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RESUMO

A alergia alimentar afeta 5% das criancas e aproximadamente 3% da
populacdo adulta no mundo ocidental. Essa patologia consiste na manifestacao
de uma resposta imune anormal a antigenos introduzidos no organismo por via
oral, sendo frequentemente mediada por IgE. Nosso grupo de pesquisa
desenvolveu um modelo em camundongos para o estudo da alergia alimentar
induzida a ovalbumina. Uma das alteragcbes mais marcantes da alergia
observada nesses animais € um acentuado emagrecimento. Entretanto, os
distirbios que desencadeiam essa perda de peso corporeo ndo estédo
elucidados. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi investigar os
mecanismos envolvidos no emagrecimento de camundongos com alergia
alimentar induzida a ovalbumina. Com esse objetivo, camundongos BALB/c
foram sensibilizados com ovalbumina em hidréxido de aluminio por via
subcutdnea e desafiados com racdo contendo o antigeno por 7 dias. Os
camundongos alérgicos apresentaram emagrecimento expressivo com perda
de tecido adiposo epididimal, mesmo ndo sendo observada diminuicdo da
ingestao alimentar. Foi observada inflamagéo do tecido adiposo caracterizada
por aumento do recrutamento de leucdcitos e do infiltrado de mastocitos,
macrofagos e células T reguladoras no estroma. Além disso, foram
demonstradas concentracbes elevadas das citocinas TNF-a, IL-6, IL-10 e da
quimiocina MCP-1/CCL-2 nesse tecido. As alteracbes metabdlicas no tecido
adiposo dos animais alérgicos foram representadas por aumento da captacao
da glicose e da lipdlise nos adipdcitos, o que resultou em hipotrofia destas

células. Também foram observadas alteracbes no metabolismo sistémico
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caracterizadas pela diminuicAo das concentragbes séricas de glicose,
triglicerideos, colesterol total e acidos graxos livres nos camundongos
alérgicos. Com base nos nossos resultados, podemos concluir que a alergia
alimentar induz a inflamacgé&o do tecido adiposo com a producao de mediadores
que levam a hipotrofia deste tecido. A diminuicdo da massa de tecido adiposo

tem consequéncias sistémicas e resulta na perda de peso corpéreo.
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ABSTRACT

Food allergy affects approximately 5% of children and 3% of the adult
population in the western world. This disease is the manifestation of an
abnormal immune response to antigens introduced into the organism orally and
it is often mediated by IgE. Our group developed a mouse model for the study
of food allergy induced to ovalbumin. One of the most remarkable alteration
observed in the allergic mice is a loss of weight. However, the disturbances that
trigger this loss of body weight are not clear. Thus, the purpose of this study
was to investigate the mechanisms involved in weight loss of mice with
ovalbumin-induced food allergy. With this purpose, BALB/c mice were
subcutaneously sensitized with ovalbumin in aluminum hydroxide and
challenged with the antigen containing diet for 7 days. The allergic mice showed
significant weight loss with loss of epididymal adipose tissue, although it was
not observed a reduction in food intake. These mice demonstrated adipose
tissue inflammation characterized by increased leukocyte recruitment and
infiltration of mast cells, macrophages and regulatory T cells in the stroma.
Moreover, we demonstrated high concentrations of TNF-a, IL-6, IL-10 and the
chemokine MCP-1/CCL-2 in this tissue. The metabolic changes in adipose
tissue of allergic animals were represented by increased glucose uptake and
lipolysis in adipocytes, resulting in atrophy of these cells. Changes were also
seen in systemic metabolism characterized by decreased serum concentrations
of glucose, triglycerides, total cholesterol and free fatty acids in allergic mice.

Based on our results, we conclude that food allergy induce adipose tissue
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inflammation by producing mediators that lead to atrophy of this tissue. The
decrease in adipose tissue mass has systemic consequences and results in

loss of body weight.
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1. INTRODUCAO

1.1 Alergia alimentar

A alergia alimentar € a manifestacdo de uma resposta imune anormal a
antigenos introduzidos no organismo através da alimentacdo. Em individuos
com sensibilidade a esses antigenos, um grupo de distarbios é desencadeado
apos a ingestdo de determinados alimentos (SICHERER & SAMPSON, 2010).
Nesses individuos, a alergia esta relacionada com a presenca no soro de
anticorpos especificos para antigenos alimentares, sendo com frequéncia
associada a altas concentragfes séricas de IgE (imunoglobulina E) (THIJS et
al., 2010).

Relativamente, poucos alimentos sao responsaveis pela grande maioria
das reacdes alérgicas (RADAUER & BREITENEDER, 2007). Esses alimentos
incluem leite, ovo, amendoim, castanhas, peixes e frutos do mar. Alergias a
ovos e leite de vaca sdo observadas com maior frequéncia em criancas,
enguanto frutos do mar e amendoim sdo as causas mais comuns de alergia em
adultos (WANG & SAMPSON, 2009).

A maioria dos individuos em contato com antigenos desses alimentos,
entretanto, ndo produz IgE especifica nem desenvolve reacfes potencialmente

lesivas. Tal observacéo se deve ao fato de que a mucosa intestinal apresenta
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uma resposta imunoldgica caracterizada pela tolerancia aos antigenos da dieta.
Véarios componentes imunoldgicos, como a IgA e as células T reguladoras, e
nao imunoldgicos, como as enzimas digestivas e 0 muco, contribuem para
evitar a sensibilizacdo do individuo aos antigenos alimentares (STROBEL &
MOWAT, 2006). No entanto, as rea¢fes alérgicas podem se desenvolver em
pessoas geneticamente susceptiveis quando a seletividade da mucosa
intestinal aos antigenos é alterada. Entre os fatores capazes de induzir esse
desequilibrio, podemos citar a imaturidade da mucosa intestinal em criancas
(EIGENMANN, 2009), o uso prolongado de antidcidos (UNTERSMAYR &
JENSEN-JAROLIM, 2003; UNTERSMAYR & JENSEN-JAROLIM, 2008), a
ingestao de alcool (KESHAVARZIAN et al., 2009) e o stress (VICARIO et al.,
2010).

Nesses casos em que ha diminuicdo da regulacdo imunolégica e nédo
imunoldgica da mucosa digestiva, pode ocorrer uma absorcédo exacerbada de
moléculas da dieta que 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, 2009).
Sob a influéncia do ligante CD40 e das citocinas, principalmente IL-4,
produzidas pelos linfécitos Th2, os linfocitos B se diferenciam em plasmdécitos
secretores de IgE (BISCHOFF & CROWE, 2005). A IgE especifica para o
alérgeno produzida pelos plasmdcitos entra na circulagdo e se liga aos

receptores Fc nos mastdcitos dos tecidos, de modo que essas células ficam
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sensibilizadas e prontas para desgranular durante uma nova exposicdo ao
alérgeno (NAUTA et al., 2008).

As reacdes alérgicas ocorrem quando o antigeno é novamente ingerido
e forma ligacbes com varias moléculas de IgE (crosslinking) ligadas a
mastocitos. Essa ativacao resultara na liberacdo de histamina, prostaglandina
D,, fator ativador de plaquetas (PAF) e outros mediadores que irdo gerar
muitas modificacdes locais responsaveis pelos sintomas imediatos da alergia
alimentar. As principais alteracbes que ocorrem na fase aguda sao a
vasodilatacdo com extravasamento de plasma para os tecidos, constricao da
musculatura lisa intestinal e infiltrado de neutréfilos no sitio inflamatoério
(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 um
desequilibrio eletrolitico com perda de ions e agua, levando a um estado de
diarréia e aumento da permeabilidade a macromoléculas (STONE et al., 2010) .

A reacao alérgica aguda é seguida por uma resposta de fase tardia que
€ causada pela liberagdo de leucotrienos, citocinas e quimiocinas pelos
mastoécitos ativados. Entre as citocinas liberadas pelos mastocitos na
inflamacgéo alérgica estdo o fator de necrose tumoral (TNF-a), IL-1, IL-4, IL-5,
IL-6 e IL-13. Esses mediadores recrutam outros leucdcitos, incluindo
eosinofilos e linfécitos Th2 para o local de inflamacdo (MINAI-FLEMINGER &
LEVI-SCHAFFER, 2009). O TNF-a, em especial, ativa a expressao endotelial
das moléculas de adesdo responsaveis pelos infiltrados de células

mononucleares e polimorfonucleares (KNEILLING et al., 2009).
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A ocorréncia de diferentes sintomas ap0s a reacdo alérgica alimentar é
determinada por diferencas na quantidade de mediadores inflamatérios
liberados no intestino, na taxa de absorcdo dos antigenos ingeridos e na
distribuicdo de mastocitos ligados a IgE especifica ao antigeno. Além disso,
esses sintomas refletem as quantidades de anticorpos IgA e IgG capazes de
neutralizar o antigeno antes que este possa se ligar nas moléculas de IgE na
superficie dos mastocitos (FINKELMAN et al, 2005).

As reacg0Oes alérgicas alimentares dependentes de IgE podem afetar um
ou mais 6rgaos: a pele (dermatite atopica e urticaria), o trato respiratério (rinite
e asma), o trato gastrointestinal (dor e diarréia) e o sistema cardiovascular
(choque anafilatico). Essas rea¢des podem ser desencadeadas por exposicdo
direta do 6rgdo envolvido ou por distribuicdo sistémica das proteinas apoés
ingestdo. Exemplos de reagBes por exposicao direta as proteinas alergénicas
sdo as reagOes gastrointestinais isoladas apos alimentacdo, asma e rinite que
ocorrem devido a inalacdo e urticaria por contato local com estas proteinas. Ja
a reacdo sistémica mediada por IgE € denominada anafilaxia e € constituida
por reacdes alérgicas severas e potencialmente fatais. Nessa forma sistémica
mais extrema das reacdes alérgicas, os mediadores derivados dos mastécitos
podem desencadear a obstrucdo das vias aéreas até o ponto de asfixia e
produzir um colapso cardiovascular que pode resultar em morte (SICHERER &
SAMPSON, 2010; TRIGGIANI et al., 2008).

A alergia alimentar tem se tornado um problema de saude publica devido
a alta prevaléncia principalmente nas criancas. A alergia alimentar afeta 5%
das criangcas e aproximadamente 3-4% da populagdo adulta no mundo

ocidental (SICHERER & SAMPSON, 2010). Nas criangcas, as alergias
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alimentares estdo relacionadas a deficiéncias nutricionais que podem interferir
no crescimento, desenvolvimento neuroldgico e cardiovascular (NOIMARK &
COX, 2008; ALDAMIZ-ECHEVARRIA et al., 2008). Outro fator preocupante do
ponto de vista nutricional é a frequente utilizacdo de restricdo alimentar como
medida preventiva das reacdes alérgicas (SICHERER & SAMPSON, 2010).
Portanto, o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na inflamacéo
alérgica é essencial para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
para essa doenca.

A utilizagcdo de modelos animais € uma importante alternativa para o
estudo dos mecanismos envolvidos na reacdo alérgica, bem como para o
desenvolvimento de estratégias clinicas que possam minimizar as reacgdes
adversas causadas por esta condi¢do patolégica. Com o objetivo de reproduzir
experimentalmente as alteracdes induzidas pela alergia alimentar, nosso grupo
desenvolveu um modelo murino de alergia a ovalbumina. Demonstramos que
na auséncia de outra opcdo liquida, a ingestdo de clara de ovo por
camundongos BALB/c sensibilizados é capaz de aumentar a producéo de IgE e
IgG1 anti-ovalbumina, gerar edema intestinal nas primeiras vinte e quatro horas
e infiltrado de eosindfilos de quarenta e oito horas a quatorze dias na mucosa
intestinal. Uma das alteragdes sistémicas mais marcantes da alergia observada
nos camundongos BALB/c, neste modelo, € um acentuado emagrecimento.
Entretanto, os mecanismos associados a essa perda de peso nao estao
elucidados (SALDANHA, 2004).

Podemos sugerir algumas hipéteses para a indu¢do do emagrecimento
observado neste modelo de alergia alimentar. Uma possibilidade seria a

ocorréncia de diminuicdo da ingestdo alimentar pelos animais alérgicos apos o
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7

desafio antigénico. Essa sugestdo € baseada na observacdo de que a
sensibilizacdo alérgica pode levar & aversao alimentar em camundongos. Em
estudos prévios, demonstramos que frente & op¢ao de ingerir &gua ou solugao
de clara de ovo adocicada, camundongos sensibilizados com ovalbumina
apresentam aversao a ingestao da solucao contendo o antigeno (CARA et al.,
1994). Esse comportamento seletivo se mostrou associado a componentes
imunoldgicos, uma vez que pbéde ser transferido para animais receptores de
células do baco e soro provenientes de doadores sensibilizados (CARA et al.,
1997). Posteriormente, foi comprovado que a aversédo a ingestdo do antigeno
esta correlacionada com a producéo de IgE (BASSO et al., 2003) e da citocina
IL-4 (DOURADO et al., 2010).

Como hipotese para a indug¢do do emagrecimento nos animais alérgicos,
também podemos sugerir que a alergia alimentar estaria desencadeando
alteracdes no metabolismo energético destes animais. De alguma forma, a
inflamacé@o alérgica desencadearia uma maior mobilizacdo de reservas

nutricionais que levaria a diminuigdo do peso corporeo.

1.2 Regulacao do peso corporeo

A massa corporea é determinada pelo balanco entre a ingestao
alimentar e o0 gasto energético. Em condicdes fisioldgicas, o peso corporeo é
mantido relativamente constante por um sistema regulador formado por
multiplas interacdes entre o trato gastrointestinal, o tecido adiposo e o sistema

nervoso central. Frente ao emagrecimento, adaptacdes fisiologicas
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compensatorias induzem aumento do apetite e diminuicdo do gasto energético,
enquanto respostas opostas sdo desencadeadas quando ocorre aumento de
peso corpéreo (BOGUSZEWSKI et al., 2010). Entretanto, em condi¢cdes
patologicas crénicas como a artrite reumatdide e cancer, essa regulacdo pode
ser alterada levando ao emagrecimento expressivo. A perda de peso, nesses
casos, € o resultado de alteracbes que ocorrem durante a progressdo da
doenca, dentre elas a reducdo da ingestdao alimentar, o aumento do gasto
energético e a degradacéao de tecidos do organismo (FOULADIUN et al., 2005).

Dentre os disturbios desencadeantes do emagrecimento, a anorexia
pode ser atribuida a alteracdes na saciedade e no apetite induzidas pela
integracdo de sinais neurais e periféricos no hipotalamo. A sinalizagdo através
do neuropeptideo Y (NPY), por exemplo, estimula a ingestdo alimentar,
enguanto as vias que envolvem a pré-opiomelanocortina (POMC) e o transcrito
regulado pela cocaina e anfetamina (CART) inibem o apetite (BING &
TRAYHURN, 2008; SILVA et al., 2010).

A leptina, um hormonio secretado pelos adipdcitos (ZHANG, et al.,
1994), inibe os neurdnios produtores de NPY e estimula os produtores de
POMC no hipotdlamo favorecendo, dessa forma, a diminuicdo da ingestédo
alimentar (WANG et al., 2008). Algumas citocinas, como a IL-13, TNF-a e a IL-
7 também tém sido relacionadas a diminui¢do da ingestdo alimentar através da
ligacdo aos receptores em areas do hipotalamo relacionadas a regulacdo da
ingestao alimentar (STOFKOVA et al., 2009; MACIA et al., 2010; ARRUDA et
al., 2010).

As citocinas podem, ainda, modular atividades do trato gastrointestinal

como a motilidade e o esvaziamento géstrico atuando, dessa forma, na inibi¢céo
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do apetite. A citocina TNF-a, por exemplo, foi associada ao atraso do
esvaziamento gastrico e do transito gastrointestinal em camundongos
infectados por LPS (INADA et al.,, 2006). Além disso, as citocinas podem
também induzir a liberacdo de hormdnios que atuam na saciedade alimentar,
dentre eles o glucagon, a insulina e a leptina (BUCHANAN & JOHNSON,
2007).

Apesar da reducéo do apetite ser observada em pacientes com doencas
crdnicas como 0 com cancer, a anorexia por si sO ndo justifica as alteragbes
metabdlicas da caquexia. Essa inferéncia é confirmada pelo fato de que o
emagrecimento geralmente precede o inicio da anorexia e a suplementagao
nutricional é com frequéncia ineficiente na reversdo dos quadros de caquexia
(BING & TRAYHURN, 2008). Além disso, a massa de tecido adiposo se
mantém diminuida em camundongos com colite experimental mesmo com
ingestao alimentar em niveis comparaveis aos controles saudaveis (MELGAR
et al., 2007).

Os principais tecidos afetados durante o desenvolvimento da caquexia
no cancer sdo 0 musculo esquelético e o tecido adiposo unilocular
(FOULADIUN et al., 2005). As investigacbes sobre a perda muscular
demonstraram que esta alteracdo pode ser resultado tanto da reducéo da
sintese protéica como do aumento da protedlise. A atrofia muscular observada
em ratos com sepse estd relacionada a diminuicdo da sintese protéica no
muasculo gastrocnémio (KAZI et al., 2010). Entretanto, camundongos com
carcinoma experimental de célon apresentam atrofia de diferentes musculos da

pata devido a degradacéao protéica nestes locais (AULINO et al., 2010).
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Estudos experimentais e humanos demonstram também que no
emagrecimento observado no cancer e na colite, a perda de tecido adiposo
pode ser muito significativa (BING et al., 2006; GAMBERO et al.,2007;
FOULADIUN et al., 2005). Aléem disso, a diminuicdo do tecido adiposo ocorre
mais rapidamente do que a perda de massa muscular em pacientes com
cancer, o que pode ser extremamente deletério para 0 organismo

(FOULADIUN et al., 2005).

