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Resumo

Asma e obesidade sdo doencas que acometem um numero crescente de individuos.
A concomitancia das mesmas € razdo de preocupacdo, tendo em vista que
individuos obesos apresentam uma maior taxa de exacerbacdo da asma, sao mais
resistentes aos tratamentos convencionais e apresentam um fenétipo distinto da
doenca. A ocorréncia de neutrofilia, em detrimento da eosinofilia; associado a baixos
niveis de IgE € uma caracteristica de obesos-asmaticos. Entretanto, pouco se sabe
sobre a influéncia da obesidade na reposta imune em orgaos linfoides periféricos
durante o desenvolvimento da asma alérgica, principalmente sobre os principais
componentes dos centros germinativos, linfocitos B e T foliculares (Tgy). Além disso,
estudos tem buscado desenvolver tratamentos mais eficazes pra esse subgrupo de
pacientes. Dentre essas alternativas o uso de antibidticos macrolideos, como a
azitromicina pode ser uma forma de tratar casos de asma resistente, que
apresentem um perfil neutrofilico. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito da obesidade sobre os mecanismos envolvidos na imunopatogénese
da alergia pulmonar experimental induzida por OVA/HDM, bem como avaliar o efeito
da azitromicina nesses modelos. Além dos parametros histologicos, dosagem de
citocinas e avaliacdo da funcdo pulmonar, também foi avaliada por
imunofenotipagem a composicdo da populacdo de células nos orgaos linfoides
periféricos, durante a reposta alérgica. Foi observado um dano a resposta imune em
animais obesos alérgicos desde o epitélio, com a menor producgéo de IL-25 e TSLP,
associada a menor ativacdo e migracdo de células dendriticas para os linfonodos.
Nos orgéos linfoides periféricos foi observado um perfil diferenciado de resposta,
com regulacdo de células B e Tgy, € maior diferenciacdo de células T foliculares
regulatorias. Além disso, esses 6rgados apresentaram respostas alérgicas distintas,
com uma maior influéncia da obesidade no baco, promovendo a polarizacdo para
Twl7; e exacerbacdo do perfil Ty2 nos linfonodos. Essas modificacdes refletiram nos
menores niveis de IgE e aumento de IgG2a. Nos pulmfes houve aumento de
neutrofilia e reducdo da eosinofilia, associado a menor producdo de CCL11. O
tratamento com azitromicina reduziu muitos parametros relacionados a asma, dentre
eles, a neutrofilia, a resposta Tyl7, bem como a expressdao de fatores
guimioatraentes para neutréfilos, como KC e MIP-2; além da hiperresponsividade
brébnquica em obesos-alérgicos. Em adicdo, o tratamento também reduziu a
frequéncia de LB e Tgy nos linfonodos desses animais, acompanhado da menor
frequéncia de células Ty produtoras de IL-4, IL-17A e IFNy. Somado a isso, animais
obesos alérgicos tratados apresentaram maior expressao de mir-155 nos pulmades.
Entretanto, o tratamento ndo afetou a resposta de perfil Ty2/eosinofilica, além de
agravar a resposta neutrofilica em alérgicos magros. Esses resultados demonstram
gue a obesidade afeta o desenvolvimento da asma nos 6rgaos linfoides periféricos,
e ainda, que a azitromicina foi eficiente no tratamento do perfil neutrofilico de
resposta, caracteristico de um quadro alérgico agravado pela obesidade.

Palavras-chave: asma, obesidade, neutrofilia, azitromicina, centro germinativo



Abstract

Both asthma and obesity present rising prevalence. Their concomitance is a reason
for concern, as obese individuals present higher exacerbation rates, are refractory to
conventional treatments and display a distinct phenotype of the disease. The
occurrence of neutrophilia, over the establishment of the eosinophilia; associated
with low IgE titers is one of the marks of obese-asthmatics. However, the influence of
obesity on the immune response on the peripheral lymphoid organs, during allergic
asthma development is still unknown, mainly when it comes to B cells and follicular
helper T cells (Try), the main components of the germinal centers. In addition, recent
effort has been done towards the development of more efficient treatments for these
patients. Among those alternatives, the use of macrolides, as azithromycin, can be
highlighted as good approach for resistant-asthma, associated with neutrophilia.
Therefore, the present study aimed to evaluate the obesity effects over the
immunopathological mechanisms involved OVA/HDM-induced pulmonary allergy and
the effect of azithromycin over these models. Histological analysis, cytokines
guantification and Ilung function evaluation were performed on top of
immunophenotyping of the cells from the peripheral lymphoid organs, during the
allergic response. The immune response was dampened from the epithelium, as
shown by the diminished IL-25 and TSLP production, associated with the diminished
activation and migration of dendritic cells to the lymph nodes. The immune response
observed in the peripheral lymphoid organs was affected, with B cell and Tgy
regulation, associated with increased follicular regulatory T cells (Tggr) differentiation.
Those organs displayed distinct allergic features, with greater obesity influence over
the spleen, promoting the Ty17 polarization; and Ty2 exacerbation on the lymph
nodes. Those changes were associated with low IgE titers and increased IgG2a
levels. Meanwhile, the lungs exhibited an increased neutrophilia, over the
eosinophilia, associated with the diminished CCL11 expression. The azithromycin
treatment reduced several parameters related to asthma, as the neutrophilia, the
Twl7 response, the expression of neutrophil chemoattractants, (KC and MIP2), on
top of the reduction of the bronchial hyperresponsiviness on obese allergic animals.
In addition, the treatment also reduced the B cells and Tg4 frequency on their lymph
nodes, followed by diminished frequencies of IL-4, IL-17A e IFNy producing Ty cells.
Additionally, obese-allergic treated animals overexpressed mirl55 in their lungs.
However the treatment did not affect the Ty2/eosinophilic response, and it even had
worsen the neutrophilic response on lean allergic mice. Altogether, these results
demonstrate obesity affects asthma development on the peripheral lymphoid organs,
and also, azithromycin was efficient on the treatment of the neutrophilic profile of the
obesity aggravated allergy.

Keywords: asthma, obesity, neutrofilia, azithromycin, germinal centers.
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1 Introducéo

1.1 Asma

A asma é uma doenca inflamatéria pulmonar crénica, que apresenta como
sintomas: hiperresponsividade das vias aéreas, com episodios recorrentes de
sibilancia; dispneia; aperto no peito e tosse. Levando a graus variaveis de obstrucéo
e limitacdo do fluxo aéreo, causadas por broncoconstricao, hipersecrecdo de muco e
desenvolvimento do processo inflamatério (GINA, 2018). Além disso, com a
evolucdo do quadro cronico, o tecido afetado passa por um processo de
remodelamento tecidual, com hipertrofia e hiperplasia da musculatura das vias
aéreas, aumento no numero de células caliciformes produtoras de muco, no epitélio,
e fibrose da membrana basal subepitelial (HOLGATE, 2012).

De acordo com o Guia da Iniciativa Global para a Asma, essa doenca
acomete cerca de 300 milhdes de pessoas (7% a 10% da populagdo mundial), e nas
préximas duas décadas, segundo estimativa, esse numero aumentara para 400
milhdes de individuos. Apesar de ainda haverem problemas de diagnostico, calcula-
se que, anualmente, 346.000 pessoas morram desta doenca. (GINA, 2018). No
Brasil, existem cerca de 20 milhdes de asmaticos e em 2011 a doenca foi
responsavel por 160 mil hospitalizacbes, sendo um dos paises com maior
prevaléncia da doenca (SOCIEDADE-BRASILEIRA-DE-PNEUMOLOGIA, 2012).
Além disso, o The Global Asthma Report de 2018 destaca o Brasil como um dos
paises com maior incidéncia da doenca, sobretudo entre adolescentes, e ainda
indica que apesar da alta incidéncia de sintomas somente 12% dos asmaticos
cheguem a receber um diagndéstico médico. O documento ainda destaca que o pais
nao apresenta nenhum plano nacional de controle da doenca, mesmo com a
manutencao das altas taxas de prevaléncia (GLOBAL ASTHMA NETWORK, 2018).
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Figura 1 — Mapa de prevaléncia mundial dos sintomas da Asma em individuos entre 18 e 45 anos
(GLOBAL ASTHMA NETWORK, 2018).

Essas altas taxas de prevaléncia refletem em grandes prejuizos econémicos.
Um estudo realizado no Brasil, estima que as despesas com internacdes e
medicamentos cheguem a 733 ddlares anuais por paciente, e que suas familias
cheguem a gastar 929 doélares anuais por paciente (STIRBULOV et al., 2016).
Contudo, pacientes com asma controlada representam um gasto duas vezes menor
quando comparado a pacientes com a doenga ndo controlada (SANTOS et al.,
2007). Além dos gastos diretos com a assisténcia a saude, o carater altamente
debilitante da doenca implica prejuizos econdmicos causados pelo afastamento ao
trabalho e menor produtividade dos individuos afetados (NURMAGAMBETOV;,
KUWAHARA; GARBE, 2018).

Além da escassez de investimentos no controle da asma, seu manejo é
dificultado pela alta heterogeneidade da doenca. Apesar de apresentar um conjunto
especifico de sintomas, diferentes processos patogénicos podem estar envolvidos.
Nesse contexto, utiliza-se caracteristicas clinicas (como a capacidade respiratéria e
sintomas), demograficas (como idade e sexo) e patofisiolégicas (como tipo de
infiltrado inflamatério e citocinas produzidas) para classificar a asma em fendtipos

distintos (WENZEL, 2012). Ainda assim, esses fenotipos nédo refletem mecanismos
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semelhantes para o estabelecimento da doenca, sendo necesséaria uma subdiviséo
em enddtipos, que leva em consideracao tais parametros e possui maior relevancia
em relacao ao direcionamento do tratamento (AGACHE et al., 2012; LOTVALL et al.,
2011).

Dentre os diversos fenétipos de asma, a forma alérgica, € a mais comum, e
afeta, principalmente, criancas e adultos jovens com predisposicdo genética para o
desenvolvimento da mesma (WENZEL, 2012). Nesse sentido estudos tem
demonstrado uma série de polimorfismos relacionados com a suscetibilidade ao
desenvolvimento de asma. Dentre esses podemos destacar diferengas em genes
ligados a receptores adrenérgicos da musculatura lisa, que podem levar a reducéo
da funcéo respiratoria (THOMSEN et al., 2012). Adicionalmente, modificacbes em
gene relacionado ao inflamassoma NLRP3 pode acarretar uma predisposicdo a
ativagdo frente a estimulos alérgicos, tornando esses individuos mais suscetiveis ao
desenvolvimento de asma (LEAL et al., 2018). Além disso, polimorfismos ligados aos
receptores do tipo Toll (TLRS) 2, 4 e 9, ja foram relacionados com o desenvolvimento
de asma sendo importantes fatores para o agravamento da doenca(SCHURMAN et
al., 2018; TIZAOUI et al., 2015).

O fendtipo alérgico da asma pode ser identificado pelo teste positivo de
hipersensibilidade cuténea, e altos niveis séricos de IgE para antigenos alergénicos
(SCHATZ et al., 2014; WENZEL, 2012). Ainda assim, atualmente € reconhecida uma
grande variedade de endotipos dentro desse tipo de asma, caracterizados pela
participacdo de diferentes subtipos de células T, bem como a expresséao diferencial
de moléculas no epitélio, variagdes nos tipos celulares presentes no escarro e até
mesmo composicdes distintas de microbiota (ZISSLER et al., 2016).

Apesar da grande variabilidade encontrada na asma alérgica, o
desenvolvimento de sua forma classica se inicia com a perda de integridade do
epitélio das vias aéreas, permitindo o acesso do alérgeno as células imunes
residentes (LAMBRECHT; HAMMAD, 2012; XIAO et al., 2011). Nessa etapa ocorre
também o reconhecimento do alérgeno por Receptores de Reconhecimento de
Padrdo (PRRs — do inglés Pattern Recognation Receptors) presentes nas células
epiteliais e células dendriticas levando a sua ativagdo. Posteriormente, células
epiteliais liberam quimiocinas, como CCL20 que atraem células dendriticas imaturas
para o local de contato com o alérgeno (SALAZAR; GHAEMMAGHAMI, 2013).

Dessa forma o nivel de expressdo dos PRRs, principalmente em células epiteliais,
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ird contribuir para a determinacdo da sensibilidade aos alérgenos. Nesse contexto,
infeccbes e respostas inflamatdrias ndo alérgicas podem promover a maior
expressdo de PRRs ou entdo de fatores envolvidos mais abaixo na cascata de
sinalizacdo, como NF-xB; tornando esses individuos mais propensos ao
desenvolvimento de alergia (LAMBRECHT; HAMMAD, 2012).

Dentre as citocinas epiteliais liberadas durante o estabelecimento do processo
alérgico, destacam-se interleucina (IL)-25, IL-33 e linfopoietina estromal timica
(TSLP), que atuam promovendo a maturacdo e ativacdo de células dendriticas.
Essas citocinas também atuam em células linfoides inatas do tipo 2 (ILC2) induzindo
a producédo de IL-5, IL-9 e IL-13 (HALIM et al., 2014; SAENZ et al., 2010). Apos
fagocitar o alérgeno, sob estimulo das citocinas epiteliais, as células dendriticas
migram para os linfonodos drenantes, onde apresentam o antigeno processado para
os linfocitos T virgens recirculantes, induzindo a ativacdo dos mesmos, com
diferenciacéo para um perfil de células T auxiliares do tipo 2 (Ty2) (KAPSENBERG,
2003), num processo dependente da expressao do fator de transcricdo GATAS3 que
pode ou ndo ser influenciado pela sinalizacdo de IL-4 (OLIPHANT; BARLOW;
MCKENZIE, 2011). Nesse caso uma importante fonte de IL-4, que sustenta a
diferenciacdo para Ty2, sdo as ILC2 que respondem principalmente a estimulos
oriundos do epitélio (ZHU, 2015) (Fig. 2).
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Figura 2 — Imagem representativa da resposta imune na asma alérgica. A resposta se inicia no
epitélio, onde ocorre o contato com o alérgeno e a ativagdo dessas células através de receptores de
reconhecimento de padrdo (PRRs). Essas células liberam citocinas que vao atuar no recrutamento e
ativacdo de mastdécitos, basofilos e ILCs, mas também vao ativar células dendriticas, as quais irdo
transportar o alérgeno processado para o linfonodo. Quando entram em contato com as células
dendriticas ativadas, linfécitos T virgens se diferenciam e passam a expressar receptores CXCR5 que
reconhecem a quimiocina CXCL13 expressa nos centros germinativos. Esses linfécitos migram entéo
para a area de contato com células B, onde iram promover o amadurecimento do foliculo linfoide e
promover a troca de isotipos para IgE. Parte dos linfocitos se diferenciardo em T42 e migrardo para a
periferia onde principalmente através da producgdo de IL-5 e IL-13 irdo promover a proliferagcdo e
sobrevivéncia de eosindfilos; a metaplasia das células caliciformes e a produgédo de muco; bem como
todas as outras modificacdes ocorridas na resposta alérgica em um asmatico (FAHY, 2015). Imagem
adaptada de Fahy, 2015.

Células dendriticas que migram para os linfonodos também induzem a
diferenciacdo de células T foliculares (Tgy), que participam da ativacao de linfocitos
B (LB) nos foliculos linfoides, resultando na producao de anticorpos de alta afinidade
(KRISHNASWAMY et al.,, 2017; PATTARINI et al.,, 2017). Nesse contexto, o
desenvolvimento de uma resposta humoral eficiente € dependente da formacéo de
centros germinativos a partir dos foliculos primarios, estruturas dindmicas onde LB
passam por uma continua maturacao de afinidade e sele¢éo, que culminam com a
formacdo de anticorpos de alta afinidade (MESIN; ERSCHING; VICTORA, 2016).

Durante esse processo, ceélulas Tgy mantém a estrutura e funcdo do centro
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germinativo e regulam a resposta de células B, principalmente através da expressado
inicial de IL-21, que ir4 promover a hipermutacdo somatica e estimular a expressao
do fator de transcricdo pro-proliferativo Bcl-6 em LB. Em adicdo a IL-21 a sintese
tardia de IL-4 por LTgy, a producdo de IgG e a expressdo do Blimp-1, fator de
transcricdo essencial para a maturagdo de células B em plasmécitos secretores de
anticorpos (WEINSTEIN et al., 2016).

A diferenciacdo de células Tgy se inicia a partir do contato com as células
dendriticas, as quais fornecem estimulos como IL-6 e o ligante-ICOS, aumentando a
expressao do fator de transcricdo Bcl-6. Concomitantemente, ocorre a diminuigéo da
expressao do receptor CCR7 e aumento na expressao de CXCR5, a qual reconhece
a quimiocina CXCL13. Esses receptores possuem papéis opostos, sendo
responsaveis pela manutencdo do linfécito Tgy na zona de célula T, e pela sua
migracdo para a borda T/B no foliculo linfoide, respectivamente. Estimulos
adicionais, advindos do contato com células B cognatas, promovem a entrada
dessas células no centro germinativo e sua progressao de pré-Tgy para um estagio
maduro, quando passam a expressar CXCR5"™ PD1" em sua superficie. Essas
células sdo as mais eficientes na inducdo de mudanca de classe e secre¢do de
anticorpos em células B, no centro germinativo (MA et al., 2017) (Fig. 3).

Além das células Ty, também pode ocorrer a diferenciagcdo de células T
foliculares regulatérias (Ter), as quais também apresentam proliferacdo e
desenvolvimento dependente da expressdo de Bcl-6 e possuem o receptor de
quimiocina CXCRS5 responséavel por sua migracdo para os foliculos linfoides, contudo
expressam o fator de transcricdo Foxp3 (LINTERMAN et al., 2011). Essas células
sdo capazes de suprimir a resposta humoral, atuando diretamente na regulacao
tanto dos linfécitos B, mas também indiretamente através da regulacdo das células
T (SAGE; SHARPE, 2015) (Fig. 3).
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Figura 3 — Desenvolvimento da resposta nos centros germinativos. Células dendriticas portando
o alérgeno fazem a apresentacéo aos linfocitos T virgens recirculantes, promovendo a diferencia¢éo
em subtipos de T,. Dentre esses subtipos, destaca-se os linfécitos Tgy, caracterizados pela
expressdo do receptor para quimiocina CXCR5, que reconhece a CXCL13, liberada pelas células
estromais, e que guia os LTy para os centros germinativos. Inicialmente essas células interagem
com LB gerando plasmécitos de vida curta e células B de menor especificidade. Nos centros
germinativos (GC) as células B passam por diversos ciclos de hipermutacdo somatica (SHM) e
selecdo que resultam no desenvolvimento de plasmaécitos de vida longa e células B de memdria, os
quais produzem anticorpos de alta afinidade. Durante esse processo, células dendriticas foliculares
(FDC) exercem a dupla funcdo de manter a apresentacdo de antigeno e fornecer estimulos
proliferativos. Durante a ativacéo inicial de LT virgens, pode ocorrer a diferenciacdo de linfécitos T
foliculares regulatérios (Tgr), 0s quais expressam o fator de transcricdo Foxp3 e atuam no centro
germinativo e regulando a ativac¢éo de linfocitos T e B. (Adaptado de LINTERMAN; HILL; YU, 2016)

Tendo em vista o papel essencial da resposta humoral durante o
desenvolvimento dos processos alérgicos, variacbes nessas populacdes podem
afetar o curso desse grupo de doencas. Nesse contexto, sabe-se que as populacdes
de linfécitos Try impactam a producdo de anticorpos, sobretudo IgE, sendo
responsavel por induzir a troca de classes, e a maturacdo de afinidade (NOBLE;
ZHAO, 2016). Essa imunoglobulina, quando liberada, se liga a receptores de alta
afinidade para a porcdo Fc da IgE (FceRIl), na membrana de mastocitos e basofilos
determinando assim a fase de sensibilizacdo da resposta alérgica (GALLI; TSAI,
PILIPONSKY, 2008)
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Um segundo contato com o alérgeno inicia a fase efetora da reacdo,
promovendo a ligacdo cruzada entre complexos IgE-FceRI, levando a ativacéo e
degranulacdo de mastocitos e basdfilos, os quais liberam mediadores inflamatorios
como histamina, leucotrienos e prostaglandinas. Estas substancias atuam nas
células musculares, provocando broncoconstricdo e aumento da permeabilidade
vascular. Além disso, produzem citocinas como IL-9 e IL-13 que causam aumento da
producdo de muco e hiperresponsividade das vias aéreas, sintomas caracteristicos
da asma (GALLI; TSAI; PILIPONSKY, 2008). Contatos repetidos com o alérgeno
geram uma inflamacéo persistente, levando a doenca a cronicidade, alterando a
fisiologia pulmonar em decorréncia do remodelamento tecidual nas vias aéreas
(YASUKAWA et al., 2013).

Adicionalmente, IL-5 liberada por linfocitos Ty2 ativados e por ILCs 2 induzem
aumento na producdo de eosinofilos, na medula 6ssea; bem como sua ativacéo e
sobrevivéncia nos pulmdes (NUSSBAUM et al., 2013). Contudo, outras citocinas
como a IL-4 (CHEN et al., 2004), IL-13 (MATTES et al., 2002) e IL-33 (CHERRY et
al., 2008) podem atuar da mesma forma. Outro fator importante para o influxo de
eosinofilos € a quimiocina CCL11 ou eotaxina-1, principal fator quimiotatico para
eosinofilos (POPE et al., 2005).

Embora, tradicionalmente, a asma seja vista como uma doenca alérgica de
perfil imunolégico Ty2, grande parte dos asmaticos apresentam outros fenétipos da
doenca. Muitas vezes, estes fendtipos, podem nado estar associados a histérico
familiar de alergia e os sintomas aparecem somente no inicio da fase adulta frente a
estimulos nado-alergénicos como stress, exercicios, menopausa, ar frio, cigarro e
obesidade (AMELINK et al., 2013b; WENZEL, 2012). Além disso, a propria asma
alérgica apresenta grande variabilidade e influéncia de fatores como idade, sexo e
concomitancia de outras condicdbes como a obesidade (NEWSON et al., 2014;
WANG et al., 2011). Os endotipos da asma alérgica podem ser divididos em dois
grupos principais, um grupo que representa a forma classica da asma alérgica, com
resposta Ty2 alta; e um outro grupo com resposta Ty2 baixa, podendo haver
resposta neutrofilica ou paucigranulocitica (STOKES; CASALE, 2016).

O perfil neutrofilico se destaca por estar associado a resisténcia ao
tratamento convencional com corticosteroides inalados e com a maior gravidade da
doenca (RAY; KOLLS, 2017b). Nesse perfil, vale ressaltar que a auséncia de TSLP

em modelo murino de asma atopica, promove o desenvolvimento do perfil Th1l7 em
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detrimento da resposta Ty2 (YADAVA et al., 2014), num processo dependente da
expressdo do fator de transcricdio RORyT (ANO et al., 2013). Durante o
desenvolvimento desse tipo de resposta ocorre uma cooperagdo entre linfocitos
Tul7 e neutrdfilos, os quais sdo capazes de produzir quimiocinas para atrair uns aos
outros (MARTIN PELLETIER et al.,, 2010). Recentemente foi demonstrado que 0s
citoplastos de neutrofilos, originarios do processo de netose (no qual o neutrdfilo
extravasa seu DNA e proteinas associadas formando as NETs — do inglés neutrophil
extracelular traps), sdo capazes por si s6 de direcionar a diferenciacéo de linfécitos
T virgens para Tyl7 em ensaio in vitro. Adicionalmente a presenga desses
citoplastos apresentaram uma forte correlacdo com os niveis de IL-17A no escarro
de pacientes com asma grave (KRISHNAMOORTHY et al.,, 2018). A migracéo de
neutréfilos para o local da inflamacao esta associada a maior producdo de CXCL8
(IL-8) ou de IL17A, bem como em resposta a liberacdo de CXCL1 (KC) e CXCL2
(MIP-2), ambas reconhecidas pelo receptor de quimiocinas CXCR2 presente em
neutréfilos (HOSOKI et al., 2016). Nesse contexto, sabe-se que o bloqueio desse
receptor, ao inibir a inflamacdo neutrofilica, pode prevenir a ocorréncia de diversos
fatores caracteristicos da asma alérgica como a hiperresponsividade e a producéo
exacerbada de muco (MIZUTANI; NABE; YOSHINO, 2014) .

A presenca de neutrofilos se relaciona com a maior gravidade da doenca, pois
essas células contribuem para a migracdo de mais neutréfilos e macrofagos, e para
intensificacdo do remodelamento tecidual (CIEPIELA; OSTAFIN; DEMKOW, 2015;
RAY; KOLLS, 2017a). Esse efeito é agravado pela liberacdo de enzimas como a
Metaloproteinase-9 (MMP-9) e elastase neutrofilica, ambas participam do
remodelamento tecidual. Através da clivagem de colageno e elastina, essas
proteinases geram matricinas, as quais se ligam aos receptores de quimiocina
CXCR1 e CXCRZ2, atraindo mais neutréfilos (GU et al.,, 2018). Além de sua
capacidade proteolitica, a elastase neutrofilica também promove a producéo de IL-8
pelo epitélio, levando assim ao maior recrutamento de neutréfilos, além de agir
reduzindo a expressédo do Inibidor de Metaloproteinase-l (TIMP1), o qual atua
inibindo MMP-9 (SIMPSON et al., 2005).

