, despite exhibiting an important
reduction in body weight and adiposity, show a higher inflammatory response in the
adipose tissue similar to that observed in obese fat tissue. The aim of this study was
to evaluate whether the low-grade inflammatory milieu of mild-obese mice fed a high
carbohydrate-containing diet interferes with the allergy response induced by
ovalbumin (OVA). BALB/c mice were separated in four groups: (i) Control (C), fed
chow diet; (li) Allergic (A) fed chow diet; (lii) Obese (HC) fed the high refined
carbohydrate-containing diet (HC Diet) and (iv) Allergic Obesity (HCA) fed HC diet.
Groups A and HCA were sensitized with ovalbumin (OVA) subcutaneously with a
booster dose 14 days after the first immunization. All of the groups received an oral
ovalbumin challenge seven days after the booster. The allergic groups showed
increased serum levels of total IgE, IgE and IgG1 anti-ovalbumin, a high activity
index score (DAI), aversion to OVA and increased intestinal eosinophil infiltration.
Interestingly, the non-allergic mild-obese mice also showed aversion to OVA and an
increased number of eosinophils in the gut. After allergic challenge, the OVA+ mice
fed the chow diet showed weight loss and lower adiposity in several adipose tissue
depots. The OVA+ mice fed the HC diet showed a loss of fat mass only one depot
(mesenteric adipose tissue). Furthermore, increased levels of TNF-a, IL-6 and IL-10
were observed in this tissue. The allergy associated with mild obesity did not
significantly change the metabolic parameters. Our data show that mild-obese
allergic mice don’t present severe pathological features of food allergy than those
exhibited by lean allergic mice. Interestingly, mild obesity promoted by HC diet
ingestion itself causes important intestinal disorders that appear to modulate the
inflammatory response during antigen challenge.

Key words: Allergy. Obesity. Inflammation. High refined carbohydrate-containing
diet.
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1 INTRODUCAO

A obesidade € uma doenca de carater crbnico que tem aumentado
mundialmente nos Ultimos anos, atingindo indices considerados epidémicos. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que em 2015 cerca de 2,3 milhdes de
pessoas no mundo estardo com excesso de peso e 700 milhdes serdo obesas (WHO,
2010). Nos Estados Unidos, a obesidade atinge 27,6% da populacédo adulta, no Chile,
25,1% e na Argentina 20,5%. No Brasil, 52,6% dos homens e 44,7% das mulheres
estdo acima do peso ideal (IBGE, 2011). Pesquisa da Universidade de Brasilia (UnB)
sobre o sistema Unico de saude (SUS) concluiu que o tratamento de doencas
relacionadas a obesidade custa ao governo R$ 488 milhGes por ano e para tratamento
da obesidade grave R$116 milhdes. Se fosse contabilizado o sobrepeso, o valor

poderia atingir R$ 3,5 bilhdes anuais (BRASIL, 2013).

Esta epidemia se torna mais alarmante devido ao aumento desses indices
entre a populagéo infantil. Em 2010, o niumero de criangas nos EUA menores de 5 anos
gue apresentaram excesso de peso era de 43 milhdes. No Brasil, 0 nUmero de meninos
com excesso de peso entre 1989 e 2009, passou de 15% para 34,8%,
respectivamente. JA o nimero de obesos teve aumento de mais de 300% nesse
mesmo grupo etario, indo de 4,1% em 1989 para 16,6% em 2008-2009. Em relacdo as
meninas os indices foram ainda maiores, passando de 11,9% para 32% de meninas

com excesso de peso e de 2,4% para 11,8% de meninas obesas (IBGE, 2011).

Com base neste quadro mundial, Sa-Esteves (2011) descreveu a obesidade
como a “Sindrome do Novo Mundo” ou “epidemia do século XXI”, outro autor afirma
que a obesidade é uma “pandemia ja bem estabelecida” e ndo mais um problema de

saude ainda em desenvolvimento (AZAGURY E LAUTZ, 2011).

O maior problema da obesidade para a saude publica é que ela é associada
a diversas co-morbidades, muitas delas fatais, como doencas do sistema circulatorio,
diabetes, artrose, diferentes tipos de cancer e doencas alérgicas. A susceptibilidade ao
desenvolvimento de alergia € maior em individuos obesos do que individuos nao
obesos. Diversos estudos apontam para uma correlacdo positiva entre obesidade e

doencas alérgicas como a asma e alergia alimentar. Os mecanismos que
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desencadeiam esta associacdo ainda ndo sdo completamente esclarecidos. Alguns
autores sugerem que a inflamacgao cronica produzida na obesidade possa agir nesse
sentido por aumentar os niveis de células do sistema imunolégico, bem como
mediadores e citocinas pro-inflamatérios a nivel sistémico. (MAI ET AL., 2004; VIEIRA ET
AL., 2005). Nesse sentido, este trabalho se prop0s a investigar as alteragOes
imunologicas e metabdlicas em camundongos obesos alérgicos a ovalbumina. O
experimento utilizou dois modelos ja validados: o de Oliveira et al. (2013), que induz a
obesidade de baixa intensidade promovida pela ingestdo de dieta rica em carboidrato
refinado e o protocolo de sensibilizacdo alérgica de Saldanha et al. (2004) que

desenvolve alergia alimentar a ovalbumina.



2 OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral

Foram investigadas as alteracbes metabdlicas e o padrdo da resposta

imunologica em camundongos obesos e alérgicos a ovalbumina.

2.2- Objetivos especificos

2.2.1- Investigou-se:

o A evolugdo ponderal antes e ap0s o desafio antigénico.

o A deposicdo de gordura em diferentes sitios de tecido adiposo (TAE, TAR,
TAl e TAM) de animais obesos e alérgicos.

o Caracterizou-se o0s sintomas clinicos dos animais obesos e alérgicos,
durante o desafio alergénico.

2.2.2- Investigou-se a inflamacao local do TA de animais obesos e alérgicos:

o Quanto ao padréo de migracao de leucocitos in vivo;

o Quanto a produgédo de mediadores inflamatérios no tecido.

2.2.3- Avaliou-se a associacdo da alergia a obesidade na promoc¢do de

alteracdes imunoldgicas sistémicas.

2.2.4- Investigou-se a relacdo da inflamacdo crénica de baixa intensidade e a

inflamagé&o alérgica com possiveis disturbios metabdlicos.

2.2.5- Avaliou-se as alteracdes morfolégicas no intestino (duodeno proximal) e
no tecido adiposo de animais alérgicos e obesos.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Definicao, patogénese e implicacdes da obesidade na saude

A obesidade é definida como uma enfermidade cronica multifatorial,
caracterizada principalmente pelo acumulo excessivo de gordura, com hipertrofia e
hiperplasia do tecido adiposo. Sua patogénese nao esta totalmente determinada, pois o
aumento de adiposidade € resultante da interagdo entre diversos fatores, como o0s
genéticos, metabdlicos, hormonais, ambientais, comportamentais e culturais (HOSSAIN

ET AL., 2007; AZAGURY E LAUTZ, 2011; OLIVEIRA ET AL., 2013).

A obesidade esta relacionada ao aparecimento de diversas co-morbidades,
muitas delas fatais. Nos EUA, o National Health and Nutrition Examination Study I
(NHANES 11l) associou a obesidade ao aumento da prevaléncia de diabetes tipo 2
(DM2), doenca da vesicula biliar, doenca arterial coronariana (DAC), hipertensao
arterial sistémica (HAS), osteoartrose (OA) e de dislipidemia. No Brasil, esta morbidade
foi associada a 26 doencas diferentes, dentre elas diversos tipos de cancer e a asma
(BRASIL, 2013) (NHANES, 1999-2012).

Muitas destas co-morbidades tém sido atribuidas ao quadro de inflamacéo
cronica de baixa intensidade observada tanto em humanos quanto em modelos animais
com obesidade genética ou induzida por dieta. O mecanismo que liga a obesidade a
inflamacé&o crénica de baixa intensidade foi primeiramente proposto por Hotamisligil et
al. (HOTAMISLIGIL ET AL., 1993) que demonstraram que o tecido adiposo branco produz e
secreta o fator de necrose tumoral (TNF), uma citocina conhecidamente pro-
inflamatoria. Baseado neste dado foi proposto que o tecido adiposo desempenha papel
importante como fonte de mediadores proé-inflamatorios, iniciando o desenvolvimento

da inflamacéo crénica de baixa intensidade.

Segundo Gregor e Hotamisligil (2011) o gatilho que inicia esse processo € o
excesso no consumo de nutrientes, que induz a disfuncdo de células metabdlicas,
como os adipdcitos, e também o recrutamento de células do sistema imunoldgico para

o tecido adiposo (FIGURA 1). Diversas substancias secretadas tanto por adipécitos
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como por células imunoldgicas infiltradas no tecido adiposo ja foram identificadas,
como a IL-6, IL-1R, IL-10, TGF-f1 e MCP-1/CCL2 (BERG E SCHERER, 2005; SHOELSON
ET AL., 2006; GREGOR E HOTAMISLIGIL, 2011; OLIVEIRA ET AL., 2013). Esse milieu de
moléculas secretadas pelo tecido adiposo desencadeia 0s eventos que geram a
resposta inflamatoria de baixa intensidade. Os mecanismos pelos quais 0s nutrientes
influenciam esse aumento, ainda permanecem obscuros (BACH-NGOHOU ET AL., 2002;
BULLO ET AL., 2003; CANCELLO ET AL., 2006; IYER ET AL., 2010; KALUPAHANA ET AL., 2011)

(WELLEN E HOTAMISLIGIL, 2003)
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FIGURA 1: Inflamacdo do tecido adiposo com o aumento da adiposidade. O aumento da
adiposidade estimula a sintese e secregdo de varias citocinas pelo tecido adiposo. Essas citocinas
liberadas participam do recrutamento de mondcitos/macréfagos da corrente sanguinea. A modificacéo da
composicdo celular, juntamente com o infiltrado de células do sistema imune, remodelam o tecido,
desencadeando um processo inflamatério. MCP-1: proteina quimioatraente de mondécitos/macréfagos;
TNF- a: Fator de necrose tumoral; VEGF: Fator de crescimento endotelial vascular; FFA — acidos graxos
livres; IL — interleucinas; JNK — Jun N-terminal quinase; NF-kB — fator nuclear kappa B ((WELLEN E
HOTAMISLIGIL, 2003).



3.2. As Adipocinas

Em 1994, apds a descoberta da leptina, o tecido adiposo passou a ser
considerado um 6érgdo enddcrino, pois 0 mesmo expressa e secreta essa molécula
para a corrente sanguinea que, por sua vez, exerce efeitos sistémicos. A partir de
entdo foi introduzido o conceito das adipocitocinas ou adipocinas, sendo as mais
conhecidas a leptina, a adiponectina e a resistina (ZHANG ET AL., 1994; OUCHI ET AL.,
2011).

A leptina é reconhecidamente um fator de saciedade secretado
principalmente pelo tecido adiposo branco, sendo produzida também na placenta,
coracdo, ovarios, endotélio gastrico e tecido adiposo marrom. Essa adipocina é
responsavel por enviar sinais ao hipotdlamo sobre a quantidade de reservas
energéticas no organismo (ZHANG ET AL., 1994). Quando h& um balango energético
positivo e consequente aumento da massa adiposa, ocorre aumento da secrecao de
leptina que atua inibindo o apetite e aumentando o gasto energético, por meio do
aumento na taxa de oxidacdo lipidica (YINGZHONG ET AL., 2006). Além desta funcdao,
estudos tem demonstrado que a leptina possui papel consistente na resposta
imunoldgica, pois atua regulando positivamente a sintese MCP-1/CCL-2 recrutando
mondcitos para o tecido adiposo, que se diferenciam em macréfagos e por sua vez,
passam a secretar citocinas pro-inflamatorias. Ha ainda citacbes na literatura que
descrevem que a secrecdo da quimiocina MCP-1/CCL-2 no tecido adiposo é
aumentada pela leptina e que, além dos macréfagos, outras células envolvidas nas
respostas imunoldgicas também apresentam receptores para esta adipocina como 0s
neutroéfilos, monadcitos e linfocitos (SUGANAMI ET AL., 2005; KANDA ET AL., 2006; WOZNIAK

ET AL., 2009; FERNANDEZ-RIEJOS ET AL., 2010).

