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RESUMO 

 

 O aumento no número de eosinófilos (EO) nos tecidos, sangue e medula óssea 

(MO) são considerados eventos importantes na asma, e em geral, números elevados destas 

células estão correlacionados com a gravidade da doença. Dados epidemiológicos indicam 

que a obesidade aumenta a prevalência e incidência de asma alérgica e reduz seu controle. 

Acredita-se que a obesidade e a asma apresentam algumas etiologias comuns, principal-

mente em suas bases genética. Entretanto, é possível que existam outros mecanismos bioló-

gicos através dos quais a obesidade pode ser tanto a responsável pela causa como pelo a-

gravamento da asma. O aumento do tecido adiposo parece elevar a produção de citocinas e 

quimiocinas, tais como IL-6, TNF- e eotaxina. Camundongos geneticamente obesos apre-

sentam hiperreatividade inata das vias aeríferas, porém pouca atenção tem sido dada ao 

recrutamento pulmonar de EO em animais obesos. Uma vez que o acúmulo seletivo de eo-

sinófilos para as vias aeríferas é considerado um evento central na patogênese da asma, este 

estudo teve como objetivo investigar o influxo de eosinófilos para o pulmão e o papel das 

citocinas Th1 e Th2 neste processo, em camundongos obesos por indução de dieta.  Foram 

utilizados camundongos C57bl6/J que receberam dieta hiperlipídica por dez semanas. Na 

oitava semana de tratamento, os animais foram sensibilizados com 2 injeções s.c de oval-

bumina (OVA) com intervalo de sete dias entre as mesmas. Na semana seguinte, camun-

dongos sensibilizados e não sensibilizados foram desafiados por via intranasal com OVA. 

Os camundongos foram sacrificados em diferentes tempos (24, 48, 72 e 96 h) após o desa-

fio com OVA, e a contagem de EO no sangue, lavado broncoalveolar (LBA) e MO foi ava-

liada. Camundongos obesos por indução de dieta hiperlipídica exibiram aumento no ganho 
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de peso ponderal e no peso do tecido adiposo epididimal, bem como aumento nos níveis de 

colesterol total comparados com camundongos controle. O desafio intranasal com OVA em 

camundongos sensibilizados aumentou significativamente a contagem de EO no LBA  em 

todos os tempos avaliados após o desafio com OVA. O número de eosinófilos foi pratica-

mente nulo em camundongos não sensibilizados. Camundongos sensibilizados obesos apre-

sentaram uma migração tardia de EO para O LBA, com pico em 72 h após o desafio. Além 

disso, a análise morfológica demonstrou que o parênquima pulmonar de camundongos sen-

sibilizados obesos apresentam um marcante aumento no infiltrado de EO, tanto em 48 

quanto em 72 h após o desafio, quando comparado com camundongos sensibilizados con-

troles. Na MO foi encontrado um significativo aumento no número de eosinófilos maduros 

e imaturos nos animais sensibilizados obesos quando comparados com os sensibilizados 

controles. Os níveis de IL-4, IL-5, TNF-α, IL-6, IL-10 e eotaxina aumentaram significati-

vamente nos camundongos obesos sensibilizados, atingindo o pico 72 h após o desafio com 

OVA. Nossos dados indicam que foi possível estabelecer um modelo de obesidade em ca-

mundongos que claramente aumenta o influxo de EO para o pulmão em resposta ao desafio 

com OVA. Em camundongos obesos, os EO permaneceram retidos no parênquima pulmo-

nar, exercendo suas funções efetoras favorecendo a patogênese da asma. 
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ABSTRACT 

 

Increases in eosinophil (EO) numbers in the tissues, blood, and bone marrow (BM) are 

a hallmark of asthma and, in general, elevated numbers correlate with disease severity. Epi-

demiological data indicate that obesity increases the prevalence and incidence of allergic 

asthma. The basis for this relationship is unknown, but might be the result of common eti-

ologies, comorbidities or genetic basis. Increased fat mass, particularly with central obesity, 

leads to production of cytokines and chemokines, such as IL-6, TNF-α and eotaxin. Studies 

have shown that genetically obese mice exhibit innate airway hyperresponsiveness, but 

little attention has been given to the allergic pulmonary EO recruitment in obese animals. 

Since selective accumulation of eosinophils into the airways has become a central concept 

of the asthma pathology, this study was designed to investigate the eosinophil influx into 

lungs  and the role of Th2 cytokines in  diet-induced obese mice. Four-week-old male 

C57bl6/J mice received a high fat diet for 10 weeks. On the eighth week, mice were sensi-

tized with two s.c. ovalbumin (OVA) injections at 7 day intervals. One week thereafter, 

sensitized and non-sensitized animals were intranasally challenged with OVA. The mice 

were killed at different times (24, 48, 72 and 96 h) after OVA challenge, and EO counts in 

blood, bronchoalveolar lavage fluid (BAL) and BM were evaluated. High-fat diet mice ex-

hibited a significant increase in body weight and epididymal fat, as well as increased total 

serum cholesterol levels compared with non-obese groups. Intranasal challenge with OVA 

in sensitized mice largely increased the EO counts in BAL at 48 h and 72 h post-OVA chal-

lenge. Eosinophils were nearly absent in the non-sensitized mice. The sensitized obese mice 

showed a delayed EO emigration to BAL, peaking at 72 h post-OVA challenge. In addition, 
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the morphological analysis showed that lung parenchyma of sensitized obese mice pre-

sented a markedly higher EO infiltration at both 48 h and 72 h post-OVA challenge when 

compared with non-obese mice. In BM, a significant increase in counts of both mature and 

immature EO was also found in sensitized obese  compared with sensitized non-obese 

mice. The levels of IL-4, IL-5, TNF-α, IL-6, IL-10 and eotaxin significantly increased in 

BAL of sensitized obese mice, peaking at 72 h-post OVA challenge. Our findings indicate 

that we have established an experimental model in C57bl6/J obese mice that clearly show a 

potentiation of EO influx in response to OVA challenge. In obese mice, EO are likely to be 

retained in the lung parenchyma exerting their effector functions in promoting the pathoge-

nesis of airways diseases. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Obesidade  

 

A obesidade é atualmente considerada um dos principais problemas de saúde públi-

ca. Nas últimas três décadas a prevalência da obesidade alcançou proporções epidêmicas 

nos Estados Unidos e na Europa (Farrigan & Pang, 2002). Estudos epidemiológicos recen-

tes estimam que mais de 300 milhões de pessoas no mundo são classificadas como obesas. 

Nos Estados Unidos, cerca de 65% dos adultos estão acima do peso ou estão obesos (Mel-

nikova & Wages, 2006). Este fenômeno não se restringe aos adultos, visto que entre as cri-

anças a incidência global da obesidade vem crescendo de forma alarmante (Schwarzenberg, 

2005). Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia, aproximadamente 80% da popula-

ção brasileira adulta é considerada sedentária, e aproximadamente 32% dos adultos são 

obesos.  Estudos demonstram que a expectativa de vida para os próximos anos deverá di-

minuir devido ao acelerado aumento da incidência de obesidade (Olshansky et al., 2005). 

Dentre as principais causas da obesidade, se destacam o crescente consumo da den-

sidade energética, dos alimentos pobres em nutrientes e ricos em gordura saturada e açúca-

res, e redução da atividade física (WHO, 2004). Além disso, a predisposição genética pare-

ce ser fator determinante na suscetibilidade à obesidade (Oswal & Yeo, 2007). A obesidade 

pode ser detectada através do índice da massa corporal (IMC) acima ou igual a 30 quilo-

gramas por m2, calculado pela razão do peso em quilogramas dividido pelo quadrado da 

altura em metros (Bjorntorp, 1997). 

A obesidade é uma condição complexa, sendo considerada como importante fator 

de risco para doenças cardiovasculares, dislipidemia, diabetes tipo 2, hipertensão arterial, 
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asma brônquica, osteoartrite e certos tipos de câncer (Field et al., 2001). Embora seja tema 

de muitos estudos, infelizmente, ainda hoje a obesidade permanece sem um tratamento sa-

tisfatório. 

 

1.1.1 Fisiopatologia da obesidade 

Apesar de a fisiopatologia da obesidade não estar completamente elucidada, muito 

do que se sabe hoje foi possível devido aos avanços da biologia molecular. A existência de 

camundongos knockouts para determinados genes possibilitou a identificação de novas vias 

de sinalização celular associada à obesidade (Sanchez, 1997). Atualmente são conhecidos 

muitos mecanismos que podem contribuir para o controle do peso corporal, porém, como 

exatamente funcionam ainda não está totalmente esclarecido. Estudos recentes têm mostra-

do que o tecido adiposo não deve mais ser considerado apenas como um órgão de estoque 

de energia, mas sim que possui funções endócrinas e imunológicas importantes (Guzik et 

al., 2006). 