Outro fator importante presente nos granulos de neutréfilos é a
mieloperoxidase (MPO), essa enzima é capaz de causar dano tecidual ao reagir com
outros metabdlitos, e ainda ativar o endotélio e recrutar mais neutréfilos (AROCA et
al., 2014; MONTESEIRIN, 2009). Nesse contexto, individuos asméaticos apresentam
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maior atividade da MPO, em comparagdo com individuos saudaveis, e esse
parametro esta associado a maior degranulagédo de neutréfilos e maior gravidade da
doenca (JATAKANON et al., 1999).

A inflamacdo neutrofilica na asma esta geralmente associada a inflamacéo
sistémica com elevada expressao de genes envolvidos com a producgao de citocinas
como a IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a (FU et al., 2013). Além disso esse tipo de resposta
é sustentado pela imunidade adaptativa através da proliferagdo de linfécitos Tyl e
Twl7, e elevados niveis das citocinas IFN-y e IL-17A (FOGLI et al., 2013). Todas
essas modificagbes estdo ligadas ao estabelecimento de um perfil distinto de
resposta, com manutencdo da gravidade dos sintomas e resisténcia a terapias
convencionais tanto em humanos (MOORE et al., 2010; VAZQUEZ-TELLO et al.,
2013), como em modelo experimental (BRANDT; KHURANA HERSHEY, 2016).



29

1.2 Obesidade e Asma

Dentre os individuos que apresentam esse perfil neutrofilico de asma,
destacam-se individuos obesos. Estudos clinicos demonstram uma correlacao
positiva entre obesidade e a neutrofilia na asma (SCOTT et al., 2011a; TELENGA et
al., 2012b). E ainda, associa-se a obesidade a ndo-recuperacdo da capacidade
respiratoria apos o tratamento com corticoide inalado, essa avaliacao é feita através
da medicdo do volume expiratério forcado (FEV — do inglés Forced Expiratory
Volume) antes e depois do tratamento (TELENGA et al., 2012b). Além disso,
pacientes asméaticos obesos com episddios de exacerbacdo, que recorrem ao
servico de emergéncia necessitam mais de hospitalizacdo do que o0s pacientes
magros (HASEGAWA et al., 2014). Por isso, a obesidade é considerada um fator de
risco para a asma, podendo levar ao desenvolvimento da doenga em individuos até
entdo nao-asmaticos, ou entdo causar o agravamento da doenca em individuos ja
acometidos (DIXON; POYNTER, 2016).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define como obesidade o acumulo
anormal ou excessivo de gordura, condicdo geralmente avaliada através do indice
de massa corporal, medida que leva em consideracdo a massa do individuo e sua
altura. Dados epidemioldgicos revelam que nas trés ultimas décadas o nimero de
obesos mais do que dobrou, e que atualmente existem 600 milhdes de adultos
obesos (ARROYO-JOHNSON; MINCEY, 2016). Esses dados sdo preocupantes,
pois o aumento da incidéncia de obesidade estd correlacionado com a maior
ocorréncia de dislipidemia, diabetes do tipo 2, hipertensdo, acidente vascular
cerebral, apneia do sono, osteoartrite, canceres e doencas respiratérias (APOVIAN,
2016).

Sabe-se que a funcdo primaria do tecido adiposo é o armazenamento de
gordura, bem como a sua hidrolise e liberacdo durante jejuns prolongados
(GUILHERME et al., 2008), contribuindo para a remocédo do excesso de lipidios e
glicose e circulacdo, promovendo a manutencdo da homeostase (LUO; LIU, 2016).
Contudo esse tecido também funciona como um 6rgao endocrino podendo impactar
diretamente o funcionamento de outros orgaos através da liberacdo de citocinas que
sdo comumente conhecidas como adipocinas. Dentre elas destacam-se o TNF-q, IL-
6, CCL2 e leptina (KERSHAW,; FLIER, 2004). Essas moléculas sao responsaveis

pela manutencdo de um estado inflamatoério crénico de baixo grau, caracterizado por
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uma baixa producéo, de fatores inflamatdrios, proximo a niveis basais e auséncia de
sinais clinicos (MEDZHITOV, 2008; MRAZ; HALUZIK, 2014).

Dentre as adipocinas supracitadas destaca-se a leptina, citocina da familia da
IL-6, que é produzida principalmente no tecido adiposo e apresenta receptores em
guase todos os tecidos do corpo (ABELLA et al., 2017). A grande diversidade dos
receptores de leptina também interferem em sua funcéo, e a forma com dominio
citoplasmatico longo (Ob-Rb) é a mais eficiente na transducéo de sinais oriundos da
ligacdo da leptina, esta forma esta presente em diversas células do sistema imune,
demonstrando a importancia da ligacao entre tecido adiposo e sistema imune (LAGO
et al., 2007).

De forma geral, a sinalizacdo da leptina atua nas células do sistema imune
promovendo a ativacdo e prolongando a sobrevivéncia das mesmas, favorecendo
assim a manutencdo de processos inflamatérios (PROCACCINI et al., 2017). Nas
células dendriticas a leptina promove ativa¢do das vias do NF-kB e AKT, aumenta a
produgédo de IL1B, IL-6, IL-12 e MIP-2 e ainda favorece o priming de linfocitos T
auxiliares para Tyl (MATTIOLI et al., 2005). Além disso, na auséncia de receptores
para leptina, células T CD4" se diferenciam menos em células Ty17 (KOSARAJU et
al., 2017; REIS et al., 2015). Nesse sentido ja foi demonstrado que a ligacdo de
receptores de leptina leva a intensificacéo da via do mTOR, que por usa vez resulta
na maior ativacao de células T efetoras, em detrimento de respostas regulatérias
(PROCACCINI et al., 2012).

Além de afetar o funcionamento do sistema imune através da liberacdo de
citocinas, o tecido adiposo também abriga diversas células imunes residentes. Na
auséncia de obesidade essas células exercem um importante papel na homeostase,
eliminando células apoptéticas e promovendo angiogénese. Contudo o acumulo
anormal de gordura induz aumento no nimero de células residentes bem como a
modificacao do perfil dessas para um perfil pro-inflamatério (SCHIPPER et al., 2012).
Com a instauracdo do processo inflamatério no tecido adiposo, ocasionado pelo
maior acumulo de gordura, ocorre a mudanca/recrutamento de macrofagos
alternativamente ativados ou M2 para o perfil M1 ou classicamente ativados, que
expressam proteinas coestimulatorias e MHCII, sustentando uma maior proliferagéo
de células T CD4" (CHYLIKOVA et al., 2018; MORRIS et al., 2013). Contudo, o

namero de células regulatoérias (Tregs), importantes na inibicdo de perfis Tyl e Tyl7,
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decresce fortemente, favorecendo a proliferacdo dos perfis inflamatérios
(FERRANTE; JR, 2013).

As alteracdes observadas no tecido adiposo, bem como as modificacdes
sistémicas, ocasionadas pela obesidade, afetam o funcionamento normal dos
pulmdes. Nesse sentido, a ocorréncia de sindrome metabdlica, esta associada a
reducdo da funcdo pulmonar até mesmo em individuos ndo asmaticos. Somado a
isso, a concomitancia das duas condicfes esta relacionada a um progndstico pior,
com perdas mais expressivas da funcédo pulmonar em comparacdo com individuos
magros (FORNO et al., 2015). O pior quadro apresentado por individuos obesos-
asmaticos estd ligado tanto a modificagcbes mecéanicas e fisioldgicas, ao menor
volume dos pulmbes e a maior hiperresponsividade brénquica; a modificacdes da
metabdlicas e imunes; a maior quantidade de leptina nos pulmdes, assim bem como
a mudanca do perfil classico de asma alérgica Ty2/eosinofilica para um perfil
Tul/Tyl7/neutrofilica, associado a um maior infiltrado de neutréfilos (BAFFI;
WINNICA; HOLGUIN, 2015a; FU et al., 2013; SCOTT et al., 2011a; TELENGA et al.,
2012b). Varios estudos tem tentado explicar as modificacfes que proporcionam esse
perfil, caracteristico de obesos asmaticos.

Nesse sentido, ja foi demonstrado, em modelo murino de obesidade e asma,
que macréfagos M1 exercem um importante papel na perda da funcdo pulmonar e
diferenciacdo de resposta caracteristica de animais obesos, através da producédo de
IL-1B (KIM et al., 2014; ZHANG et al., 2018b). Além disso, animais knockout para
inflamassoma NLRP3, ndo apresentam aumento da hiperresponsividade das vias
aéreas causada pela dieta, mesmo desenvolvendo as alteragcbes metabdlicas
causadas pela obesidade. Contudo a administracdo de IL-1f para esses animais
induz hiperresponsividade, num mecanismo dependente da producao de IL17A por
células linfoides inatas do tipo 3 (ILC3) (KIM et al., 2014). Em concordancia com
esses dados, foi demonstrado um aumento da expressao de NLRP3, bem como de
genes associados (caspase-1 e IL-1B), em pacientes com asma neutrofilica em
comparacdo com pacientes com a forma eosinofilica ou paucigranulocitica da
doenca (SIMPSON et al., 2014a). Interessantemente, a redugéo do perfil T2 ja foi
demonstrada em modelo murino, onde a alimentacdo com dieta rica em lipidios
levou a falhas na ativagdo de células dendriticas, reduzindo a expressao de MHCII,

de moléculas co-estimulatérias e até mesmo de CCR7, receptor responsavel pelo
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direcionamento dessas células para os linfonodos (PIZZOLLA et al., 2016; SILVA et
al., 2017a).

As alteracBes ocorridas nos individuos obesos comprometem até mesmo o
diagndstico. Marcadores comumente utilizados para indicar eosinofilia (Oxido nitrico
exalado — FeNO, nivel sérico de IgE, contagem de eosindfilos no sangue e escarro)
apresentam forte correlagdo em individuos magros, ao passo que em individuos
obesos, apresentam uma correlacdo fraca entre esses fatores (LUGOGO et al.,
2017). Além disso, a sobreposicdo de sintomas respiratérios, entre asma e
obesidade, pode levar a erros no diagnéstico clinico. A dificuldade em se identificar
dispneia e obstrucdo do fluxo aéreo pode fazer com que a asma em obesos seja
subdiagnosticada (MOHANAN et al., 2014).

A grande diversidade de fenoétipos, e os diversos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento concomitante de asma e obesidade, contribuem para que essa
relacdo ainda ndo seja completamente entendida. Especula-se sobre a relacéo de
causa e efeito entre as duas doencas, pois a obesidade pode contribuir para o
surgimento da asma através do estabelecimento de um estado de inflamacé&o
crdnica, enquanto a asma também pode promover o surgimento da obesidade ao
contribuir para o sedentarismo e devido ao uso de corticoides (BAFFI; WINNICA,;
HOLGUIN, 2015b). Em um estudo recente, demonstrou-se que criancas asmaticas
apresentam um risco 51% maior de se tornarem obesas do que as criancas nao
asmaticas (CHEN et al., 2015). Entretanto a obesidade e o alto consumo de acguUcar
na infancia também estdo associados ao desenvolvimento de asma
(MCCALLISTER; MEDRANO; WOJCICKI, 2018). Somado a isso, a adocao de
praticas de prevencédo a obesidade, como cuidados com a alimentacéo e pratica de
exercicios fisicos estd relacionada a reducdo no desenvolvimento de asma
(PAPOUTSAKIS et al., 2018).

Sendo assim, a alta complexidade tanto da asma, quanto da obesidade,
dificulta a compreensao da relacdo entre as duas patologias. Além disso, fatores
como o0 sexo do paciente, a idade de estabelecimento da doenga, a propensao ao
seu desenvolvimento da mesma, bem como outros fatores ambientais pode ter um
forte impacto nessa relacdo. Nesse contexto tem-se buscado mimetizar os diversos
fenétipos de asma em modelos animais, bem como simular os fatores que afetardo o

desenvolvimento dessa doenca.
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1.3 Modelos de obesidade e asma

Na busca pelo melhor entendimento da associagéo entre obesidade e asma,
diversos modelos animais tem sido desenvolvidos, e os mesmos refletem a mesma
diversidade encontrada nas doencas que simulam (CALIXTO et al., 2010; DE VRIES
et al., 2009; DIETZE et al., 2012; MITO et al., 2002). A obesidade pode ser simulada
com o uso de animais knockout, deficientes em leptina ou em seu receptor, 0s quais
se tornam obesos devido a hiperfagia. Também podem ser utilizados modelos com
modificacdes mais abaixo na cascata de sinalizacao da leptina, como camundongos
que nao possuem Proopiomelanocortina (POMC), ou néo possuem
Carboxipeptidase E (CPE), responsavel pela conversdo de POMC para sua forma
ativa, comprometendo a sinalizacdo desse importante anorexogénico. Esses
modelos podem ser utilizados em associacdo com dietas hiperlipidicas para
exacerbacdo da obesidade (BUTLER; CONE, 2003; LUTZ; WOODS, 2012). No
entanto, modelos de obesidade induzida por dieta simulam melhor o
desenvolvimento de obesidade em humanos. Nestes modelos, diversas linhagens
de camundongos, com graus variaveis de susceptibilidade ao desenvolvimento da
obesidade podem ser utilizadas, bem como dietas distintas com alto teor lipidico ou
entdo as chamadas dietas de cafeteria que simulariam os habitos alimentares
ocidentais (BUETTNER; SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007; LUTZ; WOODS,
2012; MONTGOMERY et al., 2013). Dentre as linhagens de camundongos utilizados
nesses modelos, os C57BL/6 apresentam maior ganho de peso e desenvolvimento
de distarbios metabdlicos (COLLINS et al., 2004; MORI et al., 2010).

Diferentemente da linhagem supracitada, camundongos BALB/c sé&o
resistentes ao desenvolvimento de obesidade induzida por dieta hiperlipidica,
contudo, alguns estudos demonstraram acUmulo de gordura, ganho de massa
corporal e instauracdo de um estagio pro-inflamatério mediante alimentacdo com
dieta rica em lipidios (FEARNSIDE et al., 2008; MORI et al., 2010; SILVA et al.,
2017a). Em contrapartida, camundongos BALB/c sdo mais propensos ao
estabelecimento de respostas alérgicas, por terem uma maior propensao ao
desenvolvimento de respostas de perfil T2, ao passo que animais C57BL/6 sao
mais resistentes a esse tipo de resposta (SAHU et al., 2010). Adicionalmente,

camundongos BALB/c simulam com maior fidelidade uma resposta de asma alérgica
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tipica de humanos, com aumento de hiperresponsividade broénquica, elevada
producéo de IgE especifica para o alérgeno, um namero maior de mastocitos e de
citocinas do perfil T42 (SAHU et al., 2010; WHITEHEAD et al., 2003).

Mesmo com a grande diversidade de estudos baseados em modelos animais,
0 conhecimento se concentra no estudo da asma alérgica classica. Contudo,
recentemente, tem sido feito um esfor¢co maior para entender o desenvolvimento dos
demais fenotipos, principalmente naqueles caracterizados pela resisténcia aos
tratamentos convencionais (MARTIN et al., 2014), como por exemplo, a simulacéo
de asma severa/dificil de tratar, com a aplicagdo do alérgeno combinado ao
adjuvante completo de Freund para simular a neutrofilia caracteristica desse peffil
(LEE et al., 2017b). Entretanto muitos outros fatores podem estar ligados a relacéo
de obesidade e asma, que nem sempre resulta em aumento da neutrofilia.

Nota-se que a combinacéo entre a linhagem de animal utilizada e método de
inducdo tanto da obesidade como da asma (Alergia Pulmonar Experimental) ira
resultar em caracteristicas distintas dos modelos. Em modelo de asma alérgica
induzida por ovalbumina (OVA) e obesidade induzida por dieta hiperlipidica em
camundongos C57BL6, Mito e colaboradores demonstraram a redugdo de IgE
especifica em camundongos tratados com duas dietas distintas ricas em gordura
(MITO et al., 2002), resultados que corroboram com os encontrados por Vries e
colaboradores que demonstraram a reducao do infiltrado de eosindfilos e de IL-5,
bem como a reducdo de citocinas proé-inflamatérias nos linfonodos drenantes (DE
VRIES et al., 2009). Contudo, utilizando o mesmo alérgeno e a mesma linhagem de
camundongos, ja foi demonstrado maior infiltrado inflamatério eosinofilico no tecido
pulmonar, e maior producéo de citocinas de perfil T42 em camundongos obesos em
comparacdo com camundongos magros, mas com reduzida eosinofilia no lavado
broncoalveolar (CALIXTO et al., 2010), contrastando com a resposta alérgica
comum em C57BL/6, na qual ha maior migracdo de eosindfilos para a luz da via
aérea (GUEDERS et al., 2009).

O aumento da resposta Ty2, através da inducdo da obesidade por dieta
hiperlipidica, também ja foi relatado em camundongos da linhagem BALB/c, com
aumento da hiperresponsividade brénquica, aumento da producdo de IL-4 e IgE
mesmo na auséncia do alérgeno (CHEN, et al., 2015). No entanto, em modelo
desenvolvido com 0 mesmo alérgeno, em camundongos AKR, a obesidade diminuiu

o limiar de resposta durante sensibilizacdo, onde camundongos obesos produziram
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mais IgE com menos sensibilizacdes. Além disso, observou-se uma correlacdo
positiva entre o peso do animal e a contagem de eosinoéfilos (DIETZE et al., 2012).
Ja em modelo induzido através de sensibilizacdes e desafios com acaro da poeira
doméstica (HDM — do inglés house dust mite) em camundongos C57BL/6, Diaz e
colaboradores demonstraram que a obesidade induzida por dieta causou uma
reducdo na eosinofilia acompanhada de aumento do infiltrado de macréfagos (DIAZ
et al., 2015). Em modelo induzido com o0 mesmo alérgeno em camundongos BALB/c
a obesidade intensificou a neutrofilia, a hiperresponsividade brénquica e a atracéo
de macréfagos para o pulméo (TASHIRO et al., 2017).

Em trabalho publicado em 2017, Silva e colaboradores demonstraram em
modelo de alergia induzida por sensibilizacbes e desafios com ovalbumina em
camundongos BALB/c, que a obesidade induzida por dieta hiperlipidica causa um
atraso na resposta alérgica. Ainda nesse modelo o pico de resposta do animal obeso
ocorre em 48h, e ndo em 24h apds o Ultimo desafio, como ocorre com 0s animais
magros. Também foi demonstrado um maior infiltrado de neutréfilos e uma mudanca
na populacdo de macrofagos, como uma diminuicdo da populacdo do subtipo M2 e
maior nimero de M1 inflamatério. A menor producdo de IgE nos animais obesos
alérgicos em relagéo aos alérgicos magros, também foi uma das marcas do modelo
(SILVA et al., 2017a). Em conjunto essas caracteristicas se assemelham a fendtipos
de asma resistentes ao tratamento com corticosteroides (SAMITAS; ZERVAS;
GAGA, 2017).
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1.4 MicroRNAS

Frente a grande necessidade de caracterizagdo dos diferentes fenétipos de asma,
além da distincdo de suscetibilidade e resisténcia a tratamentos, bem como na
busca de novos alvos para terapias, 0os microRNAs ganharam importancia
(PAULMURUGAN, 2013). Essas moléculas sdo sequéncias de RNA de
aproximadamente 22 nucleotideos de comprimento que ao invés de codificarem
peptideos atuam na regulagdo poés-transcricional, ou seja, atuam na degradacao de
RNAs mensageiros (MRNA) ou inibicdo de sua transcricdo diminuindo assim a
expressdo das proteinas codificadas por eles (BARTEL, 2009). Durante a inibicdo
por degradacdo, o miRNA guia um complexo de proteinas, denominado RISC (do
inglés - RNA induced silencing complex), at¢é o0 mRNA alvo para que este seja
degradado. A inibicdo também pode ser feita através da desestabilizacdo do mRNA,
com remocdo da cauda poli-A; através do impedimento fisico da ligagcdo ao
ribossomo e do mascaramento da regido de iniciagdo ou inibicdo do alongamento
(FILIPOWICZ; BHATTACHARYYA; SONENBERG, 2008).

Nos pulmdes esses microRNAs sdo expressos tanto por células estruturais e
residentes, como também por células infiltradas devido a um processo inflamatério.
S&o responsaveis pela regulacéo de vias moleculares envolvidas tanto na imunidade
inata como na adaptativa, nas vias aéreas (FOSTER et al., 2013). Esses miRNAs
atuam na homeostase pulmonar, controlando a transcricdo de genes codificadores
de fatores de transcricdo e proteinas relacionadas com o desenvolvimento da
resposta inflamatéria alérgica (COLLISON et al.,, 2011; O'CONNELL et al., 2010).
Por isso, essas moléculas sdo de grande importancia para o estudo de
desequilibrios do sistema imune, e possuem grande potencial para diagnéstico,
tendo em vista que diversos trabalhos jA demonstraram sua expressao diferencial
em diversas doencas (WANG; CHEN; SEN, 2016). A facil deteccdo de miRNAs em
fluidos corporais e em amostras de tecido, demonstrando expressédo diferencial em
individuos asmaticos, desperta o interesse nessas moléculas tanto para o
diagndéstico, como para terapia dessa doenca, principalmente nos casos de asma
grave e resistente ao tratamento (TAY et al., 2014).

O controle das exacerbacfes da asma é de extrema importancia para

prevenir o dano tecidual e remodelamento das vias aéreas, nesse contexto, ja foi
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demonstrado que o uso de técnicas de diagndstico clinico padrdo associado a
dosagem sérica de miRNAs envolvidos com a via do NF-xB e da AKT (miR-146b,
miR-206 e miR-720), permite prever a ocorréncia de exacerbagdes, melhorando o
manejo da doenca (KHO et al., 2018). Além disso a expressdo de miRNAs pode ser
utilizada na separacéo dos diversos fenétipos da asma, bem como na determinacéo
da gravidade da doenca (RODRIGO-MUNOZ et al., 2018). Ja foi demonstrado que
miR-223-3p, miR-142-3p e miR-629-3p sdo mais expressos em pacientes com asma
grave, e estdo associados ao maior recrutamento de neutrofilos (MAES et al., 2016).
Neste grupo de pacientes também ha menor expressédo de TLR7, que é associada a
maior expressao dos miRNAs que tem esse receptor como alvo: mir-150, mir-152 e
mir-375 (RUPANI et al., 2016). Pacientes com asma grave também apresentam
maior expressdo de mir-221 e mir-222 frente a estimulo com Fator de Crescimento
Tumoral (TGF-B), induzindo proliferacdo de musculo liso, resultando em maior
hiperresponsividade brénquica (PERRY et al., 2014). Mir-19 apresenta uma funcéo
semelhante em células do epitélio brébnquico, sendo altamente expresso na asma

grave em comparagao com os controles asméaticos (HAJ-SALEM et al., 2015).

Em modelo de alergia pulmonar resistente a corticosterdides induzida por
OVA, foi verificado que o microRNA-21 mir21) € altamente expresso e 0 uso de
antagomirs, para inibir sua acdo, torna os camundongos sensiveis ao tratamento
(NOTI et al., 2013), além de resultar em reducao da producédo de citocinas de perfil
Th2 e diminui¢cdo da eosinofilia (LEE et al., 2017). Também ja foi demonstrado em
modelo animal que mir-9 atua na resisténcia a glicocorticoides, degradando PP2A —
protein phosphatase 2A (LI et al.,, 2015), um importante inibidor da sintese de
diversas citocinas de perfil Ty2, como IL-25, IL-33, CCL20, IL-5 e IL-13 (COLLISON,
et al., 2013). MicroRNAs também podem inibir o estabelecimento da alergia, sabe-se
gue a aplicacdo let-7 nas vias aéreas de camundongos reduz IL-13 e, melhora o
quadro alérgico, com menor producao de muco e infiltrado inflamatério (HAJ-SALEM
et al., 2015).

Os estudos apresentados, demonstram uma grande diversidade de miRNAs
gue compdem uma assinatura especifica na asma e das respostas envolvidas no
seu estabelecimento. Portanto o conhecimento da expressdao de mIRNAs em

modelos experimentais pode indicar possiveis alvos terapéuticos, bem como
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contribuir para o entendimento dos efeitos de possiveis terapias utilizadas nesses
modelos.