Estudos anteriores demonstram que estimulos inflamatérios também levam
a producédo da resistina, adipocina responsavel por gerar a resisténcia a insulina, ao
provmover o aumento das concentracdes de glicose e insulina no sangue (SPINDLER,
2005; STOFKOVA, 2010). A resistina é uma proteina com propriedade pro-inflamatoria
secretada pelos adipocitos e também por mondcitos. E membro da familia de proteinas
ricas em cisteina. Apesar de ser expressa e secretada em individuos magros,

concentracOes elevadas desta adipocina estdo presentes na obesidade tanto em
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humanos como em modelos experimentais (FERNANDEZ ET AL., 2010). Estudos sobre os
efeitos da resistina sobre a tolerancia a glicose nos tecidos muscular esquelético e
adiposo, indicam que a sua acdo se da por meio da modulacdo negativa de uma ou
mais etapas da sinalizacdo da insulina voltadas para aumentar a captacdo de glicose
(STEPPAN ET AL., 2001; MCTERNAN ET AL., 2002). A resistina também pode agir
aumentando a resisténcia a insulina por meio do aumento da gliconeogénese hepética
(RAJALA ET AL., 2003). Sua expressao € cerca de trés vezes maior em pré-adipocitos
guando comparada com adipdécitos maduros, indicando ser uma potencial reguladora

da adipogénese (MCTERNAN ET AL., 2002).

Outra adipocina secretada pelo tecido adiposo branco é a adiponectina, que
foi descrita primeiramente em 1995 e € considerada a proteina mais abundante
produzida pelos adipdcitos (SCHERER ET AL., 1995). E encontrada ainda em células do
tecido muscular esquelético, do coracdo e endoteliais. Receptores para adiponectina
também foram descritos na maioria dos mondécitos humanos e ainda em células B, NK

e, em menor percentagem, em células T (PANG E NARENDRAN, 2008).

Sua expressao e secrecdo sao aumentadas durante a diferenciacdo dos pré-
adipécitos em adipocitos (CORBETTA ET AL., 2005) e os niveis de adiponectina sao
inversamente correlacionados com a obesidade visceral e resisténcia a insulina, sendo
a perda de peso um potente indutor da sintese dessa adipocina (MAEDA ET AL., 2002).
Possui perfil anti-inflamatério, pois promove a inibicdo da producdo de TNF, aumento
da sensibilidade a insulina e ainda tem efeitos moduladores sobre o fator de transcricao
NF-kB. Adicionalmente, inibe a producéo de IL-6 e induz as citocinas anti-inflamatorias
IL-10 e o antagonista de receptor de IL-1 (YAMAUCHI ET AL., 2002). No figado ela atua
diminuindo a lipogénese e as concentracdes de triglicérides, aumentando a
sensibilidade a insulina nas células deste 6rgdo e diminuindo a glicose sanguinea

(TUGWOOD ET AL., 1992; BERG ET AL., 2001).



3.3. Alergia alimentar e aspectos epidemioldgicos

A alergia alimentar € uma doenca caracterizada por produzir reacdes de
hipersensibilidade imediata, mediada por IgE, a determinados tipos de alimentos. O
contato com esses alimentos alergénicos leva a liberacdo de mediadores que ativam 0s
mastécitos da mucosa e submucosa intestinal desencadeando uma resposta
imunolégica anormal (FERREIRA E SEIDMAN, 2007; ABBAS, 2008).

Assim como a obesidade, essa condi¢cdo patoldgica tem se tornado um
grande problema de salde no mundo, associada a um impacto significativo na
qualidade de vida. O aumento dos casos de alergia alimentar, verificado nas ultimas
décadas, determina a necessidade de estratégias preventivas e melhor compreenséo
do fendbmeno pois, apesar dos avan¢os na compreensdo da imunologia das mucosas,
as causas deste aumento permanecem desconhecidas devido a complexidade de
fatores que podem iniciar o processo alérgico. Hipdteses tém sido formuladas
baseando-se em fatores ambientais, como maior exposi¢do aos alérgicos (substancias
que causam reac0des alérgicas), endotoxinas, infeccdes, o estilo de vida moderno — que
provocou mudancas nos padrdes dietéticos (como o consumo de alimentos cada vez
mais processados e complexos), aumento do consumo de alcool, inatividade fisica e
maior incidéncia de sobrepeso e obesidade (FERREIRA E SEIDMAN, 2007; HERSOUG E
LINNEBERG, 2007; VAN WK E KNIPPELS, 2007).

A alergia alimentar atinge 6-8% das criancas jovens e 3-4% dos adultos.
Contudo, ao incluir reacdes leves a determinadas frutas e vegetais, essa prevaléncia
pode chegar a mais de 10% (SAMPSON, 2004; SICHERER E SAMPSON, 2010). A
sensibilizacdo precoce do recém-nascido e das criancas atdpicas, por via digestiva,
cutanea ou inalatéria inicia a chamada marcha alérgica, ocasionando as manifestacdes
clinicas da doenga em qualquer periodo da vida. Quando individuos sensiveis entram
em contato com estas substancias desencadeia-se uma série de eventos resultando
em rapida secrecdo de histamina, que causa diversos efeitos no organismo como
contragcdo muscular, aumento da permeabilidade vascular e vasodilatacdo. No caso da
alergia alimentar a ingestdo de antigenos leva a manifesta¢gfes clinicas de diferentes
intensidades, que vao desde um simples incobmodo gastrointestinal até casos mais
graves, como o0 choque anafilatico que pode levar o individuo rapidamente a oObito

(FERREIRA E SEIDMAN, 2007; SICHERER E SAMPSON, 2010).
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A quantidade de alimentos que o trato gastrointestinal (TGI) recebe durante
toda a vida (cerca uma tonelada a cada ano), a grande extensdo da sua superficie de
mucosa (cerca de 400m?) que absorve em média 190g de proteinas diariamente e
ainda o fato de que parte significativa destas proteinas chegam intactas a circulacao,
demonstra como um individuo tem inimeras chances de entrar em contato com
substancias potencialmente alergénicas. Desde 0 nascimento, inicia-se a exposi¢céo a
diversas proteinas, quer através do leite materno quer através das formulas para
lactentes. Cerca de 90% das manifestacoes de alergia alimentar em criancas séo
devidas as proteinas do leite de vaca, ovo, amendoim, trigo. Em adultos e adolescentes
85% estéo relacionadas com amendoim, peixe, frutos do mar e castanhas, sendo que o
amendoim e as castanhas sdo responsaveis por 62% de reacdes alérgicas fatais.
Outros tipos de alimentos como frutas cruas e vegetais sdo responsaveis ainda pela
sindrome alérgica oral, que afeta aproximadamente 50% dos adultos. Alimentos
exoticos como o kiwi, mamao papaia, grdos como o gergelim, a mostarda e a canola
também tém demonstrado potencial alergénico (PEREIRA, 2008). Dietas modernas que
incluem alimentos processados, ricos em aditivos e contaminantes sdo também
potenciais fontes de alérgenos. Ja sdo conhecidos como causadores de reagdes o
corante tartrazina, sulfitos, glutamato monossodico e o citrato de so6dio. Temos ainda a
introducdo na alimentagdo moderna dos alimentos geneticamente modificados ou
organismos geneticamente modificados (OGM). A transgenia em alimentos altera a sua
composicdo, introduzindo novas proteinas em alimentos anteriormente nao
classificados como alergénicos. Os estudos com estes OGM sao ainda recentes e a
introducéo destes na alimentacdo humana pode estar contribuindo para o aumento dos

casos de alergia nesta ultima década (ASBAI, 2007).
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3.4. A mucosa intestinal e atividade imunolégica

A extensa superficie da mucosa intestinal é associada a um complexo tecido
linfoide denominado GALT (Gut-Associated Lymphoide Tissue) que foi identificado em
seres humanos e camundongos. A maioria das células linfoides se encontram na
lamina propria (LP) do intestino e foi demonstrado que cerca de 45% destas se
encontram no duodeno (MESTECKY ET AL., 2005). O GALT é estimulado a todo momento
e em condicbes normais protege o0 organismo contra alérgenos potenciais — em um
individuo adulto cerca de 80% das células secretoras de anticorpos encontram-se na
mucosa intestinal — em algumas situacdes especificas os alérgenos ultrapassam esta
barreira, via células M, interagem com o tecido linfoide nas placas de Peyer (PPs) e
provocam uma resposta imunoldgica que normalmente ndo gera uma condicdo
patologica (PEREIRA, 2008; SANz, 2011). Em individuos predispostos, no entanto,
sucessivas exposicdes ao alérgeno acabam por desenvolver resposta imunoldgica
inapropriada com sintomas sistémicos. Isto ocorre porgue os alérgenos alimentares séo
moléculas estaveis, que resistem a temperatura (durante o processamento do
alimento), ao pH e a digestdo enzimatica produzindo a sensibilizacdo e posterior

desencadeamento da alergia (FERNANDEZ-RIVAS ET AL., 2003).

A maioria dos individuos em contato com esses antigenos ndo produz IgE
especifica nem desenvolve reacBes potencialmente lesivas, devido ao fato de a
mucosa intestinal apresentar uma resposta imunoldgica caracterizada pela tolerancia
aos antigenos da dieta, denominada tolerancia oral. Varios componentes imunolégicos
como a IgA e as células T reguladoras (FIGURA 2) e ndao imunolégicos, como as
enzimas digestivas e o muco produzido pelas células caliciformes, contribuem para
evitar a sensibilizacdo do individuo aos antigenos alimentares e constituem verdadeiras
barreiras que controlam a sua absorcdo, impedindo que ocorra uma reacao
imunoldgica aos componentes da dieta (STROBEL E MOWAT, 2006; FARIA ET AL., 2013). O
muco que cobre o epitélio intestinal aprisiona particulas antigénicas que sédo expelidas
pelos movimentos peristalticos, além de servir como reservatoério de IgA secretoria. As
enzimas digestivas, secretadas desde a boca até o intestino grosso, também protegem
0 organismo de reacdes alérgicas, pois ao realizarem a quebra de grandes moléculas

de proteinas em pequenos dipeptideos e tripeptideos reduzem substancias



11

potencialmente imunogénicas a peptideos ndo imunogénicos. A acao destas proteases
juntamente com o efeito emulsificante dos sais biliares e atuacdo de enzimas que
digerem carboidratos, formam um potente sistema que altera a exposi¢cdo a antigenos
(MAYER, 2003).
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FIGURA 2 - O Ambiente imunoldgico intestinal. O intestino possui um sistema imune extenso e
altamente ativo. O epitélio sobrejacente ao tecido linféide associado ao intestino (GALT) contém células
especializadas, células “M” (1), que constantemente transportam bactérias e antigenos do lumen
intestinal para o tecido linféide. Células dendriticas (2) na lamina propria alcangam as células epiteliais e
também amostras de bactérias na luz intestinal. No epitélio encontram-se linfécitos T intraepiteliais tipo
CD8" (3) e a lamina propria contém macréfagos (4), linfocitos T CD4 (5) e plasmacitos (6) produtores de
anticorpos IgA. Processos inflamatérios mediados por linfécitos T podem ser inibidos pelas citocinas
imunossupressoras (como IL10) e células T reguladoras (7). (Adaptado de MACDONALD E MONTELEONE,
2005).

Apesar de todos os mecanismos envolvidos na tolerancia oral, as reacdes
alérgicas podem se desenvolver em pessoas geneticamente susceptiveis ou quando a
seletividade da mucosa intestinal é alterada. Entre os fatores indutores dessa patologia,
podemos citar a imaturidade da mucosa intestinal em criancas, o uso prolongado de
antiacidos e o estresse (EIGENMANN, 2002; UNTERSMAYR ET AL., 2003; UNTERSMAYR E
JENSEN-JAROLIM, 2008; VICARIO ET AL., 2010).