A obesidade é acompanhada por inflamação sistêmica, caracterizada por aumento 

plasmático de proteína C reativa e de um desbalanço na produção de citocinas pelos monó-

citos, linfócitos e outras células imunes (Ouchi et al., 2003). Simultaneamente, ocorre a 

disfunção endotelial e remodelamento vascular (Matsuzawa, 2006). Trabalhos recentes 

mostram que os adipócitos e células que infiltram o tecido adiposo liberam várias substân-

cias, chamadas adipocitocinas. As adipocitocinas, juntamente com citocinas clássicas 

(TNF-, IL-6, MCP- 1) secretadas pelos adipócitos e/ou outras células presentes no tecido 

adiposo, exercem efeitos significativos no sistema imunológico, modificando e perpetuando 

a inflamação (Guzik et al., 2006; Trujillo & Scherer, 2006; Tilg & Moschen, 2006). Deste 
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modo, algumas adipocitocinas, como a leptina, a adiponectina, a resistina e a visfatina pa-

recem participar nas vias de sinalização relevantes no controle da obesidade (Guzik et al., 

2006). 

 

1.1.2 Modelos murinos de obesidade 

A obesidade e doenças associadas, tais como resistência a insulina, diabetes do tipo 

2, dislipidemia e esteatose hepática, condição atualmente conhecida como síndrome meta-

bólica, representam um dos maiores desafios para a ciência básica e pesquisas clínicas. É 

evidente que o desenvolvimento de modelos animais apropriados é crucial para os estudos 

da patogênese e terapia desta complexa desordem metabólica. Do ponto de vista científico é 

racional a necessidade não somente de um fenótipo, mas também de um modelo que repro-

duza em animais as condições patológicas encontradas nos humanos (Buettner, et al., 

2007). 

Considerando a natureza poligênica da síndrome metabólica humana, fica claro que 

os estudos que examinam a obesidade monogênica (camundongos ob/ob ou ratos obesos 

Zucker (fa/fa)) devem ser interpretados com cautela. Por essa razão diversos estudos vêm 

utilizando dietas enriquecidas com gordura, conhecidas como dietas hiperlipídicas (DH), 

para produzir modelos de obesidade em roedores. A primeira descrição desta intervenção 

nutricional data da década de 40. Estudos subseqüentes revelaram que as dietas hiperlipídi-

cas promovem hiperglicemia e resistência a insulina (Sclafani,1991; Ikemoto et al., 1996; 

Woods et al., 2003). Baseado nestas experiências está bem estabelecido que dietas hiperli-

pídicas podem ser utilizadas para criar um modelo válido de obesidade em roedores (Buett-

ner et al., 2007). 
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  A alimentação prolongada com dieta hiperlipídica promove um aumento no peso 

corporal, em animais suscetíveis, na proporção de 10 a 20% acima dos controles alimenta-

dos com dieta padrão para roedores. A indução da obesidade torna-se mais efetiva quando a 

dieta tem início nos animais jovens e perdura por diversas semanas (Peckham, 1962). O 

ganho de peso durante o período de alimentação com a dieta é gradual, porém, já pode ser 

observado após duas semanas, tornando-se mais evidente quando o tratamento é realizado 

com dieta hiperlipídica por mais de quatro semanas (Buettner et al., 2007). 

 Estudos recentes demonstraram que animais suscetíveis à obesidade são hiperfági-

cos, e este fenômeno ocorre provavelmente devido a uma resistência central a ação anore-

xígena da insulina (Clegg, 2005) e redução na expressão hipotalâmica de peptídeos anore-

xígenos (Tian, 2004). Ratos que se mantêm magros quando submetidos à dieta hiperlipídica 

comem a mesma quantidade de calorias que os animais controle alimentados com dieta 

padrão (Farley, 2003). Estes animais resistentes à obesidade induzida por dieta podem tor-

nar-se um importante modelo para o estudo da base genética do ganho de peso. 

 Ao analisar os dados registrados na literatura fica óbvio que os efeitos da dieta não 

dependem somente da composição da mesma, mas também do tipo de roedor e da sua li-

nhagem (Wang, 1998; West, 1998). A análise da suscetibilidade à dieta dependente da li-

nhagem e tem sido extensivamente estudada em camundongos. Por isso, sabe-se que ca-

mundongos C57BL/6J, AKR/J e DBA/2J são mais suscetíveis a desenvolver obesidade e 

resistência à insulina (Surwit , 1988; West, 1992; Surwit, 1995; Alexander, 2006). 

 Dentre estas linhagens, os camundongos C57BL/6J são os mais utilizados como 

modelo de síndrome metabólica e resistência à insulina (Collins, et al., 2004). A predispo-

sição desta linhagem para desenvolver obesidade tem sido explicada devido ao aumento na 
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resistência à leptina quando comparado com outras linhagens (Takahashi et al., 2002; Prpic 

et al., 2003) 

 1.2 Asma  
 
  

 A asma representa um sério problema de saúde pública mundial, pois, afeta pessoas de 

todas as idades. Ela pode ser grave e algumas vezes fatal. Atualmente, a asma atinge 300 

milhões de indivíduos no mundo, sendo considerada uma preocupação mundial (Global 

Initiative National for Asthma, 2003; Lougheed, 2007). A incidência de asma e doenças 

alérgicas tem aumentado nos últimos 30 anos. Evidências apontam para diferenças na 

prevalência de doenças alérgicas entre as áreas urbana e rural na Europa e em países não-

industrializados, com alta prevalência de doenças alérgicas nas áreas urbanas. Os países da 

América Latina, incluindo o Brasil, vêm sofrendo com o rápido processo de mudanças na 

população, que inclui urbanização, migração, desenvolvimento econômico e a adoção do 

―moderno estilo de vida‖. Neste contexto, a asma e as doenças alérgicas estão entre os 

principais problemas de saúde pública em ascensão, principalmente na população infantil 

(Cooper et al., 2006; Pearce & Douwes, 2006). 

 A asma é definida como doença inflamatória crônica das vias aeríferas na qual 

diversos tipos celulares, como linfócitos, neutrófilos, mastócitos e especialmente eosinófilos, 

desempenham funções importantes (Kay, 2005; Holgate, 2008). A ativação destas células leva 

à liberação de mediadores pró-inflamatórios e citocinas, os quais causam aumento da 

permeabilidade vascular, contração da musculatura brônquica, infiltração de células 

inflamatórias, hipersecreção de muco, hiperreatividade das vias aeríferas e por último 

remodelamento das vias aeríferas. Estas mudanças são expressas clinicamente como chiado, 
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respiração curta e ofegante, dispnéia, tosse e disposição de muco. Estes episódios estão 

associados com obstrução variável do fluxo aéreo que é freqüentemente reversível 

espontaneamente ou com tratamento (Masoli et al., 2004; Hanania, 2008). 

 Evidências patológicas e fisiológicas vêm sugerindo que a inflamação das vias 

aeríferas e o remodelamento, que caracterizam a asma, não ocorrem somente nas vias aeríferas 

centrais, mas se estendem ao pulmão distal e ao parênquima pulmonar (Despas, et al., 1972; 

Macklem  et al., 1973; Yanai, et al., 1992; Carroll, et al., 1997; Tulic, 2003; De Magalhães 

Simões et al., 2005).  Em estudo recente, De Magalhães Simões e colaboradores (2005) 

demonstraram que a inflamação eosinofílica em humanos está presente em toda a extensão do 

trato respiratório, ou seja, desde a mucosa nasal até ao parênquima pulmonar periférico. 

 A asma é uma doença episódica, alternando crises agudas com períodos assintomáticos 

e, embora rara, uma crise aguda pode levar à morte (Kroegel et al., 1993; McFadden, 1994). A 

asma é decorrente de interações complexas entre fatores externos e genéticos (Vargaftig, 

1999; Bochner e Busse, 2005; Pearce e Douwes, 2006; Cooper et al., 2006).  

 A asma é tradicionalmente dividida em 2 tipos básicos: asma intrínseca e extrínseca 

(Corrigan & Kay, 1992; Robbins et al., 1994; Ying et al., 1999). A asma intrínseca apresenta 

história negativa para alergia, testes cutâneos e níveis séricos de IgE normais. Neste caso, os 

pacientes desenvolvem os sintomas típicos de asma após contato com certos estímulos como 

infecção viral ou bacteriana (Corrigan e Kay, 1992; Kroegel et al., 1993; McFadden, 1994), ar 

frio, inalantes irritantes, drogas, estresse emocional e exercícios físicos (Robbins et al., 1994; 

Busse & Lemanske, 2001). 

 A asma extrínseca é caracterizada por uma reação de hipersensibilidade do tipo I, 

induzida por um antígeno extrínseco. Este tipo inclui a asma alérgica (atópica), ocupacional e 

aspergilose broncopulmonar alérgica. A asma alérgica é a mais comum, e está freqüentemente 
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associada a um histórico familiar de atopia. É desencadeada por antígenos ambientais 

presentes na poeira, no pólen, nos pêlos de animais, em alguns alimentos, dentre outros 

(Robbins et al., 1994; Smit & Lukacs, 2006; Holgate, 2008; Verstraelen et al., 2008).  