Em adicdo ao miRNAs ja citados cabe destacar a expressao de mir-155, um
dos miRNAs altamente expressos durante o desenvolvimento da asma alérgica
(MALMHALL et al., 2014, 2017; PLANK et al., 2015). Além disso, sabe-se que esses
miRNAs sdo importantes na proliferagéo e diferenciacdo de ILC2 frente ao estimulo
com IL-33, além disso impedem que essas células entrem em apoptose,
sustentando as respostas de perfil Ty2 (KNOLLE et al.,, 2018). Sua expresséo
elevada também esta associada a reducdo da expressdo da molécula inibitoria
CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen 4), resultando na maior

sobrevivéncia e proliferacdo dos linfécitos (ZHANG et al., 2017).

Por outro lado, o mir-223 ja foi associado ao desenvolvimento de resposta
neutrofilicas (MAES et al., 2016). Contudo, esse microRNA € altamente expresso em
eosinofilos em diferenciacéo, e apesar de seu silenciamento estar ligado ao aumento
na proliferacdo dos progenitores de eosinoéfilos, essas células tem sua diferenciacéo
retardada (LU et al., 2013). Somado a isso este também é um dos miRNAs mais
expressos na esofagite eosinofilica (LU et al., 2012), doencga alérgica comumente
associada a asma (DURRANI; MUKKADA; GUILBERT, 2016).
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1.5 Tratamento e resisténcia

Na busca por um manejo eficiente da asma, primeiramente é necessério fazer
um diagnéstico preciso que se baseia na presenca dos sintomas caracteristicos da
asma, confirmacéo de obstrucéo das vias aéreas (avaliada for VEF;) reversivel com
uso salbutamol ou com terapia com anti-inflamatérios por quatro semanas. A
verificacdo do fendtipo alérgico da doenca é feito atraves do relato de historico de
doencas alérgicas no paciente e na familia, positividade no teste de
hipersensibilidade cutanea e na dosagem de dosagem de IgE especifica (HORAK et
al., 2016). Por mais que nao faca parte do procedimento padrdo, no diagndéstico de
asma, a dosagem de oOxido nitrico exalado (FeNO) pode fornecer boas informacdes
sobre o status da doenca, sua gravidade e diagnostico em casos onde ndo ha
clareza nos demais parametros (MAJID; KAO, 2010). Além disso, um estudo ja
demonstrou que o manejo da asma baseado no FeNO, durante a gravidez, contribui
para a reducao da incidéncia da doencga nos filhos, ressaltando a importancia dessa
forma de acompanhamento no prognostico da doenga (MORTEN et al., 2016).

Mesmo ndo apresentando cura, 0 manejo da asma tem como reverter a
obstrucdo do fluxo aéreo, bem como reduzir o processo inflamatério, evitando o
remodelamento e perda da funcdo pulmonar. Nesse contexto, B-agonistas sao
bronco dilatadores comumente utilizados, que agem em receptores beta
adrenérgicos desencadeando um mecanismo que culmina com o sequestro
intracelular de ions calcio e consequente relaxamento da musculatura lisa
(CAZZOLA et al., 2013). Além de seu papel no alivio imediato dos sintomas, esse
tipo de medicamento também ja demonstrou eficacia na reducdo da transicdo
epitélio-mesenquimal induzida por eosinofilos, reduzindo a expressdo de
marcadores caracteristicos de remodelamento in vitro (KAINUMA et al., 2017).

Para controles a longo prazo, B-agonistas sdo comumente utilizados em
associacdo com corticoides inalados. Esse grupo de medicamentos pode ser tanto
inalado, como utilizado oralmente, e representam o principal grupo de medicamentos
para controle da asma. Tais medicamentos possuem multiplas fungbes, atuam tanto
induzindo a apoptose de células inflamatorias, principalmente eosinoéfilos, bem como
na inibicdo da expressao e producdo de diversas quimiocinas responsaveis por mais
células inflamatérias como CCL11 e CCL5 (BARNES, 2010). Além disso, o uso de
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corticosteroides ajuda na manutencao da expressao de receptores 2 adrenérgicos;
bem como o uso de B-agonistas contribui para a maior expressao de receptores de
glucocorticoides, portanto a utilizacdo conjunta desses garante uma maior eficiéncia
do tratamento, em comparacdo com o0 aumento da dosagem de ambas as
monoterapias (TAYLOR; HANCOX, 2000). Contudo, o funcionamento dessa classe
de medicamento pode ser afetado pelo desenvolvimento da obesidade, pois o
conjunto de células que se acumulam no pulméo de obesos alérgicos, incluindo em
sua neutréfilos e Tyl7, € em sua maioria nao-responsiva a corticosteroides
(UMETSU, 2017).

Pacientes que apresentam pouca melhora com o uso desses medicamentos
inalados, geralmente sdo submetidos a tratamentos com altas dosagens de
corticosteroides ingeridos, e que apresentam fortes efeitos colaterais. Nesse
contexto iniciou-se 0 uso de anticorpos monoclonais no tratamento da asma. O
primeiro a ser utilizado foi omalizumab, anticorpo monoclocal anti-Igg, o qual
demonstra eficiéncia em pacientes que nao demonstram melhora durante o
tratamento com corticoesteréides (HENDELES et al., 2015).

Posteriormente foram desenvolvidos tratamentos com anticorpos especificos
para citocinas ou para seus receptores a fim de fazer o bloqueio seletivo de vias
envolvidas no tratamento da asma. Para isso, podem ser usados como exemplo o
Mepolizumab e Reslizumab, anti-IL-5; ou Benralizumab, anti-IL-5R; anticorpos que
atuam impedindo a maturacéo e proliferacdo de eosindéfilos (PATTERSON; BORISH,;
KENNEDY, 2015). Além desses anticorpos outros mais foram criados, bloqueando
diversas outras vias principalmente dentro da asma alérgica classica, como IL-4 e
IL9. Entretanto por mais que ja existam anticorpos anti-IL17A, que poderiam ter um
bom efeito na resposta neutrofilica na asma, estudos com esses anticorpos ainda
séo incipientes (MITCHELL.; EL-GAMMAL; O'BYRNE, 2016). Em conjunto o uso de
anticorpos monoclonais representa uma nova fonte de tratamentos pra asma, e
mesmo que muito se questione sobre a seguranca de seu uso, 0s estudos mais
recentes tem demonstrado baixa incidéncia de efeitos colaterais e melhoras
consideraveis (PASSALACQUA et al., 2016).

Outra abordagem possivel € a imunoterapia direcionada por antigenos, na
qual estes sao utilizados em concentragcbes crescentes a fim de induzir
dessensibilizacdo. Esse processo se da pela inducéao de células dendriticas de perfil
regulatorio bem como a inducao de perfis regulatorios em linfocitos T e B, além de ja
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ter sido demonstrado um desvio para resposta de perfil Tyl, diminuindo a
intensidade de respostas Ty2 (SHAMJI; DURHAM, 2017). A caréncia de trabalhos e
falta de padronizacdo dos estudos realizados com esse tipo de terapia faz com que
esse tipo de abordagem ainda seja controverso (DHAMI et al., 2017). Entretanto,
tanto a aplicagdo subcutédnea, como a sublingual tem demonstrado redugédo dos
sintomas e diminuicdo na necessidade de utilizacdo de medicamentos (CANONICA
et al., 2016)

Apesar do recente avango nas terapias para a asma, principalmente através
do uso de anticorpos monoclonais, essa ndo se adequa a realidade de muitos
pacientes, tendo em vista o alto custo (OBA; SALZMAN, 2004). Somado a isso, a
ocorréncia de resisténcia ao tratamento padrdo com corticoides é um problema a ser
superado tanto em pacientes com respostas eosinofilica/Ty2, mas principalmente
naqueles que desenvolvem respostas de perfil neutrofilico (FAHY, 2015). Nesse
contexto, hd grande diversidade de respostas dentro do grupo composto por
individuos ditos ndo-Ty2, e diversos fatores podem levar ao desenvolvimento deste
fendtipo. Em alguns casos, o afastamento do paciente de poluentes e fumaca de
cigarro, ou entdo a resolucao de infeccbes que induzem respostas do tipo Tyl e
Twl7, parece tornar os individuos mais suscetiveis aos tratamento convencionais.
Nos casos em que isso ndo é possivel busca-se diminuir as respostas néo-Tu2
envolvidas, principalmente a neutrofilia, através do usos de vitamina D3, estatinas e
macrolideos, como a Azitromicina (SAMITAS; ZERVAS; GAGA, 2017).

Antibiéticos macrolideos como Eritromicina, Claritromicina e Azitromicina,
possuem atividades que vdo além da inibicdo ou morte de bactérias. Sabe-se que
essa classe de antibioticos funciona como um antagonista da elastase neutrofilica,
substéancia liberada pelos neutréfilos e que atua no epitélio estimulando a producao
de muco. Esses medicamentos atuam diminuindo a producao de IL-8 e aumentando
a fagocitose de neutréfilos apoptéticos por macrofagos, contribuindo para a reducéo
da neutrofilia. Essas propriedades fazem dessa classe de antibiéticos bons
candidatos para o combate da asma grave, que muitas vezes envolve neutrofilia e
pode estar associada a um quadro de infeccdo (BRUSSELLE; JOOS, 2014).
Contudo, ainda ha certa caréncia de informacdes sobre o funcionamento desses
medicamentos no combate da asma resistente ao tratamento com corticosteroides.
Portanto, estudos recentes buscam avaliar a relevancia da utilizagdo dos

macrolideos, bem como caracterizar seus mecanismos de acdo (GIBSON et al.,
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2017; JOHNSTON et al., 2016; KEW et al., 2015a), porém os resultados de tais
estudos ainda sao conflitantes.

Em estudo realizado no Reino Unido onde foi investigada a eficiéncia da
azitromicina em comparagdo com placebo em pacientes com episédios de asma
aguda, concluiu-se que o uso do medicamento ndo resultou em nenhum beneficio
(JOHNSTON et al.,, 2016), contudo o fenétipo de asma dos pacientes nao foi
utilizado como critério de selecdo e houve grande nimero de pacientes eliminados
da pesquisa por estarem utilizando antibidticos, ou seja, provaveis alvos da terapia
com macrolideos. Resultados semelhantes foram encontrados em estudo realizado
através de revisdo de material ja publicado e extracdo de informag¢des em bancos de
dados, no qual ndo foi observado nenhuma melhora clinica frente ao uso de
macrolideos, porém, houve reducdo de niveis séricos de proteina catibnica
eosinofilica (ECP — do inglés Eosinophil Cationic Protein), bem como a reducdo da
contagem de eosinodfilos, porém esses valores nao refletiram nenhum melhora
clinica (KEW et al., 2015). Além disso, esse estudo apresenta pontos que indicam a
possibilidade de ndo haver um bom aproveitamento do tratamento, por ndo haver
uniformidade na coleta de dados, e ndo serem padronizados os critérios para
determinacdo de asma nao-eosinofilica.

Em contraposicdo aos estudos apresentados, em um trabalho realizado na
Australia, no qual o critério de selecdo era de pacientes com asma persistente e
descontrolada, observou-se que o tratamento com azitromicina reduziu o niamero de
infec¢des, diminuiu o numero de internagBes devido a exacerbacdes e ainda
aumentou o numero de pessoas sem exacerbacdes durante o periodo avaliado
(GIBSON et al., 2017). Somado a isso, a metanalise de dados obtidos em diversos
estudos revela que ha um melhor aproveitamento do tratamento, com esse
medicamento, em individuos com asma nao-eosinofilica, ou com reduzida eosinofilia
(TIAN et al., 2019).

O uso de macrolideos em modelos animais de asma alérgica demonstram
provaveis mecanismos de acdo. Em modelo de asma alérgica induzida com
ovalbumina em camundongos BALB/c, a Claritromicina diminuiu tanto a
hiperresponsividade bronquica, como o infiltrado inflamatério no pulméo (HRVACIC
et al., 2009). Resultados semelhantes foram encontrados com Roxitromicina, no qual
demonstrou-se que o medicamento impediu a translocagcao do fator de transcrigcao

NF-kB para o nucleo, diminuindo assim a expressdo de diversas citocinas e
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quimiocinas, resultando em melhoras na produgédo de muco, no infiltrado inflamatério
e na hiperresponsividade bronquica (Cl et al., 2012). Em modelo de asma crdnica a
azitromicina apresentou efeito semelhante inibindo tanto citocinas pré-eosinofilicas
como também diminuindo a expressdo de elastase neutrofilica, e assim afetando
diretamente a produgéo de muco e reduzindo o remodelamento tecidual (KANG et
al., 2016).

Estudos tém demonstrando que efeitos benéficos podem ser obtidos a partir
do uso de azitromicina na asma, com reducdo de remodelamento, reducdo da
producdo de muco e conservacdo da integridade do epitélio (BEIGELMAN et al.,
2009; LIU et al.,, 2017). Entretanto, faz-se necesséria a avaliagdo do uso desse
medicamento em situacées onde perfil neutrofilico de asma € exacerbado, com ou
sem a ocorréncia concomitante da eosinofilia, principalmente na concomitancia de
asma e obesidade, tendo em vista que a interacdo entre essas doencas ndo é
completamente compreendida e tém contribuido grandemente para o aumento da

ocorréncia de formas mais graves e dificeis de tratar da asma.
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1.6 Justificativa

Sabe-se que a obesidade é capaz de alterar as resposta alérgicas de diversas
formas (BAFFI; WINNICA; HOLGUIN, 2015a; CARPAIJ; VAN DEN BERGE, 2018;
SCOTT et al., 2011b; XU et al., 2016). Nesse sentido, um estudo prévio realizado no
Centro de Tecnologia Celular e Imunologia Aplicada da UFJF (IMUNOCET) (SILVA
et al., 2017b) caracterizou um perfil de obesidade e asma que simula aquele
encontrado em individuos obesos, 0s quais apresentam um desenvolvimento tardio
de asma (HOLGUIN et al., 2011). Contudo, pouco se sabe sobre a atuacdo dos
orgaos linfoides periféricos no desenvolvimento desse modelo, principalmente no
que se refere as modificacdes ocorridas na resposta humoral e na formacédo dos
centros germinativos nesses 6rgaos. Nesse contexto, o recente surgimento de novas
técnicas de delivery de drogas e até mesmo de terapias génicas abre um leque de
possibilidades a partr do momento em que se conhecem as modificacdes
caracteristicas de cada 6rgao.

A obesidade € um fator de risco para a asma, e uma das principais
preocupacdes em relacdo a esse grupo (obeso-asmatico) € o desenvolvimento de
resisténcia aos tratamentos convencionais com corticosteroides, muitas vezes
relacionado ao desenvolvimento de um perfil neutrofilico de inflamacdo pulmonar
(TELENGA et al., 2012a). Diante disso, sabe-se que antibiéticos macrolideos tem
grande potencial no controle de repostas neutrofilicas (PIACENTINI et al., 2007;
SIMPSON et al., 2014b), e a utlizacdo dessa classe de medicamentos,
principalmente da azitromicina é uma potencial forma de tratar esse subgrupo de
pacientes (obesos asmaticos) que apresentam esse tipo peculiar de resposta
alérgica (neutrofilica) na asma. Contudo, a utilizagédo clinica dessas drogas ainda
apresenta certa controvérsia quanto a real melhora desses pacientes (GIBSON et
al.,, 2017; JOHNSTON et al, 2016; KEW et al, 2015), portanto estudos
experimentais que ajudem a esclarecer o funcionamento desses medicamentos em
obesos-alérgicos sdo de extrema importancia, principalmente tendo em vista que

representam uma forma acessivel de reverter fenétipos graves.

O melhor entendimento dessas formas mais graves de asma tem grande
importancia na busca por novas abordagens de tratamento mais eficientes. Dessa
forma, faz-se necesséario investigar os mecanismos moleculares envolvidos no

agravamento da asma pela obesidade, mas também desvendar os mecanismos
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envolvidos no tratamento com azitromicina. Nesse contexto, sabe-se do importante
papel dos miRNAs na regulagdo de processos inflamatoérios e no funcionamento do
sistema imune, sobretudo durante o desenvolvimento da asma (DANIEL et al., 2018;
KOHLHAAS et al., 2009; QAYUM et al., 2016; ZHANG et al., 2017b; ZHOU et al.,
2015), o que ressalta a importancia do conhecimento a cerca de sua expressao para
o melhor entendimento da asma em obesos, e frente a medicamentos como a

azitromicina.
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2 Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da obesidade sobre a
resposta imune nos pulmdes e nos orgaos linfoides periféricos em modelo
experimental de asma, bem como as alteracdes nessas respostas frente ao

tratamento com azitromicina

2.1 Objetivos especificos

2.1.1 Avaliar o efeito da obesidade sobre a resposta imune em 6rgaos linfoides
periféricos (linfonodos mediastinais e baco) em modelo murino de

obesidade induzida por dieta e alergia pulmonar induzida por OVA

e Verificar a inducéo de obesidade induzida por dieta em camundongos
BALBI/c;

e Avaliar as alteracdes sistémicas nas populacées de células inflamatérias
durante a concomitancia da Alergia Pulmonar e da Obesidade,

e Avaliar as alteracdes histopatolégicas pulmonares implicadas na alergia
pulmonar em obesos;

e Avaliar a atividade enzimatica de granulécitos;

e Avaliar o perfil de citocinas no tecido pulmonar;

e Avaliar a producéo de anticorpos especificos para o alérgeno;

e Avaliar o fenétipo de células T auxiliares (TR)

e Avaliar o fendtipo das células que comp®8e o0s centros germinativos através da
caracterizacdo de linfécitos T foliculares, linfocitos B e Células Dendriticas
presentes nos linfonodos mediastinais e no baco;

e Avaliar as modificagbes ocasionadas pela obesidade, durante a
sensibilizacdo, principalmente referente as populacdes de células que

povoam os orgaos linfoides periféricos;
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2.1.2 Avaliar os efeitos, locais e a nivel de 6rgaos linfoides periféricos, do

tratamento com azitromicina em modelo murino de obesidade induzida

por dieta e alergia pulmonar induzida por OVA

Avaliar o efeito do tratamento sobre o ganho de peso dos animais

Avaliar o efeito do tratamento sobre as alteracdes histopatolégicas no pulméo
Avaliar as alteracdes promovidas pelo tratamento na producgao de citocinas no
tecido pulmonar

Avaliar o efeito do tratamento sobre as populagfes de linfécitos T auxiliares
no pulmao e nos orgéos linfoides periféricos

Avaliar o efeito do tratamento sobre os principais componentes dos centros
germinativos nos orgdos linfoides periféricos (linfocitos T foliculares e

Linfocitos B)

2.1.3 Avaliar o efeito do tratamento com azitromicina na resposta imune e na

expressdo de miRNAs relacionados ao desenvolvimento da asma, em modelo

murino de obesidade induzida por dieta e alergia pulmonar induzida por

acaro da poeira doméstica (HDM)

Avaliar o efeito da obesidade e do tratamento com azitromicina na funcao
pulmonar

Avaliar o efeito histopatoldgico pulmonar do tratamento e da obesidade Avaliar o efeito
ocasionado pela obesidade e pelo tratamento na expressao génica de fatores
relacionados as respostas eosinofilica e neutrofilica, nas vias aéreas e no
pulméo

Avaliacéo da expressao diferencial de microRNAs envolvidos na resposta

alérgica,
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3 Material e métodos

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem BALB/c, de 4 a 6
semanas de idade, provenientes do Centro de Biologia da Reprodugdo da
Universidade Federal de Juiz de Fora (CBR-UFJF). Apés uma semana de
aclimatacdo, estes animais foram mantidos no setor de manutencdo e
experimentacdo do Laboratério de Imunologia do ICB-UFJF, onde ficaram em
gaiolas-padrdo, em estante climatizada. O protocolo experimental realizado neste
trabalho esta de acordo com a Comiss&o de Etica na Experimentacdo Animal, com
os critérios adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFJF) da Pro-
reitoria de Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob os seguintes
nameros 094/2012, 038/2016 e 019/2017.

Para a realizacdo do protocolo de HDM, camundongos BALB/c (FEémeas de 4
a 6 semanas) livres de patdgenos foram obtidos da Australian BioResources Pty.
Ltd.. Estes foram mantidos em gaiolas com ventilacdo individual com um ciclo de
12h claro-escuro, em uma sala de manutencéo livre de patégenos especificos. Os
animais passaram por periodo de aclimatacdo com visitas diarias. Todos os
procedimento anteriores a eutanasia foram realizados em capela de fluxo laminar.
Além disso, todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica e
Cuidado Animal da University of Newcastle, Australia, sob o protocolo 2016-602.

3.2 Composicao das dietas

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

e hiperlipidica
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Tabela 1 — Composicao das dietas padréo e hiperlipidica

Composicéao *Dieta Padréao (g) *Dieta Hiperlipidica (g)

Amido de milho 398,0 0,000
Caseina 200,0 258,500
Amido dextrinizado 132,0 161,500
Sacarose 100,0 89,000
Oleo de soja 70, 32,300
Fibra 50, 64,600
L-cistina 3,00 3,900
Colina 2,50 2,600
BHT 0 0,28
Mix mineral PSB 10026 35,0 12,900
Mix vitaminico 10,0 12,900
Banha 0,0 316,600
Fosfato Ca dibase 0 16,800
Citrato Potéassio 0 21,300
Carbonato de Calcio 0 7,100

TOTAL 1000 1000

* Os valores representam a massa em gramas por porgéo de 1000g

3.3 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em 6 grupos experimentais, de acordo com 0s
procedimentos adotados. Grupo controle ou magro nao-alérgico (CN), alimentado
com a dieta padrdo. Grupo obeso ndo-alérgico (HFD), alimentado com dieta
hiperlipidica. Grupo alérgico magro (OVA), alimentado com dieta padrao,
sensibilizado e desafiado com a ovalbumina. Grupo obeso alérgico (HFD-OVA),
alimentado com dieta hiperlipidica, sensibilizado e desafiado com a ovalbumina.
Além disso, dois grupos adicionais de alérgicos magros e obesos alérgico tratados
com azitromicina, OVA AZM e HFD-OVA AZM respectivamente. Conforme descrito
na Tabela 2. Contudo, os resultados iniciais de 48h apds o ultimo desafio néo

contam com 0s grupos tratados com azitromicina.
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Tabela 2 — Grupos de animais utilizados no protocolo de asma induzida por OVA, de acordo com 0s
procedimentos adotados.

Inducéo do Inducdo modelo de Tratamento
Grupos modelo de alergia pulmonar com
obesidade experimental azitromicina
CN - - -
HFD + - -
OVA - 0 -
OVA AZM - + +
HFD-OVA F 0 -
HFD-OVA AZM + + +

Os animais do protocolo de asma induzida por HDM (House Dust Mite —
Acaro da poeira doméstica) foram divididos em cinco grupos experimentais, de
acordo com os procedimentos adotados. Grupo controle ou magro ndo-alérgico
(SAL), alimentado com a dieta padrdo. Grupo obeso ndo-alérgico (OB), alimentado
com dieta hiperlipidica. Grupo alérgico magro (HDM), alimentado com dieta padréo,
sensibilizado e desafiado com a HDM. Grupo obeso alérgico (OB/HDM), alimentado
com dieta hiperlipidica, sensibilizado e desafiado com a HDM. Além disso, um grupo
adicional obesos alérgico tratados com azitromicina, OB/HDM+AZM. Conforme

descrito na Tabela 3.
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Tabela 3 — Grupos de animais utilizados no protocolo de asma induzida por HDM, de acordo com os
procedimentos adotados.

Inducgéo do Indugcdo modelo de Tratamento
Grupos modelo de alergia pulmonar com
obesidade experimental azitromicina
CN - - -
OB + - -
HDM - + -
OB/HDM + + -
OB/HDM+AZM + + +

3.4 Inducédo do modelo de obesidade

Para inducdo do modelo de obesidade no modelo de OVA, todos 0s animais
receberam dieta padréo durante um periodo de aclimatacdo de uma semana, apos
sua chegada no biotério do Centro de Tecnologia Celular e Imunologia Aplicada —
IMUNOCET. A partir da 6% semana de idade, os animais dos grupos obesos (HFD e
HFD-OVA) foram alimentados com dieta hiperlipidica, contendo 60% de calorias
derivadas de gordura por 14 semanas, até a 20* semana de idade. Enquanto os
animais pertencentes aos grupos magros, ou controles de dieta, (CN e OVA) foram
alimentados com a dieta padrdo, contendo 10% de calorias derivadas de gordura
durante todo o protocolo.