1.3 Metabolismo do tecido adiposo

O tecido adiposo constitui o principal reservatério energético do
organismo armazenando acidos graxos na forma de triacilgliceréis (TISDALE,
2009). O contetudo de gordura corporal é determinado pelo balanco entre a
deposicdo e a mobilizacédo de lipidios do tecido adiposo. A deposicéo lipidica,
na forma de triacilglicerol, € dependente da velocidade de sintese de novo de
acidos graxos (lipogénese) no tecido adiposo e da disponibilidade e captagéo
de &cidos graxos nao esterificados liberados dos triacilglicerdis transportados
por lipoproteinas plasmaticas. Ja a liberagdo de acidos graxos né&o
esterificados para a circulacao é dependente, principalmente, da velocidade de
hidrolise dos triacilgliceréis armazenados no proprio tecido (AHMADIAN et al.,
2007).

A sintese de novo de acidos graxos € um processo que ocorre tanto no
tecido adiposo quanto no figado de mamiferos, tendo a enzima acido graxo
sintetase papel central nessa via. O principal substrato utilizado na sintese de

acidos graxos é a glicose (WAKIL & ABU-ELHEIGA, 2009); embora tanto o
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piruvato quanto o lactato possam ser utilizados como precursores lipogénicos e
gliceroneogénicos (BOTION et al., 1995; KATZ & WALS, 1974). Apos a sintese
no tecido adiposo, os acidos graxos sao esterificados e o armazenamento
como triagilglicerol constitui o principal substrato energético para utilizacdo em
periodos de baixa ingestédo alimentar (TISDALE, 2009).

A captacdo da glicose pelos adipdcitos auxilia na manutencéo fisiologica
da glicemia, sendo crucial para o controle do metabolismo sistémico de
carboidratos. O transporte desse substrato € dependente da atividade dos
transportadores de glicose (GLUTS) localizados na superficie celular. O GLUT-
1 é constitutivamente expresso na membrana celular, sendo responsavel pela
captacdo basal de glicose (DUCLUZEAU et al.,, 2002). Em contrapartida, o
GLUT-4 realiza o transporte de glicose dependente de insulina. Esse hormaonio,
ao se ligar ao seu receptor na superficie celular, induz uma cascata de
sinalizacdo que resulta na translocacéo do transportador de glicose GLUT-4 de
sitios intracelulares para a membrana celular (ANTONESCU et al., 2009).

Além da lipogénese, outra fonte de acido graxo néo esterificado para
armazenamento no tecido adiposo sdo os triacilglicerdis plasmaticos, que
constituem duas classes: os quilomicra derivados dos lipidios dietéticos e as
lipoproteinas de muito baixa densidade secretadas pelo figado. Como ja
mencionado, a captacdo e deposicao dos triacilglicerdis plasmaticos no tecido
adiposo requerem sua conversao inicial para acido graxo nado esterificado e
glicerol e esta reacdo € catalisada pela lipase lipoproteica (LPL)
(HOLLENBERG, 1966; WANG & ECKEL, 2009).

A LPL é uma enzima localizada no endotélio vascular de alguns tecidos,

dentre eles o tecido adiposo, o tecido muscular cardiaco e esquelético, sendo

28



responsavel pelo “clearance” das lipoproteinas circulantes (WANG & ECKEL,
2009). A LPL é um importante marcador da diferenciacdo dos adipdcitos, uma
vez que sua expressdo aumenta a medida que os pré-adipocitos se
diferenciam e passam a acumular triacilglicerol em seu citoplasma
(SEMENKOVICH et al., 1989). A atividade da LPL no tecido adiposo pode ser
alterada em resposta ao estado nutricional em ratos e humanos, sendo
aumentada no estado alimentado e diminuida no jejum (WANG & ECKEL,
20009).

Em contrapartida a deposicao de triacilglicerol, a mobilizacdo de &cidos
graxos do tecido adiposo € realizada a partir da lipdlise que consiste na
hidrélise dos triacilglicer6is armazenados. A hidrélise sequencial dos
triacilglicerdis é regulada por enzimas especificas e resulta na liberacdo de
uma molécula de acido graxo a cada passo com a geracao de diacilglicerol,
monoacilglicerol e glicerol. Durante muitos anos, acreditou-se que a enzima
responsavel pelo passo limitante desse processo era a lipase horménio
sensivel (HSL) (WATT, 2009). Entretanto, em 2004, foi identificada a lipase de
triacilglicerdis de tecido adiposo (ATGL), o que resultou numa nova visédo da via
lipolitica. Atualmente, acredita-se que a ATGL e a HSL trabalham
hierarquicamente na regulacéo da hidrélise dos triacilglicerdis. A ATGL inicia a
lipélise removendo o primeiro acido graxo do tracilglicerol para produzir
diacilglicerol, o qual é entdo hidrolisado pela HSL para gerar um acido graxo
adicional e monoacilglicerol (JENKINS et al., 2004; VILLENA et al., 2004;
ZIMMERMANN et al.,, 2004). Os monoacilglicerdis, por sua vez, Ss&o
convertidos em acido graxo e glicerol pela lipase de monoglicerideos no passo

final da lipolise (FREDRIKSON et al., 1986). Os acidos graxos liberados do
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tecido adiposo se ligam a albumina e séo transportados no sangue para
utilizacdo principalmente pelo musculo e figado ou para reesterificacdo em
triacilglicerol no tecido adiposo (LARGE et al., 2004). Assim, os acidos graxos
nao esterificados provenientes do tecido adiposo constituem uma fonte
energética alternativa a glicose, poupando esse substrato para o0s
requerimentos do cérebro (DIENEL & HERTZ, 2001).

As catecolaminas sdo potentes agentes lipoliticos que ativam a HSL
através de fosforilagdo de residuos de serina, num processo dependente do
aumento intracelular de AMPc e posterior ativacao da proteina quinase A (PKA)
(MORIMOTO et al., 2001). A insulina é um inibidor potente da lipolise e sua
acado se da por inibicdo da atividade da HSL, primariamente através da reducao
dos niveis intracelulares de AMPc resultantes da ativacdo da fosfodiesterase
3B especifica do tecido adiposo (LARGE & ARNER, 1998). Ao contrario da
HSL, a atividade da ATGL parece ndo ser diretamente regulada pela
fosforilacdo por PKA, apesar de evidéncias de que a ATGL seja fosforilada por

outra kinase desconhecida (ZIMMERMANN et al., 2004).

1.4 Regulacdo metabdlica pelas adipocinas

Além da classica funcdo de reservatério lipidico, o tecido adiposo
também participa ativamente da regulacdo metabdlica e interfere no sistema
imune. O tecido adiposo unililocular, a forma predominante nos adultos, &
formado por adipdcitos, pré-adipécitos, macrofagos, células endoteliais,
fibroblastos e leucdcitos. Essa grande variedade celular secreta varias

substancias sinalizadoras chamadas, em conjunto, de adipocinas. Entre as
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adipocinas estdo a leptina, a adiponectina, a resistina, o TNF-a, a IL-6 e
proteina quimioatratente de mondcitos-1 (MCP-1/CCL2) que atuam de maneira
enddcrina, paracrina ou autocrina (WOZNIAK et al., 2009).

A leptina foi a primeira adipocina identificada em 1994 como um fator de
saciedade secretado pelo tecido adiposo e desde entdo, tem assumido um
papel decisivo no controle da homeostase energética (ZHANG et al., 1994).
Como ja mencionado anteriormente, a leptina € um horménio responsavel por
enviar sinais para o hipotalamo sobre a quantidade de reservas energéticas na
forma de tecido adiposo no organismo. Se h4 um balanco energético positivo
com aumento da massa adiposa, o hipotalamo atua inibindo o apetite e
aumentando o gasto energético através da inducdo de uma maior taxa de
oxidacdo lipidica. No passado, considerava-se que a leptina atuava
principalmente através do seu receptor no hipotalamo. Entretanto, estudos
mais recentes demonstram que o receptor de leptina também esta presente em
muitos tecidos periféricos, incluindo o tecido adiposo (YINGZHONG et al.,
2006).

Além de exercer um papel metabdlico importante, a leptina também
interfere no sistema imune. Varias células envolvidas com as respostas
imunoldgicas, dentre elas os neutréfilos, mondcitos e linfocitos apresentam
receptores para esse horménio. Os efeitos imunolégicos da leptina sao proé-
inflamatorios, promovendo respostas especificas de células Thl e a produgéo
de citocinas pro-inflamatoérias como o TNF-a, a IL-2 e a IL-6. Em contrapartida,
a leptina é regulada por estes sinais pré-inflamatérios (FERNANDEZ-RIEJOS

et al., 2010).
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A partir da descoberta da leptina, outras adipocinas foram sendo
descritas, dentre elas algumas citocinas como o TNF-a. A produgdo dessa
citocina pelo tecido adiposo ocorre em resposta a fatores nutricionais sendo a
ingestdo de uma dieta rica em gordura e a secrecao de insulina indutores da
secrecdo de TNF-a pelo tecido adiposo (HSIEH et al., 2010; COPPACK, 2001).
Além desses fatores, a administracdo de lipopolissacarideo (LPS) também é
capaz de induzir a secrecdo de TNF-a pelo tecido adiposo obtido de biopsias
humanas (HOCH et al., 2008). Os macréfagos sao 0s principais responsaveis
pela secre¢cédo de TNF-a no tecido adiposo.

Nos adipécitos, o TNF-a pode induzir a deplecdo de lipidios, tanto
através da inibicdo da LPL, suprimindo a transcricdo dessa enzima (PRICE et
al., 1986), quanto através do estimulo lipolitico (SUGANAMI et al., 2005;
LAURENCIKIENE et al., 2007). Além disso, existem evidéncias de que o TNF-a
reduz a captacdo de glicose pelos adipdcitos pela da inibicdo da expressao do
GLUT-4 nestas células (LUMENG et al.,, 2007). O TNF-a também induz a
expressao de varias citocinas inflamatérias nos adipécitos, incluindo IL-6, MCP-
1 e o proprio TNF-a (WANG & TRAYHURN, 2006).

A IL-6 também é citada entre as adipocinas, sendo a concentracao
dessa citocina no tecido adiposo cem vezes maior que no plasma. Essa
observacéo sugere uma importante regulacdo autécrina e paracrina da IL-6 no
metabolismo do tecido adiposo (SOPASAKIS et al.,2004). Apesar de os
adipdcitos serem capazes de secretar IL-6, a maior parte desta citocina no
tecido adiposo é proveniente das células do estroma vascular (FAIN et al.,

2004).
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Os estudos demonstram que a IL-6 apresenta efeito lipolitico no tecido
adiposo, uma vez que adipdcitos tratados com esta citocina in vitro apresentam
aumento significativo da lipélise (PETERSEN et al., 2005). Além disso, altas
concentracbes plasméticas de IL-6 foram correlacionadas a diminuicdo da
ingestao alimentar e emagrecimento em um modelo experimental de colite e ao
aumento da lipolise no tecido adiposo abdominal em mulheres (MELGAR et al.,
2007; MORISSET et al., 2008). Com acao semelhante a do TNF-q, a IL-6 reduz
a captacdo de glicose pelos adipdcitos através da inibicdo da transcri¢do
génica do GLUT-4 e do substrato do receptor de insulina -1 (IRS-1) nos
adipdcitos (ROTTER et al., 2003).

A quimiocina MCP-1/CCL-2 também é secretada no tecido adiposo,
sendo sua producdo aumentada pela leptina (WOZNIAK et al., 2009). Essa
quimiocina desempenha um papel importante no recrutamento de mondcitos
para o tecido adiposo, onde eles se diferenciam em macréfagos que passam a
representar uma fonte importante de mediadores inflamatérios neste tecido
(KANDA et al., 2006; SUGANAMI et al., 2005). Camundongos transgénicos
com expressdo elevada de MCP-1/CCL-2 nos adipdcitos desenvolvem
inflamacgéo no tecido adiposo acompanhada de resisténcia insulinica (KANDA
et al., 2006; KAMEI et al., 2006). Um estudo recente demonstrou que 0
aumento da concentracdo plasmética de MCP-1/CCL-2 em camundongos
induz resisténcia insulinica no tecido adiposo, mesmo na auséncia de
infiltracdo de macrofagos. Entretanto, a elevagdo persistente dos niveis de
MCP-1/CCL-2 induz o acumulo de macréfagos e a exacerbacdo da resisténcia

insulinica no tecido adiposo (TATEYA et al., 2010).
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Além da secrecgéo de citocinas pré-inflamatdérias, tem sido demonstrado
gue o tecido adiposo também produz citocinas anti-inflamatérias como a IL-10.
Recentemente, foi demonstrado que o tecido adiposo abdominal de
camundongos apresenta uma grande quantidade de células reguladoras
CD4 Foxp3” responsaveis pela secrecio local de IL-10 em altas concentracées
(FEUERER et al.,, 2009). A expressao da IL-10 também se mostrou muito
elevada em macréfagos do tecido adiposo de camundongos, apresentando um
efeito protetor a resisténcia insulinica induzida por TNF-a nos adipdcitos

(LUMENG et al., 2007).

1.5 Inflamacéo e mobilizagéo de reservas energética s

A ativagdo do sistema imune que ocorre nas doencas inflamatorias é
bastante dispendiosa, uma vez que utiliza a energia equivalente a
aproximadamente 25% da taxa de metabolismo basal (KUHNKE et al., 2003;
STRAUB et al., 2010). Portanto, a resposta inflamatéria necessita de suporte
metabdlico e de redistribuicdo de energia, e particularmente a mobilizagdo dos
estoques de carboidratos e lipidios ocorre no desenvolvimento da inflamagéo
(CARRE & SINGER, 2008).

A glicose circulante é utilizada durante a inflamag¢@o como substrato para
as células imunes. A captacdo de glicose é um fator limitante, por exemplo,
para ativagdo dos linfocitos T. Nessas células, a glicose é transportada através
do GLUT-1, sendo a expressdo e translocacdo deste receptor para a
membrana celular dependente da ativagédo via TCR (receptor de linfocitos T) e

de estimulo pela citocina IL-7 (JACOBS et al., 2008; WOFFORD et al., 2008).
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A lipolise dos depoésitos de tecido adiposo ocorre nas doencas
inflamatorias levando a liberacdo de &cidos graxos que também podem ser
utilizados como substratos energéticos para as células imunoldgicas. Nesses
casos, as alteracbes no metabolismo lipidico s&o reguladas, em grande parte,
pelas citocinas pro-inflamatérias (STRAUB et al., 2010). Um indicativo de
conexao entre o tecido adiposo e as respostas inflamatorias é o fato de que a
maioria dos linfonodos é envolvida por tecido adiposo. Apos a ativacado dos
linfonodos por estimulo pré-inflamatério, ocorre um aumento da lipélise nos
depdsitos lipidicos que circundam esses 0Orgaos. Portanto, sugere-se que 0
tecido adiposo associado aos linfonodos representa uma importante fonte
energética para as células do sistema imune (GAMBERO et al., 2007).

De fato, a indugdo da colite experimental em camundongos é
acompanhada de aumento da lipdlise basal no tecido adiposo mesentérico
associado ao aumento da producéao local de TNF-a (GAMBERO et al., 2007). A
IL-6 é uma citocina abundante no tecido adiposo com efeito lipolitico
demonstrado em experimentos in vitro, nos quais o tratamento de adipocitos
com esta citocina resultou em aumento significativo da lipélise nestas células
(PETERSEN et al., 2005).

Portanto, é possivel que no modelo de alergia alimentar utilizado no
nosso estudo, a produgcdo de mediadores inflamatérios esteja contribuindo para
induzir a mobilizacao de reservas energéticas dos camundongos que resulte na

perda de peso corpdreo apds a ingestdo do antigeno.
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2. OBJETIVOS

2. Objetivos
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2.1 Objetivo geral

Investigar 0s mecanismos envolvidos no emagrecimento de

camundongos com alergia alimentar induzida a ovalbumina.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 — Avaliar se perda de peso corpdéreo nos animais alérgicos esta
relacionado as seguintes alteragdes:
a) anorexia;
b) desnutricdo e/ou desidratacéo;

c) alteracdes metabolicas.

2.2.2 — Investigar a relacdo da inflamacdo alérgica com possiveis

distirbios metabdlicos que resultem na perda de peso corpéreo dos

camundongos.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c machos, com seis a oito
semanas de idade. Os animais foram provenientes do CEBIO — Centro de
Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais.

Os camundongos foram mantidos no Biotério do Departamento de
Morfologia, em gaiolas de plastico, contendo 0 maximo de seis animais/gaiola.
Quando chegaram ao biotério, os animais foram vermifugados (lvermectina
1%, JA Produtos Veterinarios, Patrocinio Paulista, SP). Os animais receberam
agua “ad libitum” durante todo o experimento e racdo comercial para

camundongos (Purina, Sao Paulo, SP) até o desafio antigénico.

3.2 Sensibilizag&o e desafio antigénico

O protocolo de sensibilizacdo esta esquematizado na figura 1. Para a
inducdo da alergia alimentar, os camundongos foram injetados com 10ug de
OVA (ovalbumina, Grade V, Sigma Chemical Co., USA) adsorvida em 1mg de
hidroxido de aluminio (EMS, Hortolandia, SP) e 0,2mL de salina 0,9% por via

subcutdanea no dorso (dia 0). Os animais receberam um reforco da
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sensibilizacdo quatorze dias depois (dia 14) apenas com 10ug do antigeno
diluido em salina.

O grupo controle recebeu o adjuvante diluido em salina no dia zero e
apenas salina apés quatorze dias.

Para o desafio antigénico, a partir do sétimo dia apdés o reforco da
sensibilizacdo (dia 21), os camundongos do grupo controle e alérgico
receberam uma racdo balanceada contendo 14% de ovalbumina (Tabela 1)

como Unica fonte alimentar.