1.2.1 Fisiopatologia da Asma 

O desenvolvimento da crise de asma e a relação desta com o fator desencadeante têm 

sido estudado mais amplamente em indivíduos atópicos. O processo de sensibilização da 

doença provavelmente representa a primeira etapa para o desenvolvimento do quadro 

asmático. Os alergenos inalados entram em contato com a mucosa respiratória e são 

capturados por células dendríticas presentes no epitélio brônquico. Estas células são capazes 

de reconhecer, processar e apresentar o antígeno aos linfócitos T. A interação destas células 

com os linfócitos T faz com que os linfócitos B sejam estimulados produzindo 

imunoglobulina E (IgE), que, liberadas na circulação se ligam a receptores de alta afinidade 

presentes em mastócitos (Kay, 1991a, Holgate, 2003; Afshar, 2008). Em conseqüência deste 

processo, nos próximos contatos com agentes desencadeantes, a grande maioria dos pacientes 

asmáticos desenvolve uma fase imediata e uma fase tardia. A fase imediata se instala em 

poucos minutos e é caracteriza por obstrução das vias aeríferas e a fase tardia ocorre a partir de 

cerca de 3 horas de contato com o alergeno,  podendo durar por vários dias. Nesta fase há um 

forte processo inflamatório decorrente de uma intensa migração celular para as vias aeríferas 

(Kay 1991a; O'Byrne, 1998; Holgate, 2008). 

 Um aspecto fundamental da asma associado à sensibilização alérgica é a habilidade 

das vias aeríferas em reconhecer os alergenos ambientais e gerar uma resposta do tipo Th2. 

Uma vez sensibilizados, os linfócitos T não somente migram das vias aeríferas para o local de 

apresentação do antígeno, mas também se tornam potentes produtores de diversas citocinas, 

como a interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6), interleucina (IL-9), 
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interleucina (IL-13) e fator estimulante de colônia de macrófago-granulócito (GM-CSF) (Kay, 

2006; Afshar, 2008; Holgate, 2008; Nouri-Aria & Durham, 2008). 

Através da produção de citocinas estas células T são capazes de recrutar células efe-

toras secundárias, tais como macrófagos, basófilos, neutrófilos e principalmente eosinófilos 

para a zona inflamada, onde se tornam primadas e subseqüentemente ativadas para a secre-

ção de mediadores (Akbari et al., 2006; Umetsu & Dekruyff, 2006, Hogan, 2008; Holgate, 

2008; Nouri-Aria & Durham, 2008). 

   

1.2.2 Eosinófilos e asma  
 
 A importância dos eosinófilos na asma foi enfatizada pelos achados que correlaciona-

vam o grau de eosinofilia no sangue e no LBA com o grau de hiperreatividade brônquica e 

gravidade da doença (Gonzalo et al., 1998; Sato et al., 1999; Trivedi & Lloyd, 2007, Holgate, 

2008). Entretanto, admite-se atualmente que o papel dos eosinófilos no desencadeamento da 

hiperreatividade brônquica é controverso, já que se demonstrou que a hiperreatividade pode 

ocorrer na ausência de inflamação eosinofílica (Giembycz, 2001; Smit e Lukacs, 2006; Jacob-

sen et al., 2007). 

 Os achados obtidos de pacientes asmáticos e de modelos de asma experimental 

mostram que os eosinófilos têm um papel importante nesta patologia; sendo assim, seu 

acúmulo seletivo e ativação na mucosa brônquica são considerados eventos centrais na 

patogênese da asma (Weller, 1991; Shahabuddin et al., 2000; Holgate, 2008). 

 Os eosinófilos foram primeiramente descritos por Paul Ehrlich em 1879 (Trivedi & 

Lloyd, 2007). São células com núcleo bilobado, destituído de nucléolo, que possuem 

corpúsculos lipídicos, principal depósito de ácido araquidônico, e grânulos citoplasmáticos. 
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Derivam de células progenitoras hematopoiéticas CD 34+ na medula óssea que, sob ação da 

IL-3, IL-5 e GM-CSF, se diferenciam de seus precursores mielóides em eosinófilos (Boyce et 

al., 1995; Rosenberg et al., 2007; Trivedi e Lloyd, 2007). 

 Em resposta a diversos estímulos, os eosinófilos são recrutados da circulação para o 

local inflamado, onde modulam a resposta inflamatória. Eosinófilos ativados liberam 

substâncias citotóxicas, como espécies reativas de oxigênio e proteínas tóxicas como a 

proteína básica principal (MBP), proteína catiônica do eosinófilo (ECP), neurotoxina derivada 

do eosinófilo (EDN) e peroxidase do eosinófilo (EPO), além de produzirem e liberarem vários 

mediadores pró-inflamatórios, incluindo citocinas, quimiocinas e mediadores lipídicos 

(Giembycz e Lindsay, 1999; Foster, 1999; Powell et al., 2001; Rothenberg e Hogan, 2006; 

Ten Broeke et al., 2006; Trivedi e Lloyd, 2007, Hogan, et al., 2008). 

 Dentre as citocinas citadas acima, a IL-5 é a mais específica para a linhagem 

eosinofílica sendo responsável pelo crescimento, diferenciação, ativação e sobrevida desses 

leucócitos (Sanderson, 1992; Collins et al., 1995; Rothenberg et al., 2006; Barnes, 2008). A 

eotaxina exerce atração específica sobre os eosinófilos, atuando predominantemente em 

receptores CCR-3 (Murphy, 1994; Daugherty et al., 1996; Ponath et al., 1996; Broide et al., 

1999; Zimmermann et al., 2003; Barnes, 2008). O mecanismo que promove o recrutamento 

de eosinófilos para o sítio inflamatório ainda não está completamente elucidado; porém, 

evidências apontam para o envolvimento de algumas citocinas como IL-3, GM-CSF e IL-5, 

e quimiocinas, principalmente a eotaxina (Giembycz e Lindsay, 1999; Shahabuddin et al., 

2000; Murray et al., 2006; Pease e Williams, 2006; Rosenberg et al., 2007). Supõe-se que a 

IL-5 e a eotaxina ajam cooperativamente neste evento onde a IL-5 atuaria ativando e 

aumentando o número de eosinófilos em resposta à eotaxina (Mould et al., 1997, Palframan 

et al., 1998; Rothenberg et al., 2006; Hogan et al., 2008). 
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 1.2.3 Modelos de asma experimental 

 Os principais eventos da asma aguda em humanos são inflamação das vias aeríferas, 

hipersecreção de muco e broncoconstrição. Com base nestes eventos, nas últimas décadas, 

muitos estudos têm evoluído na tentativa de desenvolver um modelo animal que mimetize 

uma resposta inflamatória das vias aeríferas em animais semelhante à verificada em huma-

nos, com objetivo de estudar aspectos específicos da doença (Schröder e Maurer, 2007). 

Apesar de utilizarmos o termo "modelo de asma", ainda não existe um modelo experimental 

ideal que mimetize a asma humana (Vargaftig, 1999; Szelenyi, 2000; Smit & Lukacs, 2006). 

Todavia, mesmo com todas as limitações, ainda se aceita que o método mais abrangente 

para a compreensão da patologia da asma seja o modelo animal (Howat et al., 2002; Barnes, 

2006; Zosky & Sly, 2007). O modelo de asma em animais tem sido utilizado há mais de um 

século (Karol, 1994). Várias espécies animais têm sido utilizadas incluindo a cobaia, o cão, o 

rato, o camundongo, o coelho, a ovelha e o macaco (Renz et al., 1992; Woolley et al., 1994; 

Gaspar Elsas et al., 1997; Petrolani et al., 1988; O'Byrne et al., 1999; Lintomen et al., 2002; 

Arts & Kuper, 2006; Ward & Selgrade, 2006; Zosky & Sly, 2007). 

 Embora os modelos em ratos e cobaias sejam relevantes, o modelo murino é mais usa-

do devido à disponibilidade de ferramentas imunológicas, como linhagens de camundongos 

isogênicos, knockouts e transgênicos; disponibilidade de anticorpos e proteínas recombinantes 

(Dietrich et al., 1996; Elias et al., 2003). Dentre as linhagens de camundongos a mais utiliza-

da para estes modelos é a do camundongo Balb/c, o qual exibe uma tendência determinada 

geneticamente para desenvolver resposta imune do tipo Th2. Contudo, a reação inflamató-

ria semelhante à asma também pode ser induzida em camundongos da linhagem C57BL/6, 

mesmo tendo menor perfil Th2 (Schröder & Maurer, 2007). 
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Diversos protocolos de indução da asma têm sido publicados utilizando variados ti-

pos de antígenos, vias de aplicação, doses e tempos de avaliação. Os antígenos aplicados 

em modelos animais incluem alguns dos quais estão freqüentemente associados com a asma 

em humanos, tais como pó ou poeira, alimentos e fungos, ao passo que muitos utilizam a 

ovalbumina (OVA) mesmo com pouca relevância clínica (Yssel et al., 1992; Sur et al., 

1996; Lewkowich et al., 2005). O procedimento freqüentemente utilizado em modelos ani-

mais é a indução de um estado alérgico, frente ao uso de antígeno conhecido, como a OVA, 

onde normalmente se empregam 2 injeções deste alergeno associado ao alúmen (hidróxido de 

alumínio). O alúmen é o adjuvante do sistema, que é amplamente usado para a indução da 

síntese de anticorpos, particularmente da classe IgE. A administração de antígenos protéicos, 

associado ao alúmen, resulta em imunidade mediada por células e formação de anticorpos, 

dependente de células T (no caso, células Th2) (Brewer et al., 1999; Kips et al., 2003). 