Para a inducdo da obesidade no modelo de HDM, os animais passaram por
uma semana de aclimatacdo, quando foram diariamente manejados, apos esse
periodo foram submetidos ao protocolo de obesidade. Camundongos dos grupos
obesos foram alimentados exclusivamente com uma dieta com 60% de calorias
provenientes de gordura (SF13-092; Specialty Feeds, Glen Forrest, WA, Australia).
Os grupos nao-obesos receberam a racao padrdo com 12% de calorias provenientes

de gordura (Specialty Feeds, Glen Forrest, WA, Australia).
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3.5 Avaliagéo do consumo daracédo e da massa corporal

Para andlise do consumo da dieta, a ingestdo alimentar foi monitorada
durante todo o protocolo, duas vezes por semana, onde o consumo da racéo foi
mensurado em balanca semi-analitica (Micronal B6000®, Brasil). Para avaliacdo da
curva do consumo da dieta, foi avaliada a média do consumo diario por semana, da
62 a 202 semana de idade (12 a 142 semana de dieta). O peso de cada animal foi
avaliado semanalmente no mesmo dia e horario, durante todo o protocolo de
obesidade. Além disso foi avaliado o peso da gordura perigonadal e o indice de
massa corporal. Este dltimo foi obtido levando em consideragdo a altura
(comprimento do animal da ponta do nariz até a base da cauda) e o peso do animal

segundo a seguinte férmula:

Peso

IMC =
distancia naso — anal?

3.6 Inducédo do modelo de alergia pulmonar experimental e tratamento com

azitromicina

A inducgédo da alergia pulmonar por OVA nos animais foi realizada através de
duas sensibilizacdes, sendo a primeira, na 102 semana de dieta e a segunda na 122
semana de dieta, 0 que correspondeu aos dias 0 e 14 do protocolo de inducédo da
alergia pulmonar. Os animais foram imunizados com injecao intraperitoneal
contendo 3 ug de OVA (Grade V, Sigma-Aldrich Corp, EUA) e 1 mg de adjuvante
hidroxido de aluminio (Sigma-Aldrich Corp, EUA). Na 132 semana de dieta,
correspondendo aos dias 21, 23, 25, 27 e 29 do protocolo de inducdo de alergia
pulmonar, os animais foram desafiados através de nebulizacdo com OVA 1% em
tampdo PBS por 20 minutos. A eutanasia e coleta de amostras foi realizada 72h
apos a ultima sensibilizacdo e as 48h apds o ultimo desafio, como demonstrado na

figura 4.
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Figura 4 - Delineamento experimental do protocolo de indugcdo de obesidade e alergia pulmonar
experimental induzida por OVA. Animais magros (CN, OVA) receberam dieta padrdo com 10% de
calorias provenientes de gordura, ao passo que animais submetidos ao protocolo de obesidade (HFD,
HFD-OVA) receberam dieta hiperlipidica com 60% de calorias proveniente de gordura. As
sensibilizagbes foram realizadas atravées de injecao intraperitoneal com 3ug de OVA em hidroxido de
aluminio, nos grupos OVA e HFD-OVA. Desafios com 1% de OVA em tampao fosfato salino (PBS),
através de nebulizacdo foram realizados nos mesmos grupos. A eutanasia ocorreu 72h apds a
segunda sensibilizacao e 48h apds o ultimo desafio com OVA.

Para validacdo do modelo de obesidade e asma, para o tempo de dieta de 14
semanas, o que difere do trabalho publicado posteriormente com o0 mesmo modelo
(SILVA et al., 2017), foi realizada a coleta de amostras conforme indicado na figura
5. ApOs a eutanasia foram coletado o sangue com heparina para contagem total de
leucdcitos, bem como a contagem diferencial dos mesmos. Também foi coletado
sangue sem heparina, para coagulacdo e obtencdo de soro para a dosagem de
anticorpos séricos 1gG1, IgE e IgG2a especificos para OVA. O lobo pulmonar
esquerdo foi coletado para avaliacdo histologica, com contagem de eosinéfilos na
coloracado de Sirius Red. Os lobos foram utilizados para obtencdo de macerado onde
foi avaliada a presenca de diversas citocinas e das peroxidases caracteristicas de
eosindfilos e neutrdéfilos (EPO e MPO respectivamente). Além disso, foram coletados
os oOrgaos linfoides periféricos, baco e linfonodos mediasitinais, para avaliacdo da
resposta imune e montagem de resposta nos centros germinativos através de
imunofenotipagem por citometria de fluxo, com avaliacdo das populacfes de células
dendriicas (DCs); linfécitos T auxiliares de dos perfis Tyl, Ty2 e Tyl7; linfocitos T
foliculares e foliculares regulatérios (Tey € Ter); € linfocitos B. A gordura perigonadal
dos animais foi coletada e pesada em balanca analitica como mais uma forma de

indicar o desenvolvimento de obesidade.
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Figura 5 - Delineamento Experimental - Obesidade e alergia pulmonar induzida por OVA e
resposta em 6rgaos linféides periféricos (Objetivo 1). Procedimentos realizados com fémeas da
linhagem Balb/c, apés inducdo de obesidade com dieta hiperlipidica e desenvolvimento de alergia
pulmonar experimental utilizando OVA. Antes do dia da eutandsia os animais foram pesados
semanalmente; as 24h e 48h apds o Ultimo desafio foi realizado procedimento de anestesia com
cetamina e xilasina, seguido de exsanguinagcdo e rompimento do diafragma. Foi realizada a contagem
diferencial de leucdcitos no sangue, em lamina de esfregaco sanguineo. O soro foi separado do
sangue total para realizacdo de ELISA indireto para quantificacdo de anticorpos especificos para
OVA, IgG1 e IgE, caracteristicos de resposta Ty2 e IgG2a caracteristica de respostas Ty1/TH17.
Foram coletados lobos pulmonares para realizagdo de homogenato e dosagem de proteinas no
tecido por ELISA; lobos para avaliacdo histolégica (contagem de eosindfilos com Sirius Red). Os
Orgéos linféides periféricos (baco e linfonodos mediastinais) foram removidos para imunofenotipagem,
cim marcacao para células B, células T auxiliares, células T foliculares e células dendriticas. Também
foi retirada a medula 6ssea do fémur para contagem diferencial. Além disso foi feita a pesagem da
gordura perigonadal como medida adicional de desenvolvimento de obesidade.
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Para a avaliacdo dos efeitos da azitromicina no modelo de OVA os animais
dos grupos OVA AZM e HFD-OVA AZM, receberam tratamento diario de 50 mg/kg
por gavagem em volume maximo de 200 ulL/dia a partir do primeiro dia apos o
primeiro desafio. Os animais foram eutanasiados 24 horas apds o ultimo desafio
com a OVA. A figura 6 mostra o delineamento experimental da inducdo do modelo

de alergia pulmonar experimental associada a obesidade e tratamento com

azitromicina.
Idade
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Dias do protocolo
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Figura 6 - Delineamento experimental do protocolo de indugdo de obesidade e alergia pulmonar
experimental induzida por OVA e tratamento com azitromicina. Animais magros (CN, OVA, OVA AZM)
receberam dieta padrdo com 10% de calorias provenientes de gordura, ao passo que animais
submetidos ao protocolo de obesidade (HFD, HFD-OVA, HFD-OVA AZM) receberam dieta
hiperlipidica com 60% de calorias proveniente de gordura. As sensibilizagdes foram realizadas
através de inje¢ao intraperitoneal com 3ug de OVA em hidréxido de aluminio, nos grupos OVA, OVA
AZM, HFD-OVA e HFD-OVA AZM. Desafios com 1% de OVA em tampao fosfato salino (PBS),
através de nebulizacdo foram realizados no mesmo grupo. Para a avaliagdo dos efeitos da
azitromicina no modelo de OVA os animais dos grupos OVA AZM e HFD-OVA AZM, receberam
tratamento diario de 50 mg/kg por gavagem a partir do primeiro dia apés o primeiro desafio. A
eutanasia ocorreu 24h apos ultimo desafio com OVA.

Para avaliacdo dos efeitos da azitromicina em modelo de OVA foram
realizados os mesmos procedimentos apresentados na validacdo do modelo,
contudo foram adicionaram alguns procedimentos como consta na figura 7. Foi
realizada a coleta de lobos pulmonares para a avaliagdo da expressado génica, para
imunofenotipagem de linfocitos T auxiliares por citometria de fluxo e ainda, foi
realizada a marcagao por imunohistoquimica, com anticorpo especifico para MPO,
caracteristica de neutréfilos. Também foi realizado o lavado da medula éssea

femural para contagem diferencial.
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Figura 7 - Delineamento Experimental - Obesidade e alergia pulmonar induzida por OVA e
tratamento com azitromicina (Objetivo 2). Procedimentos realizados com fémeas da linhagem
Balb/c, apés inducdo de obesidade com dieta hiperlipidica e desenvolvimento de alergia pulmonar
experimental utilizando OVA. Antes do dia da eutandsia os animais foram pesados semanalmente; as
24h ap6s o ultimo desafio foi realizado procedimento de anestesia com cetamina e xilasina, seguido
de exsanguinacéo e rompimento do diafragma. Foram coletados lobos pulmonares para realizacéo de
homogenato e dosagem de proteinas no tecido por ELISA; lobos para avaliagdo histoldgica
(contagem de eosinodfilos com Sirius Red e de neutrdfilos com marcacdo de imunohistoquimica
especifica para MPO); lobos para a avaliagdo da expressdo génica; lobos para imunofenotipagem,
com marcacao especifica para linfocitos T auxliares Tyl, Ty2 e Tyl7. Os érgédos linféides periféricos
(baco e linfonodos mediastinais) foram removidos para imunofenotipagem, cim marcacéo para células
B, células T auxiliares, células T foliculares e células dendriticas. Também foi retirada a medula 6ssea
do fémur para contagem diferencial.
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O protocolo de inducao de alergia pulmonar induzida por HDM comecgou na
oitava semana de dieta, de modo que a eutanasia ocorresse na décima semana. Os
camundongos foram sensibilizados por trés exposi¢coes intranasais a 50 pg de
extrato de &caro da poeira doméstica (Greer Laboratories), nos dias 0, 1 e 2,
realizados sob anestesia temporaria com isoflurano em camara oxigenada. Seguido
por desafios diarios com 5 ug do mesmo extrato, durante 4 dias. Do dia 14 ao dia 17
do protocolo de alergia pulmonar. Os animais controle receberam solucédo de salina

ao invés de solucdo de alérgeno (Figura 5).

Os animais do Grupo Obeso Alérgico Azitromicina (OB/HDM AZM)
receberam, 24 horas antes de cada desafio uma dose intraperitoneal de 25 mg/kg de
Azitromicina diluida em salina estéril, equivalendo aos dias 13, 14, 15, 16 e 17 do

protocolo de Alergia Pulmonar. Conforme detalhado na figura 8.

Idade 6 14 16
(semanas)
(0,1,2) (14, 15, 16, 17) (18)

Dias protocolo de
alergia pulmonar | l 1 11 l I L 111 I 4

(HDM) | _J Eutanasia

Inicio da intervengio Sensibilizagées Desafios
na dieta

Tratamento com |~
Azitromicina

Figura 8 — Delineamento experimental e grupos experimentais divididos por procedimentos.
Em modelo concomitante de obesidade e alergia pulmonar induzida por HDM e tratamento
com azitromicina. Camundongos Balb/c receberam dieta padrdo, com 10% de calorias proveniente
de gordura (grupos CN e HDM) durante todo o protocolo, enquanto os animais dos grupos OB,
OB/HDM e OB/HDM+AZM receberam dieta hiperlipidica com 60% de calorias provenientes de
gordura. Na oitava semana de dieta, os camundongos foram sensibilizados com aplicacdo intranasal
de 50 ng de extrato de acaro da poeira doméstica (Greer Laboratories), nos dias 0, 1 e 2. Seguido por
desafios diarios com 5 pug do mesmo extrato, durante 4 dias, também por via intranasal. Do dia 14 ao
dia 17 do protocolo de alergia pulmonar. Os animais do Grupo Obeso Alérgico Azitromicina (OB/HDM
AZM) receberam, 24 horas antes de cada desafio uma dose intraperitoneal de 25 mg/kg de
Azitromicina diluida em salina estéril, equivalendo aos dias 13, 14, 15, 16 e 17 do protocolo de Alergia
Pulmonar

Para avaliagdo dos efeitos da obesidade e do tratamento da azitromicina em
modelo de alergia pulmonar induzida por HDM, foi realizada a avaliagdo de
hiperresponsividade das vias aéreas frente a provocagcdo com metacolina, com

animais anestesiados. Posteriormente foi realizada eutanasia com exsanguinacéo e
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rompimento do diafragma. Foram coletados lobos pulmonares para realizacdo dos
procedimentos histologicos para quantificacdo de eosindfilos e avaliagdo do escore
inflamatorio frente a coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE); quantificacdo de
neutrofilos através de marcacdo especifica para MPO; quantificacdo de células
caliciformes produtoras de muco, pela coloracdo de PAS. Também foram utilizados
lobos inteiros ou vias aéreas isoladas por disseccdo cega para a avaliagdo da
expressao génica. A avaliacdo da expressdo de miRNAs foi realizada somente no

pulma&o inteiro (figura 9).
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Figura 9 - Delineamento Experimental - Obesidade e alergia pulmonar induzida por HDM e
tratamento com azitromicina (Objetivo 3). Procedimentos realizados com fémeas da linhagem
Balb/c, apds inducdo de obesidade com dieta hiperlipidica e desenvolvimento de alergia pulmonar
experimental utilizando HDM. Antes do dia da eutandsia os animais foram pesados semanalmente; as
24h ap06s o Uultimo desafio foi realizado procedimento de anestesia com cetamina e xilasina, os
animais tiveram suas traqueias canuladas, e foi realizado o teste de hiperresponsividade das vias
aéreas. A eutanasia foi realizada pela exsanguinacdo dos animais anestesiados seguida de
rompimento do diafragma. O pulmé&o foi removido e o lobo esquerdo foi separado para realizagéo de
procedimentos histolégicos, Imunohistoquimica especifica para MPO (enzima caracteristica de
neutrofilos); contagem de eosinéfilos em coloracdo de HE; Contagem de células caliciformes
produtoras de muco através de coloracdo com PAS. Os lobos direitos foram separados para
avaliagcdo da expressao génica tanto no lobo inteiro como em via aérea separa do parénquima
através de disseccdo cega. A avaliagcao da expressao de miRNA foi realizada somente pulmao inteiro.
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3.7 Avaliagédo de hiperresponsividade bronquica

A avaliagdo da hiperresponsividade bronquica foi realizado somente nos
animais submetidos ao modelo de asma induzida por HDM. Os camundongos foram
anestesiados e em seguida traqueomizados, canulados e restritos em uma camara
hermética. Posteriormente, receberam doses crescentes (0,625, 1,25, 2,5, 5, 10 e 20
mg/mL) de metacolina que foram vaporizadas na traqueia. Os resultados de cada
concentracdo foram medidos como percentuais em comparagdo com a dose 0, ou

seja, na auséncia de metacolina.

3.8 Obtencao do material bioldgico

Para o modelo de asma induzida por OVA as amostras biolégicas foram
obtidas ap6s 14 semanas de dieta, as 24 ou 48 horas apds o ultimo desafio. Os
animais foram eutanasiados através de dose letal de solucdo de cetamina (90
mg/Kg, Syntec, Brasil) e xilasina (10 mg/kg, Agener Unido, Brasil) por via
intraperitoneal, seguida de exsanguinacdo por puncdo cardiaca e ruptura de
diafragma. As amostras e soro foram armazenadas individualmente, e mantidas sob
refrigeracdo em biofreezer a -80°C até serem realizadas as andlises. Como o0s
animais do modelo de HDM ja se encontravam sob anestesia profunda, foram apena

exsanguinados e o diafragma foi rompido para completar a eutanasia.

3.9 Coleta do soro

Apés a anestesia 0 sangue foi coletado a partir de puncédo cardiaca. As
amostras foram centrifugadas a 7.500 x g, por 2 minutos a temperatura ambiente
(Centrifuga 5410, Eppendorf, Alemanha) para obtencéo do soro, que foi armazenado
a -80°C. Para analise de IgE anti-OVA, uma aliquota do soro foi acondicionada em

ependorf para posterior deteccdo do anticorpo especifico quantificado como
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densidade otica (DO) em leitor de microplacas de ELISA (SpectraMax 190, Molecular
Devices, EUA).

3.10 Coleta e processamento do pulméo para dosagem de citocinas, EPO e
MPO e histologia

A caixa toracica do animal foi recortada longitudinalmente e o tecido pulmonar
foi lavado através de perfusdo com 10 mL de PBS gelado, em seguida o lobo
esquerdo pulmonar foi coletado e acondicionado a -80° C para posterior dosagem
citocinas, EPO e MPO. O lobo direito do pulméo foi coletado e fixado durante 24h
em solucdo de formol tamponado 10% durante 24h seguida de fixacdo em alcool
70% até o processamento para analise histoldgica. Para a obtencdo do homogenato,
100 mg do lobo esquerdo do pulméo foi macerado em 1 mL de PBS contendo
inibidores de proteases (0,1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil, 0,1 mM cloreto de
benzetonio, 10 mM EDTA e 2 uL de aprotinina A) e 0,05% Tween 20. As amostras
foram entdo centrifugadas a 440 x g, por 15 minutos a 4°C (CR 312, Thermo
Electron Corporation, EUA). Os sobrenadantes foram armazenados a -20°C, até
serem utilizados para dosagem de citocinas e quimiocinas através de ELISA direto.

3.11 Coleta do tecido adiposo

Para coletar o tecido adiposo localizado na regido perigonadal, foi realizada
uma incisédo na regido abdominal. Em seguida, o tecido adiposo perigonadal foi
pesado e acondicionado em formol tamponado 10% para posterior analise

histoldgica.

3.12 Dosagem sérica de anticorpos anti-OVA

A avaliacdo da producéo IgE, 1gG1 e IgG2A especifica anti-OVA foi analisada
através de ELISA. ApoOs a sensibilizagdo com 0,1 mg/mL de OVA (Grade V; Sigma-
Aldrich Corp, St Louis, MO, USA) em tampéao carbonato (100 pL/poco), a placa foi
incubada a 4°C por 18 horas e lavadas a seguir com PBS Tween 20 0,05% (PBST).
Apos bloqueio com 5% de leite em po desnatado (Molico) em PBST (200 uL/poco), a
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placa foi lavada e as amostras de soro foram adicionadas, seguido de incubacéo por
1 hora. A segquir, a placa foi novamente lavada e o anticorpo anti-IgE, Anti-IgG1 ou
Anti-lgG2A (Pharmingen™, Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) foi adicionado.
A estreptavidina marcada com peroxidase (Pharmingen™, Becton Dickinson, San
Diego, CA, USA) foi adicionada apos incubacgdo (1 hora a temeperatura ambiente) e
lavagem da placa. A seguir, a reacao foi revelada pela adicdo de substrato contendo
acido citrico 0,1M, citrato de sodio 0,1M, &agua destilada, cromogeno O-
phenylenediamine dihydrochloride (OPD) e H,0O, 30%. A reacao foi bloqueada com
H,SO4 4N e a leitura foi realizada em leitor de microplacas a 492 nm (SpectraMax®
190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) e os resultados plotados como

densidade otica.

3.13 Avaliacéo histoldgica do tecido pulmonar

Para avaliac@o histoldgica, o lobo pulmonar esquerdo foram fixados durante
24h em solucédo de formol tamponado 10%. Apds os procedimentos rotineiros de

inclusdo em parafina, foram realizados cortes semi-seriados de 4 ym de espessura.

3.14 Score inflamatério

Para a determinacdo do escore inflamatério, as laminas foram coradas por
H&E e observadas em toda sua extensdo em microscépio Optico Zeiss
(Hallbergmoos, Alemanha) em aumento de 200X. As &reas peribronquiolar e
perivascular foram avaliadas de acordo com o grau de infiltrado celular inflamatorio,
ao qual foram atribuidos escores de 0 a 5 para cada campo (GOUVEIA et al., 2013;
GOUVEIA et al., 2017; SILVA et al., 2017)

v' 0, auséncia de processo inflamatorio;

1, células inflamatorias esparsas;
2, uma camada de células inflamatérias ao redor da estrutura avaliada;
3, anel de células inflamatdrias contendo 2 a 4 camadas;

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

NN

5, infiltrado inflamatério intenso.
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3.15 Contagem de eosinodfilos no tecido pulmonar

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

3.16 Contagem de células caliciforme produtoras de muco

A avaliagdo da producdo de muco pelas células caliciformes foi obtida atraves
de coloragdo do tecido pulmonar com Acido periédico Shiff (PAS) (Easypath —
Erviegas Ltda). Seguida de contagem com reticulo Olympus (10mm/10) e expressa
pela média da contagem, em 20 campos, de células PAS positivas por 100 ym?, no

aumento de 400X.

3.16 Imunohistoquimica para MPO

A imunohistoquimica foi utilizada para quantificar o nimero de neutréfilos no
pulmao. Através de deteccdo da enzima mieloperoxidase no tecido pulmonar. A
metodologia utilizada foi da Biotina-estreptavidina peroxidase (Santa Cruz
Biotechnology, Inc). Para isso, cortes histolégicos de 5 pum de espessura foram
colocados em lamina silanizadas. As laminas foram desparafinizadas e hidratadas e
na sequéncia, foi realizado o bloqueio da peroxidase endégena com agua oxigenada
10V (3%). Foi entdo realizada a lavagem com &agua e PBS. A recuperagdo
antigénica foi obtida em alta temperatura com tampéao Tris-EDTA. Apds este periodo
as laminas foram lavadas em PBS. Finalizada a etapa do blogueio, os cortes foram
incubados a 4°C em solucéo de anticorpo anti-MPO a 3ug/mL (R&D System). Apés
esta etapa, as laminas foram lavadas em PBS. Apés esta etapa, os cortes foram

incubados por 30 min com o anticorpo secundario a 1 pg/mL (Santa Cruz
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Biotechnology, Inc), em seguida foi adicionada o complexo biotina-estreptavidina por
30 min e seguiu-se a revelagdo pelo cromoégeno 3,3 Diaminobenzidina (DAB) (Santa
Cruz Biothecnology, Inc), seguido de contracoloracdo com hematoxilina. Foram
analisados 20 campos, em uma area delimitada por reticulo Olympus (10mm/10) na
regido peribroncovascular, em aumento de 1000X, a contagem foi expressa por
namero de neutréfilos MPO* / 100 pm?

3.17 Dosagem de citocinas e CCL1ll/eotaxina no homogenato do tecido

pulmonar

O sobrenadante do homogenato do tecido pulmonar foi utilizado no ensaio
enzimatico ELISA para as citocinas IL-4, IL-5 e IL-9 (BD OptEIA, BD Biosciences,
EUA), IL-13, IL-25, IL-33 e CCL11 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), IL-17A
(eBioscience, Inc) de acordo com as instrugdes dos fabricantes. Para isso, placas de
96 pocos foram sensibilizadas com o anticorpo de captura diluido em tampéo e
incubadas por 18 horas a 4°C. As placas foram lavadas em PBS Tween 20 0,05%
(PBST), seguindo-se um bloqueio dos sitios inespecificos da placa por 1 hora. As
amostras foram adicionadas em cada poc¢co e paralelamente para obtencdo das
curvas-padrao, foram adicionadas as concentracdes indicadas dos recombinantes
especificos para cada citocina. Apds o tempo pré estabelecido foram realizadas a
lavagem das placas. Em seguida para os kits BD OpTEIA, o complexo anticorpo de
captura biotinilado e streptavidina foram adicionados e incubados por 2 horas em
temperatura ambiente. Para os kits R&D Systems eBioscience, primeiramente foi
adicionado e incubado o anticorpo de captura por 2 horas em temperatura ambiente.
As placas foram lavadas e posteriormente foi adicionada streptavidina, seguida de
incubagdo por 1 hora em temperatura ambiente. As placas foram lavadas e foi
adicionado substrato 3,3,5,5 Tetrametilbenzidina (TMB). A reacéo foi interrompida
com H,SO, 1M e as leituras foram realizadas a 450 nm em leitor de microplacas
(SPECTRAMAX 190, Molecular Devices, EUA).
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3.18 Avaliacdo da atividade das enzimas peroxidase eosinofilica (EPO) e
mieloperoxidase (MPO)

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

Para analise da atividade de EPO, 50 uL do sobrenadante do homogenato
pulmonar foram colocados em uma placa de 96 pocos, juntamente com 50 uL de
substrato contendo 1,5 mM de OPD em tampéo tris-HCI- 0,075 mM (pH = 8,0),
acrescido de H,O, 6,6 mM. As amostras foram incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente (TA), no escuro. A reacao foi interrompida com 50 uL de
H.SO,4 1M e a leitura foi realizada a 492 nm em leitor de microplacas (SpectraMax®
190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

Para avaliacdo da atividade da MPO, 100 uL de cada amostra foi
adicionado/poco, posteriormente foi adicionado 100 uL de substrato com 6 mM de
OPD em tampao citrato a 10 mM (pH = 4,5) acrescido de H,O,. A reac¢ao foi parada
com 50 uL de H,SO4 1M e a leitura foi realizada a 492 nm em leitor de microplacas

(SpectraMax® 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

3.19 Citometria de Fluxo

Para analise por citometria de fluxo, baco e linfonodos mediastinais, foram
removidos e acondicionados em meio de cultura RPMI até o processamento. Os
orgdos foram entdo macerados com tampéo de extracdo (Meio RPMI suplementado
com 5% de Soro Fetal Bovino e 0,075% de EDTA) em cell strainer (70 um). Os

macerados foram centrifugados a 1500 rpm, por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante
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foi descartado e o precipitado ressuspendido em 1 mL de tampao FACS (PBS com
2% de Soro Fetal Bovino e 0,1% de azida sodica) e 4 mL de tampao de lise (ACK).
Apos os 10 minutos, as amostras foram centrifugadas e ressuspendidas em 1 mL de
tampéo FACS.