Quando ha alteracdo da regulagdo imunologica e ndo imunoldgica da
mucosa digestiva, pode ocorrer absorcdo exacerbada de moléculas da dieta que
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interagem com células apresentadoras de antigeno. Uma vez processadas por essas
células, ocorre apresentacdo dos antigenos provenientes dessas moléculas para
linfécitos T helper (Th). Essa fase inicial leva a proliferacdo dos linfocitos T e a sintese
de citocinas que, por sua vez, promovem uma resposta caracteristica de linfocitos Th2
(EIGENMANN, 2002). Sob a influéncia do ligante CD40 e das citocinas, principalmente IL-
4, produzidas pelos linfécitos Th2, os linfocitos B se diferenciam em plasmacitos
secretores de IgE (BISCHOFF ET AL., 1999). A IgE especifica para o alérgeno produzida
pelos plasmadcitos entra na circulagdo e se liga aos receptores Fc nos mastécitos dos
tecidos, de modo que essas células ficam sensibilizadas e prontas para degranular
durante uma nova exposicdo ao alérgeno (NAUTA ET AL., 2008). Quando o antigeno é
novamente ingerido, passando por todas as barreiras fisiolégicas e chegando a lamina
propria, o mesmo forma ligagdes cruzadas com varias moléculas de IgE (crosslinking)
ligadas aos mastocitos. A ativacdo dos mastocitos sensibilizados resultara na
degranulacdo e liberacdo do conteudo pré-formado de seus granulos (histamina e
mediadores lipidicos) que causam a reacao de hipersensibilidade, responséavel pelos
sintomas imediatos da alergia alimentar e a posterior liberacdo de citocinas que
desencadeiam as reacdoes chamadas de fase tardia (FIGURA 3). As principais
alteracdes que ocorrem na fase aguda sdo a vasodilatacdo com extravasamento de
plasma para os tecidos, constricdo da musculatura lisa intestinal e infiltrado de
neutrdéfilos no sitio inflamatério (STONE ET AL., 2010). Tanto no trato respiratério como
no digestivo, ocorre a producdo de muco, sendo esse evento mediado principalmente
pelas citocinas IL-4 e IL-13 (BLANCHARD ET AL., 2004). No trato gastrointestinal, ha
desequilibrio eletrolitico com perda de ions e agua, levando ao estado de diarreia e

aumento da permeabilidade a macromoléculas (STONE ET AL., 2010).

A reacédo alérgica aguda € seguida por uma resposta de fase tardia que é
causada pela liberacdo de leucotrienos, citocinas e quimiocinas pelos mastocitos
ativados. Entre as citocinas liberadas pelos mastécitos na inflamacéao alérgica estdo o
TNF, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 entre outras. Esses mediadores recrutam outros leucocitos,
incluindo eosinofilos e linfocitos Th2 para o local da inflamagéo (MINAI-FLEMINGER E
LEVI-SCHAFFER, 2009). O TNF, em especial, ativa a expressao endotelial das moléculas
de adesdo responsaveis pelos infiltrados de células mononucleares e
polimorfonucleares (KNEILLING E ROCKEN, 2009). As reacfes alérgicas alimentares

dependentes de IgE podem afetar um ou mais 6rgdos: como a pele (dermatite atopica
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e urticaria), o trato respiratorio (rinite e asma), o trato gastrointestinal (dor e diarréia) e o
sistema cardiovascular (choque anafilatico). A reacdo sistémica mediada por IgE é
denominada anafilaxia e € constituida por reacfes alérgicas severas e potencialmente
fatais. Nessa forma sistémica mais extrema das reacdes alérgicas, os mediadores
derivados dos mastocitos podem desencadear a obstrucédo das vias aéreas até o ponto
de asfixia e produzir um colapso cardiovascular que pode resultar em morte (TRIGGIANI
ET AL., 2008; SICHERER E SAMPSON, 2010).
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FIGURA 3: Imunopatogénese da alergia. Células M (M cell), células apresentadoras de antigeno
(APC), linfocitos (T e B cell), mastdcitos (mast cell), Imunoglobulina E (IgE), Interleucinas (IL). As APCs
(células M, células dendriticas) entram em contato com o0s antigenos e os apresentam aos linfécitos T
gue sdo ativados e secretam citocinas que agem sobre as células B, que por sua vez secretam IgE
especifica para o antigeno, que se ligam a superficie dos mastocitos. Essa fase é chamada de
sensibilizagdo. Num segundo contato, a fase efetora, as imunoglobulinas da superficie dos mastocitos
reconhecem o antigeno e provocam a degranulacgao liberando diversos compostos que irdo desencadear
a alergia. Adaptado de HERZ, 2008 (HERZ, 2008).

Devido ao aumento da prevaléncia e a perda da qualidade de vida de
pacientes alérgicos, ocorre um esforco cientifico para a compreensdo da
imunopatogénese das desordens alérgicas. Nos ultimos cinco anos, muitas proteinas
alimentares potencialmente alergénicas foram caracterizadas a nivel molecular, assim

como as respostas imunologicas a estes antigenos. Mas, apesar disso muitos
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mecanismos precisam ser esclarecidos para que um tratamento mais eficaz possa

mudar o crescente aumento de casos (SAMPSON, 2004).

3.5. Arelagéo entre alergia e obesidade

A obesidade é considerada um fator de risco para o desenvolvimento de
reacoes alérgicas (HERSOUG E LINNEBERG, 2007). Segundo Hancox et al. (HANCOX ET
AL., 2005), 28% dos casos de alergia das vias aéreas em individuos maiores de 9 anos
tiveram correlacdo positiva com sobrepeso e obesidade. Vieira et al. (VIEIRA ET AL.,
2005) demonstraram que a frequéncia da positividade IgE especifica em obesos era 3
vezes maior do que em ndo obesos. Visness et al. (2009) (VISNESS ET AL., 2009)
estudando os resultados do levantamento National Health and Nutrition Examination
Study — o NHANES 2005-2006 — concluiram que a obesidade pode ser contribuidora
para o aumento da prevaléncia de doencas alérgicas em criancas, particularmente a
alergia alimentar e que a inflamacéo sistémica pode estar desempenhando papel na
patogénese da doenca alérgica (NHANES, 1999-2012). Mai et al. (2004) relataram um
aumento duas vezes maior nas concentracdes de leptina em criangcas com sobrepeso
asméticas do que nas criancas somente com sobrepeso (MAI ET AL., 2004; LANG ET AL.,
2008). Estudo realizado com pacientes asmaticos submetidos a cirurgia bariatrica
demonstrou que a perda de peso melhorou os sintomas da asma, independente dos
niveis de IgE, modulando a agéo das células T e o perfil de citocinas pro-inflamatérias,
sugerindo que a obesidade produz um fendtipo de asma unico (DIXON ET AL., 2011).
Outras citocinas importantes no processo inflamatério também se encontram alteradas
em individuos obesos alérgicos como a IL-6, o TNF e a eotaxina (DIXON ET AL., 2006;
LANG ET AL., 2008)).

Outro indicativo de conexéo entre o tecido adiposo e a resposta inflamatoria
€ o fato de a maioria dos linfonodos serem envoltos por tecido adiposo. Apos a
ativacdo dos linfonodos por estimulo pré-inflamatério, ocorre aumento da lipélise nos
depdsitos lipidicos que circundam esses 0Orgdos. Portanto, sugere-se que o tecido
adiposo associado aos linfonodos representa importante fonte energética para as

células do sistema imune (GAMBERO ET AL., 2007).
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DOURADO et al.,, (2011) descreveram ainda a presenca de um numero
elevado de mastécitos no tecido adiposo epididimal dos camundongos alérgicos
(DOURADO ET AL., 2011). Os mastocitos podem desempenhar papel fundamental na
inflamacé&o do tecido adiposo dos camundongos alérgicos, uma vez que estas células
apresentam receptores FceRl com alta afinidade para IgE, anticorpo encontrado em
grandes concentracbes no soro destes animais (SALDANHA ET AL., 2004). E muito
provavel que a IgE se ligue aos mastocitos presentes no tecido adiposo dos animais
alérgicos, levando a degranulacdo destas células que além de desencadear respostas
alérgicas contribuira para o desenvolvimento de respostas inflamatérias neste tecido.
Vérios mediadores liberados por mastdcitos como o TNF, a IL-6 e a IL-10 se mostraram
aumentadas no tecido adiposo dos animais alérgicos, indicando que este tecido se
encontra inflamado durante o desafio antigénico, sinalizando que 0 processo
inflamatorio desencadeado no intestino pode afetar outros érgéos tendo, portanto, uma
caracteristica sistémica (STONE ET AL., 2010). Essas alteracdes sistémicas aconteceram
também nas vias metabdlicas, uma vez que as analises bioquimicas revelaram
diminuicdo das concentracdes séricas de glicose, triglicerideos, colesterol total e acidos

graxos nao esterificados (DOURADO ET AL., 2011).

Diante da associacao entre a alergia e obesidade, demonstrada por estudos
epidemioldgicos, e tendo ambas as condi¢cdes patolégicas a caracteristica de serem
doencas crbnicas e inflamatdrias, nossa hipétese foi de que o aumento da adiposidade
poderia exacerbar a resposta imunoldgica na alergia, devido a inflamacdo prévia no
tecido adiposo, gerando uma inflamacédo sistémica intensificada. Esse trabalho se
propOs investigar, em modelo murino, as alteracbes metabdlicas e imunoldgicas

decorrentes da associacao entre a alergia alimentar e a obesidade.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Camundongos da linhagem BALB/c machos, com quatro a cinco semanas
de vida, provenientes do CEBIO — Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais — foram submetidos a
vermifugacdo com solucdo de Ivermectina a 0,8%, por 7 dias, antes do inicio dos
experimentos. Apos este periodo, foram divididos em 4 grupos experimentais, mantidos
em gaiolas de plastico com cinco animais, sendo o “n” total de 10 camundongos por
grupo, em ambiente controlado, observando-se o ciclo de claro e escuro e recebendo
agua e racgado “ad libitum” até o desafio antigénico. O tratamento dos animais foi
conduzido no biotério da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de Minas
Gerais (FAFAR-UFMG).

A metodologia utilizada foi segundo Saldanha et al.(2004) e Oliveira et al.
(2013) e foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG
(nimeros de protocolo 060/2010 e 299/007) e todos os procedimentos de investigacao

seguiram os principios de experimentacdo animal adotados por este comité.

O delineamento experimental (Quadro 1) foi composto por 4 grupos:
Controle (C) — que recebeu racdo comercial (Labina®) e eram negativos para alergia
(animais nédo sensibilizados); Alérgico (A) — que receberam racao comercial (Labina®) e
eram controles positivos para alergia (animais sensibilizados com OVA); Dieta HC —
que receberam dieta rica em carboidratos simples, dieta HC (do inglés High
carbohydrate) e eram controles positivos para obesidade e negativos para alergia (ndo
sensibilizados com OVA) e o grupo experimental obeso e alérgico (HCA) — que
receberam dieta HC e eram sensibilizados com OVA; conforme representado na Figura
4. Todos os grupos receberam, na semana do desafio alérgico (semana 9), solugcéao de

agua com ovalbumina a 20%.
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Quadro 1 — Delineamento Experimental

Grupo

Dieta

Procedimento experimental

Controle (C)

Racado comercial
Labina ®

N&o sensibilizados. Solugéo oral de Ovalbumina (OVA) a 20% na
semana do desafio.

Racado comercial

Alérgico (A) Labina ® Sensibilizagéo com OVA e desafio oral com solucdo de OVA a 20%.
Dieta HC (HC) Racgédo HC N&o sensibilizados. Solugdo oral de OVA a 20% na semana do
desafio.
Dieta HC Rag&o HC Sensibilizados com (OVA) e desafio oral com solu¢do de OVA a

alérgico (HCA)

20%.

Figura 4 — Esquema de delineamento experimental com 4 grupos com 8 a 10

repeticdes (camundongos).
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4.2 Inducéo do aumento de adiposidade

Para induzir ao aumento de adiposidade os animais dos grupos
denominados HC e HCA receberam uma ragdo rica em carboidratos simples,
denominada dieta HC (ANEXO 1) ad libitum, durante as nove semanas do
experimento. As modificacbes na adiposidade e alteracbes metabdlicas importantes
neste modelo se estabelecem a partir da sexta semana de ingestdo dessa dieta,
conforme metodologia padronizada por OLIVEIRA et al. (2013). A Tabela 1 apresenta a
distribuicdo de macronutrientes e minerais, assim como a porcentagem de quilocalorias
provenientes da racdo comercial (Labina ®) e da dieta HC, obtidos através de analise
bromatoldgica. Note-se que as dietas sdo isocaldricas e diferem entre si somente na
distribuicdo dos macronutrientes, ou seja em sua composi¢cao quimica sendo a dieta

HC hiperglicidica (OLIVEIRA ET AL., 2013).

Tabela 1 - Distribuicdo de macro e micronutrientes e densidade cal6rica (Kcal/g) da dieta comercial
Labina® e dieta rica em carboidratos (HC).