 

.  
1.3 Obesidade e Asma 

 
A asma e a obesidade são importantes problemas de saúde pública (Flegal et al., 2002; 

Schiller et al., 2004). Nos últimos 30 anos, a incidência de obesidade cresceu de forma 

dramática em todo o mundo enquanto que a prevalência de asma triplicou (Mannino et al., 

2002). Ainda permanece incerto se esta associação é causal ou coincidente, e o maior desa-

fio na compreensão da natureza desta relação entre a obesidade e a asma tem sido determi-

nar se a obesidade realmente modifica o risco da asma ou o seu fenótipo. 

No final da década de noventa, Camargo e colaboradores (1999) reportaram o pri-

meiro estudo prospectivo associando a obesidade e o risco do desenvolvimento de asma em 

adultos. A partir daí, diversos grupos ao redor do mundo, utilizando uma variedade de mo-
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delos de estudo, confirmaram uma associação positiva entre o índice de massa corporal 

(IMC) e a asma (Ford, 2005). 

 Dados epidemiológicos indicam o aumento da incidência de asma em adultos e cri-

anças com sobrepeso e obesos (Luder et al., 1998; Huang et al., 1999).  Numerosos estudos 

populacionais conduzidos em todo o mundo indicam que a prevalência de asma é maior em 

indivíduos obesos versus magros.  Além disso, diversos estudos prospectivos, tanto em 

adultos quanto em crianças, indicam que a obesidade antecede a asma, e que o risco relati-

vo da incidência de asma aumenta com o índice de massa corporal (IMC). A obesidade 

também piora o controle medicamentoso da asma, e a sua gravidade (Tantisira et al., 2003; 

Varraso et al., 2005; Saint-Pierre et a.l, 2006; Lavoie et al., 2006; Chanez et al., 2007; Ta-

ylor et al., 2008). 

 Tem sido sugerido que a obesidade e a asma apresentam algumas etiologias co-

muns, principalmente em suas bases genéticas (Weiss, 2005); entretanto, é possível que 

existam outros mecanismos biológicos através dos quais a obesidade pode ser tanto a res-

ponsável pela causa ou pelo agravamento da asma (Luder et al., 1998). As observações que 

a perda de peso, seja cirúrgica ou por indução de dieta, proporciona melhora das diversas 

conseqüências da asma, incluindo prevalência, gravidade, uso de medicamentos e hospitali-

zações, reforçam a relação entre a obesidade e a asma. Dados obtidos de modelos animais 

também sustentam esta relação entre obesidade e asma (Beuther et al., 2006; Shore & 

Johnston, 2006; Shore, 2007a; Shore, 2007b; Weiss, 2005). 

Na tentativa de avaliar os mecanismos relevantes da associação da obesidade e da 

asma, camundongos obesos vêm sendo utilizados para descrever os potencias mecanismos 

através dos quais a obesidade pode modular a inflamação das vias aeríferas e/ou sua fun-

ção. O modelo mais frequentemente utilizado nestes estudos é o de obesidade genética, 
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incluindo camundongos geneticamente deficientes na produção de leptina (camundongos 

ob/ob), que vem a ser o principal hormônio responsável pela regulação do apetite e do gasto 

energético, ou o receptor de leptina (camundongos db/db), ou camundongos deficientes da 

produção de carboxipeptidase E (camundongos Cpefat), uma enzima importante no proces-

samento de pró-hormônios e pró-neuropeptídeos envolvidos na saciedade e no gasto de 

energia (Leibel et al., 1997). 

 Estes estudos têm examinado principalmente o impacto da obesidade na hiperreati-

vidade inata das vias aeríferas, assim como na resposta a agentes desencadeadores de asma, 

como o ozônio (poluente do ar) e alergenos.  Camundongos obesos exibem hiperreatividade 

inata das vias aeríferas, uma característica importante na asma. A hiperreatividade é obser-

vada, independente do agonista, em várias formas de camundongos geneticamente obesos, 

tal como em camundongos obesos por indução de dieta hiperlipídica. A magnitude desta 

hiperreatividade parece variar de acordo com a magnitude da obesidade (Shore et al., 2003; 

Lu et al., 2006; Shore & Jhonston, 2006;  Jhonston et al., 2007; Shore, 2007). 

 Embora o tamanho do pulmão esteja afetado em vários destes camundongos geneti-

camente obesos (ob/ob e db/db) (Shore, 2007), o mesmo não ocorre nos camundongos Cpe-

fat (Johnston et al., 2006) ou camundongos com obesidade por indução de dieta (Johnston 

et al, 2008), sugerindo que a obesidade independente do tamanho do pulmão, pode contri-

buir para a hiperreatividade das vias aeríferas. 

   Camundongos obesos e sensibilizados com OVA apresentam aumento da hiperrea-

tividade quando comparados com camundongos magros (Johnston et al., 2007). Exibem 

também aumento na resposta pulmonar ao ozônio (O3), incluindo aumento da resistência 

pulmonar, hiperreatividade das vias aeríferas e inflamação (Shore, 2007). Estas observa-

ções já foram observadas em humanos obesos, os quais também respondem ao O3 com 
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significativo aumento da reatividade e diminuição da função pulmonar comparados com 

indivíduos magros (Alexeeff  et al., 2007; Bennett et al., 2007). 

Grande parte da literatura que estuda a relação entre obesidade, inflamação das vias 

aeríferas e asma tem investigado o papel da leptina. O hormônio da saciedade, a leptina, é 

considerado como um fator pró-inflamatório (Fantuzzi, 2000; Fantuzzi, 2005, Farooqi & 

O'Rahill, 2009). Como os níveis séricos de leptina estão marcantemente aumentados na 

obesidade, e a asma é uma doença inflamatória, tem sido proposto que os efeitos pró-

inflamatórios da leptina possam contribuir para a relação entre obesidade e asma.  

 Em um destes estudos, conduzidos com camundongos C57BL/6J, mostrou-se que a 

administração de leptina exógena aumenta a liberação de citocinas pró-inflamatórias indu-

zida pelo ozônio no pulmão (Shore et al., 2003). Observou-se também que a hiperreativida-

de das vias aeríferas induzida por ozônio parece estar ligada a diversos aspectos da infla-

mação induzida pelo mesmo; por esta razão é possível que a hiperreatividade aumentada 

das vias aeríferas observada em camundongos ob/ob, após a exposição ao ozônio, seja re-

sultado de uma resposta inflamatória aumentada (Shore et al., 2003). 

Em camundongos BALB/cJ sensibilizados/desafiados com ovalbumina (OVA), a 

infusão subcutânea de leptina aumentou a hiperreatividade das vias aeríferas e os níveis de 

IgE sérica após o desafio, resposta não observada em animais desafiados com salina (Shore 

et al, 2005). De fato, a leptina está significativamente aumentada em obesos e, mesmo após 

o controle do IMC, os níveis séricos de leptina permanecem aumentados em crianças asmá-

ticas, quando comparados com não asmáticas (Guler, 2004). 

 Mudanças observadas na função de células T de camundongos obesos podem estar 

parcialmente envolvidas na fisiopatologia da asma na obesidade humana (Mito et al., 

2002). Este estudo mostrou que níveis endógenos de leptina estão aumentados em camun-
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dongos com obesidade induzida por dieta, levando ao aumento da resposta inflamatória das 

vias aeríferas. Estes camundongos foram sensibilizados/desafiados com OVA e apresenta-

ram a resposta de células T OVA-específica aumentada. 

Está atualmente bem estabelecido que a adiponectina encontra-se diminuída na obe-

sidade. A adiponectina sérica também está reduzida durante a inflamação alérgica pulmonar 

e hiperreatividade brônquica em camundongos, e a administração exógena da mesma inibe 

a resposta alérgica das vias aéreas (Shore et al, 2006). Visto que a adiponectina possui pro-

priedades antinflamatórias (Ouchi et al, 2003), é possível que a redução da mesma na obe-

sidade possa contribuir para o aumento dos casos de asma observados em obesos. 

Estudos realizados em camundongos e humanos forneceram evidências para um e-

feito da obesidade sobre a expressão da eotaxina (Beuther et al., 2006). A eotaxina é um 

potente agente quimiotático para EOS e participa do recrutamento deste tipo celular para as 

vias aeríferas na asma. Recentemente, demonstrou-se que camundongos obesos por dieta 

têm os níveis de mRNA para eotaxina no tecido adiposo e níveis séricos de eotaxina signi-

ficativamente aumentados (Vasudevan et al., 2006). Uma relação similar entre obesidade e 

concentração de eotaxina plasmática foi também mostrada em humanos, onde a concentra-

ção de eotaxina mostrou-se significativamente aumentada quando comparada com indiví-

duos não obesos. A perda de peso nos indivíduos obesos, por restrição calórica ou por ci-

rurgia bariátrica, se mostrou associada à redução da concentração plasmática de eotaxina 

(Vasudevan et al., 2006).  