Uma aliquota das células foi contada em Azul de trypan e foram plaqueadas
2x10° células por pogo em uma placa de fundo U. O bloqueio de receptores Fc foi
feito com uma solucdo de FcBlock na proporcdo de 1:150. Apds centrifugacéo e
remocao do bloqueio as células foram marcadas de acordo com o quadro 1. As
marcacdes intracelulares foram realizadas apds permeabilizacdo e fixacdo com

reagente Cytofix/Cytoperm (BD OpTEIA).



Quadro 1 — Painel de fluorocromos utilizados na fenotipagem por Citometria de Fluxo.
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Painel Marcador Fluorocromo Clones
CD4 PerCP MR4-5
Linfoécitos T CXCR5 PE 2G8
foliculares PD1 Bv421 J43
Foxp3 AlexaFluor 488 MF23
CD19 FITC 1D3
' . CD40 APC 3/23
Linfocitos B
PDL1 PE MIH5
PD1 Bv421 J43
CD3 PercP 145-2011
Citocinas CD4 PE L3T4
Intracelulares IL17A AlexaFluor 488 TC11-18H10
Linfocitos T IL4 Bv421 11B11
IFNy PE-Cy7 XMG1.2
CD3 PercP 145-2011
Fatores de
. CD4 PE L3T4
Transcricao
o GATAS3 AlexaFluor 647 L50823
Linficitos T
RORgT Bv421 Q31878
CD11c BVv510 HL3
) MHCII APC AMS321
Células Dendriticas
CD86 FITC 161001
PDL1 PE MIH5

3.20 PCR quantitativo

Os pulmbes foram removidos, um dos lobos passou por dissec¢do cega para

separacdo das vias aéreas. As vias aéreas e parénquima foram armazenados

separadamente em TRIzol (Ambion; Carlsbad, USA). O outro lobo inteiro foi

armazenado na mesma solugdo. O RNA foi extraido atraves do protocolo de TRIzol.
A transcricéo reversa foi realizada com o kit Bioscript (Bioline; Alexandria, Australia),

e 0 cDNA foi utilizado na reacdo de cadeia da polimerase quantitativo (QPCR)



67

utilizando SYBR green master mix (Invitrogen; Mulgrave, Australia). O namero de
copias dos diversos transcritos foi normalizado com a expressdo de HPRT1 no
modelo de alergia induzida por HDM e com a expressao de -actina para o modelo
de asma induzida por OVA, e a expresséo foi obtida utilizando-se uma curva padréo
para transcritos obtidos de amostras para o experimento de HDM, e em expressao

relativa ao controle para o experimento de OVA.

Tabela 4 — Listagem de primers utilizados para gPCR

Primer Sequéncia
. F GGCACCACACCTTCTACAATG
b-actina R GGGGTGTTGAAGGTCTCAAAC
F CATTATGCTGAGGATTTGGAAAGG
PRI R CTTGAGCACACAGAGGGCTACA
F GCAGTTGTGTCACCATCATCTGTG
Mucsac R GGGGCAGTCTTGACTAACCCTCTT
KC (CXCL1) F CAATGAGCTGCGCTGTCAGTG
R CTTGGGGACACCTTTTAGCATC
F CCAAGGGTTGACTTCAAGAAC
MIP-2 R AGCGAGGCACATCAGGTACG
F CACTCGCTGAAGGAAAATGACCA
MIB-1 R AATCCAAGGCAAAAGTGTCAAACG
F AGGCTACCCTGAAACTGAG
TSLP R GGAGATTGCATGAAGGAATACC
— F CACGGTCACTTCCTTCACG
R GGGGATCTTCTTACTGGTA
F TGTTGACAAGCAATGAGACGATGA
s R AATAGCATTTCCACAGTACCCCCA
F ATCCCTCAAAGCTCAGCGTGTC
LATA R GGGTCTTCATTGCGGTGGAGAG
F CGACTGTTGCCTCTCGTACA
ccLzo R AGGAGGTTCACAGCCCTTTT
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3.21 Avaliagdo da expressao de microRNAs

O RNA extraido do pulméo foi submetido a transcricdo reversa seguida de
PCR quantitativo conforme as indicacdes do kit TagMan MicroRNA Assay, para 0s
microRNAs mirl55 e mir223. Os dados sdo demonstrados em expressao relativa,

em comparacao com a expressao de UG6.

3.22 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Graph Pad
Prism 5.0 (Graphpad Software,EUA). As varidveis numéricas foram avaliadas nos
diferentes grupos pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov para distribuicédo
gaussiana dos dados, e posteriormente, as analises foram realizadas com teste t de
student, ndo pareado para os dados paramétricos e o teste de Mann Whitney para
os dados ndo paramétricos. O nivel de significancia admitido para os testes foi de P

< 0,05. Os dados estao expressos como média + erro padréo da média.
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4 Resultados

4.1 Modelo de Obesidade e Alergia Pulmonar induzida por Ovalbumina (OVA)

O modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica e alergia pulmonar
induzida por OVA aqui apresentado, foi previamente desenvolvido no Centro de
Tecnologia Celular e Imunologia Aplicada (Imunocet) (SILVA et al., 2017a). Portanto
0s primeiros resultados apresentados tem como intuito a validagcdo do modelo,
através da verificacdo de algumas alteracdes caracteristicas. A analise de
imunofenotipagem por citometria de fluxo foi realiza 48h ap6s o dltimo desafio, tendo
em vista que o pico da resposta de animais obesos ocorre nesse tempo (SILVA et
al., 2017a) .

4.1.1 Dieta hiperlipidica induz aumento de peso e acumulo de gordura

Camundongos da linhagem Balb/c sdo resistentes ao desenvolvimento de
obesidade, apresentando menor acumulo de gordura e ganho de peso que outras
linhagens como C57BL/6 (MONTGOMERY et al., 2013). No entanto, o consumo da
dieta hiperlipidica, contendo 60% de calorias provenientes de gordura, durante
guatorze semanas levou ao aumento significativo de peso, acompanhado pelo maior
acumulo de gordura perigonadal, nos animais dos grupos HFD (OB) e HDF-OVA
(OB/AP), em comparagdo com os grupos CN e OVA (AP). Adicionalmente, esses
grupos nao apresentaram diferencas entre si quanto ao peso, percentual de ganho
de peso (que corresponde ao percentual de peso ganho em relacdo ao peso inicial
do animal) ou acumulo de gordura perigonadal (Figura 10). Os animais alimentados
com a dieta padrdo (CN e OVA), contendo 10% de calorias provenientes de gordura,
também nado apresentaram diferencas significativas entre si em relacdo aos

parametros supracitados (Fig. 10).
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Figura 10 - Acompanhamento de peso e acimulo de gordura, em modelo de alergia pulmonar
induzida por OVA. Curva de peso de cada grupo experimental (A), curva de percentual de ganho de
peso em relacdo ao peso inicial (B), peso final (C), percentual final de ganho de peso (D), acimulo de
gordura perigonadal (E). Os dados foram analisados através de teste de t de student, *p<0.05, e
expressos como média +/- EPM, ns - ndo significativo. n=6.
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4.1.2 Obesidade induz o aumento no nimero de leucocitos no sangue durante

aresposta alérgica induzida por OVA

Durante o desenvolvimento de processos inflamatérios nos pulmdes, como a
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e a asma, ocorre 0 aumento da
contagem de leucécitos sanguineos, sobretudo na contagem de eosindfilos e
neutrofilos (LEWIS et al., 2001). Nesse contexto, animais nao alérgicos, magros e
obesos (CN e HFD), ndo diferiram entre si quanto a contagem de leucdcitos totais,
contudo, apos as sensibilizacbes e desafios com o alérgeno, animais obesos
apresentaram um namero significativamente maior de leucécitos na circulacdo em
comparacao aos animais magros alérgicos 48h apés o ultimo desafio com a OVA
(Fig. 11A).

A contagem diferencial ndo indicou nenhuma diferenca significativa entre os
grupos CN e HFD. Entretanto, a contagem de mondcito, linfocitos e neutréfilos foi
mais elevada em animais obesos alérgicos (HFD-OVA) em comparacdo com 0S
alérgicos ndo obesos (OVA) (Figura 11 B, C e E). Contudo ndo houve diferenca
significativa entre os animais alérgicos obesos e magros quanto a contagem de

eosinofilos (Fig. 11D).



72

10-
I o
]
‘0
O~ 6
3e —0s. 1
o X 4 7
Q
£ = /
= 24
oLl %
CN HFD  OVA HFD-OVA
B so- C &o00- .
—_ *
d‘o 407 | g
- -
e 400-
& 304 =4 n.s.
2 ns. 2 —ns.
b~ L =
g 20- B00) T
g £2°%1 %
= 10 0
0- 0 : A
CN HFD  OVA HFD-OVA CN HFD  OVA HFD-OVA
50- 250
D e E )
£ 40- £200-
- -
Z 30 =150
E n.s. T E ns.
= ' 7 = —ns.
S 204 / S100{ T T
2 g 2
S 10- / 2 50 /
o] % ol %
CN HFD  OVA HFD-OVA CN HFD  OVA HFD-OVA
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4.1.3 Obesidade reduz peroxidase eosinofiica (EPO) e aumenta
mieloperoxidase (MPO) no tecido pulmonar

Tendo em vista as alteracdes ocorridas nas contagens de células, foi
realizada a avaliacdo da atividade enzimatica das peroxidases caracteristicas de
granulécitos no macerado do tecido pulmonar. A peroxidase eosinofilica (EPO),
presente em eosinéfilos € uma marca da ativacao dessas células, e a avaliagdo de
sua atividade é uma medida indireta de inflamacdo eosinofilica (SAFFARI et al.,
2016). Camundongos ndo alérgicos, independentemente de seu status obeso, nao
apresentaram diferenca significativa de atividade de EPO. No entanto apds 48h das
dos desafios com OVA, os animais obesos (HFD-OVA) apresentaram menor
atividade dessa enzima, em relacdo ao grupo alérgico ndo obeso (OVA) (Fig. 12A).

Em contraste a Mieloperoxidase (MPO), produzida principalmente por
neutrofilos, é um indicativo de sua atividade e presenca. Portanto, sua quantificacdo
pode ser uma medida indireta de neutrofilia (ARATANI, 2018). Os grupos de animais
nao-alérgicos (CN e HFD) ndo apresentaram diferenca entre si quanto a atividade da
MPO. Contudo, os animais alérgicos obesos (HFD-OVA) apresentaram maior
atividade de MPO em relagdo aos alérgicos magros (OVA), indicando uma maior

participacdo de neutroéfilos no processo inflamatorios dos pulmdes (Fig. 12B).
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Figura 12 - Avaliagdo das atividades de peroxidases de granuldcitos, em homogenato de pulmé&o,
apos 48h dos desafios com a OVA. Avaliacdo da atividade de peroxidase eosinofilica (EPO) (A) e
Mieloperoxidase (MPQO) (B). Os dados foram analisados através de teste de t de student, *p<0.05, e
expressos como média +/- EPM, ns - nao significativo. n=6. D.O — densidade 6tica.
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4.1.4 Obesidade causa reducdo de infiltrado eosinofilico no tecido pulmonar
durante resposta alérgica

Tendo em vista as diferencas observadas quanto a atividade das peroxidases
no tecido pulmonar, foi avaliada a presenca de eosindfilos no infiltrado inflamatério
na regido peribroncovascular. Enquanto animais obesos e nao-obesos, nao
apresentavam eosindéfilos em seu tecido pulmonar, ambos os grupos alérgicos,
obesos e ndo-obesos, possuiam infiltrado eosinofilico, contudo animais obesos
alérgicos apresentaram menor eosinofilia em comparacdo com o grupo alérgico

magro apos 48h do ultimo de desafio com a OVA (Fig. 13).
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Figura 13 - Contagem de eosindfilos no tecido pulmonar corados com Sirius Red (A) e imagem
representativa de cada grupo experimental (B), em modelo de OVA. Os dados foram analisados
através de teste de t de student, p<0,05 (*). Os dados foram analisados através de teste de t de
student, *p<0.05, e expressos como média +/- EPM, ns - ndo significativo. n=6.
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4.1.5 Obesidade modifica o perfil de citocinas produzidas no pulméao

Para a confirmacdo das modificacbes caracteristicas desse modelo foram
usados tempos de coleta distintos (24 e 48h) de acordo com a cinética de resposta
ja avaliada previamente (SILVA et al., 2017). Foram avaliadas citocinas de perfil Ty2
e citocinas epiteliais que contribuem para o estabelecimento da resposta alérgica
padrdao nos pulmdes (MITCHELL; O'BYRNE, 2017). Adicionalmente, foi avaliada a
producdo de IL17A, principal citocina produzida por linfocitos do subtipo Ty17 e que
contribuem para o estabelecimento de respostas de perfil neutrofilico (ZHANG et al.,
2018a).

Animais obesos alérgicos (HFD-OVA) apresentaram menor producdo das
citocinas epiteliais IL-25 (Fig. 14A) e TSLP (Fig. 10B) em comparacdo com 0 grupo
alérgico ndo-obeso, 24h apos o ultimo desafio com OVA. Contudo, a obesidade por
si s6 ndo causou modificacbes na producdo dessas citocinas na auséncia do
alérgeno (Fig. 14A-B). Em relacdo, a quimiocina CCL11, responsavel pelo
recrutamento de eosinofilos, também foi menos produzida em animais obesos
alérgicos em comparacdo com 0s alérgicos magros no mesmo tempo de coleta (Fig.
10C).

As citocinas de perfil T2 IL-5 e IL4 apresentaram padrdes de producéo
distintos, enquanto IL-5 se encontrava elevada em animais obesos independente do
desafio com o alérgeno, IL-4 nao foi alterada pela inducédo da obesidade. Entretanto
as 24h apo6s o ultimo desafio com o alérgeno, os animais do grupo HFD-OVA,
apresentaram menor producdo de IL-5 que os alérgicos magros, enquanto esses
dois grupos néo apresentaram diferencas para a producao de IL-4 nesse tempo de
coleta (dados nao mostrados). Todavia as 48h apds o ultimo desafio, a producéo de
IL-4 foi maior entre os animais do grupo HFD-OVA, em comparagdo com 0O grupo
OVA (Fig. 14D-E).

Associado a esse atraso na producgdo de IL-4, houve também aumento na
producéo de IL-17A, as 48h apos o ultimo desafio. Ademais, 0s grupos nao alérgicos
nao apresentaram diferenga entre si quanto a producéo de IL-17A (Fig. 14F).
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Figura 14 - Avaliacdo da producéo de citocinas no homogenato de tecido pulmonar, por ELISA direto,
em modelo de OVA. Foram quantificadas as seguintes citocinas: IL-25 (A), TSLP (B), CCL11 (C), IL-5
(D), as 24h ap6s o ultimo desafio. Além disso foram dosadas as citocinas IL-4 (E) e IL-17A (F), 48h
apos o Ultimo desafio com a OVA. Os dados foram analisados através de teste de t de student,
*p<0.05, e expressos como média +/- EPM, ns - ndo significativo. n=6.
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4.1.6 Obesidade intensifica a producao de IgG2a e reduz producédo de IgE

durante resposta alérgica em animais obesos

O perfil de citocinas presentes na diferenciacéo de linfécitos B produtores de
anticorpos tem grande influéncia sobre a determinacédo dos diferentes isotipos (LIN;
FREEMAN; NUTMAN, 2018; MAJEWSKA-SZCZEPANIK et al., 2016). Portanto, com
o intuito de avaliar os efeitos que a obesidade poderia ter sobre a producéo de
anticorpos, foi avaliada a presenca dos isétipos IgG2a, IgG1 e IgE, no soro dos

animais, tanto as 24h quanto as 48h apds o ultimo desafio.

Apesar da maior deteccdo de IgG1l em animais obesos ndo alérgicos em
comparacao com 0s animais controle, apés a inducédo ndo houve diferenca entre os
grupos alérgico e obeso alérgico quanto a producado dessa imunoglobulina (Fig.15A).
Nos animais nao alérgicos a producdo de IgG2a seguiu um padrdo semelhante,
sendo mais produzida nos animais obesos. No entanto, nos dois tempos analisados,
houve uma maior quantificacdo sérica de IgG2a no grupo obeso alérgico em

comparagao com o grupo alérgico ndo obeso (Fig. 15B).

Adicionalmente, a producéo de IgE n&do apresentou diferenca entre 0s grupos
ndo alérgicos (CN e HFD). Porém, os niveis dessa imunoglobulina foram reduzidos
nos animais obesos alérgicos em comparagcdo com o0s alérgicos nao-obesos
(Fig.15C).
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4.1.7 Obesidade ndo afeta a contagem total de células nos 6rgéos linfoides

periféricos

Os orgéaos linfoides periféricos (baco e linfonodos mediastinais) foram
removidos e processados para imunofenotipagem, tanto as 48h apds o ultimo
desafio, quanto as 72h ap0s a segunda sensibilizacdo, de modo a verificar
alteracdes de respostas que ja estivessem estabelecidas antes dos desafios. A
contagem total de células nesses 6rgéos foi semelhante entre o grupo CN e HFD,
bem como entre os grupos OVA e HFD-OVA. Além disso animais obesos
sensibilizados e desafiados, ou somente sensibilizados, apresentaram contagem de

células semelhante a dos animais magros também expostos a OVA (Fig.16).
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Figura 16 - Contagem de células nos o6rgdos linfoides periféricos. Contagem de células nos
linfonodos mediastinais 48h apés o ultimo desafio com OVA (A) e 72h apds a segunda sensibilizacdo
(B). Contagem de células no baco, 48h apds o ultimo desafio com OVA (C) e 72h ap6s a segunda
sensibilizacdo (D). Os dados foram analisados através de teste de t de student, *p<0.05, e expressos
como média +/- EPM, ns - ndo significativo. n=6.
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4.1.8 Ativacao de células dendriticas € comprometida pela obesidade durante

resposta alérgica a OVA nos linfonodos

A ativacdo de células dendriticas € uma etapa essencial para a producédo de
anticorpos, uma vez que essas irdo primar a resposta de células T e B nos 6rgaos
linfoides periféricos (HAMMAD; LAMBRECHT, 2008). Sabendo-se que a resposta
alérgica em obesos ja se encontra alterada desde a producédo de citocinas pelo
epitélio, e que essas citocinas sdo cruciais para a ativacdo das células dendriticas,
investigou-se a ativacao dessas células nos 6rgaos linfoides periféricos. Utilizou-se
como parametro de ativacdo de células dendriticas (CD11c"MHC") a expressio da

molécula co-estimulatéria CD86 e o ligante da molécula inibitéria (PD1), o PDL1.

A obesidade por si s6 nao foi capaz de modificar o perfil de ativacdo das
células dendriticas nos o6rgaos linfoides periféricos. Contudo, 48h apds o ultimo
desafio, as células dendriticas dos linfonodos mediastinais de animais obesos-
alérgicos apresentaram um perfil mais regulatério com menor expressdao de CD86
(Fig. 17A) e maior expressao de PDL1 (Fig. 17B), em comparacdo com oS animais
alérgicos ndo-obesos. J4 no baco ndao houve diferenca significativa entre os grupos
alérgicos, obeso e magro, quanto a expressao de CD86 e PDL1 (Fig. 17C-D).
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Figura 17 - Imunofenotipagem de Células dendriticas CD11¢"MHCII" nos linfonodos mediastinais e
baco. Mediana da intensidade de fluorescéncia de CD86 (A) e PDL1 (B) no linfonodo. Mediana da
intensidade de fluorescéncia de CD86 (C) e PDL1 (D) no baco. Estratégia de sele¢do da populagdo
de células CD11cMHCII" (E). Histograma representativo das marcacdes de CD86 e PDL1 (F). Os
dados foram analisados através de teste de t de student, *p<0.05, e expressos como meédia +/- EPM,
ns - ndo significativo. n=6.
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4.1.9 Obesidade reduz frequéncia de células dendriticas no linfonodo de

animais obesos alérgicos

Com o intuito de avaliar se a obesidade prejudicou a migracéao de células para
0s oOrgaos linfoides periféricos, foi avaliada a frequéncia dessas células dentro do
total de células. Nos linfonodos mediastinais a obesidade induziu aumento da
frequéncia de células dendriticas CD11c*MHCII" em animais n&o alérgicos, contudo
apos a inducdo da alergia animais obesos apresentaram reducdo na frequéncia
dessas células (Fig. 18A). Em adicdo, animais ndo-alérgicos obesos também
apresentaram maior frequéncia de células dendriticas em comparacdo com O0s
animais magros que nao foram expostos ao alérgeno. Entretanto apds a inducdo de
alergia, animais magros e obesos néo diferiram quanto a frequéncia dessas células
(Fig. 18B).
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Figura 18 - Frequéncia de células dendriticas CD11c¢"MHCII* nos linfonodos mediastinais (A) e baco
(B). Os dados foram analisados através de teste de t de student, *p<0.05, e expressos como média
+/- EPM, ns - néo significativo. n=6.
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4.1.10 Obesidade induz aumento na frequéncia de linfécitos B e reduz

frequéncia de células regulatérias nos linfonodos

Células dendriticas interagem com linfécitos T e B nos 6rgéos linfoides
periféricos, levando a formacdo dos centros germinativos onde ocorrerd a
diferenciacdo de células B em plasmécitos secretores de anticorpos
(KAPSENBERG, 2003; KRISHNASWAMY et al., 2017; MESIN; ERSCHING;
VICTORA, 2016; PATTARINI et al., 2017) Nesse contexto, diversas populacdes de
linfécitos B podem estar presentes, exercendo tanto funcdo regulatéria, quanto se
portando como células B convencionais (KHAN et al., 2015). A diferenciacao desses
fenotipos pode ser feita através da expressdo de PDL-1, a estratégia de gating para
a obtencdo dessas populacbes é apresentada na figura 19D. Portanto, tanto a
frequéncia de linfocitos B, quanto seu perfil de ativagdo foram avaliados nos
linfonodos mediastinais, com o intuito de verificar as modificacdes que a obesidade

poderia causar nas diferentes populaces dessas células.

Apesar da obesidade, por si s0, tender a aumentar a frequéncia de linfécitos B
nos linfonodos, e diminuir a frequéncia de células B de perfil regulatério
(CD19*CD40*PDL1"" (Fig. 19A-B), ndo foram encontradas diferencas significativas
entre 0os animais nao alérgicos obesos e magros quanto a esses parametros.
Também ndo foi encontrada diferenca significativa entre esses grupos quanto a
frequéncia de células CD19"CD40'PD1" (Fig. 19 C), ou quanto & expressao de
CDA40 nos trés niveis de expresséo de PDL1 analisados (CD19"CD40*PDL1"aVinvlow
(Fig. 19E-G).

Diferentemente do observado em animais ndo alérgicos, a inducao de alergia
em animais obesos causou um aumento na frequéncia total de linfocitos B (Fig. 19A)
e a reducdo da populacdo de linfécitos B regulatérios, com elevada expressao de
PDL1 (CD19*CD40"PDL1"" (Fig. 19B), em relacdo aos animais alérgicos magros,
as 48h apos o ultimo desafio. Entretanto a frequéncia de linfocitos B expressando
PD1 (CD19°CD40"PD1") foi semelhante entre os grupos alérgicos (Fig. 19C).

A expressao de CD40 tem grande importancia tanto na funcionalidade quanto
na proliferacdo de linfécitos B (LEE et al., 2003; MAURI; MENON, 2017). Apesar de
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sua menor frequéncia, linfécitos B de animais obesos-alérgicos expressando altos
niveis de PDL1 apresentaram uma maior expressao de CD40 em relacdo aos
animais alérgicos magros (Fig. 19E). Porém, a populacdo com nivel intermediario de
expressdo de PDL1 (CD19'CD40'PDL1™), que também apresenta funcédo
regulatéria, ndo apresentou diferenca quanto a expressao do marcador de ativacao
CD40 (Fig. 19F), entre os animais alérgicos obesos e magros. Adicionalmente, a
populacdo de linfocitos B convencionais de animais obesos-alérgicos, com baixa
expressao de PDL1, apresentou maior expressao de CD40 em comparacdo com 0S

animais alérgicos nao-obesos (Fig. 19G).
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Figura 19 - Imunofenotipagem de Linfocitos B CD19°CD40°, em linfonodos mediastinais.