SALINA +1mag Al(OH); 10 ua OVA +1 ma
o 4% A%
S AT DIAO AT
. }
§ SALINA 10 pg OVA
4% 4%
T ey
L l NIA 14 l
[}
o
GRUPO GRUPO
CONTROLE DIA 21 -28 ALERGICO
RAGCAO OVA
Figura 1. Protocolo de inducdo da alergia alimentar . Os camundongos do grupo controle

receberam injecdo subcutanea de salina + 1 mg Al(OH); no dia O e apenas salina no dia 14 . O
grupo alérgico recebeu injecdo subcutanea de 10 pg ovalbumina (OVA) + 1 mg Al(OH); no dia
0 e apenas OVA 14 dias ap6s. Sete dias apos o reforco da sensibilizagdo, os animais

receberam racdo contendo OVA durante 7 dias.
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3.3 Racéao balanceada

Para o desafio antigénico, foi utilizada racdo com composicdo baseada
na AIN (American Institute of Nutrition) -93G descrita por Reeves et al. (1993).
Essa racao foi preparada utilizando-se clara de ovo liofilizada (Saltos’s, Salto,
SP) na concentracao de 14% (Tabela 1).

Todos os ingredientes foram pesados e misturados. O 6leo foi pesado
em uma quantidade 2 gramas maior, considerando-se a perda deste no
vasilhame. A mistura de vitaminas foi adicionada por ultimo e ao abrigo da luz.
Apos a adicédo de todos os ingredientes, a mistura foi peneirada trés vezes para
homogeneizacdo. Apdés acréscimo de agua, a racdo foi moldada e

acondicionada no freezer (-20° C).

3.4 Avaliacdo do peso corporeo e da ingestdo alimen  tar

O peso corporeo foi avaliado uma vez por semana, desde o inicio do
experimento (dia 0) até o final, ou seja, sete dias apds o inicio do desafio
antigénico (dia 28).

Para medir a ingestdo alimentar de cada grupo de animais durante o
periodo de desafio antigénico (dia 21 a 28), a racao foi pesada antes e depois

de ser colocada nas gaiolas.
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Tabela 1: Racdo padrao para roedores baseada na AIN

INGREDIENTES Nutriente em gramas Kcal
Clara de ovo liofilizada 200 800
Cistina (metionina) 3 12
Amido de milho(Maisenal) 397,5 1590
Sacarose 100 400
Maltodextrina 132 528
Celulose 50 0
Oleo de soja 70 630
BHT 0,014
Mistura de minerais 35
Mistura de vitaminas 10
Bitartarato de colina 2,5
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3.5 Obtencéo do sangue e do soro

Ao final do desafio antigénico (dia 28), os camundongos foram
submetidos a um periodo de jejum de aproximadamente 12 horas. Este mesmo
periodo de jejum foi utilizado em outros trabalhos com camundongos BALB/c
(CLAUS et al., 2005) para investigacfes bioquimicas. ApOs esse periodo, 0s
animais foram anestesiados com xilazina (10mg/kg; Dopaser®, Hertape Calier
Saude Animal, Juatuba, MG) e ketamina (200mg/kg; Vetanarcol®, Laboratorios
Konig do Brasil, Santana de Parnaiba, SP) por via intraperitoneal (i.p) e o
sangue foi coletado através dos vasos axilares. Para a separacdo do soro,
apos coagulacao, o sangue foi centrifugado (3000 rpm) por 10 minutos. O soro
foi entdo retirado, colocado em tubos individuais e congelado (-20°C) para

analises posteriores.

3.6 Dosagens bioquimicas no soro

Os ensaios bioquimicos para dosagem de proteina total, albumina,
glicose e triglicérides no soro dos animais foram realizados utilizando reagentes
ja padronizados e foi seguido o protocolo fornecido pelos fabricantes (KATAL,
Belo Horizonte, MG).

A concentracdo seérica de acidos graxos livres foi quantificada por
meétodo enzimatico conforme instru¢des do fabricante dos reagentes (WAKO,

Pure Chemical Industries, Japan).
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3.7 Medida do hematocrito

Durante a necropsia, parte do sangue dos camundongos foi coletado em
tubos contendo heparina (Hepamax-s®, Blausiegel, MG). Esse sangue foi
transferido para tubos microcapilares que foram vedados em uma das suas
extremidades e centrifugados a 11000rpm por 5 minutos para medida do

hematocrito.

3.8 Avaliacdo do peso do tecido adiposo epididimal e do musculo
gastrocnémio

Os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical apos
sete dias de desafio com a racdo contendo ovalbumina (dia 28). Durante a
necropsia, foram retirados e pesados o tecido adiposo epididimal e 0 masculo
gastrocnémio. O peso desses tecidos foi correlacionado ao peso corpéreo do

animal.

3.9 Histologia do tecido adiposo epididimal

O tecido adiposo epididimal foi coletado durante a necropsia e fixado em
formalina 10% durante vinte e quatro horas para a coloracdo pela técnica de
Hematoxilina — Eosina (H.E) (Vetec, Duque de Caxias, RJ). Para a coloracdo

desse tecido por Azul de Toluidina (Vetec, Duque de Caxias, RJ), a fixacéo foi
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realizada em Carnoy (10mL de acido acético glacial, 30mL de cloroférmio,
60mL de alcool etilico absoluto) durante uma hora. Apos a fixagéo, o tecido foi
desidratado em alcool etilico absoluto, clarificado em xilol e embebido em
parafina. Foram realizados cortes de 5um que foram corados pela técnica de
H.E ou Azul de Toluidina.

Para a medida da area dos adipdcitos, laminas histolégicas do tecido
adiposo epididimal coradas por H.E. foram analisadas utilizando-se um
microscopio (Olympus Optical Co., Japan) equipado com uma camera digital
(Moticam 2500, China). A medida da area de 50 adipdcitos por animal foi
realizada atraves do software Image J.

A contagem de mastdcitos foi realizada nas laminas histoldgicas de
tecido adiposo epididimal coradas por Azul de Toluidina. As células foram
contadas em dez campos escolhidos ao acaso, utilizando-se a objetiva de 10X

do microscopio (Olympus Optical Co., Japan).

3.10 Isolamento dos adipdcitos

ApoOs a necropsia dos animais, o tecido adiposo epididimal foi removido,
cortado em pequenos fragmentos e incubado com colagenase (Sigma-Aldrich,
USA) por 45 minutos a 37<C, sob agitacdo continua, conforme descrito por
Rodbell (1964). Ao término do periodo de incubacao, as células foram filtradas
através de uma tela de nylon, lavadas trés vezes com tampao HEPES (pH 7,4)
(Sigma-Aldrich, USA) contendo 1% de albumina bovina livre de acidos graxos

(Millipore, USA) e centrifugadas a 500rpm por 2 minutos. Em decorréncia das
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propriedades fisicas das células do tecido adiposo, foi possivel separar os
adipécitos (sobrenadante) das células do estroma vascular (infranadante). Os
adipdcitos isolados foram ressuspensos na proporcao de 1g de tecido para 20
mL de tamp&o. Nos experimentos para medida do indice lipolitico e da
captacao de glicose, foram utilizados pool de adipdcitos de animais do mesmo

grupo para alcancar a proporcéo citada anteriormente.

3.11 Citometria de fluxo do tecido adiposo epididim al

As células do estroma vascular do tecido adiposo epididimal foram
isoladas como descrito no item 3.10 e submetidas a analise por citometria de
fluxo. Foram adicionados a uma placa de 96 pocos 25uL de uma suspenséo
celular em meio HEPES (Sigma-Aldrich, USA) contendo 2x10° células por
poco. Para a marcacao intracitoplasmatica do fator de transcricdo Foxp3, foi
utilizado um pré-tratamento com brefeldina A (1pg/ml) por quatro horas em
estufa de CO,. Ao final das quatro horas, retirou-se a placa da estufa e
centrifugou-se por 10 minutos a 4 C. Desprezou-se o sobrenadante e as células
foram suspensas por agitacao leve em vortex. Em seguida, adicionaram-se 0s
anticorpos anti-marcadores de superficie (F4/80-FITC, CD4-FITC, CD25-
PeCy5; BD Pharmigen, USA), ja diluidos, conforme titulagdo anteriormente
padronizada no nosso laboratorio, num volume final de 40pL.

Ap6s adicdo dos anticorpos, a placa foi incubada a 4°C por 15 minutos
ao abrigo da luz. Terminado o periodo de incubacéo, procedeu-se a lavagem
das células adicionando 150 uL de PBS (phosphate buffered saline) gelado em

cada poco. A placa foi entdo, centrifugada durante 10 minutos a 4°C. Ao final
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da centrifugacao, verteu-se a placa para retirar o sobrenadante e, em seguida,
a placa foi agitada a fim de suspender as células. De posse das células ja
suspendidas, adicionaram-se, finalmente, 100uL de PBS e 100uL de solugéo
de formaldeido 4%. O volume final de 200uL de solucdo contendo as células
marcadas com anticorpo anti-F4/80 foi transferido para tubos proprios para
leitura no citdmetro de fluxo.

As células marcadas com anticorpos anti-CD4 e anti-CD25 foram
mantidas por 20 minutos a temperatura ambiente e seguiu-se o protocolo de
marcacao intracelular com anticorpo anti-Foxp3. Apds remover a solugdo de
fixacdo por centrifugacdo e lavar as células com 150uL de PBS, seguiu-se a
permeabilizacdo celular, incubando as células por 10 minutos com solucdo de
saponina 0,5% a temperatura ambiente. Ao final do periodo de incubacao, a
placa foi centrifugada por 10 minutos a 4°C. Desprezou-se o sobrenadante e a
placa foi agitada. Em seguida, adicionaram-se sobre as células, 40uL da
solugéo de anticorpo anti-Foxp3 marcado com o fluocromo PE (BD Pharmigen,
USA), adequadamente diluido em solucdo de saponina 0,5%. As amostras
foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. ApOs esse periodo,
foram adicionados as células 150uL da solugdo de saponina seguido de
centrifugacédo e decantacédo. Repetiu-se por duas vezes esta operacdo sendo
que, na ultima vez, as células foram lavadas com Wash B (PBS; 0,5% BSA;
2mM azida). ApOs desprezar o sobrenadante e agitar a placa, as células foram
diluidas em 100uL de PBS e 100uL de solucdo de formaldeido 4%. O volume
final de 200uL de solucdo contendo as células marcadas foi transferido para

tubos proprios para leitura no citometro de fluxo (FACScan, Becton Dickinson,
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USA). A porcentagem de células positivas foi analisada através do software

Flow Jo (Tree Star). Foram adquiridos 30.000 eventos para analise.

3.12 Microscopia intravital do tecido adiposo epidi dimal

Para a realizagdo da microscopia intravital, os camundongos foram
anestesiados como descrito no item 3.5. A veia jugular direita foi canulada e os
animais receberam inje¢ao intravenosa de rodamina 6G (Sigma Chemical Co.,
USA) (0,15mg/Kg). O tecido adiposo epididimal foi exposto para a analise das
interag@es entre leucdcitos e endotélio na microcirculagéo.

A microcirculagdo foi visualizada através de um microscopio de
fluorescéncia (Nikon Eclipse, Japan) conectado a uma camera (Nikon, Japan)
que transmitia a imagem a um monitor de televisdo. A imagem foi gravada em
DVD para anélises posteriores.

Para as analises, foram escolhidas vénulas de calibre entre 40 e 60um.
Os leucocitos em rolamento foram avaliados contando-se o niumero de células
gue passavam por um determinado ponto da vénula por minuto. O leucécito foi
considerado aderido se permaneceu estaciondrio por pelo menos trinta
segundos, sendo a adesdo leucocitaria total quantificada como o numero de

células aderidas em 100um de extensdo da vénula.
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3.13 Dosagem de citocinas e quimiocinas no soro e t ecido adiposo

epididimal

Durante a necropsia, foram coletados o soro e o tecido adiposo
epididimal dos camundongos como descrito anteriormente. Fragmentos do
tecido adiposo epididimal foram macerados em um homogeneizador (Omni
International, USA) na presenca de 1mL de solucdo inibidora de proteases
(NaCl 0,4M; Tween 20 0,05%; albumina de soro bovino 0,5%; fluoreto de
fenilmetilsufonila 0,1mM; cloreto de benzetonio 0,1mM; EDTA 10mM; 20 Ul de
aprotinina), preparada a partir de uma solucéo de tampéo fosfato (NaCl 8g, KCI
0,29 e Na,HPO412H,0 2,899 diluidos em 1litro). A solucdo resultante foi
centrifugada por 10min a 10000 rpm a 4°C e o infranadante foi recolhido para a
dosagem de citocinas ou quimicionas por ELISA.

O ensaio imunoenzimatico foi realizado de acordo com os protocolos
fornecidos pelo fabricante dos reagentes utilizados (R&D Systems, USA). No
soro, foram medidas as concentracbes de TNF-a e IL-6, enquanto no tecido
adiposo, além dessas citocinas, foram medidas as concentracdes de IL-10 e
MCP-1/CCL-2. Placas de ELISA foram cobertas com anticorpos policlonais
anti- TNF-a, anti-IL-6, anti-IL-10 ou anti- MCP-1/CCL2 (1-2 pg/ml) e incubadas
a 4°C por 24 horas. As placas foram lavadas trés vezes, a reacao foi bloqueada
com albumina bovina 1% (Sigma Chemical Co., USA) e as placas foram
deixadas em agitador horizontal durante 1 hora. Apds nova lavagem, as placas
foram incubadas com as amostras do soro ndo diluido ou infranadantes do

tecido adiposo na diluicdo de 1:3 em PBS/albumina bovina 1% de um dia para
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o outro (overnight). Os anticorpos policlonais biotinilados foram usados com
diluicdo de 1:1000 ou 1:2000. A deteccéo foi feita utilizando-se estreptoavidina

e OPD como substrato. A leitura foi realizada a 492nm.

3.14 Medida do indice lipolitico dos adipocitos

A liberacdo de glicerol para o meio de incubacao foi utilizada como
indice lipolitico conforme descrito por Gasic & Green (1995). Os adipocitos
foram separados como descrito no item 3.10 e incubados a 37C por 1 hora
sob agitacdo. Ao término do periodo de incubacdo, uma aliquota do
infranadante foi removida e o teor de glicerol quantificado por método
enzimatico conforme instrucao do fabricante dos reagentes (LABTEST, Lagoa

Santa, MG).

3.15 Captacao de glicose pelos adipocitos

ApoOs isolamento descrito no item 3.10, as células adiposas foram
lavadas com tampéo HEPES (Sigma-Aldrich, USA) e incubadas por 45 minutos
na auséncia ou presenca de insulina (25ng/mL; Sigma-Aldrich, USA) para a
analise do processo de captacdo de glicose e da sensibilidade insulinica do
tecido adiposo conforme descrito por Botion & Green (1999). Para isso, foram
adicionados aos tubos 50uL de 2-deoxy-[°H]glicose (Perkin Elmer, USA) e as
células foram incubadas por mais 3 minutos. Apds esse periodo de incubagéo
as células foram colocadas em um tubo de microcentrifuga contendo 70-80uL
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de silicone. Imediatamente, os tubos foram centrifugados por 60 segundos.
Como o silicone tem densidade intermediaria entre as células e o meio de
incubacéo, foram formadas trés camadas apds a centrifugacdo. O tubo foi
cortado na fase intermediaria (silicone), a camada de células foi removida e
transferida para um frasco contendo liquido de cintilagdo (tolueno-PPO-
POPOP-Triton; Amershan Bioscinece, USA) para a contagem da radioatividade
da 2-deoxy-[*H]glicose-6-fosfato. O célculo do indice de captacdo de glicose in
vitro foi feito considerando-se a radioatividade da 2-deoxy-[*H]glicose nas

células e a concentracdo deste composto no meio de incubacéo.

3.16 Teste de tolerancia a glicose e de sensibilida  de insulinica

Para a realizacdo do teste de tolerancia a glicose, os camundongos
foram submetidos a aproximadamente 12 horas de jejum. ApOs esse periodo,
0s animais receberam injecdo intraperitoneal de glicose (2mg/g de peso
corporeo; Sigma-Aldrich, USA). Amostras sanguineas foram coletadas da
cauda e os niveis de glicose foram monitorados 0, 15, 30, 60 e 120 minutos
apos a injecao através de um glicosimetro Accu-Check (Roche Diagnostics,
USA).

O teste de sensibilidade insulinica foi realizado em camundongos
alimentados ap0s a injecédo intraperitoneal de insulina (0,75 unidade/kg de peso
corporeo; Sigma-Aldrich, USA). Amostras de sangue da cauda foram coletadas
0, 15, 30 e 60 minutos apés a injecdo para a medida dos niveis glicémicos

através do mesmo glicosimetro especificado acima.
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3.17 Determinacado do conteudo de lipidios totais no figado

Durante a necropsia, ap6s aproximadamente 12 horas de jejum, o figado
dos animais foi removido, lavado em solugdo salina 0,9%, pesado e
armazenado a -20°C para as analises posteriores. A extracdo dos lipidios do
figado foi realizada segundo o método descrito por Folch et al (1957). Em
resumo, 100mg de figado foram triturados durante 3 minutos em tubos
contendo 1900uL de uma solucdo de cloroférmio e metanol (2:1), usando-se
homogeneizador (Omni International,USA). Os tubos foram centrifugados por
10 minutos a 3000rpm apods adicao de 400uL de metanol. O sobrenadante foi
recolhido em um tubo de peso conhecido e, posteriormente, acrescido de
800uL de cloroféormio e 640uL de solucdo de NaCl a 0,73%. Apds nova
centrifugacdo por 10 minutos a 3000rpm, a fase superior foi desprezada. A
parede interior de cada tubo foi lavada 3 vezes com 600uL de solucéo de Folch
(3% de cloroférmio, 48% de metanol, 47% de agua e 2% de NaCl a 0,9%).
Apos cada lavagem, a fase superior foi descartada. Os extratos lipidicos
obtidos foram secos em estufa overnight a 37°C e os lipideos quantificados

gravimetricamente.