As informações aqui relatadas mostram claramente a existência de uma associação 

entre obesidade e asma, e que, independentemente da modalidade de indução de obesidade, 

camundongos obesos servem como modelo para investigação do aumento do risco de asma 

observado em obesos. 
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2. OBJETIVOS 

 

 O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito da obesidade induzida por dieta 

hiperlipídica sobre a resposta inflamatória das vias aeríferas de camundongos previamente 

sensibilizados e desafiados com ovalbumina (OVA) 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

i) Avaliar o número de leucócitos totais (com ênfase para os eosinófilos) no 

lavado broncoalveolar (LBA), na medula óssea (células maduras e imaturas) 

e sangue periférico de camundongos obesos e asmáticos; 

 

ii) Avaliar os níveis séricos e/ou no LBA de adipocitocinas (leptina, adiponec-

tina) e de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-6, IL-4, IL-5) e de IL-10 e 

quimiocinas (eotaxina) em camundongos obesos e asmáticos; 

 

iii) Avaliar o efeito da obesidade na morfologia do tecido pulmonar. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 
 
 Foram utilizados camundongos machos com 4 semanas de idade da linhagem 

C57BL6/J. A obesidade foi induzida através da substituição da dieta padrão por dieta AIN-

93G, (Reeves et al., 1993), modificada para hiperlipídica, a qual consiste em 35 % do peso 

de lipídeos (Tabela 1), durante 10 semanas.  Os grupos controles receberam dieta comercial 

padrão para roedores de acordo com o AIN-93G, da marca NUVILAB. As dietas e a água 

foram oferecidas ad libtum. Os animais foram mantidos em estantes apropriadas, com tem-

peratura controlada em torno de 22 ºC ± 1 ºC, além da regulação de fotoperíodo em 12 ho-

ras claro/escuro. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissão de 

Ética na Experimentação Animal (CEEA) – IB – UNICAMP sob  n° 1496-1. 
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Tabela 1. Composição da dieta experimental 

Ingredientes 
 

AIN-93 
 

AIN-93 modificada 

 g/100g g/100g 

Amido de milho 39,8 11,8 

Caseína 20,0 20,0 

Dextrina 13,2 13,2 

Sacarose 10,0 10,0 

Óleo de soja 7,0 4,0 

Banha de porco 0,0 31,0 

Celulose microfina 
(fibra) 

5,0 
 

5,0 

Mix de Minerais 3,5 3,5 

Mis de Vitaminas 1,0 1,0 

L-cistina 0,30 0,30 

Bitartarato de co-
lina 

0,25 0,25 

TOTAL 100,0 100,0 

Reeves, 1993. American Institution of Nutrition-93 G 

3.2 Grupos experimentais 
 

 Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais: 

1) NSC– não sensibilizados controles (alimentados com dieta padrão e não sensibiliza-

dos) 

2) NSO – não sensibilizados obesos (alimentados com dieta hiperlipídica e não sensibi-

lizados) 

3) SC – sensibilizados controles (alimentados com dieta padrão e asmáticos) 

4) SO - sensibilizados obesos (alimentados com dieta hiperlipídica e asmáticos) 
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3.4 Coleta e contagem de células no lavado broncoalveolar, sangue periférico e 

medula óssea 

3.4.1 Sangue periférico 
 
 Os animais foram anestesiados com Isoflurano e o sangue foi coletado da veia cava 

abdominal com seringa de 1 ml na ausência de anticoagulante. Imediatamente após a cole-

ta, um volume mínimo do sangue (10 l) foi destinado à contagem total de células em câ-

mara de Neubauer (com líquido de Turk) e à confecção de lâmina (esfregaço) para posterior 

contagem diferencial (coradas com corante hematológico). A quantidade de sangue restante 

foi centrifugada (1000 x g por 20 minutos); o soro foi coletado e estocado a -80°C. 

 

3.4.2 Lavado broncoalveolar 

 Os camundongos tiveram a traquéia exposta com o auxílio de material cirúrgico 

(pinça e tesoura pequenas); em seguida, a traquéia foi delicadamente canulada com um ca-

teter (24G x ¾‖)o. Em seguida, amarrou-se delicadamente uma linha em volta da traquéia 

para que o cateter não se movesse e nem saísse do interior da traquéia. Posteriormente, a-

través da cânula já fixada à traquéia, foram feitas 5 lavagens broncoalveolares com 300 l 

de PBS gelado. Ao término do método, recuperava-se um volume aproximado de 1,5 ml de 

LBA por camundongo. Após a coleta, o LBA foi centrifugado a 4°C (500 x g por 10 minu-

tos), o sobrenadante foi coletado e estocado a -80°C. O pellet foi ressuspenso em 200 l de 

PBS e utilizado para contagem total de células em câmara de Neubauer, para confecção de 

lâmina em citocentrífuga e para posterior contagem diferencial dos leucócitos. 
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3.4.3 Medula óssea 

 Os dois fêmures de cada animal foram retirados com o auxílio de material ci-

rúrgico (pinças e tesouras) e transferidos para uma placa de Petri pequena contendo 5 ml de 

PBS. O canal medular de cada osso foi lavado com o PBS contido na placa, utilizando-se 

uma seringa de 5 ml e uma agulha (25x0,70 mm ou 22G1). Após esse procedimento, a sus-

pensão celular foi transferida para um tubo cônico de 15 ml e homogeneizado com uma 

pipeta Pasteur. As células da medula óssea foram utilizadas para contagem total de células 

em câmara de Neubauer (com líquido de Turk), para a confecção de lâmina (citocentrífuga) 

e para posterior contagem diferencial (corante hematológico). Através de critérios morfoló-

gicos e da coloração da linhagem eosinofílica diferenciaram-se eosinófilos imaturos de eo-

sinófilos maduros. Consideraram-se mieloblastos, promielócitos e mielócitos como eosinó-

filos imaturos; e metamielócitos, bastonetes e segmentados como sendo eosinófilos madu-

ros 

 

 3.5. Dosagens séricas e/ou no LBA  
 

Leptina, adiponectina, TNF-, IL-6, IL-4, IL-5, IL-10 e eotaxina foram quantifica-

das usando-se kits comerciais de ELISA disponíveis no mercado (Mouse DuoSet ELISA 

Development System), seguindo instruções do fabricante. (R & D, Minneapolis, E.U.A.). 

 

 3.6 Análise histológica 
 
 Os pulmões foram retirados, fixados em uma solução de formalina (10% em PBS) 

por 24 horas, e conservados em etanol (70%); e posteriormente embebidos em xilol até a 

inclusão em parafina. Cortes histológicos de 5 µm foram corados com hematoxilina/eosina 
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(corante H/E) para contagem dos eosinófilos no tecido. A quantidade de eosinófilos no pa-

rênquima pulmonar foi determinada ao microscópio, em uma área de 28 µm2 circunjacente 

aos brônquios. Os valores representam a média de 10 brônquios examinados de forma alea-

tória sob um aumento de 250 x.  

 3.7 Medida do perfil lipídico 

As dosagens de colesterol total, LDL, HDL e triglicerídeos foram realizada ao final 

da décima semana de tratamento com dieta hiperlipídica através de kits comerciais (Katal 

Biotecnológica Indústria e Comércio Ltda, Belo Horizonte - Brasil). 

3.8 Teste de tolerância à glicose 

Após 6 h de jejum os animais receberam solução concentrada de glicose (2 g/Kg) 

por gavagem. A concentração de glicose foi medida no sangue coletado da cauda dos ani-

mais e a glicemia foi determinada através de um glicosímetro (Accu-Chek Performa, Roche 

Diagnostics, E.U.A) em diferentes tempos após a administração da solução de glicose 

(0,15, 30, 60 e120 minutos). 

 

3.9 Análise estatística 

 Os resultados foram expressos como média ± erro padrão das médias (EPM) de n 

experimentos. Diferenças estatisticamente significativas foram determinadas utilizando-se 

análise de variância (ANOVA) para múltiplas comparações seguido pelo teste de Tukey, ou 

teste t de Student não pareado, quando apropriado. Valores de P<0,05 foram considerados 

significativos. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Ganho de peso e gordura epididimal 
 
 
 A figura 2 mostra a média do ganho ponderal de peso dos animais que se tornaram 

obesos através da alimentação com dieta hiperlipídica durante 10 semanas e seus respecti-

vos controles alimentados com dieta padrão para roedores. 

 Os animais alimentados com dieta hiperlipídica apresentam um aumento de 37,5% 

no peso corporal e de 400% no peso do tecido epididimal, confirmando aumento de adipo-

sidade visceral. 
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A.        

 

 

 

 

 

 

B. 

 

 

Figura 2: Efeito da dieta hiperlipídica no peso (g) corporal (A) e no peso (g) da gordura epidi-
dimal (B) dos camundongos após 10 semanas de tratamento. Os valores representam as médias ± 
E.P.M de 20 animais. *p < 0.05 comparado com o grupo controle. 
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4.2 Perfil lipídico e Curva de tolerância à glicose 

 

 A tabela 2 apresenta as concentrações plasmáticas de colesterol total, lipoproteína 

de alta densidade (HDL), lipoproteína de baixa densidade (LDL) e triglicerídeos (TG) cir-

culantes dos dois grupos após 10 semanas de alimentação com dieta hiperlipídica e dieta 

padrão para roedores. Os animais obesos por indução de dieta apresentaram aumento 

(p<0,001) de 49,7 % nas concentrações plasmáticas de colesterol total e de 115 % de LDL 

quando comparados com os animais alimentados com dieta padrão, ao passo que não foram 

encontradas diferenças significativas nos valores de HDL e de TG entre os grupos obeso e 

controle. 