Frequéncias de linfocitos B CD19'CD40" (A); CD19"CD40'PDL1"™" (B) e CD19°CD40'PD1" (C).
Graficos representativos da selecdo de populacdes (D). Nivel de expressdo de CD40 em Linfécitos B
PDL1" (E), PDL1™ (F) e PDL1"" (G). Dados obtidos 48h ap6s o Ultimo desafio. Os dados foram
analisados através de teste de t de student, *p<0.05, e expressos como média +/- EPM, ns - ndo
significativo. n=6.
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4.1.11 Obesidade reduz frequéncia total de linfécitos B e aumenta a frequéncia

de células regulatérias, no baco

O baco exerce um importante papel na produgdo de anticorpos e nha
proliferacéo de linfécitos (BRONTE; PITTET, 2013), portanto além da avaliagdo dos
linfonodos mediastinais, que drenam os pulmdes; também foi realizada a
caracterizacdo da populacédo esplénica de linfocitos B. As analises foram realizadas
seguindo a mesma estratégia de gating utilizada para os linfonodos; e as imagens

representativas sao apresentadas na figura (Fig. 20D).

A inducdo da obesidade n&o causou alteracbes na frequéncia total de
linfécitos B no baco, tampouco na frequéncia desses linfocitos expressando altos
niveis de PDL1 (CD19*CD40*PDL1"" ou PD1 (CD19'CD40'PD1") (Fig. 20A-C).
Adicionalmente a obesidade ndo afetou a expressao de CD40 nas populacdes de LB
expressando niveis intermediarios ou baixos de PDL1 (Fig. 20F-G). Entretanto,
células B expressando altos niveis PDL1"" apresentaram menor expressdo de

CD40 nos animais obesos, em relacdo aos animais controle.

Diferentemente do observado entre os animais nao alérgicos, animais obesos
sensibilizados e desafiados com OVA apresentaram menor frequéncia de linfécitos B
(CD19°CD40") (Fig. 20A), ao passo que houve uma maior frequéncia de células
expressando altos niveis de PDL1 (CD19"CD40*PDL1"") em comparacdo com os
animais alérgicos magros (Fig. 20B). Ja os animais obesos alérgicos apresentaram
um expressivo aumento na populacdo de linfocitos B expressando PD1
(CD19°CD40'PD1%), em comparacdo com o0s animais alérgicos n&do-obesos.
Somado a esses resultados, a obesidade induziu a reducéo da expresséo de CD40

em todas as subpopulacdes de linfocito B analisadas (Fig. 20E-G).
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4.1.12 Obesidade induz diferenciacdo de células T foliculares em perfil
regulatorio e diminui expresséo de PD1 durante resposta alérgica

A formagdo e manutengdo dos centros germinativos depende de diversos
componentes da resposta imune, dentre eles as células T foliculares (Tgn) se
destacam devido a sua intima interagdo com células B, em cooperagdo com as
células dendriticas (WEINSTEIN et al., 2016). Essas células sdo caracterizadas pela
expressdo de PD1 e do receptor de quimiocina CXCR5, os quais participam da
funcionalidade da mesma (GOOD-JACOBSON et al., 2010a), mas também podem
expressar o fator de transcricdo Foxp3 e terem um papel regulatério sobre a sintese
de anticorpos (LINTERMAN et al., 2011).

Nesse contexto, a obesidade por si s6 ndo causou alteracdes na frequéncia
de células Tgy (CD4'CXCR5'PD1"), nos linfonodos mediastinais, mesmo apos 0s
desafios com o alérgeno (Fig. 23A). Contudo, a avaliacdo da mesma populacdo no
baco, indicou um aumento na diferenciacdo de células Tgy em animais obesos-

alérgicos, em comparagdo com os animais alérgicos magros (Fig. 23B).

Adicionalmente, a expressdo de PD1 em células Tgy € essencial para a
manutencdo de sua funcdo (GOOD-JACOBSON et al., 2010b). Nesse sentido, a
obesidade ndo alterou a expressdo de PD1 em células Tgy nos linfonodos
mediastinais, mesmo ap0s as sensibilizagbes e desafios com OVA (Fig. 23C). No
entanto, houve menor expressdo dessa molécula no baco de animais obesos, antes
e apOs a exposicao ao alérgeno, em comparacdo com os animais magros (Fig. 19D).
Adicionalmente a frequéncia de células Ty regulatérias (CD4"CXCR5'PD1 Foxp3™),
nos linfonodos mediastinais, foi maior em animais obesos ap6s os desafios com
OVA, em comparacdo com 0s animais magros alérgicos (Fig. 23E). Além disso, a
frequéncia destas células foi maior no baco de animais obesos ndos expostos ao
alérgeno em comparagdo com os animais controle, mesmo n&o havendo diferenca

entre alérgicos obesos e ndo obesos (Fig. 23F)
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Figura 21 - Estratégia de gating para selecdo de linfocito T foliculares CD4'CXCR5'PD1" nos
linfonodos mediastinais. Imagens representativas da selecao das populacdes. Selecdo de células por
tamanho e granulosidade (A); sele¢do de linfocitos T foliculares (CD4'CXCR5'PD1") e T foliculares
regulatérias (CD4'CXCR5'PD1Foxp3") (B). Os dados foram analisados através de teste de t de
student, *p<0.05, e expressos como média +/- EPM, ns - ndo significativo. n=6.
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Figura 22 - Estratégia de gating para selecdo de linfocito T foliculares CD4"CXCR5'PD1" no bago.
Imagens representativas da selecdo das populacbes. Selecdo de células por tamanho e
granulosidade (A); selecéo de linfocitos T foliculares (CD4"CXCR5'PD1") e T foliculares regulatérias
(CD4"CXCR5'PD1'Foxp3") (B). Os dados foram analisados através de teste de t de student, *p<0.05,
e expressos como média +/- EPM, ns - ndo significativo. n=6.
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Figura 23 - Imunofenotipagem de linfécitos T foliculares nos 6rgaos linfoides periféricos. Frequéncia
de linfécitos T foliculares (CD4'CXCR5'PD1%), nos linfonodos mediastinais (A) e no baco (B);
intensidade de fluorescéncia (MFI) de PD1 em células Ty, nos linfonodos mediastinais (C) e no bago
(D); frequéncia de linfocitos T folicular regulatérios (Ter - CD4'CXCR5'PD1"). Os dados foram
analisados através de teste de t de student, p<0,05 (*), n=6.
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4.1.13 Obesidade causa reducao na frequéncia de células Tgy na sensibilizagcéo

Apesar da maior diferenciacdo de células Trgy no bago de camundongos
obesos alérgicos apds os desafios com OVA, tanto o bago quanto os linfonodos de
animais obesos apresentaram menor frequéncia dessa células em relacdo aos
alérgicos ndo obesos 72h ap0s a segunda sensibilizacdo (Fig. 24A e C).
Adicionalmente, células Tgr também foram menos frequentes nos animais obesos

alérgicos em comparagdo com 0s animais alérgicos magros (Fig. 24B e D).
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Figura 24 - Imunofenotipagem de linfécitos T foliculares nos 6érgéos linfoides periféricos, 72h apés a
segunda sensibilizac&o. Frequéncia de linfécitos T foliculares (CD4"'CXCR5'PD1") (A) e T foliculares
regulatérios (Ter - CD4'CXCR5'PD1") (B) nos linfonodos mediastinais. Frequéncia de linfécitos T
foliculares (CD4"CXCR5'PD1") (C) e T foliculares regulatérios (Teg - CD4'CXCR5'PD1") (D) no bago.
Os dados foram analisados através de teste de t de student, p<0,05 (*), n=6.



95

4.1.14 Obesidade causa aumento de linfocitos de perfil Th2 nos linfonodos e
aumenta resposta de perfil Th17 apés inducéo de alergia pulmonar

Durante o estabelecimento de uma resposta imune alérgica, ocorre a
diferenciacdo de linfocitos T auxiliares (Ty) nos érgédos linfoides periféricos. Estas
células contribuem para a producgdo de citocinas, que atuam no local de exposi¢édo
ao alérgeno, mas também afetam a producdo de anticorpos (LIN; FREEMAN;
NUTMAN, 2018; MAJEWSKA-SZCZEPANIK et al.,, 2016). Nesse contexto, 0s
subtipos de células Ty podem ser identificados pela expressao de diferentes fatores
de transcricdo, dentre eles GATA3 caracteristico de células Ty2; e RORyT
caracteristico de linfocitos Tyl7 (ZHU; PAUL, 2008). A estratégia de selecdo das
populacdes de linfocitos Ty expressando esses fatores de transcricdo € demonstrada
na figura 25.

Animais nao alérgicos, obesos e magros, ndo apresentaram diferencas
significativas quanto a frequéncia de células Ty (CD3'CD4") expressando GATAS,
tanto nos linfonodos mediastinais quanto no baco. Contudo, animais obesos
alérgicos apresentaram uma frequéncia maior dessas células em comparacdo com

animais alérgicos magros, em ambos os 0rgéos analisados (Fig. 26A-B).

Quanto as células Ty expressando RORyT, ndo houve diferenca quanto a
frequéncia dessas células entre animais obesos e magros, expostos ou ndo ao
alérgeno, nos linfonodos mediastinais (Fig. 26C). Em contraposicdo a esses
resultados, animais obesos apresentaram maior frequéncia destas células em
comparacao aos animais magros, tanto entre 0s animais expostos ao alérgeno

guanto aos nao expostos no baco (Fig. 26D).
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Figura 25 - Estratégia de gating para selecdo de linfocito T auxiliares (CD3'CD4") expressando
diferentes fatores de transcricdo. Imagens representativas da selecdo das populacdes. Selecdo de
células por tamanho e granulosidade (A); selecéo de linfocitos T auxiliares (CD3'CD4") (B); Selecéo
de Ty expressando GATA3 e RORyT (C). Os dados foram analisados através de teste de t de student,
*p<0.05, e expressos como média +/- EPM, ns - ndo significativo. n=6.
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Figura 26 - Imunofenotipagem de Linfécitos T auxiliares (CD3'CD4") nos linfonodos mediastinais
expressando diferentes fatores de transcricdo. Frequéncia de linfocitos Ty expressando GATA3 nos
linfonodos mediastinais (A) e no baco (B). Frequéncia de linfécitos Ty expressando RORyT nos
linfonodos mediastinais (C) e no bago (D). Os dados foram analisados através de teste de t de
student, *p<0.05, e expressos como média +/- EPM, ns - ndo significativo. n=6.
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4.1.15 Obesidade aumenta a producédo de IL-4 por células T nos linfonodos
mediastinais e de IL17A e IFN-y por células do baco, apos inducado de alergia

pulmonar

Tendo em vista que camundongos obesos e magros apresentaram diferengas
na populacado de células Ty expressando os fatores de transcricdo caracteristicos
das resposta T2 e Tyl7, também foi avaliada a frequéncia de células produtoras de
IL-4, IL17A e IFNy nos 6rgéaos linfoides periféricos. O grafico representativo das
populac6es de células Ty produtoras de IL-4 nos linfonodos e produtoras de IL-17A
no bago estdo representado nas figuras 27G e 27H, respectivamente.

Animais ndo expostos ao alérgeno, magros e obesos, apresentaram
frequéncias semelhantes de células Ty (CD3"CD4") produtoras de IL-4, porém, apos
as sensibilizacbes e desafios, animais obesos apresentaram maior frequéncia
dessas células nos linfonodos mediastinais (Fig. 27A). Entretanto, no baco nao
houve diferenca entre animais obesos alérgicos e alérgicos ndo obesos quanto a
frequéncia dessas células (Fig. 27B), apesar do aumento demonstrado na expressao

de GATAS no grupo alérgico obeso (Fig. 27B).

Em conjunto com o observado quanto a expressdo de RORyT, animais
obesos e magros, expostos ou ndo ao alérgeno nao apresentaram diferenca entre si
quanto a frequéncia de células produtoras de IL17A nos linfonodos mediastinais
(Fig. 27C). No entanto, animais obesos apresentaram maior producdo desta citocina
no baco, em relacdo aos animais controles. Adicionalmente essa diferenca entre
obesos e magros se manteve em animais sensibilizados e desafiados com OVA (Fig.
27D).

A frequéncia de células T produtoras de IFN-y também néo foi alterada pela
obesidade nos linfonodos mediastinais, tanto em animais ndo expostos a OVA,
como nagueles sensibilizados e desafiados com o alérgeno (Fig. 27E). Apesar disso,
no baco, houve maior frequéncia de células produtoras de IFN-y em animais obesos-
alérgicos quando comparados aos alérgicos ndo obesos. Contudo, entre 0os animais
nao expostos ao alérgeno ndo houve diferenca significativa quanto a frequéncia

dessas células no bacgo (Fig. 27F).
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4.2 Tratamento com Azitromicina em modelo de Obesidade e Alergia Pulmonar
induzida por Ovalbumina (OVA)

O modelo apresentado anteriormente reflete um fendtipo de asma resistente
as terapias padrdo, com corticosteréides. Nesse contexto, tém-se investigado
alternativas para tratar esses pacientes, e a azitromicina € uma das opc¢des para
contornar essa nao-responsividade. Contudo os estudos sobre o tratamento com
esse macrolideo na asma ainda sdo incipientes e os resultados clinicos ainda
divergem consideravelmente (GIBSON et al., 2017; KEW et al., 2015). Por isso
nesse capitulo foi avaliado o efeito da azitromicina no modelo supracitado, sobretudo

seus efeitos na resposta imune desenvolvida nos 6rgaos linfoides periféricos.

As analises de citometria nesse experimento foram realizadas as 24h apos o
altimo desafio com OVA em conjunto com as analises moleculares, contudo
parametros sabidamente alterados as 48h foram quantificados em experimento a
parte.
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4.2.1 Azitromicina ndo afeta fatores relacionados com resposta Ty2/eosinofilica

em animais obesos alérgicos

A resposta alérgica classica se inicia com a ativacdo das células epiteliais, e
com a liberacdo de citocinas especificas. Com o intuito de avaliar o efeito da
azitromicina nessa resposta inicial, foram quantificadas, através de ELISA direto, as
citocinas IL-33 e TSLP. Animais alérgicos apresentaram quantidades semelhantes
de IL-33, independente do status obeso. Além disso o tratamento com azitromicina
nao alterou a quantidade dessa citocina, entre animais tratados e nao-tratados (Fig.
28A). Diferentemente, obesos alérgicos apresentaram uma quantidade menor de
TSLP do que os animais alérgicos magros, somado a isso, 0 tratamento com
azitromicina reduziu a quantidade de TSLP em alérgicos magros, contudo animais
alérgicos-obesos tratados, apresentaram tendéncia a menor producdo dessa

citocina, contudo sem diferenca significativa (Fig. 28B).

Associados ao padrdo observado nas citocinas epiteliais, obesos alérgicos
também apresentaram uma menor quantidade de CCL11 no tecido pulmonar,
entretanto o tratamento com azitromicina nao afetou as concentracées dessa
guimiocina no tecido pulmonar, na comparacdo entre 0s grupos tratados e nao

tratados, tanto magros quanto obesos (Fig. 28C).

Buscando compreender como essas modificacbes refletiram no
estabelecimento da eosinofilia, foram contados os eosindfilos tanto na medula 6ssea
extraidas de fémures, como também no tecido pulmonar. Apesar de ndo haver
diferencas quanto a quantidade de eosindfilos na medula 6ssea, na comparagao
entre alérgicos magros e obesos; a azitromicina induziu uma maior eosinofilia na
medula 6ssea dos magros alérgicos. Entretanto a quantidade de eosinéfilos nos
animais alérgicos-obesos nao foi alterada pelo tratamento (Fig. 28D). Em oposicao
aos resultados observados na medula Ossea, animais obesos alérgicos
apresentaram menor contagem de eosindfilos no tecido pulmonar. Porém a
contagem de eosinéfilos ndo foi afetada pelo tratamento tanto nos animais magros,

como nos obesos (Fig. 28E-F).
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ns - ndo significativo. n=6.
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4.2.2 Azitromicina reduz expressdo de Mucbac e perfil neutrofilico, causados

pela obesidade durante o desenvolvimento da alergia pulmonar

O aumento da producdo de muco e a neutrofilia sdo importantes marcas da
agravamento da asma alérgica. Portanto além de fatores relacionados a neutrofilia,
foi avaliada também a expressdo de muc5ac, gene relacionado com a hipersecrecéo
de muco. Nesse contexto, animais obesos-alérgicos apresentaram uma maior
expressdo de mucbac em relacdo aos animais alérgicos magros. Além disso a
azitromicina levou a reducdo da expressdo desse gene em animais alérgicos
obesos, contudo ndo afetou a expressdo do mesmo entre animais alérgicos magros
(Fig. 29A).

A quimiocina KC, também conhecida como CXCL1, participa do recrutamento
de neutrdéfilos, e foi altamente expressa entre os animais alérgicos obesos em
relacdo aos alérgicos magros (Fig.29B). Esse aumento foi revertido pelo tratamento
com azitromicina. Somado a isso animais alérgicos-magros tratados apresentaram
maior expressao dessa quimiocina em relacdo aos alérgicos nédo tratados (Fig. 25B).
O aumento de KC nos animais obesos alérgicos foi acompanhado pelo aumento de
neutréfilos na medula Ossea. Além disso animais obesos alérgicos tratados
apresentaram reducdo dessa neutrofilia na medula, ao passo que nos animais
alérgicos magros o tratamento causou 0 aumento da contagem de neutrofilos (Fig.
290C).

De forma semelhante ao observado na medula 6ssea, animais obesos
alérgicos também apresentaram maior quantidade de neutréfilos no infiltrado
inflamatorio da regido peribroncovascular, em comparacdo com os alérgicos magros.
Adicionalmente, o tratamento com azitromicina reduziu a quantidade de neutrofilos
nos pulmdes de animais obesos alérgicos, enquanto aumentou o nimero dessas

células entre os alérgicos magros (Fig. 29D-E).
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4.2.3 Tratamento com azitromicina promove recuperacdo de populacdo de
células B regulatérias (PDL1"9") e diminui a ativacdo de células B

convencionais

Com o intuito de avaliar os efeitos da azitromicina nas populacdes de células
B, sobretudo na inducdo de um perfil regulatério, foi feita a imunofenotipagem de
células B (CD19°CD40") no bago e linfonodo apos o tratamento com azitromicina. As
24h obesos alérgicos apresentam maior frequéncia de células B nos linfonodos
mediastinais do que os animais alérgicos ndo-obesos (Fig. 30A), ao passo que no
baco tendeu a ocorrer o inverso (Fig. 30B). Adicionalmente, ap6s o tratamento a
azitromicina exerceu papéis distintos em animais magros e obesos, causando o
aumento da populacdo de células B nos linfonodos mediastinais de animais
alérgicos magros, e diminuindo a mesma populacéo nos alérgicos obesos (Fig. 26A).
Ao passo que, no baco, o medicamento levou ao aumento da populacéo de linfocitos

B nos obesos alérgicos (Fig. 30B).

Quanto a populacdo de linfécitos B regulatérios (PDL1™"), a azitromicina
levou ao aumento da frequéncia dessas células nos linfonodos mediastinais dos
animais obesos alérgicos, enquanto ndo exerceu nenhum efeito sobre a mesma
populacdo nos animais alérgicos magros (Fig. 30C). Além disso, animais obesos
alérgicos tratados ndo apresentaram diferenca quanto a expressdo de CD40 na
populacdo de células B PDL1"" em comparacdo com o grupo obeso alérgico néo
tratado (Fig. 30E). Diferentemente, 0 medicamento ndo exerceu nenhum efeito sobre
essa populacdo no baco, tanto para animais alérgicos magros, como para 0s obesos
(Fig. 30D). Entretanto o tratamento com a azitromicina causou 0 aumento da
expressdo de CD40 nos linfécitos B PDL1"™" no baco de em animais obesos

alérgicos (Fig. 30F).

Nesse contexto, linfécitos B expressando niveis intermediarios de PDL1, que
exercem sua funcdo regulatoria via producdo de IL-10, apresentaram uma menor
expressdo de CD40 em animais obesos alérgicos tratados em relacdo aos néo
tratados. Contudo o medicamento ndo exerceu 0 mesmo efeito entre os animais

magros (Fig. 30G). Ao passo que o tratamento com azitromicina ndo afetou a
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expressdo de CD40 nessa populacdo no baco, tanto de animais magros alérgicos,

como entre os obesos (Fig. 30H).

Levando em consideracdo as alteracdes causadas nas populacdes de
linfocitos B regulatdrios, também foi feita a analise da expressédo de CD40 entre as
células B convencionais, com baixos niveis de expressdo de PDL1. Foi observado
gue tanto nos linfonodos mediastinais, quanto no bago, houve uma maior expresséo
de CD40 nessa populacdo de linfécitos B em animais obesos alérgicos em relagédo
aos alérgicos magros, o qual foi revertido pelo tratamento com a azitromicina.
Porém, ndo houve diferenca entre os animais magros alérgicos, tratados ou néo,

guanto a esse parametro (Fig. 30I-J)
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4.2.4 Azitromicina reduz a frequéncia de linfocitos Tegy nos linfonodos e a
expresséo de PD1 no bago

Sabendo-se que o tratamento com a azitromicina é capaz de alterar tanto a
frequéncia quanto a ativacédo das diferentes populacdes de linfocitos B, e que essas
células interagem com linfécito Tgy nNoOs centros germinativos, foi avaliado o perfil
desse subtipo de linfécito T tanto nos linfonodos mediastinais como no baco de
animais tratados com a azitromicina. As 24h apés o ultimo desafio, apesar dos
grupos alérgicos, magro e obeso, ndo apresentarem diferenca entre si quanto a
frequéncia de linfécitos Tey (CD4'CXCR5PD1Y), o tratamento reduziu a frequéncia
dessas células nos linfonodos de animais obesos alérgicos, sem afetar a mesma
populacdo nos animais alérgicos magros (Fig. 31A). Diferentemente, no baco, o

tratamento néo afetou a frequéncia dessas células (Fig. 31B).

A expressédo de PD1, tem um importante papel na funcionalidade de linfécitos
Trn, contudo a azitromicina ndo afetou a expressdo dessa molécula nos linfonodos
mediastinais (Fig. 31C). Porém, animais obesos alérgicos tratados com o
medicamento apresentaram uma menor expressdo dessa molécula, no baco, em
relacdo aos animais ndo tratados. Ao passo que animais magros e alérgicos,
também tratados ndo apresentaram diferencas quanto aos seus correspondentes
nao tratados (Fig. 31D).

Quanto a frequéncia de linfécitos T foliculares regulatérios (Tgr), animais
obesos alérgicos tratados com azitromicina apresentaram menor frequéncia destas
células em relacdo aos nao-tratados. Contudo, a azitromicina ndo afetou a mesma
populacdo nos animais alérgicos né&o-obesos (Fig. 31E). Paralelamente, o

tratamento néo afetou a frequéncia desses linfécitos no baco (Fig. 31F).
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4.2.5 Azitromicina reduz tanto a expressdao de GATA3 em animais magros

alérgicos e de RORYT em animais obesos alérgicos

A expressao de GATA3 e RORyT indicam o comprometimento com os perfis
de linfécitos T auxiliares Ty2 e Tyxl7, respectivamente. Portanto, foi avaliada a
frequéncia de células Ty expressando essas moléculas, apds o tratamento com
azitromicina, tendo em vista que esses dois perfis tem grande importancia no
desenvolvimento da alergia pulmonar. As 24h ap6s o Ultimo desafio com a OVA, a
frequéncia de linfocitos Ty (CD3'CD4") expressando GATA3 foi menor em animais
obesos-alérgicos em relacdo ao animais alérgicos magros. Além disso o tratamento
com a azitromicina reduziu a frequéncia destas células nos animais magros, sem
afetar sua frequéncia nos obesos alérgicos (Fig. 32A). Ao mesmo tempo, apesar de
nao haver diferenca entre alérgicos magros e obesos quanto a frequéncia de
linfocitos T GATA3", no baco, o tratamento com azitromicina diminuiu essa
populacdo em animais magros alérgicos, sem afetd-la em animais alérgicos-obesos
(Fig. 32B).

No que diz respeito a células Ty RORyT", ndo houve diferenca quanto a
frequéncia das mesma entre animais alérgicos obesos e magros, nos linfonodos
mediastinais. Entretanto, o tratamento com azitromicina reduziu a frequéncia dessa
populacdo em animais alérgico obesos, sem afetar os animais magros. Em
contrapartida, no bago, ndo houve diferenca significativa entre animais tratados ou

nao, na frequéncia dessas células.
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expressando diferentes fatores de transcricdo, em animais tratados com azitromicina. Frequéncia de
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ns - nao

dia +/- EPM,

€ expressos como meé

analisados através de teste de t de student, *p<0.05

significativo. n

=6.