Dietas (%)

Nutrientes
Dieta controle Dieta rica em carboidrato (HC)
Proteinas 26,3 17,5
Lipidios 2,6 50
Carboidratos 55,6 64,8
Fibra bruta 6,2 4,1
Minerais 9,3 8,5

Energia (Kcal/g) 4,0 4,4
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4.3 Sensibilizacdo e desafio antigénico

O protocolo de sensibilizacdo alérgica foi realizado segundo Saldanha et al.
(2004) e esta esquematizado na FIGURA 4 (SALDANHA ET AL., 2004). Para a inducéo da
alergia alimentar, os camundongos dos grupos A e HCA foram injetados com 10ug de
OVA (Ovalbumina, Grau V, Sigma Chemical Co., USA) adsorvida em 1mg de hidréxido
de aluminio (EMS, Hortolandia, SP) e 0,2mL de salina estéril a 0,9% , enquanto que 0s
grupos C e HC receberam apenas o adjuvante hidréxido de aluminio diluido em salina,
por via a subcutanea, no dorso (ha semana 5). Apds quatorze dias da primeira dose de
ovalbumina, os animais receberam um reforco da sensibilizacdo (ha semana 7) com
10ug de OVA diluida em salina fisiologica estéril. Os grupos C e HC receberam, no

reforco, apenas salina fisiologica estéril.

A partir do sétimo dia apds o refor¢co da sensibilizacdo (semana 8), deu-se
inicio ao desafio antigénico onde todos os grupos receberam uma solucdo de
ovalbumina a 20% via oral, como Unica fonte de agua. Apds sete dias de ingestédo de
antigeno, os animais foram deixados em jejum por 8h e eutanasiados para coleta de
sangue e tecidos.

Desenho experimental

Indugdo da Obesidade

’ ‘ Desafio Oral
Indugdo da alergia
0 52 72 82 92 (semanas)
Inicio das dietas 12Sensibilizagdo Refor¢o daimunizagio  Desafio oral Eutanasia
Camundongos n3o alérgicos: Camundongos Obesitdade
Salina + adjuvante néo alérgicos: estabelecida

Salina
Camundongos Alérgicos:
Salina + OVA +adjuvante Camundongos Alérgicos:
Salina + OVA

FIGURA 5 — Esquema dos procedimentos experimentais. Escala temporal semanal, onde semana 0:
inicio das dietas em todos os grupos, semana 5: 12 sensibilizagdo ou imunizacdo primaria, semana 7:
imunizacéo secundaria ou reforco, semana 8: inicio do desafio oral e semana 9: eutanasia.
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4.4 AvaliacOes Clinicas

4.4.1 — Avaliacdo do consumo de racao

O consumo de racao foi monitorado através da medida da ingestédo alimentar

diaria média (IA) e foi determinada pela seguinte equacao:

IA = peso (g) racdo ofertada — peso (g) sobra de racao

Numero de animais/gaiola

O consumo de racdo do grupo controle (C) foi adotado como padrdo de
consumo e considerado 100% e a ingestdo percentual dos grupos experimentais foi

entdo calculada a partir deste padrao.

4.4.2 — Avaliacado do peso corporal

Cada animal foi pesado semanalmente, durante as 8 semanas de
experimento. O delta de peso foi calculado pela diferenca entre o peso semanal e 0
peso do animal antes do inicio das dietas experimentais. Na ultima semana — semana
do desafio alergénico — o peso foi medido no primeiro e no sétimo dia do desafio e 0
delta de peso calculado pela diferenca entre o peso inicial e peso final do desafio
alergénico. A média de peso foi calculada pelo somatério dos pesos dos animais de

cada grupo dividido pelo “n”.
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4.4.3 — Avaliacao da atividade da doenca pelo escore DAI

Apos o desafio antigénico, foi feito o acompanhamento diario dos sinais
clinicos dos animais, através de um escore de atividade da doenca denominado escore
DAI (do inglés: Disease Activity Index), segundo metodologia padronizada por YU et al.
(2004) e adaptada e por Dourado et al. (2011) (YU ET AL., 2004; DOURADO ET AL., 2011).

O escore do indice de atividade da doenca avalia: a variagdo do peso
corporal (% de perda de peso durante a semana do desafio antigénico), a consisténcia
das fezes e a presenca de sangue oculto nas mesmas. Estes trés parametros sao
pontuados de acordo com a escala abaixo (TABELA 2), a média dos animais do grupo
€ entdo somada a média obtida na analise de sangue oculto nas fezes e ao % de perda

de peso.

Tabela 2 - indice de atividade da alergia alimentar induzida por ovalbumina Escore DAI

indice % perdade peso Consisténcia das fezes Sangue oculto nas fezes
0 Nenhuma Normal Auséncia
1 1% a 5% Normal Auséncia
2 6% a 10% Amolecidas Presenca
4 >10% Diarréicas Presenca

4.4.4 Avaliacdo do peso dos sitios adiposos

Os tecidos adiposos epididimal (TAE), mesentérico (TAM), retroperitoneal
(WEYER ET AL.) e inguinal (TAI) foram retirados e pesados a fresco, em balanca
analitica Shimadzu® e os pesos relacionados ao peso corporal do animal. Parte do
tecido foi coletada para andlise histologica e o restante congelado em freezer a -80°C

para analises posteriores.
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4.5 Preparo das laminas histoldgicas

Na nona semana de experimento, apés sete dias de consumo voluntario da
agua contendo solucdo de ovalbumina, os animais foram anestesiados com 100 mg/Kg
de quetamina e 10 mg/Kg de xilazina para retirada do sangue. Posteriormente, e sob
anestesia, sofreram eutanasia através de deslocamento cervical, para coleta dos
orgaos internos. Parte dos segmentos do intestino delgado (duodeno proximal) e
tecidos adiposos foram retirados e fixados em formol tamponado a 10%, desidratados
em solucdes decrescentes de alcoois e incluidos em parafina. A partir desses blocos
de parafina, cortes de 5 um foram obtidos e apds processo de desparafinar e hidratar,
foram corados com Hematoxilina-Eosina (H&E) ou com a coloracdo Acido Periddico
Schift (PAS). As laminas foram fotografadas em microscépio 6ptico (Olympus Optical
Co., Japan, B201) equipado com uma camera digital (Moticam 2500, China). As
imagens foram posteriormente analisadas com a utilizagcdo do software de morfometria

ImageJ (Image Processing and Analysis in Java) quando necessario.

4.6. Métodos de coloracdo H&E e PAS

Para a coloracdo H&E, os cortes foram mergulhados em Hematoxilina por 50
segundos e lavados em agua corrente. Em seguida, foram mergulhados em Eosina por
um minuto € meio e desidratados em série alcodlica crescente, diafanizados e
montados. Para a avaliagdo do infiltrado intestinal de eosindfilos, foi realizada a
contagem de células observando 10 campos aleatérios em um aumento de 40X e a

média expressa em numero de eosinofilos/campo.

Para a avaliagéo da presenca de muco intestinal foi utilizado o método P.A.S
(Periodic Acid Schiff). Nesse método, os cortes desparafinados, hidratados e banhados
na solucdo de acido periddico foram mergulhados no reativo de Schiff, até atingirem
uma tonalidade rosa palida. As células caliciformes foram evidenciadas em tom de rosa
escuro. Nesse ponto, os cortes foram desidratados e diafanizados e as laminas

montadas. As imagens foram capturadas em microscopio em trés campos aleatorios do
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duodeno proximal em aumento de 10X para posterior analise no programa ImageJ® .
Para a determinagcé@o do volume das células caliciformes, todos os pixels verdes foram
selecionados para a criacdo de uma imagem binarizada e subsequente célculo da area

total. O resultado foi expresso em pm? PAS/campo.

4.7 Histologia do tecido adiposo epididimal

O tecido adiposo epididimal foi coletado durante a necropsia e fixado em
formalina 10% durante vinte e quatro horas. Apoés a fixacao, o tecido foi desidratado em
alcool etilico absoluto, clarificado em xilol (VETEC, Duque de Caxias, RJ) e embebido
em parafina. Foram realizados cortes de 5um e corados pela técnica de Hematoxilina —

Eosina (H&E) descrita acima

Para a medida da area dos adipécitos, laminas histolégicas do tecido
adiposo epididimal coradas por H.E. foram fotografadas em microscopio em um
aumento de 10X. A medida da area de 50 adipécitos por animal foi realizada através do

software ImageJ.

4. 8 Microscopia intravital do tecido adiposo epididimal

Para a realizagdo da microscopia intravital, os camundongos foram
anestesiados com solucéo de xilasina e quetamina em soro fisiolégico estéril. O tecido
adiposo epididimal ou mesentérico foi exposto para a analise das interacdes entre
leucocitos e endotélio na microcirculagédo local. Os animais receberam entdo uma
injecdo intravenosa de 0,15mg/Kg do corante fluorescente rodamina 6G (Sigma

Chemical Co., USA) para marcar as mitocondrias dos leucécitos e emitir fluorescéncia.

A microcirculagdo foi entdo visualizada em um microscépio de fluorescéncia
(Nikon Eclipse, Japan) equipado com uma camera (Nikon, Japan). Para as analises,
foram escolhidas vénulas de calibre entre 40 e 60um. As imagens capturadas foram

gravadas para analises posteriores.
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Os leucécitos em rolamento foram analizados pela contagem do numero de
células que passavam pelo ponto determinado da vénula a cada 1 minuto e oresultado

expresso em numero de células rolando por minuto.

O leucdcito foi considerado aderido se permaneceu estacionario por pelo
menos trinta segundos, sendo a adeséao leucocitaria total quantificada como o namero

de células aderidas em 100um de extensao da vénula.

4.9 Andlises imunoldgicas e bioquimicas

4.9.1 Dosagem de IgE total

A dosagem de anticorpos totais de IgE foi feita através do teste de ELISA.
Placas de 96 pocos (Nunc Inc., Naperville, IL, USA) foram incubadas overnight (a 4°C),
com anticorpo ndo marcado de rato anti-lg de camundongo 1:250uL por pogo, em
tampéao carbonato pH=9,6 (Coating Buffer). Apés 18 horas, no minimo, as placas foram
lavadas com salina contendo 0,05% de Tween 20 (solu¢éo salina tween) e incubadas,
por uma hora, com 200 ul/poco de solucéo de caseina a 25% em PBS (PBS-caseina)
para bloqueio, a temperatura ambiente (TA). ApOs essa etapa a solucdo de bloqueio foi
desprezada e as placas lavadas e incubadas por 2 horas com 50 pl/pogo dos soros a
serem testados. Foi utilizada como padrdo positivo IgE de camundongo purificada
(Southern Biotechnology) e PBS como controle negativo da placa (branco). Em
seguida, adicionou-se solucdo do anticorpo de rato anti-lgE de camundongo marcado
com biotina (Southern Biotechnology Associate Inc.) durante uma hora a temperatura
ambiente. As placas foram entdo incubadas com solugéo de estreptavidina conjugada a
peroxidase (Southern Biotechnology) durante uma hora a temperatura ambiente.
Depois de outra lavagem, a reacdo imunoenzimatica foi revelada incubando as placas
em estufa a 37°C, ao abrigo da luz, com uma solugdo contendo 0,2 ul/ml de H,O, e 0,4
mg/ml de OPD em tampéo citrato pH 5, até o desenvolvimento de uma coloracao
amarelo-escura. A reacgao foi interrompida pela adicao de 20 pl/poco de uma solucéo
de acido sulfurico a 2N. A absorbancia (A=492nm) de cada poco foi obtida no leitor de

ELISA automatico. Os resultados foram expressos graficamente como médias da
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concentracéo de IgE no soro + erro padrdo em unidades arbitrarias.

4.9.2 Dosagem de IgE anti-OVA

A dosagem de anticorpos IgE foi feita através do teste de ELISA. Placas de
96 pocos foram incubadas overnight (a 4°C), com anticorpo ndo marcado de rato anti-
Ig de camundongo 1:250uL por pogo em tampéao carbonato pH=9,6 (Coating Buffer).
Apoés 18 horas, no minimo, as placas foram lavadas com salina contendo 0,05% de
Tween 20 (solucdo salina tween) e incubadas, por uma hora, com 200 ul/poco de
solucdo de caseina a 25% em PBS (PBS-caseina) para bloqueio, a temperatura
ambiente (TA). Apés, a solucdo de bloqueio foi desprezada e as placas incubadas, por
2 horas, com 50 pl/poco dos soros a serem testados. As placas foram lavadas com
Salina-Tween e incubadas, por 1 hora, a TA, com 50 pl/pogo de Ova-Biotinilada, diluida
a 1:50 em PBS caseina. Foram novamente lavadas e incubadas, com o complexo
Streptavidina-Peroxidase, 50 pl/poco na concentracdo de 1 ul de Streptavidina em 5 ml
de PBS Caseina, por 45 minutos a TA. A placa foi lavada novamente e, para reacéo
colorimétrica, foi utilizado 4 mg de ortofenileno-diamino (OPD), 2ul de H,O,, 10 ml
Tampéao Citrato (pH=5,0), no escuro, com 100 pl/poco desta solugcdo. Apds 5-15
minutos, a reacao foi interrompida pela adicdo de 20/poco de H,SO4 2N. A densidade
Optica foi obtida em Leitor de ELISA, a 490 nm. Em todas as placas foi corrido um
controle positivo padréo (pool de soros de animais imunes), um controle negativo (pool

de soros de animais normais), além de um controle da prépria placa (branco).