Para determinar se os animais obesos por indução de dieta hiperlipídica se tornaram 

intolerantes à glicose, realizou-se o teste de tolerância oral à glicose ao final da décima se-

mana de tratamento com a dieta. Constatamos que animais alimentados com dieta hiperli-

pídica apresentam queda na captação de glicose induzida pela insulina quando comparados 

com animais controle alimentados com dieta padrão. Este prejuízo observado na captação 

de glicose nos animais obesos ocorre de forma significativa (p<0,05) nos tempos de 60 e 

120 min após a ingestão da solução concentrada de glicose (Tabela 3; Figura 3). 

No prazo estudado em nosso modelo não foi encontrada alterações significativas do 

papel da intervenção dietética na glicemia de jejum (n= 20 para grupo obeso e n=15 para 

grupo controle). 
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Tabela 2. Efeito da dieta hiperlipídica sobre o perfil lipídico de camundongos C57BL6/J 

após  10 semanas de tratamento. 

 
 Controle Obeso 

 
Colesterol total (mg/ml) 

 
98,3 ± 4,02 

 
147,2 ± 5,5 * 

 
LDL (mg/ml) 

 
32,1 ± 4,07 

 
69,3 ± 8,3 * 

 
HDL (mg/ml) 

 
54,8 ± 0,7 

 
59,6 ± 3,5 

 
Triglicerídeos (mg/ml) 

 
76,9 ± 1,5 

 
71,9 ± 5,2 

 
Os dados foram obtidos de animais controles e obesos. Cada coluna representa a média ± 
E.P.M para n=5. *p < 0.05 comparado com o grupo controle. 
 

 

 

 

Tabela 3. Efeito da dieta hiperlipídica sobre a tolerância à glicose de camundongos 

C57BL6/J após de 10 semanas de tratamento. 

 

Grupo 

 
Inicial 
(mg/dl) 

 

15 min 
(mg/dl) 

30 min 
(mg/dl) 

 
60 min 
(mg/dl) 

 

120 min 
(mg/dl) 

 
Área sob a 

curva 

Controle 147,4 ± 
8,3 

306 ± 16,5 
249,8 ± 

14,5 
178 ± 5,1 134,6 ± 6,8 23364 ± 1220 

Obeso 174,6 ± 
13 

339,4 ± 
24,5 

288,7 ± 
32,2 

243,3 ± 
21,2 

182,4 ± 
12,5 

29549 ± 1470 * 

Os dados foram obtidos de animais controles e obesos. Cada coluna representa a média ± 

E.P.M para n=5. *p < 0.05 quando comparados com grupo controle. 
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Figura 3: Teste de tolerância oral à glicose em camundongos após 10 semanas de trata-
mento com dieta hiperlipídica. Os valores representam as médias ± E.P.M de 7 animais. *p 
< 0.05 quando comparados com animais controles. 
 

 

4.3 Efeitos da obesidade sobre o infiltrado eosinofílico 

 

4.3.1 Lavado broncoalveolar 
 

A inflamação pulmonar foi avaliada através da quantificação de células totais (Ta-

bela 4) e diferenciais (Figura 4) no lavado broncoalveolar (LBA). As contagens de eosinófi-

los no LBA foram realizadas em diferentes tempos: 24, 48, 72 e 96 h, após o desafio com 

OVA, com o objetivo de verificar se a cinética de migração de eosinófilos para as vias aerí-

feras apresentaria comportamento diferenciado entre animais obesos e controles (magros). 

A figura 4 mostra que as contagens apresentaram-se significativamente elevadas (p<0,001) 

nos camundongos sensibilizados controles (SC) e sensibilizados obesos (SO) comparadas 

àquelas dos animais não sensibilizados controles (NSC) e não sensibilizados obesos (NSO).  

O número de eosinófilos foi praticamente nulo nos animais não sensibilizados (n=7). 

0 15 30 60 120

0

100

200

300

400
Controle

obeso

*

*

Tempo (min)

g
li

co
se

 (
m

g
/d

l)



 
 

53 

 Camundongos controles (magros) sensibilizados e desafiados com OVA apresenta-

ram aumento (p<0.05) no número de eosinófilos no LBA 24 h após o desafio comparado 

com camundongos obesos, atingindo em 48 h o aumento máximo de eosinófilos (p<0,001) 

(Figura 4). Em camundongos obesos sensibilizados e desafiados com OVA, a migração de 

eosinófilos para a luz das vias aeríferas ocorre tardiamente, sendo o aumento máximo 

(p<0.05) observado somente 72 h após o desafio com OVA (Figura 4).  Não foi verificada 

diferença significativa nas contagens de eosinófilos entre os camundongos obesos e contro-

les no tempo de 96 h após o desafio com OVA (Figura 4).  

 A obesidade induzida por dieta não afetou os números de leucócitos totais, de neu-

trófilos e de mononucleares no LBA em nenhum dos tempos avaliados após o desafio com 

OVA nos animais não sensibilizados. Ao contrário, os animais sensibilizados controles 

(magros) apresentaram aumento significativo (p<0.05) no número de neutrófilos em 24, 48 

e 72 h após o desafio com OVA e de leucócitos totais (p<0,05) em 24 e 48 h após o desafio, 

quando comparado com camundongos sensibilizados obesos (Tabela 4). 

  



 
 

54 

 
Figura 4: Efeito da obesidade sobre número de eosinófilos no lavado broncoalveolar 
(LBA) em diferentes tempos (24, 48, 72 e 96 h) após o desafio intranasal com ovalbumina 
(OVA). A barra branca representa os animais sensibilizados controles/sadios e as barras 
pretas representam os animais sensibilizados obesos. Cada coluna representa a média ± 
E.P.M para n=7. *p < 0.05 comparado sensibilizado obeso (SO) com sensibilizado controle 
(SC). 
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Tabela 4. Efeito da obesidade sobre a contagem total e diferencial do lavado broncoalveo-
lar de animais sensibilizados e não sensibilizados e desafiados com OVA em diferentes 
tempos. 

 
Tempo 
após o 
desafio 

 
Grupo 

 
Leucócitos totais 

(x 106/LBA) 

 
Neutrófilos 
(x 106/LBA) 

 
Mononucleares 

(x 106/LBA) 

     
 NSC 1,30 ± 0,19  0,15 ± 0,07  1,15 ± 0,21  

24 h NSO 0,64 ± 0,09# 0,02 ± 0,01# 0,62 ± 0,09# 
 SC 0,69 ± 0,14 0,16 ± 0,03 0,40 ± 0,04 
 SO 0,28 ± 0,02* 0,03 ± 0,01* 0,24 ± 0,02 
     
 NSC 0,78 ± 0,11 0,02 ± 0,01 0,76 ± 0,11 

48 h NSO 0,68 ± 0,07 0,02 ± 0,01 0,65 ± 0,07 
 SC 1,87 ± 0,08 0,73 ± 0,13 0,49 ± 0,08 
 SO 1,08± 0,11* 0,22 ± 0,06* 0,73 ± 0,08 
     
 NSC 0,92 ± 0,08 0,03 ± 0,01 0,89 ± 0,09 

72 h NSO 0,7 ± 0,06 0,06 ± 0,01 0,64 ± 0,06 
 SC 1,36 ± 0,28 0,69 ± 0,19 0,54 ± 0,19 
 SO 1,00 ± 0,06 0,25 ± 0,05* 0,55 ± 0, 06 
     
 NSC 0,92 ± 0,08 0,04 ± 0,01 0,88 ± 0,09 

96 h NSO 0,75 ± 0,08 0,08 ± 0,01 0,67 ± 0,08 
 SC 1,49 ± 0,15 0,73 ± 0,2 0,51 ± 0,05 
 SO 1,10 ± 0,2 0,43 ± 0,18 0,53 ± 0,06 

Os dados foram obtidos de animais sensibilizados controles (SC), sensibilizados obesos (SO), não 
sensibilizados controles (NSC) e não sensibilizados obesos (NSO). Cada coluna representa a média 
± E.P.M para n=7. *p < 0.05 comparado sensibilizados obesos (SO) com sensibilizados controles 
(SC) ); # p< 0,05 comparado não sensibilizados controles (NSC)  com não sensibilizados obesos 
(NSO).  
 

 

 

4.3.2 Medula óssea 
 

As contagens de eosinófilos na medula óssea mostraram-se significativamente mai-

ores (P<0.05) em todos os tempos avaliados após o desafio com OVA, quando comparados 

animais sensibilizados com animais não-sensibilizados (Tabela 5). 
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A obesidade modificou a contagem de eosinófilos na medula óssea após 48 h do de-

safio com OVA, aumentando significativamente o número de eosinófilos maduros e imatu-

ros, em cerca de 517% e 226% respectivamente, comparando-se aos animais controles 

(magros) e desafiados com OVA (Figura 5A-B). O número de eosinófilos na medula óssea 

dos animais não sensibilizados não sofreu alteração significativa em nenhum dos tempos 

(Tabela 5). 

 A obesidade não interferiu no número de leucócitos totais, de neutrófilos maduros e 

imaturos e de mononucleares na medula óssea em todos os tempos após o desafio com 

OVA (Tabela 6). 
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Tabela 5. Efeito da obesidade sobre número de eosinófilos na medula óssea de animais desafia-

dos com OVA em diferentes tempos. 