112

4.2.6 Azitromicina reduz a frequéncia de células produtoras de IL-4, IL17A e

IFNy no linfonodo, e recupera células produtoras de IL-4 no bago

As citocinas IL-4, IL-17A e IFN-y sdo produzidas dentre outras células, por
linfécitos Tw2, Tyl7 e Tyl respectivamente, e possuem diversas fungdes, inclusive
afetando a producgéo de anticorpos, que terdo grande impacto no desenvolvimento
de doencas alérgicas. No presente trabalho foi avaliada a frequéncia de células

produtoras dessas citocinas nos linfonodos mediastinais e no baco.

Nesse contexto foi observado que as 24h, animais obesos alérgicos
apresentavam uma maior frequéncia de células CD3"CD4" produtoras de IL-4,
contudo o tratamento com azitromicina reduziu a frequéncia da mesma nesses
animais. Entretanto essas células ndo foram afetadas pelo tratamento com
azitromicina em animais alérgicos magros (Fig. 33A). Ao passo que a populacao
esplénica de linfécitos T produtores de IL-4 se encontrava reduzida em animais
obesos alérgicos em comparagdo com os alérgicos magros, porém essa populacao
foi recuperada pelo tratamento com azitromicina (Fig. 33B).

Apesar de ndo haver diferencas entre obesos alérgicos e magros quanto a
frequéncia de células Ty produtoras de IL-17A nos linfonodos mediastinais, o
tratamento com a azitromicina reduziu a frequéncia dessas células nos animais
obesos alérgicos, mas sem afetar os animais alérgicos magros (Fig. 33C). Para este
tempo, ndo houve diferenca quanto a frequéncia dessa populacdo no bago, entre
alérgicos magros e obesos, tampouco em comparacdo com 0S grupos que

receberam o tratamento (Fig. 33D).

De forma semelhante as células produtoras de IL-17A, a frequéncias de
células Ty produtoras de IFN-y ndo foi diferente entre animais alérgicos, magros e
obesos neste tempo de coleta. Todavia, o tratamento com azitromicina diminuiu as
mesmas nos animais obesos alérgicos, efeito que nao foi observado entre o0s
animais magros (Fig. 33E). Além disso, ndo houve diferengca entre 0s grupos
alérgicos, magros e obesos, quanto a frequéncia desses linfocitos no baco, e o

tratamento com azitromicina também nao afetou sua frequéncia (Fig. 33F).
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4.2.7 Azitromicina reverte aumento no numero de células produtoras de IL-4,
IL-17A e IFN-y

Enquanto no linfonodo e no baco ndo houve diferenca na contagem de
células nas comparacdes feitas (dados ndo mostrados), nos pulmdes o tratamento
causou o aumento do nimero de células nos animais alérgicos magros, ao passo
qgue reverteu o aumento do namero de células causado pela obesidade durante a
inducdo da alergia pulmonar (Fig. 30A). Apesar de ndo haver diferenca entre o
ndmero total de células entre os animais ndo alérgicos obesos e magros (Fig. 34A).
Animais obesos apresentaram menor quantidade de células CD3"CD4" produtoras
de IL-4 e IL17A (Fig. 34B-C), contudo apresentaram quantidades semelhantes das

mesmas células produzindo IFN-y.

Animais obesos alérgicos apresentaram uma maior quantidade de linfocitos
Ty produtores de IL-4, IL-17A e IFN-y, em relacdo aos alérgicos magros. No entanto,
o tratamento com a azitromicina levou ao aumento no nimero de células produtoras
dessas citocinas nos animais alérgicos magros, ao passo que diminuiu 0 numero

das mesmas nos animais obesos alérgicos (Fig. 34B-D).
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4.3 Modelo de Obesidade e Alergia Pulmonar com Acaro da Poeira Doméstica
(HDM do inglés: House Dust Mite) e tratamento com azitromicina

4.3.1 Inducéo de obesidade

Os camundongos Balb/c alimentados com dieta rica em gordura (HFD — 60%
de calorias provenientes de gordura) levou ao aumento do peso ao final do protocolo
(Fig. 35A), bem como o aumento do indice de massa corporal - IMC (Fig. 35B).
Adicionalmente, os animais obesos apresentaram gordura perigonadal maior que 0s
animais alimentados coma dieta padrédo (Fig. 35C). Também é importante observar
gue os grupos obesos ndo apresentaram diferenca entre si, da mesma forma que os

grupos ndo-obesos também foram estatisticamente semelhantes entre si.
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Figura 35 - Avaliacdo da obesidade em modelo de HDM. Peso dos animais no dia da eutanéasia (A),
indice de massa corporal também obtido no momento da eutandsia utilizando as medidas de peso e
altura do camundongo IMC=peso/alturaz (B), peso da gordura perigonadal retirada apds eutanasia
(C). Os dados foram analisados através de teste de t de student, *p<0.05, e expressos como média

+/- EPM, ns - ndo significativo. n=6.
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4.3.2 Obesidade aumenta a hiperresponsividade bronquica na alergia

pulmonar contudo esse efeito € revertido pela azitromicina

Com o intuito de avaliar as modificacdes fisioldgicas causadas pela obesidade
no modelo de asma alérgica, foi feita a avaliacdo da hiperresponsividade brénquica
em crescentes concentracdes de metacolina. O aumento deste parametro indica a

obstrucao do fluxo aéreo causada pela contragdo da musculatura lisa brénquica.

Apesar do aumento continuo da hiperresponsividade bronquica entre os
animais alérgicos, animais obesos alérgicos apresentam responsividade a
metacolina semelhante a dos alérgicos magros até a concentracdo de 10 mg/mL
(Fig. 36A). Contudo, na concentracdo de 20 mg/mL, os animais obesos-alérgicos
apresentaram maior responsividade que seus correspondentes magros. O
tratamento com azitromicina levou a reducédo desse parametro. Adicionalmente, 0s
grupos nao alérgicos ndo apresentaram diferencas entre si, independente do status
obeso (Fig. 36B).
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néo significativo. n=6.
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4.3.3 Obesidade induz aumento de infiltrado neutrofilico na alergia pulmonar

induzida por HDM, que é reduzido pelo tratamento com Azitromicina

Em todos os parametros histolégicos avaliados (escore inflamatorio, células
caliciformes produtoras de muco, infiltrado eosinofilico e infiltrado neutrofilico), ndo
houve diferenca entre os grupos controle ndo-obeso e obeso (SAL e OB) nos quais
nao foi induzida a alergia pulmonar por HDM (Fig. 37 A-D). Animais obesos-alérgicos
ndo apresentaram diferenca em relacdo aos alérgicos ndo-obesos quanto ao escore
inflamatorio, producdo de muco e contagem de eosinofilos (Fig. 37A-C). No entanto
o infiltrado de neutrdfilos foi significativamente maior nos animais obesos alérgicos

em comparagdo com o0s animais alérgicos e nao-obesos.

O tratamento com azitromicina nao foi capaz de reduzir a produgcéo de muco
ou a contagem de eosinofilos, contudo o escore inflamatério nos animais obesos
alérgicos tratados com azitromicina foi significativamente menor que o escore dos
animais obesos alérgicos que ndo receberam tratamento durante os desafios (Fig.
37A). Adicionalmente, o aumento do infiltrado de neutréfilos observado nos animais
obesos alérgicos foi revertido com o tratamento com azitromicina, onde a contagem

dos mesmos foi significativamente mais baixa (Fig. 37D-E).
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Figura 37 — Avaliacdo histolégica do pulmd@o em modelo alergia pulmonar induzida por HDM e
obesidade induzida por HFD. Avaliagdo do escore inflamatdrio (A) Contagem de células caliciformes
coradas com Acido Periodico de Schieff (PAS) (B); quantificacdo de eosindfilos em coloracdo de
hematoxilina e eosina (HE); Contagem de células marcadas com anticorpos anti-MPO (C). Os dados
foram analisados através de teste de t de student, *p<0.05, e expressos como média +/- EPM, ns -
nao significativo. n=6.
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4.3.4 Obesidade reduz parametros relacionados a resposta eosinofilica/Ty2
aumenta resposta de perfil neutrofilico/Ty1l7 nas vias aéreas, e azitromicina

néo afeta esses parametros

Com o intuito de avaliar a resposta imune nas vias aéreas e ceélulas
associadas, foi feita a dissec¢do cega, para remoc¢ao do parénquima pulmonar. A
avaliagdo da expressdo relativa tanto de fatores relacionados a resposta
eosinofilica/Ty2 quanto a de perfil neutrofilico/Ty17 nado indicou diferenca entre os

animais nao alérgicos, obesos ou magros, para nenhum dos parametros avaliados.

Animais obesos alérgicos apresentaram menor expressdo da quimiocina
CCL11, responsavel pelo recrutamento de eosinéfilos, em comparacdo com o0s
animais alérgicos magros (Fig. 38A). Estes animais também apresentaram reduzida
expressdo da citocina epitelial TSLP e de MID1, proteina altamente expressa
durante respostas alérgicas (COLLISON et al., 2013; COLLISON et al., 2015), que
diminui a atividade da fosfatase-2A, reguladora da via do NF-xB (Fig. 38B-C).
Apesar de haver uma tendéncia ao aumento na expressao génica para esses
parametros, causado pelo tratamento com a azitromicina, ndo houve diferenca

significativa entre os animais alérgicos tratados e ndo-tratados.

7

A resposta neutrofilica € uma marca importante da piora da asma (RAY;
KOLLS, 2017b). No presente estudo, animais obesos alérgicos apresentaram uma
maior expressao de KC, MIP-2 e CCL20, fatores quimiotaticos para neutréfilos, em
comparacao aos animais alérgicos magros. Apesar de haver uma tendéncia a
diminuicAo da expressdo dessas moléculas mediante o tratamento com a
azitromicina, as diferencas entre obesos alérgicos tratados e nao tratados nao foram

significativas.
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Figura 38 — Expresséo de fatores das respostas Ty2/eosinofilica e Ty17/neutrofilica, nas vias aéreas.
Expressdo de mRNA avaliada por qRT-PCR. CCL11 (A), TSLP (B), MID1 (C), KC (D), MIP-2 (E) e
CCL20 (F). Os dados foram analisados através de teste de T de student, p<0,05, n=6.
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4.3.5 Azitromicina reverte 0 aumento na expressao genica de fatores ligados a
resposta Tyl7/neutrofilica, causado pela obesidade no pulmao como um todo

A obesidade por si sO, levou ao aumento da expressdo de CCL11 nos
pulmdes de animais obesos nao alérgicos em relacdo aos magros. Contudo, apés a
induc&o da alergia pulmonar, ndo houve diferenca entre animais magros e obesos,
quanto a expressdo dessa quimiocina. Além disso, o tratamento com a azitromicina
ndo afetou a expressdo desse fator em animais obesos alérgicos (Fig. 39A). Da
mesma forma, a expressao de IL-5 foi semelhante entre animais alérgicos, obesos e
magros, e o tratamento com azitromicina ndo reduziu a expressdo dessa citocina
(Fig. 39B).

Em contrapartida, a expressdo das quimiocinas KC e MIP-2 e de IL-17A foi
maior nos pulmdes inteiros de animais obesos alérgicos em comparacdo com 0s
animais alérgicos ndo obesos. O tratamento com a azitromicina reduziu a expressao

desses genes nos animais obesos alérgicos (Fig. 39C-E).
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Figura 39 — Expressédo de fatores das respostas Ty2/eosinofilica e Tyl7/neutrofilica, em pulmdes
inteiros. Expressdo de mRNA avaliada por gRT-PCR. CCL11 (A), IL-5 (B), KC (C), MIP-2 (D) e IL-17A
(E). Os dados foram analisados através de teste de t de student, *p<0.05, e expressos como média
+/- EPM, ns - ndo significativo. n=6.
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4.3.6 Obesos nao apresentam expressédo diferencial de mir-155, mas

azitromicina causou aumento em sua expressao

MicroRNAs sdo moléculas reguladoras que exercem um importante papel no
desenvolvimento da asma, por isso foi avaliada a expressdo de mir-223 e mir-155,
mMiRNAs altamente expressos durante o desenvolvimento de processos alérgicos
(LU et al., 2012; PLANK et al., 2015). A avaliacao foi feita no pulmao inteiro, tendo
em vista que as diferengas entre os grupos foi mais marcante nessas analises do

gue nas vias aéreas isoladas.

Animais obesos ndao-alérgicos néo apresentaram diferenca quanto a
expressao de ambos os miRNAs em relacdo ao grupo controle (magro ndo-alérgico).
Tampouco houve diferenca entre os grupos alérgicos magro e obeso (Fig. 40A),
contudo animais obesos-alérgicos tratados com azitromicina apresentaram maior

expressao de mir-155 em comparacdo com o grupo nao-tratado (Fig. 40B).



>

mir-223 (Expressao relativa)

V1)

mir-155 (Expressao relativa)

127

2.5-
2.0
1.54 .

| —— |
1.04——
0.5-
0.0

¥
15-

ns

| ——— |
10
5_
ol

&

Figura 40 — Expressao de microRNAs no pulmao inteiro, em modelo de HDM. Mir223 (A) and mir-155
(B). Os dados sdo mostrados como expresséao relativa em relacdo ao grupo salina. Os dados foram
analisados através de teste de t de student, *p<0.05, e expressos como média +/- EPM, ns - ndo

significativo. n=6.
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5 Discussao

O aumento concomitante na prevaléncia da obesidade e da asma é razdo da
crescente preocupacao com a associacado dessas duas condi¢des. Estudos clinicos
e experimentais tém demonstrado que individuos obesos apresentam sintomas mais
graves e prolongados (BARROS et al., 2017; CALIXTO et al., 2010; SILVA et al.,
2017a; STRUNK et al.,, 2015). Contudo, tanto a asma como a obesidade sao
doencas de etiologia complexa e diversa. Essa natureza multifatorial se reflete em

modelos animais, onde os resultados sdo muitas vezes conflitantes.

Um dos fatores que causa certa controvérsia € a escolha da linhagem mais
apropriada para implementar um modelo. Os animais da linhagem C57BL/6 sé&o
mais propensos ao desenvolvimento da obesidade, por essa razao sao muitas vezes
escolhidos para estudos que visem promover tal condicdo, pois desenvolvem
eficientemente a inflamacéo crénica de baixo grau que se espera para o modelo
(CHU et al., 2017; JOVICIC et al., 2015). Contudo, esses animais apresentam certa
resisténcia ao desenvolvimento de respostas alérgicas, as quais sao melhor
induzidas em camundongos BALB/c que sdo mais propensos a um perfil de resposta
Th2, os quais desenvolvem maior hiperresponsividade brénquica e apresentam
maior infiltrado inflamatério nas vias aéreas quando expostos ao alérgeno (SAHU et
al., 2010b).

No presente trabalho, foi escolhida a linhagem Balb/c como modelo, devido a
sua suscetibilidade ao desenvolvimento de respostas alérgicas. E os resultados
demonstrados indicam que os animais alimentados com a dieta hiperlipidica (60%
de calorias provenientes de gordura) apresentaram tanto ganho de peso, IMC e
percentual de ganho de peso (valor calculado tomando como referéncia o peso
inicial do animal) significativamente maiores do que os animais que receberam a
dieta padrdo. Esses resultados estdo de acordo com outros trabalhos que utilizaram
a mesma linhagem (MACDONALD et al., 2017; MOORTHY et al., 2016). Também ja
foi demonstrado que parte dos animais BALB/c ndo ganham peso e que a producao
de citocinas inflamatodrias, para manutencdo de um baixo grau de inflamacéo,
depende do acumulo de gordura (BOI et al., 2016). Entretanto o trabalho publicado

por Silva e colaboradores, desenvolvido no IMUNOCET-UFJF com as mesma



129

linhagem e dieta, demonstrou ndo sé o ganho de massa corporal, mas também
distarbios metabdlicos associados com aumento nos niveis de leptina e TNF-q,
fatores que participam do estabelecimento da inflamacéo de baixo grau e ajudam na
caracterizacdo desse modelo de obesidade (SILVA et al., 2017a). Por essa razéo a
linhagem BALB/c mesmo sendo mais resistente ao desenvolvimento de obesidade

se mostra eficiente em simular os disturbios metabdlicos relatados em humanos.

Por outro lado, os diferentes perfis de resposta imune frente ao estimulo
alergénico também interferem na escolha da linhagem para desenvolvimento do
modelo concomitante de asma e obesidade. Ja foi demonstrado que camundongos
C57BL/6 apresentam aumento de eosinofilia durante a resposta alérgica na
obesidade, com aumento de fatores relacionados ao recrutamento de eosinofilos,
como IL-5 e CCL11 (CALIXTO et al., 2010). Entretanto, também j& foi demonstrado
gue a obesidade pode causar reducdo da eosinofilia e de fatores associados a esse
perfil de resposta na mesma linhagem de camundongos (DE VRIES et al., 2009).
Esses resultados estdo de acordo com os de Diaz e colaboradores que
demonstraram que a reducéo de eosinofilia foi acompanhada de maior participacao
de macrofagos no infiltrado inflamatorio (DIAZ et al., 2015). Além disso, Manicone e
colaboradores (2016), além de notarem a reducdo de eosindfilos, na obesidade
associada a alergia, também registraram maior expressao de moléculas de adeséo
em neutréfilos e mondcitos na circulacdo (MANICONE et al., 2016). No entanto, 0os
mesmos trabalhos variam em tempo de coleta de dados de 48h a quatro dias apo6s o
altimo desafio, e também em relacdo ao alérgeno utilizado (OVA ou HDM), o que

pode acarretar diferencas nas respostas observadas.

Em trabalhos que utilizaram camundongos BALB/c como modelo, foi
observado que a obesidade associada a alergia pulmonar induzida tanto por OVA,
como por HDM acarretou um aumento na participacdo de macrofagos e neutrdfilos,
bem como a expressdo de moléculas relacionadas a essas células e o
desenvolvimento de uma resposta de perfil Th17 (SILVA et al., 2017a; TASHIRO et
al., 2017). Esse conjunto de caracteristicas também foi observado no presente
trabalho, no qual a obesidade causou a reducéo da participacdo de eosindfilos na
resposta alérgica a ovalbumina, com reducdo da contagem de eosindfilos no tecido

pulmonar associada a redugdo da atividade da peroxidase eosinofilica, enzima

produzida e liberada por eosindfilos ativados.
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Em relacéo aos resultados obtidos com o modelo de HDM, a coloragao de HE
ndo revelou diferencas quanto a quantificacdo de eosindfilos no tecido pulmonar,
entre os grupos sensibilizados e desafiados com HDM. Contudo, a menor expressao
do mRNA de CCL11, quimioatraente para eosinofilos, nas vias aéreas sugere uma
reducdo da eosinofilia no pulméo dos obesos. J& foi demonstrado que a coloracao
de HE se mostra pouco especifica na quantificagdo de eosindfilos, superestimando o
namero dessas células (MEYERHOLZ et al., 2009).

Estudos clinicos dividem a asma alérgica em obesos, a principio em dois
subtipos, que diferem entre si quanto a idade de estabelecimento e quanto ao tipo
de resposta desenvolvida, nos quais individuos mais novos apresentam o
favorecimento do perfil eosinofilico, ao passo que individuos mais velhos exibem
uma reducao da eosinofilia causada pela obesidade (AMELINK et al., 2013; DESAI
et al., 2013; GROTTA et al., 2013; HOLGUIN et al., 2011). No entanto essa relacéo
entre obesidade e asma ainda ndo € bem compreendida, e o0s resultados sdo muitas
vezes conflitantes. Corroborando com os resultados encontrados em estudos com
pacientes com estabelecimento tardio da asma em associagdo com a obesidade, os
resultados aqui observados demonstram a menor expressao génica de CCL11 em
obesos-alérgicos no modelo com HDM e a menor produgcdo dessa quimiocina no
modelo de OVA, ja indicando uma menor capacidade de recrutamento de eosindfilos

para as vias aéreas.

E ainda, no presente trabalho a obesidade levou a reducdo da expressao e
producdo de TSLP nas vias aéreas e no homogenato de pulméo, respectivamente.
Essa citocina derivada do epitélio é conhecida por ativar células dendriticas
primando-as para um perfil pr6-Ty2 e contribuindo para que promovam a
diferenciacdo dessas células além de linfocitos T foliculares nos linfonodos
(PATTARINI et al.,, 2017). Além disso, a reducdo na expressao de TSLP esta
associada a uma maior diferenciacdo para o perfil T417, devido a auséncia de um
mecanismo contra regulacédo exercido diretamente por essa citocina nesse subtipo
de linfécitos auxiliares (YADAVA et al., 2014). Além disso, as principais citocinas de
origem epitelial, TSLP, IL-25 e IL-33 parecem cooperar na montagem de uma
resposta T2 e na promocao de remodelamento (VANNELLA et al., 2016). Nesse
sentido também foi observado no presente trabalho a redugéo da producédo de IL-25

em animais obesos alérgicos. Citocina que potencializa respostas de perfil Ty2,



131

atuando em ILC2 promovendo a producao de IL-5 e IL-13 (LEE et al., 2016). De fato,
a reducdo de IL-25 e TSLP observada nos animais obesos alérgicos foi
acompanhada por reducdo na producédo de IL-5, indicando o comprometimento da

resposta Ty2.

Interessantemente, ndo foram notadas diferencas entre os grupos alérgicos,
obeso e magro quanto a transcricdo de citocinas de perfil Ty2 na anélise de pulméao
inteiro, em contraste com os resultados das vias aéreas obtidas por dissec¢do cega
no modelo de asma induzida pelo HDM. Essa diferenca esta relacionada devido a
técnica de obtencdo das amostras das vias aéreas, que consiste da remocdo do
parénquima e eliminacdo de respostas associadas a essa estrutura (COLLISON et
al., 2013a). Nesse contexto, a obesidade impactou negativamente a expressao de
TSLP, CCL11 e MID1, fatores relacionados ao perfil Ty2, de expressao marcante no
epitélio. E ainda, a obesidade parece atuar na via de E3 ubiquitin-protein ligase
Midline-1 (MID1), caracteristica de uma resposta Th2 eosinofilica, reduzindo sua
expressdo em animais obesos alérgicos. O aumento da expressao de MID1 esta
associado a reducdo da atividade da enzima PP2A que atua inibindo cascatas pro-
inflamatérias, como a via no NFkB (COLLISON et al., 2013).

No presente trabalho, em ambos os modelos utilizados houve(CHOY et al.,
2015) aumento nos niveis de IL-17A ou em sua expressdo, no pulmao dos animais
obesos alérgicos. Essa citocina pode ser produzida por células Th17, por neutrdfilos,
linfécitos B, linfécitos Tyd e ILC3s, e estd associada a gravidade da doenca e a
resisténcia a corticosteréides e a neutrofilia (BULLENS et al., 2006; CHESNE et al.,
2014). De fato, como citado anteriormente o dano a resposta epitelial, observado
pela menor producdo de TSLP estd associada ao desenvolvimento da resposta
Tul7/neutrofilica (YADAVA et al., 2014). Adicionalmente, as respostas Ty2 e Tyl7
se regulam, e a analise de expressao génica em pacientes e em modelos animal
demonstram uma correlacdo negativa entre esses tipos de resposta (CHOY et al.,
2015).

Obesos asmaticos além de apresentarem um maior numero de neutréfilos na
medula 6ssea, sangue e tecido pulmonar, esse foi associado a maior atividade da
enzima mieloperoxidase, caracteristica de neutrofilos, e que tem sido estudada

como uma forma de avaliagdo da gravidade da doenca no lavado broncoalveolar
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(ALAM et al., 2017). Esse aumento do recrutamento/acumulo de neutréfilos nas vias
aéreas ocorreu devido elevada expressdo das quimiocinas CXCL1 (KC), CXCL2
(MIP-2) e CCL20 (MIP-3) (KOGA et al., 2016; SAWANT et al., 2016; SCAPINI et al.,
2001; WOYTSCHAK et al., 2016), além dos mais altos niveis de IL-17A conforme os
modelos de asma induzida tanto pela HDM e OVA, respectivamente. Em
concordancia com o aumento na contagem de neutréfilos na andlise histologica, e
com autores que demonstram um perfil neutrofilico em detrimento do eosinofilico
(MANICONE et al., 2016; SILVA et al., 2017a; TASHIRO et al., 2017).

Somado a alterada composicao do infiltrado inflamatério observada entre os
obesos asmaticos, estes apresentam maior expressao de muc5ac no modelo de
OVA, gene relacionado com a producdo de muco, fator que causa grande dano a
funcdo pulmonar. Além disso, no modelo de HDM aqui apresentado, animais
obesos-alérgicos apresentaram maior hiperresponsividade que alérgicos magros.
De fato, em ambas as linhagens (C57BL/6 e BALB/c) a obesidade ou alimentacéo
com dieta hiperlipidica exacerba a hiperresponsividade frente ao uso de metacolina
(JOHNSTON, RICHARD et al., 2007; ZHANG et al., 2017). Contudo, animais magros
e obesos ndo expostos ao alérgeno ndo apresentaram diferencas na funcgéo
pulmonar. Em contraposicdo a esse resultado, ja foi demonstrado que a dieta
hiperlipidica é capaz de aumentar a hiperresponsividade frente a desafios com
metacolina, em camundongos C57BL/6 independente da indugdo da asma (FRICKE
et al.,, 2018; JOHNSTON, RICHARD et al.,, 2007). Nesse contexto o aumento da
neutrofilia pode ter um papel importante nessa maior hiperresponsividade, tendo em
vista que o blogueio desses granuldcitos implica em melhoras desse fator (WILSON
et al., 2009).