4.9.3 Dosagem de IgG1 anti-ovalbumina (soro)

A dosagem foi feita através do teste de ELISA, que resumidamente segue a
metodologia descrita a seguir: microplacas de poliestireno (Nunc Inc., Naperville, IL,
USA) foram incubadas com OVA diluida em tampé&o carbonato. Apds 18 horas, no
minimo, as placas foram lavadas e incubadas com solucéo de caseina a 25% em PBS.

A solucao de bloqueio foi desprezada e as placas lavadas com salina contendo 0,05%
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de Tween 20 (solucdo salina tween) e posteriormente incubadas com diluicbes
seriadas dos soros a serem testados. Apds nova lavagem, as placas foram incubadas
com solucéo contendo anticorpos de cabra anti-lgG1 de camundongo e posteriormente
com tampao citrato contendo H,O, e ortofenileno-diamino (OPD). Ap6s 20 minutos, a
reacao foi interrompida pela adicdo de H,SO, 2%. A densidade Optica foi obtida em
Leitor de ELISA automatico com filtro de 490nm. Em todas as placas foi corrido um
controle positivo padrédo (pool de soros de animais sensibilizados), um controle
negativo (pool de soros de animais controles), além de um controle da propria placa

(branco).

4.10 Dosagem de citocinas no soro, tecido adiposo epididimal e duodeno

proximal

Durante a necropsia, foram coletados o soro, os tecidos adiposos epididimal
(TAE), retroperitoneal (WEYER ET AL.), inguinal (TAI) e mesentérico (TAM) e uma por¢ao
do intestino (duodeno proximal) e congelados em freezer a -80°C para analises
posteriores, como descrito anteriormente. Fragmentos do TAM e TAE, bem como do
intestino foram macerados em um homogeneizador (Omni International, USA) na
presenca de 1mL de solucéo inibidora de proteases (NaCl 0,4M; Tween 20 - 0,05%;
albumina de soro bovino 0,5%; fluoreto de fenilmetilsufonila 0,1mM; cloreto de
benzetbnio 0,1mM; EDTA 10mM; 20 Ul de aprotinina), preparada a partir de uma
solucdo de tampéo fosfato (NaCl 8g, KCI 0,2g e Na,HPO,412H,0 2,89¢g diluidos em
1litro). A solucdo resultante foi centrifugada por 10min a 10000 rpm a 4°C e o

infranadante recolhido para a dosagem de citocinas por ELISA.

O ensaio imunoenzimatico foi realizado de acordo com os protocolos

fornecidos pelo fabricante dos reagentes utilizados (R&D Systems, USA).

As concentracdoes de adiponectina, leptina, e resistina foram dosadas no
soro enquanto que nos tecidos adiposo e intestinal foram medidas as concentragdes de
IL-10, TNF e IL-6. Para isso, placas de ELISA foram cobertas com anticorpos
policlonais anti-resistina, anti-leptina, anti-adiponectina, anti-TNF, anti-IL-6 e anti-IL-10

(1-2 pg/mL), conforme instrucdes do fabricante, e incubadas a 4°C por 24 horas. As
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placas foram lavadas por trés vezes e bloqueadas com albumina bovina 1% (Sigma
Chemical Co., USA). A seguir as placas foram colocadas em um agitador horizontal
durante 1 hora. Apds nova lavagem, as placas foram incubadas com aliquotas do soro
diluidas nas proporcoes de 1:2 para leptina, 1:100 para resistina e 1:2000 de
adiponectina, em PBS contendo 0,1% de albumina bovina. Para o infranadante do
tecido adiposo ou intestinal a diluicdo foi de 1:3 em PBS/albumina bovina a 1%,
overnigh). Os anticorpos policlonais biotinilados foram usados com diluicdo de 1:1000
ou 1:2000. A deteccao foi feita utilizando-se estreptavidina e OPD como substrato. A

leitura foi realizada em espectrofotdmetro de microplacas a 492nm.

4.11 Contagem total de leucdcitos, células mononucleares e neutréfilos

Para contagem total de leucdcitos, uma amostra de sangue foi diluida na
proporcao 1:10 em solucdo de Turk. O sangue foi obtido da cauda dos animais apos
um pequeno corte na ponta da mesma. A contagem total foi realizada em microscépio
otico (Olympus), usando camara de Neubauer. A contagem diferencial foi realizada
apos aplicacdo da técnica de coloracdo com kit pandptico das laminas com esfregaco

sanguineo.

4.12 Andlise Estatistica

Foram testados 4 tratamentos com 8 a 10 repeticbes. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e a diferenca entre tratamentos, quando
significativa, estudadas pela comparacdo de meédias através do teste de Newman-

Keuls (p<0,05) utilizando o programa estatistico GraphPad Prism® 4.
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5 RESULTADOS

5.1 A dieta HC néao agrava a alergia alimentar induzida por OVA,

entretanto, promove alteracdes intestinais e clinicas.

Os camundongos sensibilizados (A e HCA) exibiram maiores concentracoes
séricas de IgE total (FIGURA 6A), IgE anti-ovalbumina (FIGURA. 6B) e IgGl anti-
ovalbumina (FIGURA 6C) em comparacdo com 0s respectivos grupos controles, C e
HC. Os niveis séricos elevados de imunoglobulina do isotipo E confirmam que os

camundongos sensibilizados ficaram alérgicos a proteina ovalbumina.
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FIGURA 6 - Niveis séricos de IgE total, IgE anti-OVA e IgG1 anti-OVA. Onde (C) grupo controle, (A)
grupo alérgico, (HC) grupo alimentado com dieta rica em carboidratos simples e (HCA) grupo alimentado
com dieta rica em carboidrato simples e alérgicos. As barras representam a média em unidades
arbitrarias (U.A.) (+/-SEM) e quando assinaladas com (*) indicam diferencga estatistica entre grupos com
a mesma dieta (C X A ou HC X HCA) e com (*) indicam diferenca entre obesos e n&o obesos (C X HC ou
A X HCA) (P<0,05). Barras vazias (OVA-) indicam animais n&o sensibilizados e barras cheias (OVA+)
indicam animais sensibilizados com ovalbumina. Todos os grupos receberam ovalbumina na agua (20%)
ad libitum, na semana do desafio antigénico.

O ganho de peso corporal foi semelhante entre os grupos até o desafio

alérgico. Apés o desafio, apenas o grupo A apresentou perda de peso (FIGURA 7A).
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Quanto aos parametros clinicos para alergia alimentar os camundongos do
grupo A obtiveram um escore DAI mais elevado quando comparados ao grupo C.
Curiosamente, os camundongos do grupo HC alcangaram maior pontuacdo no escore
DAI se comparados ao grupo C, independente do estimulo alergénico. Os achados
clinicos do grupo HC néo se agravaram quando desafiados com OVA em relacdo aos
animais alérgicos magros (FIGURA 7B). O fenbmeno de aversao ao antigeno presente
na agua, jA observado em animais alérgicos foi avaliado e os grupos A e HCA
comecaram a manifestar a aversdo no quinto dia de desafio oral e continuaram até o
final dos sete dias. Os camundongos do grupo HC também mostraram aversdo a
solucédo de ovalbumina (FIGURA 7C).
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FIGURA 7 - Avaliacdo dos parametros clinicos: r.(A) Evolugdo ponderal semanal, sendo C controle, A
alérgico, HC dieta rica em carboidrato simples (dieta HC) e HCA grupo em dieta HC e alérgicos. (B)
Escore DAI na semana do desafio antigénico. (C) Média de ingestdo de solucdo de OVA a 20% nos 7
dias de desafio.. Médias (+/-SEM) quando assinaladas com (*) indicam diferenca estatistica entre grupos
com a mesma dieta (C X A ou HC X HCA) e com (%) indicam diferenca entre obesos e n&o obesos (C X
HC ou A X HCA) (P<0,05). OVA- (barras vazias) indicam animais ndo sensibilizados e OVA+ (barras
cheias) indicam animais sensibilizados com ovalbumina.
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A avaliacdo do infiltrado eosinofilico intestinal por meio da contagem do
namero de células presentes na mucosa intestinal, revelou que a quantidade destes
granulécitos foi duas vezes maior nos camundongos do grupo alérgico (A) em
comparacdo com os camundongos controle (grupo C), como ja descrito em nosso
modelo de alergia alimentar experimental a OVA. Inesperadamente, 0s animais obesos
e ndo alérgicos (grupo HC) exibiram um maior nimero de eosinéfilos no duodeno
quando comparados aos do grupo controle (C). No entanto, o grupo obeso e alérgico
(HCA) nédo apresentou aumento de eosinofilos quando comparados ao grupo A e ainda

foi semelhante ao grupo néo alérgico HC (FIGURA 8).

Na analise morfométrica das laminas coradas com a técnica de PAS, que
evidencia o0 muco e as células caliciformes, observou-se que os camundongos
alérgicos (grupo A) apresentaram aumento da quantidade de muco no limen intestinal,
bem como aumento do numero e tamanho das células caliciformes em comparacao
com os camundongos do grupo controle (C), como ja observado em estudos anteriores
com esse modelo. O grupo HC, apesar de ndo ser alérgico, também apresentou
aumento do numero de células PAS positivas quando comparado ao grupo C (FIGURA
8B e 8C).
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FIGURA 8 - Infiltrado de eosinéfilos (setas amarelas) no duodeno proximal (imagens
representativas). Avaliagdo do muco produzido pelas células caliciformes do duodeno proximal
de camundongos BALB/c evidenciado pela coloracdo de PAS (imagens representativas). (A e E)
Controle, (B e F) Alérgico, (C e G) Dieta HC e (D e H). Dieta HC alérgicos. Para a contagem de
eosndfilos os cortes foram corados em H&E e fotografados em microscépio oOptico (Olympus) em
aumento de 40X. Os eosindfilos foram contados em 10 campos diferentes de cada animal e os dados
analisados com o programa estatistico GraphPad Prism 4. Para a analise do muco, as laminas foram
coradas pelo método de PAS e fotografadas em microscopio optico (Olympus) em aumento de 10X em 3
campos aleatorios do duodeno proximal. As imagens foram avaliadas com o programa ImageJ e os
dados analisados com o GraphPad Prism 4. As barras representam a média (+/-SEM) e quando
assinalados com (*) indicam diferenca estatistica entre grupos com a mesma dieta (C x A ou HC x HCA)
e com (#) indicam diferenca entre obesos e ndo obesos (C x HC ou A x HCA) (P<0,05). Barras cheias
(OVA+) indicam animais sensibilizados e barras vazias (OVA-) animais ndo sensibilizados.

Para avaliar se o0 aumento do numero de eosindfilos no duodeno dos
camundongos alimentados com a dieta HC foi devido a ingestdo de ovalbumina ou
devido a sobrecarga de nutrientes, um experimento foi conduzido a parte, onde os
animais eram alimentados com a racdo comercial (Labina ®) ou dieta HC, porém sem

sensibilizacdo com OVA e sem ingestdo de ovalbumina em agua. Ao final do
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experimento os intestinos (duodeno proximal) foram coletados e processados conforme

metodologia ja citada.

Os camundongos alimentados com a dieta HC apresentaram aumento no
namero de eosindfilos por campo quando comparados aos camundongos alimentados
com racao comercial (C = 5,18 £ 0,4 X HC = 13,73 = 0,6); no entanto, ndo houve
diferenca no numero de células PAS-positivas (C = 6,00 £ 1,1 X HC = 6,47 £ 0,6)
(FIGURA 9).
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Figura 9: Infiltrado de eosinofilos intestinais de camundongos BALB/c alimentados com dieta HC
ou ragdo comercial n&o sensibilizados e ndo desafiados com OVA. Cortes do duodeno proximal
foram corados em H&E e fotografados em microscéopio 6ptico (Olympus) em aumento de 40X. Os
eosindfilos foram contados em 10 campos diferentes de cada animal e os dados analisados no programa
estatistico GraphPad Prism 4. As barras representam a média (+/-SEM) sendo os animais controle C
(barras vazias) e HC animais com dieta hiperglicidica (barras cheias). Médias assinaladas com (*)
indicam diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle (P<0,05).

5.2 O padrdo de secrecdo de mediadores inflamatorios TNF e IL-6 e
anti-inflamatorio IL-10 no intestino sdo semelhantes, independentemente da dieta

consumida.