3.18 Analise estatistica

Os dados foram analisados no programa Prisma 4.0 e apresentados
como meédia * erro padrao da média.Para a analise estatistica, os dados foram
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submetidos a analise de variancia (ANOVA-Tukey) ou ao teste T de Student,
conforme especificado nas legendas das figuras. O nivel de significancia foi

considerado quando p<0,05.
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4. Resultados
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4. RESULTADOS

4.1 O emagrecimento dos camundongos alérgicos esta associado a perda

de tecido adiposo

Camundongos BALB/c foram sensibilizados com OVA e desafiados
com ragdo contendo o antigeno. Apos sete dias de ingestdo continua e restrita
dessa racdo, os camundongos alérgicos apresentaram uma perda de
aproximadamente 16% do peso corporeo (Figura 2A).

Para verificar se o0 emagrecimento estava associado com uma
diminuicdo da ingestdo alimentar, o consumo da ragédo foi avaliado. Como
demonstrado na Figura 2B, tanto animais controle como alérgicos tiveram
consumo similar, de 4-5 g/dia, o esperado dentro dos padrbées normais
observados na literatura (DORN et al., 2010). Esse consumo diario se repetiu
em varios experimentos realizados durante esse trabalho. Para se verificar um
possivel quadro de desnutricdo, foram avaliados os niveis séricos de proteina
total e de albumina. Como demonstrado nas Figuras 2C e 2D, esses valores
foram semelhantes entre os dois grupos e entre os valores de referéncia para
camundongos. De acordo com outros trabalhos, a referéncia sérica de proteina
total para camundongo BALB/c é de 4,85-5,44 g/dL e a de albumina sérica é de
1,14- 1,31 g/dL respectivamente (ALMEIDA et al.,, 2008). A avaliacdo do
hematdcrito revela a porcentagem das heméacias presentes no sangue em

relacdo a sua composicao total. Os valores elevados indicam desidratacao,
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policitemia ou choque e os valores menores indicam anemia, perda sanguinea,
hemdlise, leucemia, hipertireoidismo, cirrose ou hiperhidratacdo (KERR, 2003).
Como apresentado na Figura 2E, os valores do hematdécrito obtidos nos dois
grupos, ao final do experimento, sdo semelhantes entre si e com os valores de
referéncia para camundongos BALB/c (40-46%) (PEREIRA et al., 2003), o que
sugere gue, no quadro alérgico estudado, a perda de peso nao esta associada
com desidratagéo e nem com desnutri¢ao.

O peso do tecido adiposo epididimal e do musculo gastrocnémio séo
extensivamente utilizados na literatura como parametros para a investigacéo de
massa de gordura e muscular, respectivamente, em animais experimentais
(ILAN et al., 2010; KAZI et al., 2010). Portanto, avaliamos o peso desses dois
tecidos nos camundongos e observamos que o0s animais alérgicos
apresentaram diminuicdo do peso do tecido adiposo epididimal em relagcédo ao
grupo controle (Figura 3A). Entretanto, conforme demonstrado na Figura 3B,
ndo houve alteracdo no peso do musculo gastrocnémio. Esses resultados se
repetiram em Vvarios experimentos durante a execugdo desse estudo. Podemos
inferir, portanto, que a perda de tecido adiposo contribui de maneira

significativa para o emagrecimento dos camundongos alérgicos.
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Figura 2. Avaliacdo do peso corpéreo, ingestdo alim  entar e parametros nutricionais.

Camundongos BALB/c foram sensibilizados por via subcutdnea com 10ug de ovalbumina
(OVA) + 1mg AI(OH); no dia 0 e 10 pg de OVA no dia 14. O grupo controle recebeu apenas
Al(OH); no dia 0 e salina 0,9% no dia 14. Sete dias apds a segunda sensibilizacédo (dia 21),
ambos os grupos receberam racdo contendo OVA. O peso corpéreo foi avaliado durante todo o
experimento (dia 0 a 28) (A) e o consumo de racdo foi medido durante o desafio antigénico (dia
21 a 28) (B). Durante a necropsia (dia 28), o soro foi coletado para medida de proteina total (C)
e albumina. O sangue foi coletado para medida do hematdcrito (E). Foram utilizados 6 animais

por grupo. *P<0.05 em relac&o ao grupo controle (Teste T de Student).
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Figura 3. Avaliacdo do peso do musculo gastrocnémio e do tecido adiposo epididimal.

Camundongos BALB/c foram sensibilizados por via subcutdnea com 10ug de ovalbumina
(OVA) + 1mg AI(OH); no dia 0 e 10 pg de OVA no dia 14. O grupo controle recebeu apenas
Al(OH);3 no dia 0 e salina 0,9% no dia 14. Sete dias apds a segunda sensibilizagao (dia 21),
ambos os grupos receberam racdo contendo OVA. Durante a necropsia (dia 28), o tecido
adiposo epididimal (A) e o musculo gastrocnémio (B) foram coletados e pesados. Foram

utilizados 6 animais por grupo. *P<0.05 em relacdo ao grupo controle (Teste T de Student).

4.2 Camundongos alérgicos apresentam hipotrofia dos adipécitos e

infiltrado inflamatorio no tecido adiposo

O tecido adiposo epididimal foi retirado durante a necropsia e analisado
histologicamente. A coloracédo por Hematoxilina — Eosina revelou um infiltrado
celular inflamatorio entre os adipocitos dos animais alérgicos (Figura 4B),
caracterizado por células mononucleares (Figura 4C), o que nao foi observado

no grupo controle (Figura 4A).
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A area dos adipocitos foi medida por morfometria para investigar se a
perda de tecido adiposo estaria relacionada a hipotrofia destas células. De fato,
foi demonstrado que os adipécitos dos animais alérgicos apresentam area

significativamente diminuida em relac@o aos controles (Figura 4D).
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Figura 4. Avaliacdo histoldgica do tecido adiposo. Camundongos BALB/c foram

sensibilizados por via subcutdnea com 10ug de ovalbumina (OVA) + 1mg Al(OH); no dia 0 e 10
pHg de OVA no dia 14. O grupo controle recebeu apenas Al(OH); no dia 0 e salina 0,9% no dia
14. Sete dias ap0s a segunda sensibilizacdo (dia 21), ambos os grupos receberam racao
contendo OVA. ApGs 7 dias de ingestdo da racdo contendo o antigeno (dia 28), o tecido
adiposo epididimal foi coletado e corado por Hematoxilina-Eosina. A) Imagem representativa do
grupo controle. B e C) Imagens representativas do grupo alérgico. Foi medida a area de 50
adipécitos por animal (D). Foram utilizados 5 animais por grupo. As setas em C indicam células

mononucleares. *P<0.05 em relagédo ao grupo controle (Teste T de Student).
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4.3 O tecido adiposo dos animais alérgicos apresent a hiperplasia de

mastocitos

Com o intuito de caracterizar melhor o quadro inflamatoério observado no
estroma do tecido adiposo epididimal dos camundongos alérgicos, as laminas
histolégicas foram coradas com Azul de Toluidina (Figuras 5A e B) Foi
demonstrado um aumento no numero de mastocitos infiltrados no tecido
adiposo dos camundongos alérgicos quando comparados ao grupo controle

(Figura 5C).

4.4 O tecido adiposo dos animais alérgicos apresent a alta freqiéncia de

macréfagos e células T reguladoras

O tecido adiposo epididimal dos camundongos foi submetido a analise
por citometria de fluxo para melhor caracterizagdo fenotipica das células
presentes no estroma desse tecido. A partir dessa analise, foi demonstrado
aumento da frequéncia de células F4/80" (Figura 6A) e CD4CD25Foxp3*

(Figura 6B) no tecido adiposo dos animais alérgicos em relagéo aos controles.
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Figura 5. Avaliacdo dos mastécitos no tecido adipos 0. Camundongos BALB/c foram
sensibilizados por via subcutdnea com 10ug de ovalbumina (OVA) + 1mg Al(OH); no dia 0 e 10
g de OVA no dia 14. O grupo controle recebeu apenas Al(OH); no dia 0 e salina 0,9% no dia
14. Sete dias ap6s a segunda sensibilizacdo (dia 21), ambos os grupos receberam racgéo
contendo OVA. ApGs 7 dias de ingestdo da racado contendo o antigeno (dia 28), o tecido
adiposo epididimal foi coletado e corado por Azul de Toluidina. A) Imagem representativa do
grupo controle. B) Imagem representativa do grupo alérgico. O nimero de mastdcitos foi
contado em 10 campos das laminas histolégicas (C). Foram utilizados 5 animais por grupo. As

setas em B indicam mastdcitos. *P<0.05 em relagdo ao grupo controle (Teste T de Student).
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Figura 6. Analise fenotipica dos leucécitos do teci do adiposo. Camundongos BALB/c
foram sensibilizados por via subcutdnea com 10ug de ovalbumina (OVA) + 1mg Al(OH); no dia
0 e 10 pug de OVA no dia 14. O grupo controle recebeu apenas Al(OH); no dia 0 e salina 0,9%
no dia 14. Sete dias apods a segunda sensibilizacdo (dia 21), ambos os grupos receberam ragéo
contendo OVA. Apos 7 dias de ingestédo da ragdo contendo o antigeno (dia 28), as células do
estroma do tecido adiposo epididimal foram marcadas com anticorpos especificos para F4/80
(A) ou CD4, CD25 e Foxp3 (B) e analisadas por FACScan. Foram utilizados 10 animais por

grupo. *P<0.05 em relacdo ao grupo controle (Teste T de Student).

4.5 A alergia alimentar induz aumento do recrutamen  to de leucdcitos no

tecido adiposo

Para saber se 0 aumento do numero de células inflamatorias no tecido
adiposo € devido a hiperplasia de células residentes ou recrutamento do
sangue, foi realizada a microscopia intravital no tecido adiposo epididimal de
camundongos alérgicos e controle. Foi observado aumento de
aproximadamente 6 vezes no numero de leucécitos em rolamento (Figura 7A) e

de 3 vezes no numero de leucocitos aderidos (Figura 7B) ao endotélio da
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microcirculacdo do tecido adiposo epididimal dos camundongos alérgicos
guando comparados aos controles. As Figuras 7C e D ilustram,
respectivamente, a imagem obtida pela técnica de microscopia intravital nos

camundongos controle e alérgicos.

4.6 A inflamacéo do tecido adiposo nos animais alér  gicos esta associada

a altas concentragdes locais de TNF- a, IL-6, IL-10 e MCP-1/CCL2

O aumento sistémico de citocinas pro-inflamatorias € observado em
algumas patologias, sendo associado a perda de peso corporeo tanto em seres
humanos como animais experimentais (MORISSET et al., 2008; MELGAR et
al., 2007). Portanto, para investigarmos uma possivel contribuicdo do aumento
sistémico dessas citocinas no emagrecimento dos camundongos alérgicos, as
concentracdes de TNF-a e IL-6 foram medidas nos soro dos animais. A técnica
de ELISA ndo detectou essas citocinas no soro dos camundongos tanto do
grupo controle quanto do grupo alérgico.

Para avaliar se a inflamacdo no tecido adiposo epididimal dos
camundongos alérgicos estaria associada ao aumento da producéo local de
citocinas e quimiocinas, este tecido foi submetido a analises pela técnica de
ELISA. Foi demonstrado que o tecido adiposo dos animais alérgicos apresenta
niveis aumentados das citocinas TNF-a (Figura 8A), IL-6 (Figura 8B) e IL-10
(Figura 8C) e da quimiocina MCP-1/CCL2 (Figura 8D) quando comparados aos

controles.
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Figura 7. Microscopia intravital do tecido adiposo. Camundongos BALB/c foram

sensibilizados por via subcutanea com 10ug de ovalbumina (OVA) + 1mg Al(OH); no dia 0 e 10
p1g de OVA no dia 14. O grupo controle recebeu apenas Al(OH); no dia 0 e salina 0,9% no dia
14. Sete dias ap6s a segunda sensibilizacdo (dia 21), ambos os grupos receberam ragdo
contendo OVA. Apos 7 dias de ingestdo da racao contendo o antigeno (dia 28), o tecido
adiposo epididimal foi analisado através da microscopia intravital. O rolamento (A) e a adeséo
(B) dos leucdcitos ao endotélio foram analisados ao microscopio de fluorescéncia apds a
administracao intravenosa de rodamina 6G. Foram utilizados 3 animais por grupo. C) Imagem
representativa do grupo controle; D) Imagem representativa do grupo alérgico. *P<0.05 em

relacdo ao grupo controle (Teste T de Student).
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Figura 8. Avaliacdo da producédo de TNF- a, IL-6, IL-10 e MCP-1/CCL2 no tecido adiposo.

Camundongos BALB/c foram sensibilizados por via subcutdnea com 10ug de ovalbumina
(OVA) + 1mg AI(OH); no dia 0 e 10 ug de OVA no dia 14. O grupo controle recebeu apenas
Al(OH); no dia 0 e salina 0,9% no dia 14. Sete dias apds a segunda sensibilizacédo (dia 21),
ambos os grupos receberam ragdo contendo OVA. Apds 7 dias de ingestdo da ragdo contendo
o antigeno (dia 28), o tecido adiposo epididimal foi coletado e processado para avaliagdo das
concentracdes de TNF-a (A), IL-6 (B), IL-10 (C) e MCP-1/CCL2 (D) através da técnica de
ELISA. Foram utilizados 10 animais por grupo. *P<0.05 em relac&o ao grupo controle (Teste T

de Student).
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4.7 A inflamagéo induz alteracdes metabodlicas no te  cido adiposo dos

camundongos alérgicos

Tem sido demonstrado que a inflamacdo no tecido adiposo,
particularmente a presenca de altas concentracfes locais de TNF-a, induz
alteracdes na lipdlise e na captagédo de glicose nos adipocitos (GAMBERO et
al., 2007; LUMENG et al., 2007). Portanto, com o objetivo de investigar se a
inflamacéo induzida no tecido adiposo dos camundongos alérgicos poderia
desencadear alteracfes nessas vias metabdlicas, os adipécitos foram isolados
e analisados quanto ao indice de lipdlise e a captacdo de glicose. A partir
desses ensaios, foi demonstrado que tanto o indice de lipolise basal (Figura
9A) quanto a captacao de glicose basal e estimulada pela insulina (Figura 9B)
apresentaram-se aumentados nos adipocitos de animais alérgicos em relacéo
aos controles. Os resultados da captacdo de glicose se repetiram em dois

experimentos independentes.
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Figura 9. Avaliacdo das alteracdes metabdlicas no t ecido adiposo epididimal.

Camundongos BALB/c foram sensibilizados por via subcutdnea com 10ug de ovalbumina
(OVA) + 1mg AI(OH); no dia 0 e 10 pg de OVA no dia 14. O grupo controle recebeu apenas
Al(OH); no dia 0 e salina 0,9% no dia 14. Sete dias apds a segunda sensibilizacédo (dia 21),
ambos os grupos receberam racéo contendo OVA. Apéds 7 dias de ingestdo da racdo contendo
0 antigeno (dia 28), o tecido adiposo epididimal foi coletado e os adip6citos foram isolados para
medida do indice lipolitico (A) e da captacéo de glicose (B). A: n=3 (controle); n=4 (alérgico); B:
n=4 (controle basal); n=7 (alérgico basal); n=5 (controle insulina); n=6 (alérgico insulina).

*P<0.05 em relac&o ao grupo controle (One way ANOVA — Tukey).

4.8 Camundongos alérgicos apresentam hipoglicemia

Tendo sido observado que a alergia alimentar interfere na mobilizacao e
armazenamento de reservas energéticas no tecido adiposo, decidimos avaliar
se estas alteracOes apresentam consequéncias sistémicas. Com esse obijetivo,
realizamos a medida das concentracfes séricas de glicose e os testes de
sensibilidade insulinica e tolerancia a glicose nos animais. Observamos que 0s
camundongos alérgicos apresentam hipolglicemia (Figura 10A) ndo tendo sido
observadas, entretanto, alteracdes nos testes de sensibilidade insulinica

(Figura 10B) e tolerancia a glicose (Figura 10C).
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Figura 10. Avaliacdo da glicemia, sensibilidade ins ulinica e tolerancia a glicose.

Camundongos BALB/c foram sensibilizados por via subcutdnea com 10ug de ovalbumina
(OVA) + 1mg AI(OH); no dia 0 e 10 pg de OVA no dia 14. O grupo controle recebeu apenas
Al(OH);3 no dia 0 e salina 0,9% no dia 14. Sete dias ap6s a segunda sensibilizagao (dia 21),
ambos os grupos receberam racéo contendo OVA. Apés 7 dias de ingestdo da racdo contendo
0 antigeno (dia 28), os camundongos foram deixados em jejum durante 12 horas e o soro foi
coletado para medida de glicose (A). Os testes de sensibilidade insulinica (B) e de tolerancia a
glicose (C) foram realizados em animais em jejum (12 horas) e alimentados, respectivamente.
Foram utilizados 5 animais por grupo. *P<0.05 em relagdo ao grupo controle. (A: Teste T de

Student). (B e C: Two way ANOVA).
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4.9 A alergia alimentar induz altera¢des sistémicas nos camundongos

Para investigar alteracdes sistémicas adicionais, realizamos a medida
das concentracbes seéricas de triglicerideos (Figura 11A), colesterol total
(Figura 11B) e acidos graxos livres (Figura 11C) e observamos que todos estes
substratos estdo significativamente diminuidos no soro dos camundongos
alérgicos quando comparados aos controles. As concentra¢cdes encontradas
para esses substratos nos controles estdo de acordo com dados de referéncia
para camundongo BALB/c (Mouse Phenome Database, 2010). Os resultados
das dosagens séricas se repetiram em dois experimentos independentes
utilizando-se 0s mesmos reagentes, porém, em andalises manuais ou

automatizadas.