EOSINÓFILOS MADUROS 

Grupo 24h 
(x 106) 

 

48h 
(x 106) 

 

72h 
(x 106) 

 

96h 
(x 106) 

 

NSC  
0,05 ± 0,02 0,1 ± 0,04 0,12 ± 0,04 0,11 ± 0,04 

NSO  0,06± 0,03 0,15± 0,08 0,14 ± 0,06 0,1 ± 0,06 

SC 0,41± 0,05 0,28± 0,07 
0,32 ± 0,07 

0,35 ±0,05 

SO 0,17± 0,03 1,73± 0,32 0,61 ± 0,08 0,41 ±0,05 

EOSINÓFILOS IMATUROS 

Grupo 24h 
(x 106) 

 

48h 
(x 106) 

 

72h 
(x 106) 

 

96h 
(x 106) 

 

NSC  
0,03 ± 0,02 0,06 ± 0,04 0,09 ± 0,05 0,11 ± 0,04 

NSO  0,02 ± 0,02 0,12 ± 0,08 0,1 ± 0,05 0,07 ± 0,03 

SC 
0,29 ± 0,07 0,15 ± 0,05 0,22 ±0,08 0,25 ±0,1 

SO 0,15 ± 0,05 0,49 ± 0,07 0,24 ±0,04 0,29 ±0,05 

Os dados foram obtidos de animais não sensibilizados controles (NSC), não sensibilizados 
obesos (NSO), sensibilizados controles (SC) e sensibilizados obesos (SO). Cada coluna 
representa a média ± E.P.M para n=7 
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Figura 5. Efeito da obesidade sobre o número de eosinófilos na medula óssea (MO) em 
diferentes tempos (24, 48, 72 e 96 h) após o desafio intranasal com ovalbumina (OVA). O 
painel A representa a contagem de eosinófilos maduros e o painel B a contagem de eosinó-
filos imaturos. A barra branca representa os animais sensibilizados controles/sadios e as 
barras pretas representam os animais sensibilizados obesos. Cada coluna representa a média 
± E.P.M para n=7. *p < 0.05 comparado sensibilizados obesos (SO) com sensibilizados 
controles (SC). 
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Tabela 6. Efeito da obesidade sobre a contagem total e diferencial de leucócitos da medula 

óssea de animais sensibilizados e não sensibilizados e desafiados com OVA em diferentes 

tempos. 

 
Tempo após 
o desafio 

Grupo 

 
Leucócitos 

totais 
(x 106/ml) 

 
Neutrófilos 

maduros 
(x 106/ml) 

 
Neutrófilos 

imaturos 
(x 106/ml) 

Outras 
(x 106/ml) 

      
 NSC 9,23 ± 1,33 5,09 ± 0,83 1,58 ± 0,23 2,53 ± 1.07 

24 h NSO 8,43 ± 1,08 3,45 ± 0,46 1,62 ± 0,3 3,32 ± 0,65 
 SC 14,14 ± 1,58 6,72 ± 1,05 3,59 ± 0,54 3,11 ± 0,20 
 SO 11,35 ± 1,51 5,84 ± 0,4 2,02 ± 0,26 2,28 ± 0,19 
      
 NSC 17,22 ± 2.39 8,9 ± 1,39 2,71 ± 0,3 5,44 ± 1,4 

48 h NSO 19,3 ± 1,05 10,26 ± 0,41 2,58 ± 0,19 6,39 ± 0,67 
 SC 12,31 ± 0,99 5,73 ± 0,53 2,39 ± 0,11 3,77 ± 0,34 
 SO 16,34 ± 1,1  7,98 ± 0,52  2,46 ±0,37 4,67 ± 0,43 
      
 NSC 15,1 ± 0,8 8,13 ± 1,4 2,78 ± 0,17 2,88 ± 0,84 

72 h NSO 13.32 ± 1,23 5,84 ± 0,91 2,91 ± 0,49 4,41 ± 0,24 
 SC 11,32 ± 0,96 5,34 ± 0,21 2,38 ± 0,42 3,00 ± 0,54 
 SO 14,47 ± 1,82  6,79 ± 0,87  1,97 ± 0,26 3,63 ± 0,48 
      
 NSC 15,35 ± 0,94 9,73 ± 1,75 2,64 ± 0,18 2,90 ± 0,83 

96 h NSO 15,29 ± 1,28 7,19 ± 1,06 3,77 ± 0,39 4,13 ± 0,22 
 SC 14,05 ± 1,74 5,23 ± 0,66 3,71 ± 0,47 4,61 ± 0,60 
 SO 12,98 ± 1,30 4,90 ± 0,6 3,39 ± 0,25 3,83 ± 0,86 

Os dados foram obtidos de animais sensibilizados controles (SC), sensibilizados obesos (SO), não 
sensibilizados controles (NSC) e não sensibilizados obesos (NSO). Cada coluna representa a média 
± E.P.M para n=7. *p < 0.05 comparado sensibilizados obesos (SO) com sensibilizados controles 
(SC). 
 

 

4.3.3 sangue periférico 
 

As contagens de eosinófilos em todos os tempos avaliados após o desafio com OVA 

mostraram-se significativamente maiores (P<0.05) nos animais sensibilizados controles e 

obesos, quando comparadas aos animais não-sensibilizados instilados com OVA (Figura 6). 
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O número de eosinófilos foi significativamente baixo no sangue periférico dos animais não 

sensibilizados (n=7). 

 A obesidade não modificou significativamente o número de eosinófilos no sangue 

periférico nos camundongos desafiados com OVA, em comparação aos animais magros 

desafiados com OVA em nenhum dos tempos avaliados (Figura 6).  

Animais obesos e sensibilizados não apresentaram alteração nas contagens para 

neutrófilos em nenhum dos tempos avaliados; entretanto, as contagens para leucócitos to-

tais e células mononucleares apresentaram-se aumentadas (p<0,05) apenas no tempo de 96 

h após o desafio com OVA (Tabela 7). 

 

 

 

 

Figura 6. Efeito da obesidade sobre número de eosinófilos no sangue periférico em 
diferentes tempos (24, 48, 72 e 96 h) após o desafio intranasal com ovalbumina 
(OVA). A barra branca representa os animais sensibilizados controles/sadios e as bar-
ras pretas representam os animais sensibilizados obesos. Cada coluna representa a 
média ± E.P.M para n=7. 
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Tabela 7. Efeito da obesidade sobre a contagem total e diferencial de leucócitos no sangue 

periférico de animais sensibilizados e não sensibilizados e desafiados com OVA em dife-

rentes tempos. 

 
Tempo 
após o 
desafio 

 
Grupo 

 
Leucócitos totais 

(x 106/ml) 

 
Neutrófilos 

(x 106/ml) 

 
Mononucleares 

(x 106/ml) 

     
 NSC 6,87 ± 0,83 0,23 ± 0,04  1,14 ± 0,17 

24 h NSO 4,94 ± 0,81 0,11 ± 0,08 0,86 ± 0,14 
 SC 9,92 ± 0,73 0,37 ± 0,08 1,50 ± 0,12 
 SO 7,51 ± 1,37 0,41 ± 0,17 1.07 ± 0,12 
     
 NSC 6,66 ± 0,43 0,28 ± 0,08  1,02 ± 0,07 

48 h NSO 6,84 ± 0,35 0,11 ± 0,02 1,24 ± 0,05 
 SC 10,25 ± 0,87 0,20 ± 0,07 1,81 ± 0,14 
 SO 9,70 ± 0,84 0,33 ± 0,04 1,77 ± 0,13 
     
 NSC 9,21 ± 0,83 0,12 ± 0,02 1,72 ± 0,16 

72 h NSO 7,51 ± 1,29 0,08 ± 0,03 1,41 ± 0,23 
 SC 6,29 ± 0,80 0,28 ± 0,12 0,91 ± 012 
 SO 8,38 ± 1,18 0,48 ± 010 1,15 ± 0,27 
     
 NSC 9,21 ± 1,25 0,12 ± 0,03 1,72 ± 0,25 

96 h NSO 5,25 ± 1,24 0,06 ± 0,04 0,98 ± 0,20 
 SC 8,57 ± 1.25 0,23 ± 0,1 1,40 ± 0,19 
 SO 15,53 ± 2,02 * 0,32 ± 0,07 2,65 0,34 * 

Os dados foram obtidos de animais sensibilizados controle (SC), sensibilizados obesos (SO), não 
sensibilizados controles (NSC) e não sensibilizados obesos (NSO). Cada coluna representa a média 
± E.P.M para n=7. *p < 0.05 comparado sensibilizados obesos (SO) com sensibilizados controles 
(SC. 
 

4.3.4 Histologia pulmonar 
 
 A influência exercida pela obesidade no recrutamento de eosinófilos para o pulmão, 

que foi verificada através do aumento na contagem de eosinófilos, confirmou-se através da 

análise morfológica do tecido pulmonar (Figuras 7 e 8). 
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Como era de se esperar, o acometimento bronquiolar ocorre com mais freqüência ao 

longo do parênquima pulmonar de animais sensibilizados em relação aos não sensibilizados 

(Figura 7 e 8). Além disso, o infiltrado de células inflamatórias na região peri-bronquiolar é 

significantemente mais intenso nos animais obesos comparado com os não obesos em am-

bos os tempos avaliados (Figura 7). 