Individuos obesos resistentes aos tratamentos convencionais e com uma
participacdo maior de neutrofilos tanto em modelo animal, como na clinica
apresentam também niveis séricos de IgE baixos em relacdo aos individuos
suscetiveis ao tratamento, ou que possuem uma reposta alérgica classica (MA et al.,
2017; MITO et al., 2002; MUC; MOTA-PINTO; PADEZ, 2016; SILVA et al., 2017a).
Em concordancia com esse perfil, no presente trabalho obesos alérgicos também
apresentaram menores niveis de IgE no soro. Esse € um importante fator que

caracteriza esse modelo, tendo em vista que o papel da obesidade € controverso, e
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alguns trabalhos demonstram efeitos contrarios, com o aumento da atopia em
individuos alérgicos obesos (SUTHERLAND et al., 2012; VISNESS et al., 2009).

Em contrapartida, foi observado maior producdo de IgG2a, anticorpo
caracteristico de respostas de perfil Tyl, em animais obesos alérgicos, em
comparacao com os alérgicos nao-obesos. Ja é bem estabelecido que o uso de
dieta rica em gordura induz aumento de IgG2a, controlado pelo fator de transcrigao
T-bet, caracteristicos de respostas Tyl (WALI; THOMAS; SUTHERLAND, 2014).
Nesse contexto, sabe-se que anticorpos do tipo IgG sdo capazes de mediar a
ocorréncia de anafilaxia sistémica independente de eosinofilos, principalmente

através da participacao de neutroéfilos (BEUTIER et al., 2017).

Tendo em vista as alteracdes locais (pulmao), bem como os efeitos na
producdo de anticorpos, fez-se necesséario avaliar a reposta a nivel dos érgaos
linfoides periféricos a fim de investigar as possiveis alteracdes que poderiam estar
causando o cenario observado nos pulmdes. Sabe-se que a principal ligacédo entre a
resposta imune inata e a adquirida € a apresentacdo de alérgenos capturados por
células dendriticas para os linfocitos T naive, nos oOrgaos linfoides periféricos,
mediante a expressdo de moléculas coestimulatérias, como CD86 (HAMMAD;
LAMBRECHT, 2008; HUMENIUK; DUBIELA; HOFFMANN-SOMMERGRUBER,
2017; LAMBRECHT; HAMMAD, 2012). No presente estudo, observou-se uma menor
expressdo de CD86 em células dendriticas (CD11c*MHCIIY), durante a resposta ao
alérgeno na obesidade, em comparagcdo com o0s alérgicos nao-obesos.
Concomitantemente, células dendriticas de obesos alérgicos também apresentaram
maior intensidade de marcacdo para PDL1. Esses resultados sugerem que essas
células estariam comprometidas com um perfil mais regulatério. Sabe-se que o
aumento da razdo PDL1/CD86 € caracteristica de um perfil regulatério de células
dendriticas as quais sao resistentes ao processo de maturacdo (ZAHORCHAK et al.,
2017). E ainda, a alta expressdao de CD80 e CD86 estd associada a uma
intensificacdo da diferenciacdo de células T para um perfil T42, ao passo que a
inibicdo dessas moléculas coestimulatérias promove uma reducdo desse perfil e
favorecimento dos demais, principalmente Tyl (LI et al., 2016). Portanto esse perfil
de dendriticas pode estar causando uma menor polarizacdo para o perfil Ty2 e
favorecendo os perfis Tyl e Tyl7. Esses dados ressaltam o importante papel da

TSLP em promover a ativacao e migracao de células dendriticas para os 0rgaos
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A menor frequéncia de células dendriticas nos linfonodos de animais obesos
alérgicos, também indica uma incapacidade de promover a migracao dessas células,
as quais ja se encontram menos ativadas desde o pulméo (dados ndo mostrados),
para os linfonodos drenantes. Esses dados ressaltam o importante papel da TSLP
em promover a ativacdo e migracdo de células dendriticas para os érgaos linfoides
periféricos (PATTARINI et al., 2017; SUN et al., 2018), acdo que foi comprometida
pela sua reducdo na associacdo obesidade-asma, no presente trabalho. Nesse
sentido ja foi demonstrado que a obesidade afeta tanto a circulagéo linfatica como a
migracdo de células dendriticas para os linfonodos (WEITMAN et al., 2013),
podendo ser o fator responsavel pelos atrasos nas respostas seguintes. Somado a
isso, nota-se o efeito da obesidade, mesmo sem a inducdo da alergia pulmonar,
visto que a frequéncia de células dendriticas totais foi maior em animais obesos
tanto no bago quanto nos linfonodos mediastinais. Nesse sentido, sabe-se que a
obesidade aumenta a frequéncia de células dendriticas totais tanto no baco como
nos linfonodos, contudo essas células tem uma menor capacidade de desencadear
respostas de células T (JAMES et al., 2012).

A migracdo de células dendriticas para os orgaos linfoides periféricos, é
essencial na montagem de uma resposta humoral eficiente, a caréncia dessas
células prejudica a diferenciacdo de células Ty que terdo um papel imprescindivel
no amadurecimento e proliferacdo de linfécitos B nos foliculos linfoides
(KRISHNASWAMY et al., 2017). Sabe-se que, durante o desenvolvimento da asma
alérgica, ocorre a proliferacdo desses linfocitos T foliculares, bem como a maior
expressdo de moléculas associadas (ex.: IL-21) que vém sendo consideradas novos
alvos para o tratamento da doenca (MA et al., 2017). As células Try s@o capazes de
induzir a producédo de IgE em linfécitos B, contudo, essas células sao reguladas por
outro subtipo de linfécitos T foliculares de perfil regulatério, as Ter. Essas células,
que expressam o fator de transcricdo Foxp3, além dos demais marcadores de
linfocitos T foliculares, sdo capazes de inibir a proliferacdo de Tgy e a diferenciacao
de linfécitos B produtores de anticorpos (LINTERMAN et al., 2011). Além disso,
essas células Tgr s@o capazes de promover a sintese de IgG e alterar a expressao
de citocinas nos linfocitos Ty (WU et al., 2016a). Apesar de nao afetar o numero de
células Tey nos linfonodos mediastinais, a obesidade induziu a formacao de células

T foliculares regulatorias (Trr). Nesse sentido, o aumento na frequéncia nessas
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células poderia ndo somente estar inibindo o switch para IgE em células B, mas
também ser um dos fatores promovendo a maior producdo de IgG2a nos animais

obesos.

Diferentemente dos linfonodos, animais obesos alérgicos apresentaram uma
populacdo maior frequéncia esplénica de células Tgy, contudo essas células
apresentaram menor expressdo de PD1. Sabe-se que a expressao dessa molécula
é critica para o funcionamento de células Ty (GOOD-JACOBSON et al., 2010), e
além disso, a alta expressao de PD1, apesar de prevenir o recrutamento de novas
células Tgy, € responsavel por manter a sua localizacdo nos centros germinativos,
através na inibicdo da expressao do receptor de quimiocina CXCR3 (SHI et al.,
2018). Sendo assim, a reduzida expressédo de PD1 poderia resultar em uma menor
capacidade de manutencdo dos centros germinativos e perda da funcéo de células

Trn, dedicadas a promover o switch para IgE.

Respostas de linfécitos T no centro germinativo requerem tanto a interacéo
com células dendriticas quanto com LB expressando CD40 (WATANABE et al.,
2017). Nesse contexto linfécitos B expressando altos niveis de PDL1 (PDL1""), e
ndo de PDL2, sdo capazes de reduzir a populagdo de linfécitos Tgy, induzindo uma
menor taxa de proliferacdo e maior taxa de apoptose (HAMS et al., 2011; KHAN et
al., 2015). No presente estudo a populacdo de linfocitos B de perfil regulatério
PDL1"" se encontra diminuida nos linfonodos mediastinais de animais obesos
alérgicos em comparagdo com os alérgicos ndo obesos, entretanto a obesidade
induz maior ativacdo dessas células, como visto pelo aumento na expressédo de
CD40. Esse perfil poderia refletir uma regulacdo de células Ty desde a
sensibilizacdo, contudo o estimulo pelo alérgeno inalado poderia estar promovendo

a recuperacao da populacao de células Tey.

Em contraposicdo aos resultados observados nos linfonodos, o baco de
animais obesos alérgicos apresentou uma maior proporcdo de células B PDL1"" em
comparacdo com alérgicos magros, contudo, com menor expressao de CD40 em
todos os niveis de expressdo de PDL1, e menor frequéncia de células B
(CD19°CD40") no total de células. Esse cenario poderia ser um reflexo da menor
expressdo de PD1 em células Tgy, essencial na manutencdo estrutural do centro

germinativo (SHI et al.,, 2018). Ao passo que a maior frequéncia de linfécitos B e
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maior expresséo de CD40 na populacdo PDL1""

, hos linfonodos poderia resultar em
uma maior atividade de linfécitos B ndo regulatérios (KHAN et al., 2015), o que
poderia impactar a producao de anticorpos. Associado a isso, recentemente, tém-se
discutido os papéis ndo regulatorios das células Tgr, as quais seriam capazes de
promover a proliferagdo de células B atraves da producdo de IL10 nos centros
germinativos, inclusive potencializando a producgao de IgG (WU et al., 2016b; XIE;
DENT, 2018). Portanto o maior numero células Tgr poderia ser um dos fatores

favorecendo a producao de lgG2a em detrimento da producéo de IgE.

Somado aos fatores intrinsecos de células B, e de células Tgy, outro tipo
celular de grande importancia para a producdo de anticorpos sdo as células T
auxiliares (Ty). No presente trabalho, animais alérgicos-obesos apresentaram maior
frequéncia de linfocitos T (CD3'CD4") expressando GATA-3 e RORyT em relagdo
aos alérgicos magros, além da maior frequéncia dos mesmaos linfocitos expressando
IL-4, IL-17A e IFN-y, citocinas caracteristicas dos perfis Ty2, Tyl7 e Tyl
respectivamente. Entretanto o aumento dessas populacdes parece ser 0rgao
especifico, com uma potencializacdo da resposta de perfil T42 nos linfonodos
mediastinais, ao passo que o baco conserva um perfil T41l7, presente, inclusive na
auséncia de contato com o alérgeno, o que demonstra a manutencdo do efeito
sistémico da obesidade, em contraposicao a estimulo intermitente do alérgeno. A
menor frequéncia de células produtoras de IL-4 no baco, em comparag¢do com a alta
frequéncia de células GATA-3", pode ser um indicio de perda da producéo de IL-4
por essas células, e até mesmo uma transi¢cdo para um estagio duplo positivo, onde
essas células produziriam IL-17A, mesmo na presenca de GATA-3. Além disso, o
aumento dessas células duplo positivas esta associado ao aumento na gravidade da
asma (IRVIN et al., 2014; WANG et al., 2010). Além disso um ambiente com maior
producdo de IL-17A por linfocitos CD3*CD4"'RORyT observado no bago pode ter
contribuido pra a maior producdo de lgG2a em animais obesos alérgicos, tendo em
vista que o bloqueio dessa citocina causa uma diminui¢éo significativa de anticorpos
dessa subclasse (MAJEWSKA-SZCZEPANIK et al., 2016). Somado a isso, a maior
frequéncia de células produtoras de IFN-y poderia contribuir para a inibicdo da
sintese de IgE (PENE et al., 2006).
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Frente a esse cenario, sabe-se que a producdo de IL-4 tem grande
importancia na diferenciacdo de células secretoras de IgE, contudo j& foi
demonstrado que a producéo dessa citocina por células Ty tem maior participacéo
na sintese desse isotipo de anticorpo, do que quando produzida por células Ty,
responsaveis por promover a inflamacdo eosinofilica (HARADA et al.,, 2012;
KOBAYASHI et al., 2017; WING et al., 2014). Entretanto, uma limitagdo do presente
estudo foi a ndo distincdo entre os subtipos de células T (Tey € Ty) que estariam

produzindo IL4.

Ao mesmo tempo que se tenta compreender melhor a formacdo da resposta
imune na asma, também busca-se reduzir essas respostas principalmente em
individuos resistentes a corticosteroides, e geralmente associados a neutrofilia.
Nesse contexto, os antibiéticos macrolideos, principalmente a azitromicina, surgem
como uma forma de combate a esse perfil de resposta (PIACENTINI et al., 2007;
SIMPSON et al., 2008). Os resultados apresentados no presente estudo,
demonstraram que a obesidade causou diminuicdo de expressdo de moléculas
associadas a eosinofilia e aumento de moléculas relacionadas a neutrofilia. Contudo
a azitromicina atuou recuperando as alteracdes causadas pela obesidade em ambos
0s modelos utilizados (OVA e HDM).

A reducdo da neutrofilia se refletiu em uma melhora na fisiologia pulmonar,
como observado no modelo de HDM pela amenizagcdo da hiperresponsividade
brénquica, frente ao tratamento com azitromicina, que foi acompanhado pela menor
expressdo de muchac. Efeitos semelhantes jA foram demonstrados em estudos
utilizando azitromicina, no qual o tratamento causou tanto a reducdo da
hiperresponsividade brénquica quanto a reducdo da neutrofilia, em individuos com
asma severa ndo-eosinofiica (BRUSSELLE et al, 2013; EKICI; EKICI;
ERDEMOGLU, 2002; PIACENTINI et al., 2007). Reducéo a qual foi observada tanto
na contagem de neutrofilos identificados com anti-MPO, como também na expressao

de quimioatraentes para (KC e MIP-2) e na producao de IL-17A.

Em associacdo com esses resultados, animais obesos alérgicos tratados com
azitromicina apresentaram um intensificacdo da expressdo de mirl55 e uma
tendéncia a uma maior expressdo de mir-223. Esses miRNA sdo altamente

expressos na asma ou em outras doencgas alérgicas (LU et al., 2012; PLANK et al.,
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2015). Nesse contexto, mir-155 é expresso em diversos tipos celulares, e
geralmente est4d associado ao desenvolvimento de respostas inflamatérias,
sobretudo de perfil Tyl7, e ao desenvolvimento de doencas autoimunes
(MURUGAIYAN et al., 2011; O'CONNELL et al., 2010b). Entretanto, esse microRNA
atua de forma semelhante em células Tgrec € Tyl7, nessas ultimas promovendo a
expressdo de IL17A através da degradacdo de SOCS1 (Supressor of Cytokine
Signalling 1) (BERGALLO et al., 2017; YAO et al.,, 2012), contudo no presente
trabalho essa proteina ndo foi afetada pelo tratamento (dados ndo mostrados),
indicando que provavelmente o aumento desse mirRNA ndo esta relacionado a
potencializagdo do perfil Tyl7, até porque esse perfil se encontrava reduzido, como
visto pela menor neutrofilia e expressao reduzida de IL-17A, apds o tratamento com
azitromicinas. Provavelmente, o aumento desse mMiRNA estd associado com a
intensificacdo da atividade de células Tgres, C€lulas que expressam o fator de
transcricdo Foxp3 associado com a maior expressado de mir-155, o qual esta ligado a
funcionalidade dessas células (GAO et al., 2017; KOHLHAAS et al., 2009; ZHOU et
al., 2015) o que estaria de acordo com a regulacdo da resposta encontrada nos

animais obesos-alérgicos tratados com azitromicina no modelo de HDM.

Além disso, o tratamento com azitromicina ndo parece exercer efeito sobre a
producdo de citocinas de perfil Ty2 e expressdo de fatores relacionados com a
eosinofilia em individuos obesos asmaticos, o que reflete ineficacia do medicamento
em afetar o nimero de eosindfilos. De fato pacientes com asma nao-eosinofilica
apresentam uma melhor resposta ao tratamento com azitromicina (GIBSON et al.,
2017; TIAN et al.,, 2019), ndo somente na asma mas em outras respostas
inflamatdrias em que o uso de corticoides ndo é eficaz (MANIAKAS; DESROSIERS,
2014; SIMPSON et al., 2014b). Entretanto estudos que investiguem o efeito da
azitromicina em eosinéfilos ainda sdo escassos. Ainda assim, ha estudos que
demonstram o efeito desse medicamento reduzindo respostas de perfil Ty2
(BEIGELMAN et al., 2009; LIN et al.,, 2011; PU et al.,, 2018; RATZINGER et al.,
2014), ao passo que outros trabalhos demonstraram a ineficacia da azitromicina em
trazer melhoras significativas (JOHNSTON et al., 2016; KEW et al., 2015). Contudo,
a asma é uma doenca diversa e diversos outros fatores devem ser considerados,

sobretudo em estudos clinicos.
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Apesar do efeito reduzido da azitromicina nesses fatores citados acima, a
avaliacédo do perfil de linfocitos T auxiliares nos pulmdes, indicou que a azitromicina
reduziu o numero de células produtoras de IL-4, IL-17A e IFN-y, num efeito
generalista que reduz inespecificamente a participacdo desses trés subtipos de
células Ty com grande importancia na asma. O mesmo efeito foi observado nos
linfonodos dos animais obesos alérgicos tratados com azitromicina. O que esta de
acordo com um trabalho que indica o efeito desse medicamento inibindo a producéao
de diversas citocinas oriundas de linfécitos T(RATZINGER et al., 2014). Entretanto o
baco de obesos-alérgico apresentou respostas distintas dos demais 6rgéos
analisados, com recuperacdo da producdo de IL-4, esse fator pode estar ligado a

supresséao da resposta Ty17, permitindo o crescimento da reposta Ty2.

Em consonéncia com a reducdo de células produtoras de citocinas, nos
linfondos, o tratamento com a azitromicina em animais obesos-alérgicos também
resultou em um perfil menos ativado de células B e Tgy, com reducdo no numero de
linfécitos B e aumento da subpopulacdo com alta expressdo de PDL1, que exerce
funcdo regulatoria (KHAN et al., 2015). Também pode ocorrer a diminuicdo da
expressdo de CD40 em todas as populacdes de células B, indicando uma menor
propenséo a ativacdo (KUHN et al., 2018). Adicionalmente, a manutencédo esplénica
da expressao de IL17A e IFNy, que contribuem para a proliferacdo de linfocitos B
(JACKSON et al., 2016; MITSDOERFFER et al., 1992) associada ao aumento da
frequéncia de células secretoras de IL-4, pode ter propiciado o maior nimero de
linfocitos B (CD19°CD40") em camundongos obesos alérgicos tratados com
azitromicina. Contudo a menor expressao de PD1 em células Tgy, demonstrando um
fendtipo menos ativado (GOOD-JACOBSON et al., 2010b), pode ter possibilitado a

maior ativacdo do subtipo de células B de perfil regulatério PDL1M",

Surpreendentemente, em animais alérgicos magros a azitromicina parece
agravar o desenvolvimento da asma, aumento o nimero de eosinéfilos na medula
0ssea, bem como induzindo um aumento da neutrofilia, num efeito oposto ao
encontrado em animais obesos-alérgicos. Em adi¢cdo, esse grupo de animais
também apresentou uma maior quantidade de células produtora de IL-4, IL17A e
IFNy nos pulmdes. Esse cenario pode ser parcialmente explicado pela reducdo de

TSLP nesses animais magros-alérgicos tratados, tendo em vista o importante papel
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da reducdo dessa citocina no desenvolvimento de respostas de perfil
Tul7/neutrofilico (YADAVA et al., 2014), como ja discutido anteriormente. Nesse
sentido, sabe-se que a azitromicina tem um importante papel na reducdo da
producdo de quimioatraentes de neutrdfilos como a IL-8 (MURPHY et al., 2007), e
na inibicdo da producdo e TSLP por células epiteliais (ZHU; LEI; HUANG, 2013).
Somado a isso, o tratamento induz aumento na frequéncia de linfécitos B no

linfonodo, mesmo sem afetar demais parametros ligados a essas células.

Em conjunto (figura 41), esses resultados indicam que a obesidade agrava a
asma, polarizando a resposta imune para o perfil T417, localmente no pulméo, em
decorréncia de alteragbes ocasionadas nos oOrgdos linfoides periféricos,
impulsionadas por modificagbes desde a interagdo inicial entre epitélio e células
dendriticas. Nesse contexto, as demais repostas a jusante foram modificadas
levando a maior producdo de IgG2a, em detrimento de IgE, sustentada pelas
alteracdes ocorridas nos principais componentes dos centros germinativos. Nesse
sentido observa-se um maior efeito da obesidade no bago, efeito que acompanha
animais obesos até mesmo quando ndo sao sensibilizados e desafiados,
demonstrando o efeito que a obesidade tem em promover o perfil Ty17 no baco.
Essa modificacdo acaba por direcionar o perfil de producdo de anticorpos para
IgG2a. Com a chegada do alérgeno e o aumento da reposta T2, como observado
pelo aumento de IL-4 nesses individuos obesos alérgicos, ocorre a potencializacéo
da producédo de anticorpos, entretanto em animais obesos o cenario apresentado
nao permite a producdo de IgE uma vez que a reposta ja estd voltada para a
producado de IgG2a. Adicionalmente, a azitromicina foi capaz de modificar esse perfil
de resposta agravado pela obesidade, contudo sem afetar a resposta
Tn2/eosinofilica. Demonstrando a necessidade de terapias combinadas de
azitromicina com corticosteroides, com o0 intuito de combater tanto o perfil
eosinofilico como também o neutrofilico. Entretanto animais magros alérgicos,
responderam de forma distinta a esse tratamento, ressaltando a importancia da

personalizacao de tratamentos para essa doencga.
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Figura 41 - Resumo grafico. Observou-se que a obesidade instaura um processo inflamatério
cronico, e estabelece um desvio da resposta, principalmente no baco, com desenvolvimento de um
perfil T41/Ty1l7, com estabelecimento de resposta humoral caracterizada pela maior producdo de
IgG2a em comparagdo com animais magros. Apdés o estabelecimento da alergia, com o
desenvolvimento de uma resposta Ty2, ocorre um processo de potencializacdo da produgdo de
anticorpos, contudo em animais obesos esses cenario jA estd modificado com um direcionamento
para um perfil de IgG2a, o que ndo ocorre em animais magros onde ha maior producao de IgE. Nesse
sentido sabe-se que a alta producéo de IL-4 atua na promog¢do da sintese de anticorpos, inclusive
intensificando respostas ja estabelecidas de outros anticorpos que néo a IgE. A combinacao dos dois
perfis de resposta, Ty2 alavancado pelos linfonodos mediastinais e Ty1/T17 impulsionado pelo bago
conferem aos pulmdes dos animais obesos alérgicos um carater de inflamagdo mista, com
desenvolvimento de eosinofilia e neutrofilia. Apds o tratamento com azitromicina ocorre um bloqueio
da resposta Ty1/Ty17 neutrofilica, Havendo reducao da contagem de neutréfilos no tecido pulmonar e
reducdo das populacdes de linfocitos T auxiliares. Contudo o tratamento também eleva a expresséo
do mirl55, o que pode indicar uma potencializacdo da reposta de perfil regulatéria, tendo em vista
gue esse miRNA é necessario para a expressao de FoxP3 e para a funcionalidade de Treg.
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6 Conclusao

Tendo em vista os resultados apresentados, conclui-se que animais obesos
alérgicos apresentam uma mudanca em seu perfil de resposta, com favorecimento
de um perfil Th17/neutrofilico com baixa producao de IgE e favorecimento de IgG2a.
Essa mudanca é acompanhada por alteracdes ocorridas nos oOrgdos linfoides
periféricos, os quais recebem células dendriticas que carregam marcas de uma
menor ativacdo desde o pulmdo. Além disso, linfonodos e baco respondem
diferentemente durante essa interacdo, em que os primeiros sofrem maior influéncia
da inducdo de alergia, enquanto o baco sofre uma influéncia sinérgica de ambas,

obesidade e asma.

O tratamento com a azitromicina foi eficiente em reduzir o perfil neutrofilico de
animais obesos-alérgicos, tanto no modelo de OVA, guanto nho modelo de HDM,;
contudo foi ineficaz em reduzir os parametros de uma resposta alérgica classica.
Associado a essa resposta, houve uma maior expressao de mir-155 no modelo de
HDM. Portanto, o tratamento com azitromicina é capaz de reverter grande parte das
alteracdes causadas pela obesidade, diminuindo a expressdo de diversos fatores
ligados a gravidade da doenca. Entretanto, ainda €& necessario um melhor
entendimento, sobretudo em termos de vias moleculares envolvidas em seu

funcionamento, sobretudo quanto a expressédo de microRNAs.
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