4.10 Camundongos alérgicos apresentam conteado de | ipidios totais

hepéticos comparaveis aos controles

A partir da observacdo de hipolipidemia nos camundongos alérgicos e
sabendo-se que o figado € um dos sitios de armazenamento lipidico (LARGE
et a., 2004), decidimos avaliar o contetudo lipidico hepatico dos animais. N&o
foram observadas diferencas significativas quanto ao contedado de lipidios
hepaticos totais quando comparados 0s grupos controle e alérgico (Figura 12).

Esse resultado se repetiu em dois experimentos independentes.
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Figura 11. Dosagens séricas de triglicerideos, cole  sterol total e acidos graxos livres.

Camundongos BALB/c foram sensibilizados por via subcutdnea com 10ug de ovalbumina
(OVA) + 1mg AI(OH); no dia 0 e 10 pg de OVA no dia 14. O grupo controle recebeu apenas
Al(OH); no dia 0 e salina 0,9% no dia 14. Sete dias apds a segunda sensibilizacédo (dia 21),
ambos os grupos receberam racéo contendo OVA. Apés 7 dias de ingestdo da racdo contendo
o antigeno (dia 28), os camundongos foram deixados em jejum durante 12 horas e o soro foi
coletado para medida de triglicerideos (A), colesterol total (B) e acidos graxos livres (C). Foram

utilizados 10 animais por grupo. *P<0.05 em relacdo ao grupo controle (Teste T de Student).
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Figura 12. Quantificagdo do contetdo de lipidios to  tais no figado. Camundongos BALB/c
foram sensibilizados por via subcutdnea com 10ug de ovalbumina (OVA) + 1mg Al(OH); no dia
0 e 10 pg de OVA no dia 14. O grupo controle recebeu apenas Al(OH); no dia O e salina 0,9%
no dia 14. Sete dias ap6s a segunda sensibilizagéo (dia 21), ambos os grupos receberam ragéo
contendo OVA. ApOs 7 dias de ingestdo da racdo contendo o antigeno (dia 28), os
camundongos foram deixados em jejum durante 12 horas e o figado foi coletado para medida

do conteldo de lipidios totais pelo método de Folch. Foram utilizados 5 animais por grupo.
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5. Discussao
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5. DISCUSSAO

Em estudos anteriores, nosso grupo de pesquisa demonstrou que
camundongos submetidos a inducdo experimental de alergia alimentar
apresentam uma significativa perda de peso corp6reo apoés a ingestado continua
e restrita do antigeno (SALDANHA et al., 2004). O presente trabalho teve como
objetivo investigar os mecanismos envolvidos nesse emagrecimento. Com esse
propasito, apds a sensibilizacdo com OVA, os camundongos receberam racao
contendo o antigeno como Unica fonte alimentar durante 7 dias.

Nossos resultados demonstraram que a perda de peso nos
camundongos alérgicos ndo esta associada a anorexia, nem a desnutricdo ou
desidratacédo. Entretanto, fomos pioneiros em demonstrar que a alergia
alimentar experimental induz inflamacé&o do tecido adiposo com aumento tanto
de células inflamatérias como de citocinas. Paralelamente a inflamacéao,
observou-se um aumento da frequéncia de células reguladoras e da producéo
da citocina anti-inflamatéria IL-10 no tecido adiposo. Em conjunto, essas
alteracdes locais desencadearam disturbios metabdlicos, particularmente o
aumento da lipolise e da captagdo de glicose pelos adipdcitos dos animais
alérgicos. A mobilizagdo aumentada de reservas resultou na hipotrofia dessas
células, levando a diminuicdo da massa adiposa, 0 que contribuiu de maneira
decisiva para o emagrecimento desses animais. Além disso, 0s camundongos
alérgicos apresentaram alteragbes metabdlicas sistémicas representadas pela
diminuicdo das concentragdes séricas de glicose, triglicerideos, colesterol total

e acidos graxos néo esterificados.
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O emagrecimento pode ser o resultado da diminuicdo da ingestéo
alimentar ou do aumento do gasto energético, podendo ocorrer participacédo de
ambos os fatores como observado, por exemplo, na caquexia associada ao
cancer em humanos e animais experimentais (LELBACH et al., 2007; BING et
al., 2006). De maneira semelhante ao nosso modelo, a perda de peso corporeo
em camundongos com alergia alimentar foi demonstrada em outros estudos.
Camundongos com alergia alimentar ao amendoim apresentam expressiva
perda de peso associada a diminuicdo da ingestdo alimentar apos o desafio
antigénico (CARDOSO et al., 2009). Um estudo que utilizou camundongos com
TCR transgénico para OVA, os quais apresentam altas concentragdes seéricas
de IgE especifica a este antigeno, demonstrou que 0s animais perdem uma
guantidade significativa de peso corpdreo apds a ingestao prolongada de uma
dieta contendo clara de ovo. Entretanto, ndo foi observada diminuicdo do
volume de dieta consumida por esses animais em comparagdo aos controles
(NAKAJIMA-ADACHI et al., 2006). No nosso trabalho, os camundongos
alérgicos também apresentaram ingestdo alimentar comparavel aos controles
e, mesmo assim, perderam aproximadamente 16% do peso corporeo apés 7
dias de desafio antigénico. Demonstramos, no entanto, que mecanismos
diversos a anorexia e relacionados ao aumento do catabolismo estédo
envolvidos no emagrecimento desses animais.

Através da avaliagdo do peso do tecido adiposo epididimal e do musculo
gastrocnémio, demonstramos que 0 emagrecimento dos animais alérgicos
ocorre principalmente devido a perda de tecido adiposo. A deplegéo de tecido
adiposo também foi demonstrada em patologias como a colite e o cancer tanto

em humanos como em modelos animais (MELGAR et al., 2007; BING et al.,
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2006; FOULADIUN et al., 2005). Apesar de os mecanismos envolvidos na
atrofia do tecido adiposo ndo serem completamente entendidos, as evidéncias
experimentais sugerem que tanto a diminuicdo da deposicao lipidica quanto o
aumento da lipdlise podem estar envolvidos neste processo (BING &
TRAYHURN, 2009). Na colite experimental em ratos, por exemplo, foi
demonstrado aumento da lipélise basal no tecido adiposo mesentérico com
diminuicdo do diametro dos adipocitos (GAMBERO et al., 2007). Alteracdes
morfolégicas no tecido adiposo também foram observadas em camundongos
portadores de tumor experimental, os quais apresentam perda da massa de
gordura epididimal caracterizada por diminuicdo da area dos adipdcitos e
fibrose no espaco intersticial (BING et al., 2006). No nosso trabalho, também
demonstramos que a perda de tecido adiposo epididimal nos camundongos é
desencadeada por hipotrofia dos adip6citos devido a um aumento da lipdlise
basal neste tecido. Além disso, a analise histolégica revelou a presenca de um
infiltrado celular entre os adipécitos dos camundongos alérgicos.

Entre as células infiltradas no tecido adiposo epididimal dos
camundongos alérgicos, observamos um numero elevado de mastdcitos.
Tradicionalmente conhecidos como participantes das respostas alérgicas,
estudos recentes descreveram a presenca dessas células no tecido adiposo de
seres humanos e camundongos (LOPEZ et al., 2008; LIU et al.,, 2009). No
nosso estudo, os mastécitos podem desempenhar um papel fundamental na
inflamacgéo do tecido adiposo dos camundongos alérgicos, uma vez que estas
células apresentam receptores FceRIl com alta afinidade para IgE (STONE et
al., 2010), anticorpo encontrado em grandes concentracfes no soro destes

animais (SALDANHA et al., 2004). E muito provavel que a IgE especifica a
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OVA se ligue aos seus receptores na superficie dos mastécitos presentes no
tecido adiposo dos animais alérgicos, levando a desgranulagédo destas células
apos o contato com moléculas de antigeno circulantes. A desgranulacdo dos
mastocitos, por sua vez, resulta na liberacdo de varios mediadores, dentre eles
algumas citocinas como o TNF-a, a IL-6 e a IL-10 (STONE et al., 2010) que se
mostraram aumentadas no tecido adiposo dos animais alérgicos no nosso
modelo.

Recentemente, foi sugerido que o0s mastdcitos também atuam no
recrutamento celular para o tecido adiposo, estando particularmente
relacionados a migracdo de mondcitos/macréfagos para este local. Esse papel
no recrutamento celular foi sugerido por um estudo que utilizou tanto a
deplecdo quanto a estabilizacdo dos mastocitos em camundongos. Como
resultado, esses animais apresentaram numero reduzido de macréfagos no
tecido adiposo, o que se mostrou relacionado a diminuicdo das concentracdes
locais de IL-6, TNF-a, IFN-y e MCP-1/CCL-2 apés a deplecdo ou impedimento
da degranulacdo dos mastécitos (LIU et al., 2009).

Em compatibilidade com a participacdo dos mastocitos no recrutamento
de mondcitos/macréfagos, observamos uma elevada frequéncia de células
expressando o marcador de macréfagos F4/80 no tecido adiposo dos
camundongos alérgicos em comparacdo aos controles. Entretanto, sabe-se
gue os macrofagos podem se originar localmente no tecido adiposo a partir de
pré-adipdcitos. Essa possibilidade foi demonstrada em um estudo no qual pré-
adipécitos injetados na cavidade peritoneal de camundongos foram
rapidamente convertidos a macrofagos com alta capacidade fagocitica e

expressado de F4/80 (CHARRIERE et al., 2003).
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Com o objetivo de confirmar se o aumento de macréfagos no tecido
adiposo dos camundongos alérgicos estaria relacionado a diferenciacdo de
células pré-existentes ou ao recrutamento da circulagdo sanguinea, realizamos
a microscopia intravital deste tecido. Através dessa técnica, demonstramos o
aumento de leucdcitos tanto em rolamento quando aderidos na
microvasculatura do tecido adiposo epididimal dos camundongos alérgicos em
relacdo ao observado nos controles. O aumento da migracdo celular para o
tecido adiposo dos animais alérgicos associado a alta concentracdo local da
quimiocina MCP-1/CCL-2 sugere a ocorréncia de recrutamento de
monaocitos/macréfagos para este tecido. Essa inferéncia € sustentada por
estudos nos quais a hiperexpressdo de MCP-1/CCL-2 no tecido adiposo de
camundongos resultou em aumento do infiltrado de macrofagos neste local,
enquanto camundongos knockouts para esta quimiocina apresentaram
diminuicdo de macréfagos neste tecido (KANDA et al.,, 2006; KAMEI et al.,
2006).

Além disso, a ocorréncia de recrutamento de mondécitos/macréfagos
para o tecido adiposo dos animais alérgicos estd de acordo com dados da
literatura que comprovam que a maior parte dos macréfagos neste tecido é
derivada da medula 6ssea. A confirmacdo da origem dessas células ocorreu
principalmente a partir de um estudo no qual o transplante de medula éssea de
camundongos selvagens para animais deficientes em macréfagos foi capaz de
induzir o infiltrado destas células no tecido adiposo. Apdés o recrutamento, a
diferenciacé@o e sobrevivéncia dos mondcitos/macrofagos no tecido adiposo séo
dependentes, em grande parte, da secrecdo de CFS (fator estimulador de

colonia) -1 pelos adipdcitos (WEISBERG et al., 2003).
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No tecido adiposo, os macréfagos representam uma importante fonte de
mediadores inflamatoérios. A andlise comparativa dessas células e de outras
populacdes celulares do tecido adiposo de camundongos demonstrou que 0S
macrofagos sdo responsaveis por guase toda a expressdo de TNF-a e por
significativa expressao de IL-6 neste tecido (WEISBERG et al., 2003). Portanto,
no nosso estudo, a elevada frequéncia de macrofagos associada a producgéo
de altas concentracdes locais das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-6
podem contribuir para a manutencdo da inflamacdo no tecido adiposo dos
camundongos alérgicos. Além disso, de forma semelhante ao que foi
observado em estudos humanos e experimentais (PERMANA et al., 2009;
GAMBERO et al., 2007), a inflamacéo local pode ser responsavel pela inducéo
do aumento da lipdlise basal observada no tecido adiposo dos camundongos
alérgicos.

Nesse sentido, é bem estabelecido que ocorre a interacdo entre as
citocinas pro-inflamatorias secretadas com seus receptores nos adipdcitos, o
que culmina na inducdo da lipdlise no tecido adiposo. Através de uma co-
cultura de adipdcitos e macréfagos, foi demonstrada a existéncia de uma
regulacdo paracrina envolvendo estas células. O TNF-a secretado no tecido
adiposo, que como ja citado, deriva principalmente dos macrofagos, se liga aos
seus receptores nos adipdcitos. Essa ligacdo induz a produgdo de adipocinas
pré-inflamatérias como o MCP-1/CCL-2, a IL-6 e o préprio TNF-a, e a lipdlise
nestas células. Em contrapartida, os acidos graxos liberados pelos adipdcitos
na lipolise se ligam aos receptores toll like 4 (TLR4) nos macréfagos, induzindo
respostas pro-inflamatorias adicionais nestas células, instalando-se, dessa

forma, um ciclo que pode ser responsavel pela manutencdo do estado
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inflamatorio e catabdlico no tecido adiposo (SUGANAMI et al., 2005). O TNF-a
também apresenta efeito lipolitico sistémico demonstrado por um estudo no
qual homens saudaveis receberam baixas doses de TNF-a recombinante por
via intravenosa. Como resultado, as concentracdes plasmaticas dessa citocina
aumentaram de maneira significativa ao mesmo tempo em que se observou
uma elevacao de 40% na lipolise sistémica (PLOMGAARD et al., 2008).

A IL-6 é outra citocina com efeito lipolitico. Além da atuacdo enddcrina,
foi sugerido que a IL-6 desempenha uma regulacdo paracrina no tecido
adiposo, sendo detectada em uma concentragdo aproximadamente 100 vezes
maior neste tecido do que no plasma de seres humanos (SOPASAKIS et al.,
2004). Em experimentos in vitro, o tratamento de adipocitos com IL-6 resultou
em aumento significativo da lipdlise nestas células, sugerindo uma acao direta
desta citocina nos adipdcitos (PETERSEN et al.,, 2005). Portanto, é provavel
que a elevada producédo local de IL-6 e TNF-a no tecido adiposo dos
camundongos alérgicos esteja contribuindo para a inducdo da lipdlise nos
adipdcitos. A hipotese de agdo paracrina ou autécrina das citocinas no tecido
adiposo ainda é refor¢cada pelo fato de que as mesmas ndo foram detectadas
no soro dos animais alérgicos ou controles.

Outra alteracdo demonstrada nos adipécitos dos animais alérgicos foi o
aumento da captacdo basal de glicose quando comparados aos controles.
Sabe-se que a captacdo basal desse substrato ocorre através do transportador
GLUT-1 expresso constitutivamente na membrana de diversas células
(DUCLUZEAU et al., 2002). InvestigacOes adicionais sdo necessarias para a
elucidacdo dos mecanismos que levam ao aumento da captacdo basal de

glicose pelos adipdécitos dos animais alérgicos. Entretanto, € possivel que a
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citocina TNF-a participe deste processo, uma vez que a exposicao in vitro de
adipdcitos a esta citocina induz elevacdo significativa da captacdo basal de
glicose por estas células, reduzindo, entretanto, 0 aumento do transporte de
glicose induzido pela insulina (LUMENG et al., 2007; FUJISHIRO et al., 2003).
Essa acdo do TNF-a na captacdo de glicose ocorre por estimulo direto da
fosforilacdo da ERK (extracellular signal-regulated kinase) nos adipécitos,
levando a ativacdo desta enzima. A ativagdo da ERK nessas células, por sua
vez, induziu expressédo de GLUT-1 e inibiu a expressédo de GLUT-4, que como
ja mencionado, tem acdo dependente da sinalizacéo pela insulina. Além disso,
a ativacao da ERK diminuiu a expresséo do receptor de insulina (IR) e de seus
principais substratos, contribuindo para a resisténcia insulinica do tecido
adiposo (FUJISHIRO et al., 2003).

Com base na descricdo desses mecanismos in vitro, podemos sugerir a
hipétese de que a alta concentracdo de TNF-a no tecido adiposo dos
camundongos alérgicos seja responsavel por induzir o aumento da captagao
basal de glicose pelos adipdécitos através da inducao de expressao do GLUT-1.
Desse modo, a andlise da expressdo desse transportador no tecido adiposo
dos camundongos sera uma das proximas etapas do nosso estudo.

Apesar de tanto o TNF-a quanto a IL-6 serem capazes de induzir
resisténcia insulinica nos adipocitos (FUJISHIRO et al., 2003; ROTTER et al.,
2003), observamos que a incubacgé&o com este hormoénio resultou num aumento
de aproximadamente duas vezes na captacdo de glicose pelos adipécitos dos
camundongos alérgicos. A alta concentragdo de IL-10 no tecido adiposo dos
camundongos alérgicos pode ter contribuido para a manutencdo da resposta

bY

dos adipécitos a insulina. Foi demonstrado que essa citocina é capaz de

80



bloguear os efeitos inibitorios do TNF-a na captacao de glicose dependente da
insulina. Essa acéo da IL-10 foi demonstrada em um estudo in vitro no qual o
tratamento com esta citocina preservou a expressao tanto do GLUT-4 quanto
dos substratos do receptor de insulina em adipécitos, mesmo apdés incubacgao
destas células com TNF-a (LUMENG et al., 2007). Portanto, além da expresséo
do GLUT-1, também investigaremos a expressao do GLUT-4 no tecido adiposo
dos camundongos em experimentos futuros.