Embora tenham sido encontradas importantes mudancas nos intestinos dos
animais do grupo A e grupo HC, os niveis das citocinas da mucosa intestinal TNF-a, IL-

6 e IL-10 néo se alteraram significativamente (FIGURA 10).
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FIGURA 10 — Concentracgao de citocinas no duodeno proximal. As barras representam a média (+/-
SEM) sendo C: controle, A: alérgico, HC: dieta hiperglicidica e HCA: alérgicos com dieta HC. TNF: Fator
de necrose tumoral; IL: interleucinas. A dosagem das citocinas foi avaliada no sobrenadante do tecido
intestinal homogeneizado, por meio de método de ELISA através de Kits de andlise (R&D Systems,
USA) conforme determinado pelo fabricante. Barras vazias (OVA-) indicam grupos ndo sensibilizados,
barras cheias (OVA+) indicam animais sensibilizados, n= 8 (P< 0,05).

5.3 Camundongos com obesidade leve e alergia alimentar perdem

massa gorda somente no sitio proximo ao foco de inflamacéao alérgica

Os camundongos do grupo A exibiram menor adiposidade em comparacao
com camundongos C alimentados com a mesma dieta (FIGURAS 11A - 11D). Animais
alimentados com dieta HC apresentaram maior adiposidade que os alimentados com
dieta controle. Em comparagdo com o grupo HC, os camundongos do grupo HCA
apresentaram adiposidade inalterada na maioria dos tecidos (FIGURAS 11A, C e D),

com excecao do tecido adiposo mesentérico que apresentou importante reducao
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(FIGURA 11B). Estes dados foram confirmados por meio de uma analise histolégica do
TAE e TAM (FIGURA 12).
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FIGURA 11 - Analise dos sitios adiposos. Os tecidos adiposos dos sitios (A) Tecido Adiposo Epidimal,
(B) Tecido Adiposo Mesentérico, (C) Tecido Adiposo Inguinal e (D) Tecido Adiposo Retroperitoneal,
foram retirados ao final do experimento e mensurados em balan¢a analitica. As barras representam a
média (+/-SEM) e quando assinalados com (*) indicam diferenca estatistica entre grupos com a mesma
dieta (C x A ou HC x HCA) e com (%) indicam diferenca entre obesos e ndo obesos (C x HC ou A x HCA)
(P<0,05). Barras cheias (OVA+) indicam animais sensibilizados e barras vazias (OVA-) animais néo
sensibilizados.

Os adipécitos do TAE de camundongos do grupo HCA mostraram area
semelhante em comparagdo aos do grupo A, enquanto os adipécitos do TAM dos

camundongos HCA apresentaram area menor (FIGURA 12 A e B).
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FIGURA 12 - Andlises morfométrica e histolégica do tecido adiposo epididimal (TAE) e
mesentérico (TAM). As laminas foram coradas com H&E e foram fotografadas em microscopio optico
(Olympus) em aumento de 10X. Barra no canto inferior direito = 50um (imagens representativas). As
medidas dos adipdcitos foram obtidas pelo calculo da &rea de circunferéncia de 50 células de cada
animal, pelo programa ImageJ, e analisadas no programa GraphPad Prism 4. As colunas representam a
média (+/-SEM) e quando assinalados com (*) indicam diferenca estatistica entre grupos com a mesma
dieta (C x A ou HC x HCA) e com (*) indicam diferenca entre obesos e ndo obesos (C x HC ou A x HCA)
(P<0,05). Barras cheias (OVA+) indicam animais sensibilizados e barras vazias (OVA-) animais nao
sensibilizados.

5.4 Os tecidos adiposos de camundongos alérgicos ou com obesidade

leve ndo alérgicos e alérgicos se encontram inflamados.

Para avaliar a ocorréncia de estimulo inflamatério no tecido adiposo foi
realizada microscopia intravital no TAE e no TAM que evidencia o recrutamento de

células do sistema imunoldgico (leucdcitos) para o tecido adiposo. Os camundongos do
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grupo alérgico (A) apresentaram maior niumero de células rolando e maior adeséo de
leucécitos tanto nos tecidos adiposos epididimal quanto no mesentérico quando
comparados aos camundongos do grupo controle (C) (FIGURA 13A - 13D). Os
camundongos do grupo obeso e alérgico (HCA) exibiram maior rolamento de leucécitos
do que o grupo obeso (HC) no tecido adiposo epididimal;, entretanto, ndo houve
alteracdo na adeséo de leucocitos neste tecido quando comparados aos seus controles
alérgico (A) e obesos (HC) (FIGURA 13A e 13B). O numero de células rolando no
tecido adiposo mesentérico dos camundongos HCA foi menor do que seus controles
alérgico (A) e obesos (HC), mas o numero de células aderidas na parede dos vasos foi
similar nestes trés grupos (FIGURAS 13C e 13D).
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FIGURA 13 — Rolamento e adeséao de leucdcitos no TAE e TAM. Os leucécitos em rolamento (A e C)
foram avaliados contando-se o nimero de células que passavam por um determinado ponto da vénula
por minuto. (B e D) Adesdo de leucdcitos na parede do vaso. O leucdcito foi considerado aderido se
permaneceu estacionario por pelo menos trinta segundos, sendo a adesao leucocitaria total quantificada
como o nimero de células aderidas em 100um de extensado da vénula. As barras representam a média
(+/-SEM) e quando assinalados com (*) indicam diferenca estatistica entre grupos com a mesma dieta (C
x A ou HC x HCA) e com (%) indicam diferenca entre obesos e ndo obesos (C x HC ou A x HCA)
(P<0,05). Barras cheias (OVA+) indicam animais sensibilizados e barras vazias (OVA-) animais néo
sensibilizados.
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Analisamos também a concentracdo das citocinas TNF-q, IL-6 e IL-10 tanto
no TAE quanto no TAM dos animais alérgicos alimentados com ra¢ao comercial ou HC.
N&o foram observadas diferengas na concentragao destas citocinas no TAE (FIGURA
14A). Em contraste, os niveis de IL-6 e IL-10 no TAM de camundongos alérgicos
alimentados com a dieta HC foram superiores aos encontrados nos camundongos

alérgicos alimentados com a ra¢do comercial (FIGURA 14B).
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FIGURA 14 - Concentracdo de citocinas nos tecidos adiposos epididimal (TAE) e mesentérico
(TAM) de animais alérgicos (OVA+). Sendo A: grupo alérgico com dieta comercial e HCA: grupo
alérgico com dieta HC (rica em carboidratos simples). A dosagem das citocinas foi avaliada no
sobrenadante do tecido adiposo homogeneizado, por meio de método de ELISA através de Kits de
andlise (R&D Systems, USA) conforme determinado pelo fabricante Barras representam a média (+/-
SEM) e quando assinaladas com (*) indicam diferenca estatistica em relacdo ao controle alérgico
(P<0,05).

Para avaliar a inflamag&o sistémica, foi realizada a contagem total e
diferencial de leucécitos circulantes. Os animais controle apresentaram o menor
namero células totais circulantes quando comparado aos demais grupos que
apresentaram valores quase trés vezes maiores (P<0,05) (FIGURA 15, A). Esse
aumento foi devido principalmente ao numero de células mononucleares
(principalmente mondcitos e linfocitos) que representaram 70 a 80 % do total de
leucécitos (FIGURA 15, C).
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FIGURA 15 - Contagem de leucécitos circulantes. 10 pL de sangue foram coletados da cauda dos
animais e diluido na proporcdo de 1:10 em solucdo de Tirk. A contagem total (A) foi realizada em
microscoépio 6tico (Olympus), usando cAmara de Neubauer. A contagem diferencial (B e C) foi realizada
apos aplicacdo da técnica de coloragdo com kit Pandptico nas laminas com o esfregaco sanguineo e
contadas 100 células, ao microscépio éptico em aumento de 100X com 6leo de imersdo. Médias
assinaladas com (*) indicam diferenca estatistica entre grupos com a mesma dieta (C x A ou HC x HCA)
e com (#) indicam diferenca entre obesos e ndo obesos (C x HC ou A x HCA) (P<0,05). Barras cheias
(OVA+) indicam animais sensibilizados e barras vazias (OVA-) animais ndo sensibilizados. (n= 8 — 10).

Os animais alimentados com dieta HC apresentaram aumento da
concentracéo sérica de triglicérides, colesterol e glicose, além de maior intolerancia a
glicose se comparados aos controles (C). Por outro lado, os animais alérgicos
apresentaram menores concentracdes de colesterol e glicose quando comparados aos

animais controles. Embora a alergia ou a obesidade modificarem o perfil metabdlico de



40

camundongos isoladamente, os animais do grupo HCA néo apresentaram disfuncéo

metabdlica diferente da observada nos animais do grupo HC (Tabela 3)

Quanto as adipocinas séricas, a concentracao de resistina e adiponectina foi
semelhante entre os grupos avaliados. J4 para a leptina, o grupo HCA apresentou
concentracdes elevadas quando comparadas aos animais tanto do grupo A quanto do

grupo HC, sendo mais de duas vezes maior que nestes controles (Tabela 3).

TABELA 3 - Anédlises séricas em camundongos alérgicos e néo alérgicos alimentados com dieta
comercial padrdo ou com dieta rica em carboidratos simples (HC).

Dieta comercial Dieta HC
Dosagens
C A HC HCA
Triglicérides (mg/dL) 486+52  687+283 84,0 £12,1* 88,6 + 13,5
Colesterol total (mg/dL) 81,3+ 3,9 67,4 + 4,82* 99,7 + 3,9" 92,0+21
Glicose sérica (mg/dL) 188,3+18,2  139,1+4,2* 228,0+13,9°  258,6 +15,1"

Areasob acurva (TTOG) 14054 + 300 12253+ 1617 17112 +372,5° 16742 + 886"

Adiponectina (ug/mL) 1,1+0,1 1,0+£0,1 1,07 £ 0,04 1,06+0,04
Resistina (ng/mL) 246,1 +34,8 341 +47,4 314,2+17,72 3654+ 13,14
Leptina (pg/mL) 567,6 +56,6 424,4+121 964,8 + 96,7" 1260 + 59,9 * *

Os dados representam a média + SEM de 8 camundongos por grupo.
(*) P<0.05 comparagao entre animais com a mesma dieta (CxA ou HCxHCA) ;
(#) P<0.05 entre animais obesos e nédo obesos (CxHC ou AXHCA) .
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6 DISCUSSAO

Doencas tais como a alergia e a obesidade podem induzir a disfuncdo
metabdlica e inflamacdo no tecido adiposo (MATSUZAWA-NAGATA ET AL., 2008;
DOURADO ET AL., 2011; LEE ET AL., 2011; OLIVEIRA ET AL., 2013). No entanto, ainda
nao se sabe com clareza como e se a inflamacdo cronica de baixa intensidade,
promovida pela obesidade, pode interferir na resposta alérgica. Em 2007, Hersoug e
Linneberg propuseram um mecanisSmo para essa associagdo, baseados em
evidéncias epidemiologicas que mostravam uma forte relacdo entre o indice de
massa corporal elevado e atopia em humanos (TANTISIRA ET AL., 2003; HANCOX ET
AL., 2005; WICKENS ET AL., 2005). Nesta hipotese eles sugeriam que a obesidade
poderia promover alteracbes tais que resultariam em diminuicdo da tolerancia
imunologica aos antigenos, tornando esses individuos mais suscetiveis as doencas
imunomediadas, consequéncia da acdo das citocinas secretadas pelo tecido

adiposo como a leptina, TNF e IL-6 (HERSOUG E LINNEBERG, 2007).