Mesmo tendo sido observada a manutencdo da sensibilidade insulinica
no tecido adiposo dos camundongos alérgicos, a ocorréncia de resisténcia
insulinica sistémica nestes animais nao poderia ser descartada. Existem
evidéncias de que os acidos graxos liberados pela lipdlise descontrolada
podem se acumular no figado, muasculo e pancreas levando a resisténcia
insulinica sistémica (GUTIERREZ et al., 2009). Nestes locais, os acidos graxos
interferem na sinalizagdo da insulina, através da inativacdo do substrato do
receptor de insulina (IRS) — 1 (RAGHEB et al., 2009). Entretanto, nos testes
sistémicos, tanto a sensibilidade insulinica como a tolerancia a glicose dos
camundongos alérgicos apresentaram-se inalteradas em comparacdo aos
controles. E importante ressaltar que, mesmo com aumento da lipdlise basal no
tecido adiposo, observamos concentragfes diminuidas de &cidos graxos nao
esterificados no soro dos animais alérgicos em relagdo aos controles. Podemos
sugerir, portanto, que os baixos niveis de acidos graxos circulantes ndo foram
suficientes para induzir resisténcia insulinica sistémica nos camundongos
alérgicos.

Estudos recentes relacionam o aumento da frequéncia de células T

reguladoras CD4CD25Foxp3” no tecido adiposo com a melhora de alteracées
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metabdlicas, dentre elas a resisténcia insulinica induzida pela obesidade.
Esses estudos demonstraram que a indugdo dessas células no tecido adiposo
de camundongos obesos resulta em diminui¢do da inflamacao local através da
producdo de IL-10, contribuindo para reversdo da resisténcia insulinica tanto
neste tecido quanto nos tecidos periféricos (FEUERER et al., 2009; ILAN et al.,
2010). No nosso estudo, demonstramos aumento da frequéncia de células T
reguladoras no tecido adiposo dos camundongos alérgicos em relagdo aos
controles. Podemos sugerir, portanto, que essas células estejam contribuindo
para a elevada producéo de IL-10 no tecido adiposo dos animais alérgicos que,
por sua vez, pode antagonizar os efeitos deletérios da inflamacdo do tecido
adiposo na sensibilidade insulinica local e sistémica. Além disso, a auséncia de
citocinas pré-inflamatérias na circulagdo dos camundongos alérgicos pode ter
contribuido para a manutencéo da sensibilidade insulinica sistémica.

No nosso trabalho, demonstramos que a inflamacéo alérgica também
interferiu no metabolismo sistémico dos camundongos, sendo observadas
concentragcbes séricas reduzidas de glicose, triglicerideos, colesterol total e
acidos graxos ndo esterificados nos camundongos alérgicos em relagdo aos
controles. A reducgdo sérica da glicose é condizente com o aumento da
captacdo deste substrato pelos adipdcitos dos animais alérgicos. Ja a
diminuicdo dos substratos lipidicos circulantes € uma observacgéo inesperada,
se levarmos em consideracdo o aumento da lipélise nos animais alérgicos que
resulta na liberagéo sistémica de acidos graxos néo esterificados. Os destinos
possiveis para o0s substratos lipidicos seriam o figado e o musculo. No figado,
os acidos graxos séo preferencialmente direcionados a sintese de triacilglicerol

0s quais, dependendo das necessidades energéticas do organismo, S&o
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oxidados ou exportados como VLDL (lipoproteinas de muito baixa densidade)
(LARGE et al., 2004). O armazenamento na forma de triacilglicerol no figado
dos camundongos alérgicos parece pouco provavel, uma vez que n&o
observamos aumento do conteldo lipidico hepéatico nestes animais e nem
aspectos de esteatose hepatica pelo quadro histolégico (dados néo
mostrados). Portanto, é provavel que esteja ocorrendo aumento da B-oxidacéo
dos acidos graxos nos musculo esquelético dos camundongos alérgicos,
contribuindo para a manutengcdo da massa muscular observada nestes
animais. Andlises adicionais, como a investigacdo da B-oxidacao de lipidios no
musculo, sdo necessérias para a elucidacdo dos mecanismos envolvidos na

hipolipidemia dos camundongos alérgicos.
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6. CONCLUSOES

e A perda de peso corpOreo nos camundongos alérgicos nao esta

relacionada a anorexia, desnutricdo ou desidratacéo.
* A alergia alimentar induz a inflamagdo do tecido adiposo dos
camundongos com a producdo local de mediadores que levam a

hipotrofia deste tecido, resultando na diminui¢cdo do peso corpéreo.

* A inducdo experimental da alergia alimentar nos camundongos leva a

alteracdes metabdlicas tanto no tecido adiposo quanto sistémicas.
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CONSIDERACOES FINAIS

No projeto inicial desse trabalho, o objetivo era avaliarmos os aspectos
associados a regulacdo do peso corpéreo tanto em animais BALB/c selvagens
quanto deficientes para a citocina IL-4. Essa idéia preliminar surgiu durante o
desenvolvimento da dissertacdo de mestrado, na qual demonstramos que, na
auséncia de IL-4, os camundongos BALB/c ndo emagreciam apoés a indugéo do
nosso modelo de alergia alimentar. Portanto, achamos que seria interessante
investigar se essa citocina estaria relacionada a inducdo do emagrecimento.
Entretanto, em experimentos iniciais do doutorado, utilizando transferéncia
passiva de soro, observamos que animais deficientes em IL-4 que receberam
soro de animais selvagens alérgicos passaram a ter sinais caracteristicos da
alergia alimentar. Dessa forma, demonstramos que a importancia dessa
citocina no nosso modelo se restringe a inducdo da producdo de IgE. Com
base nessa constatagdo, julgamos desnecessarias investigacdes relacionadas
a um possivel papel da IL-4 na regulacdo do peso corporeo. Esses resultados
foram publicados no artigo cientifico anexo a essa tese (Anexo 1).

O manuscrito apresentado como Anexo Il foi redigido com base em

resultados apresentados nesta tese e sera encaminhado para publicacéo.
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ABSTRACT

To ascertain the role of IL-4 in aversion to antigen induced by food allergy, wild type and IL-4 deficient
BALB/c mice were sensitized with ovalbumin and challenged orally with egg white. Sensitized wild type
mice had increased production of IL-4 by spleen and mesenteric lymph node cells in vitro, higher levels of
serum anti-ovalbumin IgE and IgG1, aversion to ingestion of the antigen and loss of body weight after
continuous oral challenge. Intestinal changes in wild type sensitized mice included eosinophil infiltration
and increased mucus production. The IL-4 deficiency impaired the development of food allergy and the
aversion to antigen, suggesting the involvement of the antigen specific antibodies. When IL-4 deficient
mice received serum from sensitized wild type donors, the aversion was restored. These results indicate
that production of IL-4 and specific IgE/IgG1 antibodies correlate with aversion to antigen induced by
food allergy in mice.
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© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Physiological penetration of dietary macromolecules into the
organism through the gut mucosa has several recognized immuno-
logical consequences. Intestinal IgA and mucus secretion create
selective filters to the penetration of such macromolecules and
may play a decisive role in the operation of the immune system [1].

Food allergy is defined as an adverse immunological response
(hypersensitivity) to food proteins [1]. Food allergy with acute on-
set of symptoms after ingestion is usually mediated by IgE. IgE-
mediated response to an allergen results from a series of molecular
and cellular interactions. Antigen presenting cells (APCs) present
small peptide fragments in conjunction with MHC class Il mole-
cules to CD4* T cells. This interaction leads to T cell proliferation
and cytokine secretion, which promotes a Th2 type response. In
turn, Th2 cells and their products (IL-4 and IL-13) interact with
antigen-specific B cells, leading to isotype switching and the gener-

* Corresponding author. Address: Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal de Minas Gerais, Avenida Ant6nio Carlos, Bairro: Pampulha, Cep 31.270-
901. Belo Horizonte, 6627 Minas Gerais, Brazil. Fax: +55 31 3409 2810.

E-mail address: deniseccm@icb.ufmg.br (D.C. Cara).

0008-8749/$ - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cellimm.2009.12.010

ation of antigen-specific IgE, which then binds to surface receptors
on mast cells, resulting in a state termed sensitization. Upon re-
exposure, food sensitizing proteins bind to IgE specific molecules
and trigger the release of mediators such as histamine from mast
cells, which cause allergy symptoms [2].

Epidemiological studies suggest a significant increase in allergic
disease prevalence during the past two or three decades [3]. Food
allergy is particularly frequent among children and may affect their
final height and weight [4].

Mouse models of food allergy allow in vivo studies of the immu-
nological components involved in the different features of the dis-
ease. We have developed an experimental food allergy model in
which ovalbumin (Ova)-sensitized mice are given egg white solu-
tion (EWS) as the only liquid source. Ingestion of this solution by
the sensitized mice leads to increased anti-Ova IgE and IgG1 pro-
duction, intestinal edema and eosinophil infiltration in the jeju-
num. This model reproduces the clinical and pathological
changes associated with chronic food allergy and is useful for
mechanistic studies of this common clinical condition [5].

Previous studies from our group have demonstrated that given
the option of drinking water or a sweetened egg white solution,
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ovalbumin (Ova)-sensitized mice displayed an aversion to
ingestion of egg white, in contrast to control animals. Moreover,
the aversive behavior can be acquired by control non-sensitized
mice after transfer of spleen cells from sensitized animals. These
results led us to conclude that immunological components can
influence diet selection [6,7]. Aversion was later shown to be di-
rectly related to IgE production [8].

Many cytokines are involved in the development of allergy. In-
creased IL-4 production has already been demonstrated in atopic
diseases. In a murine model of food allergy induced to shrimp
tropomyosin, IL-4 and IL-13 production were induced in the spleen
and in the jejunum of sensitized mice [9]. Allergen-specific T cells
can be isolated from blood, skin, and mucosal sites in patients with
food allergy and, characteristically, they express a Th2 cell pheno-
type releasing IL-4, IL-5, and IL-13. As mentioned above, IL-4 in-
duces IgE production by B cells. This cytokine is also involved in
other allergy-associated events such as development of Th2 cells
and eosinophil infiltration of the gut mucosa [2].

The aim of this present study was to evaluate whether the pro-
duction of IL-4 and its correlation with the secretion of specific anti-
bodies can contribute to aversion to antigen ingestion and to the
development of chronic ovalbumin-induced food allergy in mice.

2. Methods
2.1. Mice

Female (6 weeks old) wild type and IL-4 deficient (IL-4—/—)
BALB/c mice were used. Wild type mice were obtained from our
animal facility at ICB/UFMG. Deficient mice were bred at the Labo-
ratory of Gnotobiology and Immunology, Departamento de Bioqui-
mica e Imunologia, ICB, UFMG. All mice received standard (Purina)
mouse chow throughout the experiment. The investigations were
consistent with the Ethical Principles in Animal Experimentation,
adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation of
our Institution (CETEA/UFMG).

2.2. Mice sensitization

On day 0O, the mice received a subcutaneous (sc) injection of
0.2 ml saline containing 10 pug Ova (five times crystallized hen’s
egg albumin; Sigma, St. Louis, MO, USA) plus 1 mg Al(OH); as adju-
vant. A second sc injection of 10 g soluble Ova was given 14 days
later (day 14). Seven days after the secondary sensitization (day
21), the bottle containing tap water was replaced with 20% EWS
(egg white solution) for a period of 1 or 2 weeks (from day 21 to
day 28 or 35). This solution contained about 10 mg Ova/ml. The
non-sensitized group received only the adjuvant diluted in saline
on day 0 and saline on day 14. Donors of serum were wild type
BALB/c mice sensitized with a subcutaneous injection of 0.2 ml sal-
ine containing 20 pug Ova (five times crystallized hen's egg albu-
min; Sigma, St. Louis, MO, USA) plus 4.5 mg Al(OH); as adjuvant
on day 0. A second sc injection of 20 ug Ova was given on day 14.

2.3. Serum antibody evaluation

Serum samples for measuring anti-Ova IgG1 and IgE were ob-
tained from groups culled after 14 days of oral antigen exposure. ELI-
SA for IgG1 was carried out using plates coated with Ova and 100 pl
of 1:8000 diluted mouse sera, with goat anti-mouse IgG1 (Southern
Biotechnology Associates, Birmingham, AL, USA) and rabbit anti-
goat labeled with peroxidase (Southern Biotechnology Associates,
Birmingham, AL, USA). The plates were developed with o-phenyl-
enediamine and H,0, and were read at 492 nm on an automated
ELISA reader (EL800, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).

Anti-Ova IgE was measured by capture-ELISA using plates coated
with rat anti-mouse IgE, 50 pl total serum and biotinylated Ova, as
previously described [10]. The results for both antibodies are re-
ported in arbitrary units using a positive reference serum (1000 U).

2.4. Culture assay and cytokine measurement

After 7 days of oral challenge, the wild type BALB/c mice were
sacrificed by cervical dislocation. Mesenteric lymph nodes and
spleen cells were harvested in a RPMI 1640 (SIGMA, USA) medium
containing 10% fetal bovine serum (Gibco, USA), 2 mM L-glutamine,
50 mM 2-mercaptoethanol, 10,000 U of penicillin, 10 mg strepto-
mycin (Gibco, USA) per ml. Red blood cells were removed by lysis
in a 0.144 M NH.CI buffer. The cells (1 x 10° cells/well) were then
incubated in 24-well plates for 72 h either with 5 mg/ml of ovalbu-
min (OVA) (five times crystallized hen's egg albumin; Sigma, St.
Louis, MO, USA) or 0.5 pg/ml of concanavalin A (con-A) (Sigma,
St. Louis, MO, USA) in an atmosphere of 5% CO, at 37 °C. After
72 h, the supernatant was removed and stored at —20 °C until fur-
ther analysis. The concentrations of IL-4 was measured by ELISA in
supernatants using commercially available antibodies and accord-
ing to the procedures supplied by the manufacturer (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA).

2.5. Body weight evaluation

Body weight was determined each week throughout the exper-
iment. The final body weight of each group was obtained from the
means of the individual values and expressed in grams (g).

2.6. Histological analysis

After 14 days of oral challenge, the mice were sacrificed by cer-
vical dislocation. The proximal jejunum was taken for histological
analysis. [t was fixed in 10% formalin in PBS, embedded in paraffin
and cut into 5 pm thick sections. The sections were stained with
periodic acid Schiff (PAS) for mucus analysis or with hematoxy-
lin-eosin to evaluate eosinophil infiltration. Ten fields from hema-
toxylin-eosin stained sections were randomly chosen at 40x
(53.333 um?/field) in order to count the number of eosinophils
and the data are reported as number of eosinophils/field. For mu-
cus analysis, three sections of the jejunum stained with periodic
acid Schiff was submitted to morphometric analysis using an im-
age analysis program running on an IBM computer. Images were
obtained at 40x (53.333 um?/field) with a JVC TK-1270/RGB
microcamera and analyzed with the KS300 software built in a Kon-
tron Eletronick/Carl Zeiss image analyzer. For the determination of
goblet cell volume, all pixels with green hues were selected for the
creation of a binary image and subsequent calculation of the total
area, and data were reported as um? PAS/field.

2.7. Aversion test

Mice were housed in individual cages for 3 days after day 21.
During this period, they received two small drinking bottles. One
bottle contained sweetened (0.5% saccharin) egg white solution
(20%) and the other contained tap water. The positions of the bot-
tles were alternated daily to control side-preferences. The amount
of liquid ingested from each bottle was determined by weighing
them daily during the aversion test. The mean consumption over
the 3 days was expressed as mg of solution ingested per gram body
weight (mgg™").

2.8. Serum transfer

Serum from the donors were collected 7 days after the second-
ary sensitization. The serum transfer to wild type and IL-4—/—
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BALB/c mice was performed by intravenous (iv) injection of 0.4 ml
of non-sensitized or hyperimmune serum. The aversion test was
carried out 3 h after the serum transfer.

2.9. Statistical analysis

Data were analyzed statistically by one-way analysis of vari-
ance (ANOVA - Tukey) or by the Student t-test when appropriate.
The level of significance was set at P < 0.05. The data shown in the
figures are reported as means + SEM for 5 animals/group.

3. Results

3.1. Specific serum antibody and IL-4 production in a murine model of
food allergy

Ovalbumin-stimulated spleen and mesenteric lymph node cells
showed increased production of IL-4 in sensitized wild type BALB/c
animals after 7 days of continuous EWS challenge (Fig. 1A).
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Fig. 1. Sensitization and continuous ingestion of EWS increased the production of
IL-4 by spleen and mesenteric lymph node cells in vitro and induced the increase in
serum concentrations of anti-Ova IgE and IgG1 in wild type BALB/c sensitized mice.
Wild type and IL-4—/— BALB/c mice were sensitized (OVA+) with 10 pg Ova plus
AI(OH); on day 0 and with 10 pug Ova on day 14. The non-sensitized group received
only the adjuvant diluted in saline on day 0 and saline on day 14. Seven days after
the secondary sensitization, all mice received EWS (20%) as the only liquid source.
After 7 days, the mice were sacrificed. The spleen and mesenteric lymph nodes were
removed for measurement of IL-4 and the serum was collected for measurement of
anti-OVA IgE and IgG1 by ELISA. Data are reported as means + SEM for 5 animals/
group. *P < 0.05 compared to non-sensitized group (OVA—). (ANOVA - Tukey).

The sensitization procedure alone induced the production of
both anti-Ova IgG1 and IgE in wild type but not in the IL-4 deficient
BALB/c mice (data not shown). Continuous ingestion of EWS
boosted the production of these specific antibodies up to the end
of the experiment in sensitized wild type but not in IL-4 deficient
BALB/c mice (Fig. 1B and C).

3.2. Weight loss following allergen ingestion was dependent on IL-4
production

After oral challenge with EWS, sensitized but not non-sensitized
wild type BALB/c mice lost about 15% of their body weight
(Fig. 2A). However, IL-4-deficient mice showed no weight loss,
even when sensitized and exposed to the antigen solution by oral
route (Fig. 2B).

3.3. Eosinophil infiltration and mucus production in the gut mucosa of
allergic mice were dependent on IL-4 production

Prolonged EWS ingestion induced a threefold increase in eosin-
ophil infiltration in the proximal jejunum of sensitized wild type
BALB/c mice compared to non-sensitized animals. However, only
few eosinophils were detected in the gut of IL-4-deficient mice,
even after sensitization and oral challenge with ovalbumin (Fig. 3).

Continuous exposure to the antigen induced a significant in-
crease in mucus production by goblet cells in the proximal jejunum
of sensitized wild type BALB/c mice when compared to non-sensi-
tized animals. On the other hand, antigen ingestion induced no in-
crease in mucus secretion in the jejunum of IL-4-deficient mice,
even when these animals were subjected to the sensitization pro-
tocol (Fig. 4).
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Fig. 2. Weight loss following allergen ingestion was dependent on IL-4 production.
Wild type and IL-4—/— BALB/c mice were sensitized (OVA+) with 10 pg Ova plus
AI(OH); on day 0 and with 10 pg Ova on day 14. The non-sensitized group received
only the adjuvant diluted in saline on day O and saline on day 14. Seven days after
the secondary sensitization, all mice received egg white solution (20%) as the only
liquid source. The mice were weighed weekly throughout the experiment, Data are
reported as means + SEM for 5 mice in each group. *P<0.05 compared to non-
sensitized group (OVA-). (Student t-test).
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Fig. 3. Eosinophil infiltration in the gut mucosa of allergic mice was dependent on IL-4 production. Wild type and IL-4—/— BALB/c mice were sensitized (OVA+) with 10 pug
Ova plus Al(OH); on day 0 and with 10 pig Ova on day 14. The non-sensitized group received only the adjuvant diluted in saline on day 0 and saline on day 14. Seven days after
the secondary sensitization, all mice received EWS (20%) as the only liquid source. After 14 days, the mice were sacrificed and the proximal jejunum was collected. The
number of eosinophils was evaluated in 10 fields of the jejunum. (A) non-sensitized wild type BALB/c mice; (B) sensitized wild type BALB/c mice; (C) Non-sensitized IL-4—/—
mice; (D) sensitized IL-4—/— mice. Bar = 50 pum. Data are reported as means + SEM of number of eosinophils for 5 animals in each group. *P < 0.05 compared to non-sensitized

group (OVA—). (ANOVA - Tukey).

3.4. Aversion to antigen ingestion was dependent on IL-4 production

When a choice of water or sweetened egg white solution (EWS)
was offered, only ovalbumin-sensitized wild type BALB/c mice dis-
played aversion to the ingestion of the antigen solution. The vol-
ume of sweetened EWS ingested by these animals was four times
lower than the volume ingested by non-sensitized group. In con-
trast, sensitized IL-4 deficient animals did not avoid ingesting the
antigen solution (Fig. 5). Ingestion of water did not differ signifi-
cantly among groups when non-sensitized and sensitized animals
were compared (data not shown).

3.5. Aversion to antigen ingestion was dependent on specific antibody
production

To investigate whether the effect of IL-4 in aversion was a direct
effect or whether it depended of specific antibody production asso-
ciated with IL-4, IL-4-deficient mice were transferred with serum
from sensitized BALB/c mice. The serum transferred showed IgE
levels similar to sensitized mice that were submitted to aversion
test, even though the donors were not challenged orally with the
antigen. When 0.4 ml of serum from sensitized donors was trans-
ferred to wild type or IL-4—/— BALB/c mice, a significant aversion
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Fig. 4. Mucus production in the gut mucosa of allergic mice was dependent on IL-4 production. Wild type and IL-4—/— BALB/c mice were sensitized (OVA+) with 10 pg Ova
plus Al(OH); on day 0 and with 10 p1g Ova on day 14. The non-sensitized group received only the adjuvant diluted in saline on day 0 and saline on day 14. Seven days after the
secondary sensitization, all mice received EWS (20%) as the only liquid source. After 14 days, the mice were sacrificed and the proximal jejunum was collected. The tissue was
stained with P.A.S and the mucus production by goblet cells was evaluated in three fields of the jejunum. (A) non-sensitized wild type BALB/c mice; (B) sensitized wild type
BALB/c mice; (C) non-sensitized IL-4—/— mice; (D) sensitized IL-4—/— mice. Bar = 50 pm. Data are reported as means + SEM of mucus production for 5 mice in each group
*P < 0.05 compared to non-sensitized group (OVA-). **P < 0.05 compared to wild type (WT) groups. (ANOVA - Tukey).

to the ingestion of sweetened EWS was observed in both groups
(Fig. 6). In contrast, the transfer of serum from non-sensitized do-
nors did not induce the aversive behavior in any of the groups
(data not shown).

4. Discussion

The gut has the greatest body surface area exposed to the out-
side environment, including food antigens. Normally, dietary pro-

teins induce oral tolerance, which is the suppression of immune
responses to antigens that have been administered previously by
the oral route. Abrogation of oral tolerance or failure to induce oral
tolerance may result in the development of food allergy, character-
ized by the occurrence of IgE-producing B cells in response to acti-
vated T-helper type 2 (Th2) effector lymphocytes and cytokines
like IL-4 [2]. We demonstrated that the cytokine IL-4 and its corre-
lation with specific IgE and IgG1 antibodies are important for the
development of almost all the characteristics of animal models of

104



LPA. Dourado et al./Cellular Immunology 262 (2010) 62-68 67

0.3 §
> [ Iwater
4= mmEWS
-~ 202
5z
2
= D
22 01
g’ =

0.0

OVA- OVA+ OVA- OVA+
WT IL-47"

Fig. 5. Aversion to antigen ingestion was dependent on 1L-4 production. Wild type
and IL-4—|— BALB/c mice were sensitized (OVA+) with 10 pg Ova plus Al(OH); on
day 0 and with 10 pg Ova on day 14. The non-sensitized group received only the
adjuvant diluted in saline on day 0 and saline on day 14. After 7 days, the mice were
housed in individual cages for 3 days with the option of drinking sweetened EWS or
water. Data are represented as means + SEM and expressed as mg of sweetened
EWS ingestion per gram of body weight (mgg '). *P<0.05 compared to water
ingestion (ANOVA - Tukey).
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Fig. 6. Aversion to antigen ingestion was dependent on specific antibody produc-
tion. The donors mice were sensitized (OVA+) with 20 ug plus AI(OH); on day 0 and
with 20 ig Ova on day 14. After 7 days, the serum of the donors was transferred to
wild type or IL-4—/— BALB/c mice. The recipient mice were housed in individual
cages for 3 days with the option of drinking sweetened EWS or water. Data are
represented as means + SEM and expressed as mg of sweetened EWS ingestion per
gram of body weight (mgg'). *P<0.05 compared to water ingestion (ANOVA -
Tukey).

food allergy such as aversion to antigen ingestion, weight loss,
hypersecretion of mucus and eosinophilic tissue infiltrate.

In this study, IL-4 production was increased after the stimula-
tion with ovalbumin in spleen and mesenteric lymph nodes cul-
tures of sensitized animals after 7 days of oral challenge. This
high expression of IL-4 corroborates the hypothesis that the pro-
duction of Th2 cytokines is increased in animal models of food al-
lergy [11-13].

When ovalbumin-sensitized wild type BALB/c mice are given
EWS as the only liquid option, they develop several local signs of
food allergy such as mucus hypersecretion, eosinophil infiltration,
edema and an increased number of mast cells in the intestinal mu-
cosa. In addition, increased serum anti-ovalbumin IgG1 and IgE
and dramatic weight loss are observed [5]. Previous studies by
our research group have demonstrated that this weight loss is
not associated with decreased liquid or food consumption (unpub-
lished data). Rather, this alteration may be associated with immu-
nological factors related to Th2 cytokines and antibodies, since IL-
4—[— BALB/c animals did not lose body weight when subjected to
the protocol for inducing food allergy. As IL-4—/— mice produced
very low IgE and IgG1 levels, it is plausible that increased antibody
secretion is necessary for the weight loss triggered by the allergic
process.

Despite the enhancement of weight loss and antibody secretion,
the intestinal alterations due to chronic antigen ingestion were lar-

gely regulated in our food allergy model. The mucosal immune sys-
tem uses a number of mechanisms to avoid an injurious immune
response to food antigens, including the presence of regulatory T
cells in the lymphoid tissue of the gut and a physical filter repre-
sented by the mucus that limits antigen absorption [1]. Even in
the presence of the immunosuppressive mechanisms in the intes-
tinal mucosa, we were able to sensitize the animals, except the [L-4
deficient ones, by parenteral antigen administration, and the oral
challenge induced mucus hypersecretion and increased eosinophil
infiltration in the intestinal mucosa of the wild type sensitized
group. Mucus hypersecretion is a common characteristic of allergic
inflammation and has been shown to be IL-4 and IL-13 dependent
[14]. The importance of IL-4 was confirmed in our study, since mu-
cus production was impaired in IL-4—/— animals and even the par-
enteral antigen administration and challenge were not able to
induce the increase in mucus secretion.

In chronic allergic diseases, eosinophils are primed by IL-5 and
attracted by chemokines, infiltrating the tissue, during continuous
antigen exposure. These cells are responsible for the late phase of
the allergic reaction, producing a basic protein that is toxic to the
epithelium [15]. In addition to reduction in mucus secretion, IL-
4—[— BALB/c mice showed a diminished eosinophil infiltration in
the jejunum than wild type animals, and the sensitization proce-
dure and prolonged EWS ingestion did not change this profile. Pre-
vious studies have shown that, in a murine model of allergic
asthma, IL-4 deficient mice displayed substantially fewer eosino-
phils in the lung tissue and bronchoalveolar lavage (BAL). These
observations indicate that IL-4 is a central mediator in allergic air-
way inflammation, interfering with antigen-induced eosinophil
recruitment [16-18].

When ovalbumin-sensitized wild type BALB/c mice were of-
fered both water and EWS as liquid options, they displayed aver-
sion to allergen ingestion [6]. We suggest that the flavor-aversive
behavior observed in sensitized animals is an additional mecha-
nism to protect against antigen entry by the oral route, contribut-
ing to the integrity of the intestinal mucosa. However, in this
present study we have shown that when IL-4 is absent, these mice
did not avoid ingesting the sweetened EWS even when subjected
to the sensitization protocol with Ova. It is important to note that
wild type BALB/c mice produced high levels of anti-Ova IgE and
IgG1 after sensitization and that these levels were even higher
after antigen ingestion; but IL-4 deficient mice did not show an
accentuated humoral response, since this cytokine is crucial for
IgE and IgG1 synthesis [19,20]. It has already been demonstrated
that IgE production is essential for the development of food aver-
sion: anti-IgE antibody treatment before oral challenge prevented
the aversion to ingesting EWS in Ova-sensitized mice [8]. Our data
confirm these previous observations and describe an upstream
step in the net of factors triggering aversion to allergen ingestion
in allergic animals: production of the cytokine IL-4.

Evidence suggests that food allergy influences behavioral
changes and alters brain function. It has been demonstrated, for in-
stance, that the aversion to antigen ingestion by sensitized animals
is associated with elevated anxiety levels and to increased neuro-
nal activation in emotionality-related brain areas. The develop-
ment of food allergy and the resulting brain activation seem to
be induced by mast cell degranulation, since these events are not
observed in animals treated with anti-IgE antibodies [8,21]. A sur-
prising number of mast cells in human and rat intestines are in
contact with peptidergic nerves [22]. Hence, it is likely that IgE-in-
duced mast cell degranulation is the major mechanism of food al-
lergy signaling to the brain [8].

In this present study, we have shown that the same animals
that demonstrated aversion to antigen ingestion when given a
choice of liquid sources developed impressive food allergy signs
when restricted to continuous ingestion of antigen solution. Hence,
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we may infer that the same mechanism that triggers the aversive
behavior in sensitized animals also leads to the development of
food allergy when no choice of liquid source is available. We
suggest that the development of the aversive behavior and the
induction of the food allergy depends on the secretion of specific
antibodies, since the IL-4—/— mice did not demonstrated these
alterations and showed very low levels of anti-Ova IgE and IgG1
in the serum.

To address if the cytokine IL-4 influences the aversion to anti-
gen only by inducing the specific antibodies production, we trans-
ferred serum from sensitized animals to non-sensitized wild type
and IL-4 deficient BALB/c mice. We were able to demonstrate that
IL-4 is important to the development of food aversion only because
it induces the production of specific antibodies, since when the IL-4
deficient animals were reconstituted with serum from sensitized
donors, they demonstrated the aversive behavior even in the ab-
sence of this cytokine.

Taken together, these results support the hypothesis that pro-
duction of the cytokine IL-4 and consequently specific IgE/IgG1
antibodies directly correlate with development of aversion to anti-
gen ingestion in the ovalbumin-induced model of food allergy.
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Abstract

Objective: We investigated whether the body weight loss observed in a model
of food allergy in mice was associated with inflammatory and metabolic
alterations.

Research Methods and Procedures: BALB/c mice have been sensitized
subcutaneously with ovalbumin. After 21 days they received antigen-containing
diet for 7 days. Body weight and food consumption were measured throughout
this period. Mice were sacrificed on the 28th day. We weighted evaluated
lipolysis and TNF-a, IL-6 and CCL2 levels in the epididymal adipose tissue.
Moreover, we investigated leukocyte interactions with the microvasculature of
the adipose tissue using intravital microscopy. We have also weighted the
muscle gastrocnemius and measure serum levels of triglyceride, glucose, total
cholesterol and free fatty acids (FFA).

Results: We found that allergic mice lost approximately 16% of their body
weight after 7 days of continuous oral challenge with a significant decrease in
epididymal adipose tissue mass. This decrease was associated with increased
lipolysis and local inflammation represented by elevated levels of TNF-a, IL-6
and CCL2, increased leukocyte rolling and adhesion in the microvasculature
and high frequency of F4/80+ cells. Furthermore, we observed lower serum
concentrations of triglyceride, glucose, total cholesterol and FFA in the allergic
mice when compared to controls. The food intake and the weight of

gastrocnemius muscle did not differ between groups.
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Conclusion: Our results suggest that the induction of experimental food allergy
in mice leads to adipose tissue inflammation and systemic metabolic alterations

that may contribute to the body weight loss observed after antigen ingestion.

Key words: food allergy; mice; weight loss; ovalbumin; adipose tissue; lipolysis.
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Introduction

Food allergy is defined as an adverse immunological response
(hypersensitivity) to food proteins. The normal immune response to dietary
proteins is associated with the induction of oral tolerance, which depends on an
intact and immunologically active gastrointestinal barrier. The disruption of this
barrier may lead to food allergy because alters the normal state of oral
tolerance to food [1]. Food antigen induced allergic immune responses are
generally characterized by the production of T-helper type 2 (Th2) -type
cytokines, an increase in IgE antibody levels and infiltration of eosinophils
and/or mast cells into the intestinal tract. Immunoglobulin E (IgE)-mediated food
allergy (type | food allergy) accounts for the majority of food allergic reactions
and the onset of symptoms can occur immediately after the allergen ingestion
[2].

There is substantial data that the prevalence of sensitization to common
allergens has increased markedly over the last half century, and there is also
some evidence that sensitization to food has increased [3; 4]. It is of
considerably interest that food allergy is particularly frequent among children [5].
The treatment strategy for most food allergic diseases is based on allergen
avoidance. This approach may present potential adverse nutritional deficiencies
related to inadequate growth, neurological development and cardiovascular
health [6; 7]. The understanding of the mechanisms involved in allergic
inflammation may provide useful insights into disease pathophysiology and aid

in the development of novel therapeutic strategies.
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Mouse models of food allergy allow relevant in vivo studies of the
mucosal immune system to be conducted. Our group has developed an
experimental model of food allergy in which ovalbumin (Ova)-sensitized
BALB/c mice are given the antigen orally. This model mimics several
pathological changes that occur in patients with food allergy (e.g. increased
anti-Ova IgE and IgG1 production, intestinal edema and eosinophil infiltration
in the jejunum). One of the most striking systemic alterations observed in the
Ova-sensitized mice is an accentuated weight loss after the chronic antigen
ingestion [8]. Although similar significant weight reduction has been observed
in other murine models of food allergy, the mechanisms underlying the
weight loss are not yet elucidated [9; 10].

Body mass is controlled by the balance of energy intake and energy
expenditure. Energy use requires the coordination of key lipid and
carbohydrate metabolic pathways. Fatty acids (FAs) are stored in adipose
tissue as triacylglycerols (TAGS) constituting an important fuel reserve [11].
Lipid deposition in adipose tissue is dependent on the availability and uptake
of exogenous nonesterified fatty acids released from plasma lipoproteins by
lipoprotein lipase (LPL) and the rate of de novo synthesis (lipogenesis) of FA
within the tissue, using glucose as the main substrate [12]. The amount of FA
released to the blood stream from stored TAG is mainly dependent on the
rate of lipolysis, mediated by hormone-sensitive lipase [13; 11].

Body weight reduction may be observed in various chronic disease (e.g.
cancer, arthritis and inflammatory bowel disease) [14-16]. The excessive
body weight loss seen in this condition may be related to increased energy

demand required for proper inflammatory response, inducing redistribution of
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substrates to generate energy for cells involved in inflammation. This process
especially involves the mobilization of lipids stored in the adipose tissue [17;
18].

We hypothesized that the inflammatory process induced by experimental
food allergy in mice could interfere with the metabolism. Hence, the aim of
this study was to evaluate the mechanisms involved in weight loss observed

in allergic mice after the chronic antigen ingestion.
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Materials and Methods

Animals

Six weeks old male BALB/c mice were obtained from our animal facility
(ICB/UFMG). All mice have received standard (Purina, Belo Horizonte, MG,
Brazil) mouse chow until the antigen challenge. The investigations were in
accordance with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by
the Ethics Committee in Animal Experimentation of our Institution

(CETEA/UFMG).