Atualmente, pesquisas tém sido realizadas também em modelos murinos,
em um esforco da comunidade cientifica para esclarecer essa relacdo entre
obesidade e reacfes de hipersensibilidade imediata (MiTO ET AL., 2002; DE VRIES ET
AL., 2009; CALIXTO ET AL., 2010; DIETZE ET AL., 2012). Modelos animais séo
imprescindiveis para a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos tanto na
obesidade quanto na alergia, assim como as interagcfes entre 0s sistemas imune e
metabolico. Nesse sentido, este trabalho investigou essas interagfes utilizando um
modelo de alergia alimentar a ovalbumina associado ao consumo de uma dieta rica
em carboidratos simples, que induz ao aumento de adiposidade abdominal e
sindrome metabdlica. Os modelos foram previamente estudados, de forma isolada,
pelo nosso grupo de pesquisa (SALDANHA ET AL., 2004; OLIVEIRA ET AL., 2013). Os
principais resultados encontrados neste estudo podem ser resumidos como se
segue: (i) o consumo de dieta rica em carboidratos induziu obesidade de
intensidade leve e inflamacgé&o do tecido adiposo em camundongos sensibilizados
com OVA. A alergia alimentar foi desenvolvida e atestada imunologicamente por
meio da avaliagdo do aumento da concentracdo de IgE total e IgE e IgGl
especificas ao antigeno; pelas manifestacdes clinicas e sintomas da alergia

alimentar: diarreia, sangue oculto nas fezes e desenvolvimento do fenémeno de
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aversao ao antigeno e ainda por meio das analises histolégicas e morfométricas
onde observou-se o aumento do ndmero de eosindfilos e de células-PAS positivas
na mucosa do intestino. (MORO ET AL.) A dieta HC ndo exacerbou os parametros de
alergia alimentar em camundongos BALB/c machos. Na verdade, a perda de peso e
de gordura abdominal apdés a exposicdo ao antigeno foram atenuadas nestes
animais, sendo que a perda de massa adiposa ocorreu apenas no sitio adiposo
mesentérico. (iii) A localizacdo da camada de gordura (TAM) préxima ao intestino,
foco da alergia, pode ser relacionada a uma inflamac&o mais intensa desse tecido e
a uma maior susceptibilidade para perder gordura, devido ao elevado gasto calorico
durante processo inflamatério e a associagdo ao tecido linfoide mesentérico. (iv) A
alergia alimentar ndo modificou o perfil metabdlico dos camundongos com
obesidade de grau leve, indicando que apesar do quadro catabdlico promovido pela
alergia, esses animais continuaram com concentracfes séricas elevadas de glicose,

triglicérides e colesterol total.

O principal marcador para a maioria das reacdes de hipersensibilidade
imediata conhecida como alergia ou atopia, € o0 aumento na producdo de
imunoglobulina isotipo E (IgE) (IsHIzAKA E ISHIZAKA, 1978). Numa primeira fase,
chamada de indutora, ocorre a sensibilizacdo alérgica onde o contato com o antigeno
mobilizam células do sistema imunolégico que levam a ativacdo dos linfocitos B e
producdo de IgE, que por sua vez € langcada na corrente sanguinea e se liga com alta
afinidade aos receptores presentes na superficie dos mastocitos e basdofilos,
sensibilizando-os (STONE ET AL., 2010). A partir dessa sensibilizagdo, uma nova
exposicdo ao antigeno inicia a fase efetora, onde os mastdcitos sensibilizados com IgE
ligam-se ao antigeno através de ligagbes cruzadas (crosslinking) e se degranulam,
liberando histamina, prostaglandinas e outros mediadores lipidicos que véo
desencadear o processo alérgico. Neste estudo observou-se que a ingestdo oral do
antigeno aumentou caracteristicamente as concentracfes de IgE total e de IgE e IgG1l
anti-ovalbumina nos camundongos sensibilizados, independentemente da composi¢cao
da dieta consumida. Apesar dos animais com obesidade de grau leve terem ficado
alérgicos a OVA, os dados sugerem que a dieta HC ndo causou aumento nos niveis de
producdo das imunoglobulinas e que, portanto, ndo houve exacerbacao da resposta
alérgica de carater imunoldgico. Estudos em modelo de asma alérgica onde os

camundongos eram alimentados com uma dieta rica em gordura para inducdo de
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obesidade (dieta high fat - HF) descreveram aumento das concentracdes de IgE e IgG
especificas quando comparados aos animais com racdo comum (MITO ET AL., 2002; De
VRIES ET AL., 2009; CALIXTO ET AL., 2010). Wang et al., (2009) também demonstraram
que a administracdo de OVA associada a lipideos de cadeia longa (LCT) foi capaz de
afetar a resposta imunoldgica aos antigenos, modulando positivamente a sua absorcao
e transporte durante a formacdo dos quilomicrons, aumentando sua excre¢ao na via
linfatica pelas células epiteliais intestinais (WANG ET AL., 2009). Essa associacao entre
os lipideos da dieta e proteinas alergénicas poderia explicar a resposta imunoldgica
intensificada nos modelos que utilizam a dieta HF, 0 que n&o ocorreu no nosso modelo
com a dieta HC, onde 0s animais ndo apresentaram aumento na concentracao sérica
de imunoglobulinas apo6s desafio antigénico, diferentemente dos camundongos
alimentados com dieta rica em gordura. Sugere-se aqui que a composicdo da dieta
possa influenciar a absorcdo de antigenos e, consequentemente, modular a resposta
alergénica. Estes achados nos levam a hipotetizar que a composicdo da dieta de
individuos obesos, que tém manifestado cada vez mais rea¢6es de hipersensibilidade,
pode ser uma das chaves que favorecam o aumento dos casos desta patologia e nédo
somente a adiposidade e a inflamacao crbénica de baixa intensidade, como proposto em
outros estudos (MITO ET AL., 2002; DE VRIES ET AL., 2009; CALIXTO ET AL., 2010; DIETZE
ETAL., 2012).

Além da avaliacdo da concentracao de IgE e de IgG, os sinais clinicos sédo
igualmente importantes para diagnosticar a alergia alimentar como diarreia, presenca
de sangue oculto nas fezes e perda de peso corporal. Tais sintomas foram utilizados na
criagdo de um escore que pontua o indice de atividade da doenc¢a, denominado escore
DAI (Yu ET AL., 2004). A pontuacdo DAI combina trés manifestacdes observadas na
alergia alimentar: (i) a perda de peso apds o desafio, (MORO ET AL.) a ocorréncia de
diarreia e sua intensidade e (iii) a presenca de sangue oculto nas fezes. Camundongos
alérgicos apresentam pontuacdo elevada no escore DAl e aversdo ao antigeno
presente na dieta. Essas alteragcbes foram observadas nos animais alérgicos dos
grupos A e HCA, independentemente da composicdo da dieta. Sabe-se que as
manifestacbes de alergia alimentar, por si s6 jA promovem alteracdes intestinais como
descamacdo da mucosa e relaxamento das juncdes intercelulares, que levam a um
aumento da permeabilidade a macromoléculas (STONE ET AL., 2010). A entrada de

macromoléculas como a proteina ovalbumina, agrava ainda mais a reacao alérgica,
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aumentando a liberacdo de histamina e mediadores lipidicos que promovem o aumento
da permeabilidade vascular gerando desequilibrio eletrolitico, com perda de ions e
agua, levando a diarreia (ABBAS, 2008). Curiosamente, os camundongos obesos nao
alérgicos (grupo HC) também mostraram escore DAl elevado. Apesar de os
camundongos obesos do grupo HC nédo apresentarem perda de peso, a pontuacdo DAI
foi similar aos camundongos alérgicos. Além disso, os camundongos com obesidade
leve também manifestaram aversdo alimentar & OVA. A aversdo alimentar é um
fenbmeno que vem sendo estudado e ja foi demonstrado estar fortemente ligada ao
aumento nos niveis séricos de IgE, ao desconforto intestinal gerado pela diarreia e
sangramento e foi relacionada ainda ao aumento dos niveis de IL-4 e IgG1 (CARA ET
AL., 1994; DOURADO ET AL., 2010). Ambos os grupos alérgicos apresentaram niveis de
IgE e 1IgG1 aumentados assim como o escore DAI, o que justifica essa aversao ao
antigeno presente na agua. Mas, no caso dos animais obesos do grupo HC essas
concentracdes elevadas de IgE sanguinea nao justificariam a aversao observada, uma
vez que essas imunoglobulinas ndo foram detectaveis no soro destes animais e,
portanto, a aversdo neste caso ndo parece estar associada a um componente
imunolégico. Estudos prévios mostram que animais IL-4” submetidos ao protocolo de
sensibilizacdo com a ovalbumina, ndo apresentaram aversdo a OVA em solucao
aquosa adocicada, porém, quando estes camundongos recebiam o soro de animais
selvagens sensibilizados, a aversédo era restaurada (DOURADO ET AL., 2010), este
achado mostra que concentracdes elevadas de IL-4 interferem positivamente na
geracdo desse fenbmeno. Analises realizadas no modelo de obesidade com dieta HC
demonstraram aumento na concentracao de IL-4 (dados ainda n&o publicados). Esse
dado poderia ajudar a explicar o fato dos animais do grupo HC também rejeitarem a
agua com ovalbumina. Outro fator que pode ajudar a explicar porque 0S grupos
alérgicos e grupo HC apresentaram essa aversdao € 0 componente neurologico.
Estudos mostram que o desconforto intestinal promovido pela inflamacéo alérgica faz
com gue 0s animais passem instintivamente a rejeitar o antigeno, como senso de auto-
preservacao diante de uma ameaca a sua integridade (GARCIA ET AL., 1985; PACHECO-
LoPEZ E BERMUDEZ-RATTONI, 2011). A decisdo de evitar a agua contendo ovalbumina
parece ter sido uma resposta adaptativa resultante do estimulo negativo sobre a
mucosa intestinal provavelmente, devido ao desconforto provocado pela diarreia e pelo

sangramento.
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Outra manifestacéo caracteristica da alergia analisada foi a producédo de muco
pelas células caliciformes intestinais. O aumento do muco promovido pelas células
caliciformes intestinais é resultante da acdo da histamina liberada pelos mastoécitos
ativados, sobre essas células da mucosa. Apesar dos animais do grupo HCA
apresentarem piora clinica e alteracdes histolégicas condizentes com uma reacao
alérgica, o desafio antigénico ndo causou intensificacdo na producdo do muco sendo
esta ainda menor que a producdo de muco nos grupos A e HC. Por outro lado apesar
de nédo verificarmos diferenca nas concentracdes de citocinas no tecido intestinal,
essas foram diferentes no tecido adiposo intimamente ligado ao intestino, o TAM. No
TAM os niveis de IL-10 se encontravam aumentados em animais HCA quando
comparados aos A. Ja foi demonstrado que niveis aumentados de IL-10 produzidos
pelas células da Placa de Peyer, seriam capazes de controlar a alergia alimentar
(FROSSARD ET AL., 2004) e que a IL-10 agiria sobre a célula epitelial do intestino,
fazendo-a responder as infec¢cdes e outras agressfes, modulando a resposta imune e a
inflamacédo no trato digestivo (KUHN ET AL., 1993). Além disso, essa citocina inibe a
producado de citocinas pro-inflamatdrias, a ativacdo de células Th2 e a troca de isotipo
para IgE nas células B (HAWRYLoOwICz E O'GARRA, 2005). A presenca dessa IL-10 no
tecido adiposo adjacente poderia estar refletindo no tecido intestinal, intimamente
ligado ao TAM e interferindo nessa producdo de muco pelas células caliciformes.
Nossos dados revelaram também menor producdo de muco em animais obesos do
grupo HC. Como estes animais ja eram obesos anteriormente, a resposta imunolégica
gerada pela presenca do antigeno no trato gastrointestinal pode ter ocorrido de forma
mais branda do que nos animais nao obesos, pelo fato de ja estarem “primados”, ou
seja, com todo sistema imunolégico preparado para responder a um estimulo

inflamatorio.

Neste estudo observamos também a perda de peso corporal e diminui¢do no
tecido adiposo visceral e subcutaneo no grupo alérgico. Em estudos prévios, Dourado
et al. (2011) mostraram que a alergia alimentar desencadeia importante reducao no
peso corporal, principalmente devido a perda de massa gorda. Esses autores
demonstraram ainda que a diminuicdo da adiposidade nos camundongos alérgicos
pode estar relacionada a uma maior lipdlise nos adipdcitos, necessaria para responder
ao elevado gasto de energia durante o processo inflamatério (DOURADO ET AL., 2011).

Outros pesquisadores ja demonstraram anteriormente que a lipolise parece ser
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impulsionada pelo aumento do numero de leucdécitos e dos niveis de citocinas no tecido
adiposo (KUHNKE ET AL., 2003; DOURADO ET AL., 2011; SACKMANN-SALA ET AL., 2012).
Surpreendentemente, 0s camundongos alérgicos e obesos ndo apresentaram perda de
peso corporal expressiva se comparados ao grupo alérgico, embora mostrassem sinais
claros de alergia alimentar. Também ndo mantiveram o ganho de peso corporal como
0s animais do grupo HC. Ao analisar os sitios adiposos isoladamente, observou-se que
esses perderam massa gorda apenas no tecido adiposo mesentérico (TAM), sitio
adiposo localizado préximo ao intestino. Além disso, os camundongos alérgicos e
obesos apresentaram concentracdes de citocinas mais elevadas no TAM quando
comparados aos animais do grupo alérgico. Os niveis mais elevados de citocinas neste
tecido podem estar relacionados com a perda de gordura devido ao aumento da lipélise
e a proximidade do tecido adiposo mesentérico com o foco da inflamacgéo no intestino.
Estudo realizado com pacientes asmaticos submetidos a cirurgia bariatrica demonstrou
que a perda de peso melhorou os sintomas da asma, independente dos niveis de IgE,
modulando a acdo das células T e o perfil de citocinas pro-inflamatorias (DIXON ET AL.,
2011). A perda de gordura faz com que os adipécitos diminuam de tamanho e com isso
a circulacdo sanguinea nesse tecido se torna mais facil e podemos supor que a
chegada das células do sistema imunolégico € mais rapida, consequentemente, a
producdo de mediadores inflamatdrios aumenta. Essa maior vascularizacdo e
proximidade do foco de inflamacéo alérgica poderiam explicar porque esse tecido é
mais afetado quando o organismo precisa responder a uma elevada demanda de
energia e indicam sua participacdo como fornecedor ativo dessa energia durante a

resposta inflamatdria alérgica (SACKMANN-SALA ET AL., 2012).

Outro resultado caracteristico da alergia alimentar a OVA, foi 0 aumento do
infiltrado de eosinodfilos na mucosa intestinal nos grupos alérgicos em relagcdo aos
camundongos controle (C). O grande infiltrado eosinofilico também é observado em
outros tipos de doengas como a asma, sendo resultante de reacdes alérgicas tardias e
contribuem para muitos dos processos patologicos em doencas de hipersensibilidade
imediata (LUKACS ET AL., 2001). Sob o estimulo de citocinas como a IL-5, liberada pelos
linfécitos Th2, ocorre um aumento da producdo de eosindfilos na medula 0ssea que
sdo posteriormente liberados na corrente sanguinea e atraidos aos locais de
inflamacé&o por fatores quimiotaticos como a eotaxina. Ja no tecido, esses granuldcitos

liberam mediadores citotoxicos como a proteina basica principal, proteina catiénica
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eosinofilica e peroxidase, além de outros mediadores inflamatérios que podem induzir a
producdo de moléculas de adesdo, o aumento da permeabilidade vascular e a
producdo de muco, além de agirem como células apresentadoras de antigeno
promovendo o aumento de células Th2 em tecidos inflamados, intensificando assim o
processo inflamatorio (HOGAN ET AL., 2001; ROTHENBERG ET AL., 2001; SHi, 2004). No
intestino, o infiltrado de eosindéfilos promove danos ao tecido e disparam o gatilho para
a diarreia e 0 sangramento intestinal, que podem contribuir também para o fendbmeno

de aversao ao antigeno (GARCIA ET AL., 1985; STONE ET AL., 2010).

Curiosamente, o intestino dos camundongos obesos também apresentou
aumento no infiltrado de eosinofilos na mucosa antes mesmo do desafio oral. Este
achado sugere, que a dieta HC gerou um estimulo inflamatério capaz de atrair esses
granulécitos até o intestino e promover alteracfes importantes que nao estdo
relacionadas a um fator imunoldgico. As alteracBes observadas no tecido adiposo
mesentérico nos leva a supor que a resposta inflamatéria mais intensa neste sitio
possa ter gerado uma forte sinalizacdo, por meio das citocinas, que acabam
influenciando tecidos adjacentes, nesse caso o intestino. Sabe-se que o tecido adiposo
esta intimamente ligado ao tecido linfoide (MoroO ET AL., 2010) e que O maior
compartimento linfoide do organismo esta associado ao intestino, o GALT (MESTECKY
ET AL., 2005). E fato conhecido que os quilomicrons formados no periodo pés-prandial
sdo drenados via vasos linfaticos e séo transportados através dos nédulos linféides
mesentéricos, antes de alcancarem a corrente sanguinea. Essa formacdo de
quilomicrons estimula a proliferacdo de células T mesentéricas (MIURA et al. 1993,
1998). Recentemente foi descoberto um novo tipo de linfécito em uma estrutura linféide
associada aos tecidos adiposos e que produz grandes quantidades de citocinas Th2,
tais como IL-5, IL- 6 e IL-13 (MORO ET AL., 2010). Um estudo anterior também
demonstrou que os niveis séricos de IL-5 sdo mantidos por células linféides inatas do
tipo 2 (ILC2) residentes em tecidos adiposos periféricos e que secretam IL-5, IL-13 e
eotaxina, resultando em acumulo de eosindfilos. Estes investigadores também
demonstraram que células ILC2 no intestino delgado expressam IL- 5 e IL-13 e que
esta expressdo é aumentada apos o consumo de calorias (NUSSBAUM ET AL., 2013).
Outros estudos tem demonstrado ainda que os eosinofilos tem estreita relagdo com
fatores relacionados a obesidade, um exemplo € a expressao de receptor para leptina

na superficie de eosindfilos de humanos, que em niveis elevados aumenta a



48

sobrevivéncia desses granuldcitos (CoNnus ET AL., 2005). Wu et al. (2011) observaram
ainda que, na auséncia de eosindfilos, a via alternativa de ativacdo de macréfagos no
tecido adiposo era atenuada e os animais com dieta hiperlipidica desenvolviam
resisténcia a insulina e intolerancia a glicose. Baseado nesses dados o0s autores
sugeriram que os eosinéfilos podem desempenhar um importante papel ha homeostase
metabdlica no tecido adiposo (Wu ET AL., 2011). Estudos de nosso grupo mostram
também que a dieta HC aumenta a secrecdo de IL-13 e eotaxina no tecido adiposo
(dados ainda néo publicados). Essas evidéncias podem explicar o fato de animais em
dieta HC apresentarem aumento de eosindfilos na mucosa intestinal, mesmo néo
sendo alérgicos. Mais estudos ainda sdo necessarios para poder esclarecer como e por

gue essas manifestacdes clnicas ocorrem.

Y

Previamente a inducdo da alergia alimentar, 0os animais obesos ja
apresentavam inflamacéo crénica de baixa intensidade e alteracbes metabodlicas —
conforme demonstrado anteriormente por Oliveira et al. (2013). O consumo agudo e
cronico de dieta HC induz alteragbes no numero de leucécitos circulantes,
remodelamento do tecido adiposo (com hipertrofia e hiperplasia dos adipdcitos,
aumento do infiltrado de macrofagos e outras células do sistema imunolégico), assim
como disfuncdo no metabolismo (com hiperglicemia, hiperlipidemia, intolerancia a
glicose, resisténcia a insulina) e alteracdes nas concentragdes circulantes de
adipocinas (OLIVEIRA ET AL., 2013). Postula-se que tais achados sejam decorrentes,
pelo menos em parte, a sobrecarga de nutrientes, que leva a alteracdes no
metabolismo de glicose e de lipidios. O elevado indice glicémico aumenta
concomitantemente os indices de insulina, estimulando a captagdo da glicose pelos
adipécitos e consequente aumento da lipogénese (ISKEN ET AL., 2009). O aumento do
tamanho dos adipocitos eleva a producdo de mediadores inflamatérios como TNF,
leptina, IL-6 e CCL2, favorecendo o desenvolvimento do diabetes (WEYER ET AL., 2000;
SKURK ET AL., 2007). Neste trabalho analises do TAE e TAM mostraram elevadas
concentragbes das citocinas TNF e IL-6 nos animais A e HCA. Estas citocinas s&o
mediadores pro-inflamatérios que, entre outras funcdes, recrutam leucécitos. Esse
recrutamento para o tecido adiposo foi confirmado pela técnica de microscopia
intravital, que demonstrou aumento do rolamento e adesdo de leucécitos na
microvasculatura desse tecido tanto nos animais obesos como nos alérgicos (A, HC e

HCA). O aumento da adesao de leucocitos ocorre devido a sinalizagéao vinda do tecido
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adjacente ao vaso que leva ao aumento das moléculas de adesdo. Essa sinalizacéo
ativa a expressao endotelial de moléculas, responséveis pela infiltracdo das células
mononucleares e polimorfonucleares no tecido (KNEILLING ET AL., 2009; LEVI-SCHAFFER
E ELIASHAR, 2009; MINAI-FLEMINGER E LEVI-SCHAFFER, 2009). Da mesma forma, Dourado
(2010) observou aumento de leucdcitos tanto em rolamento quando aderidos na
microvasculatura do tecido adiposo epididimal em camundongos BALB/c alérgicos e
associou esse aumento a alta concentracdo local da quimiocina MCP-1/CCL-2, o que
sugere a ocorréncia de recrutamento de mondcitos/macréfagos para este tecido
(DOURADO ET AL., 2011). Além disso, o perfil do recrutamento celular em nosso
experimento correlacionou-se com o aumento na contagem de leucOcitos totais
circulantes, indicando a existéncia também de uma inflamacéo sistémica. Esses dados
indicam que o TAM e o TAE se encontravam inflamados dos animais dos grupos A, HC
e HCA, sendo o grau de inflamacdo mais grave no TAM de animais HCA quando
comparados aos animais A pelo perfil de citocinas encontrado e pela perda de peso
mais acentuada. Por outro lado, os niveis de IL-10 no TAM também se mostraram
elevados, sendo os dos camundongos do grupo HCA ainda maiores do que nos
animais do grupo A. Essa citocina tem carater anti-inflamatoério e sua elevacdo pode
estar sinalizando a tentativa do organismo para a resolugcédo do processo inflamatorio.
Esse achado refor¢a o fato de os camundongos do grupo HCA estarem contornando
mais rapidamente o processo inflamatério desencadeado pela alergia, apesar de ainda
apresentarem inflamacao crénica de baixa intensidade devido a obesidade prévia, ao
invés de exacerbarem os sintomas alérgicos. A perda de peso neste tecido pode ter
contribuido também para esse perfil.

Tanto a alergia alimentar como a obesidade alteram o metabolismo dos
animais. Dourado et al. (2011) demonstraram que na alergia alimentar os niveis de TG
e CT bem como o de &cidos graxos livres se encontravam reduzidos quando
comparados aos controles ndo alérgicos sendo que o tecido adiposo destes animais
apresentava elevada lipolise, consequéncia da demanda de energia gerada pela
inflamagcéo (DOURADO ET AL., 2011). No caso dos camundongos obesos estes niveis
tendem a aumentar devido ao fornecimento continuo de grandes quantidades de
glicose, aumentando o depdsito de gordura no tecido adiposo e a ocorréncia da

resisténcia a insulina (FLANAGAN ET AL., 2008; YANG ET AL., 2010). O grupo HCA

apresentou aumento nos niveis de glicose sérica de jejum e intolerancia a glicose
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(TTOG) quando comparado ao grupo A. Apesar das concentracdes sericas de resistina
terem sido semelhantes para todos os grupos, as elevadas concentracbes de glicose
associada a uma grande area sob a curva do TTOG, pode estar indicando um quadro
de resisténcia a insulina, efeito da sobrecarga de carboidratos simples na dieta. Esse
guadro metabdlico sinaliza para a manutencdo da obesidade e sindrome metabdlica,
com a possibilidade de geracédo de diabetes do tipo 2 (GROSS ET AL., 2004; BUETTNER ET
AL., 2007). Portanto, no presente trabalho, animais obesos e alérgicos mantiveram
alteracdes metabdlicas similares aos animais obesos o que demonstra que o efeito da

obesidade sobrepds-se ao da alergia.
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7 CONCLUSAO

Nossos dados mostram que camundongos com obesidade de grau leve e
alérgicos apresentam caracteristicas patoldgicas semelhantes aos camundongos
magros alérgicos. Os disturbios metabdlicos gerados pela obesidade foram mantidos
nos animais com alergia alimentar. De forma inusitada observou-se que a obesidade
leve provocou disturbios intestinais importantes como aumento no infiltrado de
eosinofilos, elevada pontuacéo DAI e o fenébmeno de aversdo ao antigeno. No presente
trabalho, focamos no efeito da obesidade leve induzida por uma dieta rica em
carboidratos em camundongos com alergia alimentar. No entanto, torna-se importante
compreender o efeito de diferentes graus de obesidade e da composicdo da dieta

sobre a resposta alérgica e sobre o quadro metabdlico na alergia.
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ANEXO 1

Dieta rica em carboidratos simples — Dieta HC

Componentes Quantidades (%)
Leite condensado 45
Racdo comercial Labina® em po6 45
Acucar refinado 10
Agua g.s.p.
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ANEXO 2

INGESTAO ALIMENTAR SEMANAL (%) *

160 ~
140 -
120 -

controle
100 -

Ingestdo (%)

80 -

BA WHC mHCA
40 -

20 A

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Semanas

*A ingestdo semanal dos animais controle foi considerada 100% e a ingestdo alimentar dos
demais grupos foi entdo calculada relacionando-se ao controle.