Mice sensitization

All injections were performed subcutaneously. The control group received 0.2
ml saline (0.9%) with adjuvant [1L mg AI(OH)s ] on day O and saline on day 14.
The allergic group received 0.2 ml saline (0.9%) with adjuvant and 10 pg Ova
(five times crystallized hen’s egg albumin; Sigma, St. Louis, MO, USA) on day 0
and saline with 10 pg soluble Ova on day 14. Seven days after the secondary
sensitization (day 21), the standard chow was replaced with 14% Ova
containing diet for a period of one week (day 21 until 28). This diet was
prepared using a lyophilized egg white (Salto’s, Belo Horizonte, MG, Brazil) and

nutrient contents were the same specified for AIN-93G [19].
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Measurements of body weight, food intake, and tissu e collection

Body weight was determined once a week throughout the four weeks. Food
consumption was assessed every day.

After seven days of continuous antigen challenge, mice were
anesthetized with 10mg/kg xylazine and 200 mg/kg ketamine hydrochloride —
intraperitoneal (i.p) and serum samples were obtained from all groups. Later,
mice were euthanized by i.p. injection of the same anesthetic solution, and the
epididymal fat and the muscle gastrocnemius were collected and weighted. The
weight of these tissues was correlated to the body weight of the animals.
Epididymal fat fragments were immediately frozen in liquid nitrogen and stored

at -80°C and or fixed in 10% neutral formalin for posterior analysis.

Histological evaluation of epididymal adipose tissu e

Epididymal fat pads from allergic and control mice were fixed in 10% neutral
formalin for 24 h, dehydrated in absolute ethanol, cleared in xylene and then
embedded in paraffin. The histological sections (5um) sections were stained
with Harris haematoxylin counterstained with eosin, and then evaluated by light
microscopy. Sections were analyzed by using a microscope (Olympus BX41)
equipped with a digital camera (Moticam 2500) for quantification of adipocyte
size. The cell area was measured in 50 adipocytes per animal, using the Image
J software.

To evaluate the number of mast cells, epididymal fat pads were fixed in

Carnoy for 1h, dehydrated in absolute ethanol, cleared in xylene and then
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embedded in paraffin. The histological sections (7um) were stained with
Toluidine blue and evaluated by light microscopy. Ten fields were chosen

randomly in order to count the number of mast cells.

Intravital microscopy visualization of epidymal adi pose tissue

microvasculature

Intravital microscopy was performed in the epididymal adipose tissue
microcirculation. Briefly, mice were anesthetized with 10mg/kg xylazine and 200
mg/kg ketamine hydrochloride i.p. The right jugular vein was cannulated and
rhodamine 6G (Sigma, St. Louis, MO, USA) was injected intravenous (i.v.)
(0.15mg/kg) to measure the leukocyte — endothelial cell interactions.
Rhodamine epiilumination was achieved with 150W variable HBO mercury lamp
In conjunction with a Zeiss filter set 15 (546/12-nm band — pass filter, 580-nm
Fourier transforms, 590-nm late potentials; Zeiss, Wetzlar, Germany). The
microscopic images were captured with a video camera (5100 HS; Panasonic,
Secaucus, NJ) and recorded on an S-VHS videotape, using both filters blocks
consecutively. Data analysis was performed off - line.

Rolling leukocytes were defined as those cells moving slower than the
cells at a regular flux in a given vessel. The flux of rolling cells was measured as
the number of rolling cells passing by a given point in the venule per minute,
with results expressed as cells/minute. A leukocyte was considered to be
adherent if it remained stationary for at least 30 seconds, and total leukocyte
adhesion was quantified as the number of adherent cells within a 100-um length

of venule, with results expressed as cells/100um.
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Adipocyte isolation

Adipocytes were isolated from epididymal fat pads as previously described [20].
Briefly, digestion was carried out at 37°C, with constant shaking for 45 min.
Cells were filtered trough nylon mesh and washed three times with buffer
containing (in mmol/l): 137 NacCl, 5 KCl, 4.2 NaHCO3, 1.3 CaCl,, 0.5 MgCl,, 0.5

KH2PO,4, 20 HEPES (pH7.4), and 1% BSA.

Analysis of adipose tissue macrophages by flow cyto metry

Epididymal fat from mice was digested as described above. Adipose tissue
derived stromal vascular cells were washed with DMEM supplemented with
10% FCS, counted, labeled with conjugated antibody for F4/80 (Biolegend) or

their respective isotype control, and analyzed with a FACScan.

Adipose tissue cytokine and chemokine measurement

Epididymal adipose tissue extracts were obtained during the necropsy and were
stored on ice. Thereafter, using Ultra-Turrax, the tissue was homogenized in
extraction solution (100 mg of tissue per 1 mL) containing 0.4 M NaCl, 0.05%
Tween 20, 0.5% BSA, 0.1 mM phenylmetilsulfonil fluoride, 0.1 mM benzetonio
chloride, 10 mM EDTA and 20 KIU aprotinin. The adipose tissue homogenate
was spun at 10000 x g for 10 min at 4C and the sup ernatants were stored at -
70C. The levels of TNF-q, IL-6, IL-10 and CCL-2 were measured by ELISA in

supernatants of epididymal adipose tissue, at 1:3 dilution in PBS containing 1%

117



BSA, using commercially available antibodies and according to the procedures

supplied by the manufacturer (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

Lipolysis measurements

Lipolysis was measured by following the rate of glycerol release, as previously
described [21]. After an initial wash, adipocytes were incubated at 37°C in a
water bath for 60 min in the presence or absence of isoproterenol (ISO,
0.1umol/L). At the end of incubation period, and aliquot of the infranatant was
removed for enzymatic determination of glycerol released into the incubation

medium (LABTEST, Lagoa Santa, MG, Brazil).

Serum analysis

Serum triglyceride, total cholesterol and glucose were assayed by conventional
enzymatic methods using kits (KATAL, Belo Horizonte, MG, Brazil). FFAs were
estimated using commercial kit from Wako (Pure Chemical Industries, Japan).

Statistical analysis

Data were analyzed statistically by one-way analysis of variance (ANOVA -

Tukey) or by the Student t-test when appropriate. The level of significance was

set at P<0.05.
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Results

Food allergy leads to the loss of body weight and d ecreased fat mass in

mice

Allergic but not control mice lost approximately 16% of their body weight after 7
days of Ova oral challenge (Figure 1A). We have also observed a marked
reduction of epididymal adipose tissue mass in the allergic mice (Figure 1B),
while the weight of gastrocnemius muscle remained unchanged (Figure 1C).
Despite the loss of body weight and adipose tissue mass, the allergic mice did
not exhibit a decrease in the Ova containing diet intake relative to control

(Figure 1D).

Epididymal adipose tissue from allergic mice show d ecreased adipocyte

area and increased infiltration of mast cells

Morphometric analysis has revealed that the adipocyte size, determined as cell
area (Figure 2A), was strongly reduced in allergic mice (Fig. 2D), when
compared to controls (Figure 2C).

The histological evaluation has also shown that the number of mast cells
(Figure 2B) infiltrating the epididymal adipose tissue from allergic mice (Figure

2F) was higher than the observed in the controls (Figure 2E).
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Leukocyte rolling and adhesion are increased in the epididymal adipose

tissue of allergic mice

We analyzed the epididymal fat microcirculation using the intravital microscopy
to investigate whether the antigen ingestion in sensitized mice could induce an
inflammatory process in the adipose tissue. Figures 3A and 3B demonstrate a
large increase in leukocyte rolling and adhesion in the venules of allergic mice

relative to control.

Epididymal adipose tissue from allergic mice exhibi t high frequency of

F4/80" cells among stromal cells

We analyzed the stromal vascular cells derived from epididymal adipose tissue
using flow cytometry to address the frequency of cells expressing F4/80
(macrophage marker). The stromal cells of allergic mice demonstrated a higher

percentage of cells expressing F4/80 when compared to controls (Figure 3C).

Alterations in adipose tissue from allergic mice ar e associated with

increased levels of TNF- a, IL-6 and CCL2

TNF-a, IL-6 and CCL2 levels were determined to evaluated whether adipose
tissue derived cytokines and chemokines were involved in the alterations
induced in the epididymal fat of allergic mice. We found increased production of
all the cytokines or chemokine investigated in the epididymal adipose tissue of
allergic mice when compared to control mice (Figure 4A, B e C).
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Epididymal adipose tissue from allergic mice show i ncreased lipolytic

activity

Adipocytes were incubated in a basal or ISO-stimulated conditions to determine
the effect on lipolysis of the antigen ingestion in sensitized mice. The adipocytes
from allergic mice showed an increased basal lipolysis relative to control. The
presence of ISO produced a significant increase in lipolytic rate in both groups

(Figure 4D).

Triglyceride, glucose, FFA and total cholesterol ar e decreased in the

serum of allergic mice

Fasting serum triglyceride (Figure 5A), FFA (Figure 5B), total cholesterol
(Figure 5C) and glucose levels (Figure 5D) were significantly decreased in
allergic mice after the antigen ingestion when compared with the control
animals.

Fed blood glucose levels also had a significant reduction (approximately

12%) in allergic animals (data not shown).
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Fig.1. Allergic mice lose body weight and epididymal adipose tissue mass. The body
weight was assessed weekly (A) and food intake was determined daily (D) throughout
the experiment. The epididymal fat (B) and gastrocnemius muscle (C) were collected,
weighted and correlated to body weight. Data are reported as means + SEM for 6 mice

in each group. *P < 0.05 compared to control group. (Student t-test).

122



>
2

1.00- =1 Control
[ ® = Allergic

0.751

0.50

Mast cell / fleld

Fig.2. Decreased adipocyte area and increased number of mast cells in the epididymal
adipose tissue of allergic mice. The area of 50 adipocyte from each animal was
measured in hematoxylin-eosin stained sections of epididymal adipose tissue (A, B and
C). The number of mast cells was evaluated in ten fields of Toluidine blue stained
sections of epididymal adipose tissue (B, E e F). C and E: illustrative pictures of
epididymal adipose tissue from control mice. D and F: illustrative pictures of epididymal
adipose tissue from allergic mice. Arrows indicate mast cell. Data are reported as
means + SEM for 6 mice in each group. *P < 0.05 compared to control group. ~P<0,05

compared to allergic basal group (Student t-test / ANOVA - Tukey).
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Fig.3. Epididymal adipose tissue of allergic mice exhibits increased number of rolling
and adherent leucocytes and high frequency of macrophages. The leucocyte rolling (A)
and adhesion (B) to the microvasculature of epididymal adipose tissue were assayed
by intravital microscopy. The frequency of F4/80 positive cells among the stromal cells
of epididymal adipose tissue were investigated by flow cytometry. Data are reported as
means + SEM for 3 mice in each group. *P < 0.05 compared to control group. (Student

t-test).
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Fig.4. Elevated levels of the cytokines TNF-a and IL-6 and the chemokine CCL2 and
increased lipolysis in the epididymal adipose tissue of allergic mice. The epididymal
adipose tissue was assayed for TNF-a (A), IL-6 (B) and CCL2 (C) levels by ELISA. The
glycerol release by isolated epididymal adipocytes were measured in the absence
(basal) and presence of isoproterenol (D).Data are reported as means + SEM for 6

mice in each group. *P < 0.05 compared to control group. (Student t-test).
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Fig.5. The levels of triglyceride, glucose, FFA and total cholesterol are decreased in
the serum of allergic mice. Serum concentrations of triglyceride (A), glucose (B), FFA
(C) and total cholesterol (D) were measured in overnight fasted mice. Data are
reported as means + SEM for 6 mice in each group. *P < 0.05 compared to control

group. (Student t-test). FFA (free fatty acids).
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Discussion

In the present work, we used an experimental model of food allergy in which
Ova-sensitized mice are chronically fed with the antigen [8]. Our results show
that the allergic mice, despite the normal food intake, demonstrated an
accentuated weight loss with a marked reduction in epididymal adipose tissue
mass and important metabolic changes such as decreased triglyceride, FAs
and glucose serum levels. We also investigated whether the inflammation
associated to the food allergen ingestion was linked with the adipose tissue
loss. We have shown, for the first time, that the induction of experimental food
allergy leads to adipose tissue inflammation, with a marked increase in the
number of rolling and adherent leukocyte in the microvasculature, increased
frequency of F4/80 positive cells and mast cells within the stromal cells and high
levels of pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-6) and chemokine CCL2. This
local inflammation could be, at least in part, responsible by the increased
adipocyte lipolysis, which can contribute to the decreased fat pad mass in
allergic mice.

It is well established that inflammatory conditions favors a catabolic state
and suppresses anabolic pathways. Energy redistribution and particularly the
mobilization of stored lipids occurs to redistribute nutrients to the cells involved
in the inflammatory response [17;18]. In accordance with this, mice with acute
colitis use preferentially fat instead of carbohydrates as an energy substrate,

whereas healthy controls use carbohydrates as the main energy substrate [22].
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We have shown that the induction of the experimental food allergy leads
to inflammatory alterations in epididymal adipose tissue. Among these
alterations is the increased number of mast cells in the adipose tissue from
allergic mice. Previous studies have already demonstrated that allergic mice
present high levels of circulating Ova specific IgE in our experimental model [8].
Therefore, it is likely that these antibodies can trigger the degranulation of mast
cells in the adipose tissue once these cells present FceRI receptors specific for
IgE. During allergic responses, the antigen activates FceRI -bound specific IgE
and initiate degranulation of the mast cell with the release of various pro-
inflammatory mediators, including some cytokines like TNF-qa, IL-1 and IL-6 [23;
24]. Traditionally thought as mediators of allergic responses, recently, mast cell
involvement in obesity has been shown. A recent study demonstrated that the
depletion of mast cells resulted in reduced adipose tissue macrophage content
in obesity, suggesting that mast cells may be involved in adipose tissue
macrophage (ATM) recruitment [25].

The epididymal adipose tissue from allergic mice has also demonstrated
a high frequency of cells expressing F4/80, a marker of mature macrophage
[26], associated with high local levels of the chemokine MCP-1. These findings
are in agreement with previous studies which have established that over
expression of MCP-1 in adipose tissue results in increased macrophage
recruitment [27; 28]. Macrophages represent a prominent source of
inflammatory mediators in adipose tissue [29; 30] that can both initiate and
maintain the inflammatory milieu during allergy.

Apart from stromal cells, there is growing evidence showing that

adipocytes also produce and secrete bioactive molecules, referred to as
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adipocytokines. During inflammation the production of substances like leptin,
TNF-a and IL-6 by adipocytes and stromal cells can be up regulated and
contribute to the pro-inflammatory milieu in the adipose tissue [31]. We have
shown increased TNF-a and IL-6 levels in the epididymal adipose tissue from
allergic mice and it is likely that these cytokines may be acting to induce and
exacerbate the local inflammation. We could hypothesize that the high
production of TNF-a seen in the adipose tissue from allergic mice contributes to
increase the leukocyte migration in the microvasculature of this tissue because
TNF-a up regulates endothelial adhesion molecules allowing the recruitment of
leukocytes into sites of inflammation [32].

A previous study, using an in vitro co culture system composed of
adipocytes and macrophages, demonstrated that a paracrine loop involving
saturated FAs and TNF-a derived from adipocytes and macrophages,
respectively, establishes a vicious cycle that augments the inflammatory
changes; leading to marked up-regulation of pro inflammatory adipocytokines,
such as MCP-1, TNF-a and IL-6. It was postulated that TNF-a, which is derived
mostly from infiltrated macrophages in adipose tissue, acts on the receptor in
adipocytes, thereby inducing proinflammatory cytokine production and
adipocyte lipolysis. The saturated FAs released from adipocytes by lipolysis
activity, in turn, induces inflammatory changes in macrophages via Toll like
receptor 4 (TLR4), accelerating the adipose tissue inflammation [33]. It has
already been demonstrated in vitro that TNF-a increases lipolysis in adipocytes
presumably via nuclear factor — kB dependent mechanism [34]. The lipolytic

action of TNF-a was confirmed in vivo once it has been reported that
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administration of recombinant TNF-a to human subjects increases whole body
lipolysis by 40% [35].

The cytokine IL-6, which was also found increased in epididymal adipose
tissue from allergic mice, presents a clearly lipolytic action with weight-reducing
properties [36]. Loss of body weight in mice with acute colitis was associated
with highly elevated plasma levels of IL-6 [22]. Therefore, it is very plausible that
both TNF-a and IL-6 can contribute to the increased basal lipolytic activity seen
in adipose tissue from allergic mice in our study.

We have also demonstrated that the adipocyte area is decreased in the
epididymal adipose tissue from allergic mice. Adipocyte atrophy may be
attributable to a decrease in lipid deposition or an increase in the lipolysis rate
[37]. We can infer that the increased basal lipolysis contributes to the
diminished size of adipocytes in allergic mice. On the other hand, the increased
macrophage infiltration in the adipose tissue may be related to an occurrence of
apoptotic adipocytes [38]. Thereby, the number of adipocyte can also be
diminished in the adipose tissue from allergic mice. Further studies are needed
to investigate whether alterations in lipogenesis and/or adipocyte hypoplasia are
also involved in the adipose tissue loss observed in our model.

In summary, the inflammatory state induced by food allergy probably
contributed to the metabolic changes, represented by the increased lipolysis
activity associated with a reduction in the adipose tissue mass with decreased
adipocyte size. These alterations culminate in greater loss of body weight after
the ingestion of the Ova containing diet in the allergic mice. In this sense, our
study provides important contributions about the mechanisms involved in the

body weight loss in animal models of food allergy.
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Conclusion

We can conclude that the induction of experimental food allergy leads to
epididymal adipose tissue inflammation. This inflammatory condition can trigger
local and systemic metabolic alterations that culminate in the extensive loss of

body weight observed in the allergic mice.
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