A porcentagem de eosinófilos infiltrados no parênquima pulmonar também é maior 

em animais sensibilizados em relação aos não sensibilizados. Este aumento é significativa-

mente maior (p<0,001) em camundongos obesos comparado com camundongos controles, 

sejam eles sensibilizados ou não. Em relação aos animais sensibilizados obesos, verifica-se 

um aumento significativo no infiltrado eosinofílico em 48 h (p<0,001) e 72 h (p<0,05) após 

o desafio com OVA quando comparados com sensibilizados controles (Figura 8).  
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Figura 7: Efeito da obesidade na freqüência de células inflamatórias no parênquima pul-
monar após a instilação intranasal com ovalbumina (OVA). Os dados representam o núme-
ro de eosinófilos/brônquio de camundongos controle e obesos, sensibilizados ou não com 
OVA, 48 e 72 h após o desafio. Os grupos experimentais foram: NSC (não-sensibilizado 
controle), NSO (não-sensibilizado obeso), SC (sensibilizado controle) e SO (sensibilizado 
obeso). Cada coluna representa a média ± EPM (n=3). *p<0.05, quando comparados com 
os grupos SC; e  #p<0.05 quando comparado com o grupo NSC. 
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Figura 8: Efeito da obesidade na porcentagem média de eosinófilos no parênquima pulmonar 
após a instilação intranasal com ovalbumina (OVA). Os dados representam o número de 
eosinófilos/brônquios de camundongos controle e obesos, sensibilizados ou não com OVA, 48 
h e 72 h após o desafio. Os grupos experimentais foram: NSC (não-sensibilizado controle), 
NSO (não-sensibilizado obeso), SC (sensibilizado controle) e SO (sensibilizado obeso). Cada 
coluna representa a média ± EPM (n=3). *p<0.05, quando comparados os grupos SC; e  
#p<0.05 quando comparado com o grupo NSC. 
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animais controles. Os níveis de IL-6 e IL-4 nos animais obesos estavam diminuídos em 48 

h e apresentaram significativo aumento em 72 h comparado com camundongos sadios (ma-

gros).  
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C. TNF-α 
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E. IL-4 

0

100

200

300

24h 72h48h

SO
 SC

*
*

*

IL
- 

4 
(p

g
/m

l)

 

F. IL-10 

0

50

100

24h 72h48h

SO
 SC

*

*

*

IL
-1

0 
(p

g
/m

l)

 

 

 

Figura 10. Efeito da obesidade nos níveis das citocinas IL-5(A), Eotaxina (B), TNF-α (C), 
IL-6 (D) , IL-4 (E) eIL-10 (F) no lavado broncoalveolar (LBA). O LBA foi coletado em 
diferentes tempos (24, 48 e 72 h) após a instilação intranasal de ovalbumina (OVA). Os 
grupos experimentais foram: SC (sensibilizado controle) e SO (sensibilizado obeso). Cada 
coluna representa a média ± E.P.M para n=5. *p < 0.05 comparados com os grupos SC. 
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4.5 Níveis de leptina e adiponectina no LBA e soro 
 
 

Os níveis séricos de leptina mostraram-se significativamente aumentados (P<0.001) no 

soro de camundongos obesos quando comparados aos dos animais controles (magros), co-

mo esperado. Todavia, a sensibilização e o desafio com OVA não afetaram os níveis de 

leptina no soro (Figura 11A). 

Assim como era esperado, os níveis séricos de adiponectina mostraram-se significati-

vamente diminuídos (P<0.001) no soro de camundongos obesos quando comparados aos 

dos animais controles (magros). À semelhança dos níveis de leptina, a sensibilização e o 

desafio com OVA não afetaram os níveis de adiponectina no soro (Figura 11B). 

 Os níveis das adipocitocinas, leptina e adiponectina, mostraram-se abaixo do limite 

de detecção no LBA de todos os grupos. 
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Figura 11. Efeito da obesidade nos níveis das adipocitocinas:  leptina (A) e adiponectina 
(B) no soro. O soro foi coletado em diferentes tempos (48 e 72 h) após a instilação intrana-
sal de ovalbumina (OVA). Os grupos experimentais foram: NSC (não sensibilizado contro-
le); NSO (não sensibilizado obeso); SC (sensibilizado controle) e SO (sensibilizado obeso). 
Cada coluna representa a média ± E.P.M para n=5. *p < 0.05 comparado SO com SC; 
#p<0,05 comparado NSC e NSO. 
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5. DISCUSSÃO  
 
 
 

A literatura vem acumulando informações que sugerem a existência de uma estreita  

associação entre obesidade e asma e  dados epidemiológicos indicam o aumento da inci-

dência de asma em adultos e crianças com sobrepeso e obesos (Luder et. al., 1998; Huang 

et al., 1999). 

Estudos recentes têm relatado o uso de modelos de obesidade em murinos para se 

investigar a relação entre obesidade e asma. Grande parte destes estudos tem dado atenção 

ao impacto da obesidade na hiperreatividade das vias aeríferas (Shore et al., 2003; Rivera-

Sanchez et al., 2004; Shore et al., 2005; Lu et al., 2006).  Todavia, até o presente momento, 

poucos estudos avaliaram a resposta inflamatória pulmonar em animais obesos. Dentre os 

estudos que avaliaram a resposta inflamatória, a maior parte deles avaliou a resposta a a-

gentes não alérgicos, como o ozônio, sendo esta resposta predominantemente neutrofílica 

(Rivera-Sanchez et al., 2004; Lu et al., 2006; Johnston et al., 2008). Recentemente Johnston 

e colaboradores (2007) avaliaram a resposta inflamatória alérgica induzida por OVA, po-

rém em camundongos geneticamente obesos. Baseado nos dados existentes atualmente na 

literatura, pode-se dizer que nosso trabalho é um dos poucos existentes que avalia os efeitos 

da obesidade induzida por dieta na inflamação pulmonar alérgica em camundongos. É im-

portante ressaltar que a obesidade induzida por dieta hiperlipídica é o modelo de obesidade 

experimental que melhor reproduz a obesidade verificada em humanos.( Surwit et al., 1995; 

Ikemoto et al., 1996)) 

Nossos resultados mostram claramente que a dieta hiperlipídica é capaz de induzir 

obesidade nos camundongos semelhante à obesidade em humanos. Os animais alimentados 

com a dieta hiperlipídica apresentaram, além de aumento significativo no ganho ponderal e 
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da adiposidade visceral, avaliados através do aumento do tecido epididimal, um desequilí-

brio no perfil lipídico, e metabolismo de glicose prejudicado. 

A dislipidemia é uma comorbidade comum na obesidade e, mesmo que especulati-

vos, dados sugerem que alterações no tipo ou na quantidade de lipídeos sanguíneos exer-

cem efeitos que promovem ou exacerbam a asma. Por exemplo, macrófagos CD11 são en-

contrados no tecido adiposo de obesos, e estas células respondem aos ácidos graxos livres 

com o aumento da síntese de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas (Nguyen et al., 

2007). Além disso, dieta rica em colesterol promove inflamação do tipo Th2 em modelos 

animais de asma (Yeh & Huang, 2001; McKay et al., 2004). 

No prazo da dieta estudado em nosso modelo não foram encontradas alterações sig-

nificativas na glicemia de jejum.  Os animais que tornaram-se obesos por indução de dieta 

apresentaram somente uma tendência de hiperglicemia de jejum, mas, em contra partida, 

tornaram-se intolerantes ao teste oral de glicose. Segundo DeFronzo e Ferrannini (1991), no 

início do desenvolvimento da resistência à insulina, as células β do pâncreas são capazes de 

aumentar a secreção de insulina e, conseqüentemente, de manter a glicemia normal ou dis-

cretamente aumentada. No entanto, com a manutenção deste quadro, a excessiva secreção 

de insulina não pode ser mantida e o indivíduo pode evoluir para a intolerância à glicose ou 

até mesmo para o diabetes.  Os efeitos da dieta hiperlipídica sob os níveis de glicose san-

guínea em animais estão descritos na literatura de forma discrepante, variando de normo-

glicemia, discreta hiperglicemia e desenvolvimento do diabetes do tipo 2 tem sido reporta-

do (Buettner et al., 2007). 

Além das alterações metabólicas observadas nos animais obesos, o presente estudo 

mostrou que a obesidade induzida por dieta hiperlipídica aumenta a migração de células 

inflamatórias, especificamente eosinófilos, para as vias aeríferas de animais sensibilizados 
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com OVA, assim como os níveis de citocinas do tipo T helper 2 (Th2) no LBA. O estudo 

também mostrou que a obesidade aumenta de maneira significativa a eosinopoiese na me-

dula óssea de animais sensibilizados. Estes resultados confirmam que a obesidade exerce 

um importante papel no desenvolvimento ou no agravamento da asma, principalmente de-

vido aos seus efeitos pró-inflamatórios, que parecem não estar restritos somente à luz das 

vias aeríferas, mas também são extensivos ao parênquima pulmonar. 

Apesar do aumento da incidência de obesidade e asma, existem poucos estudos ava-

liando os efeitos inflamatórios envolvidos nestas desordens. A obesidade é uma doença 

inflamatória crônica caracterizada por aumento anormal do tecido adiposo, levando a au-

mento das suas funções imunes, que pode repercutir em um estado de inflamação sistêmica 

(Fantuzzi, 2005). Algumas das citocinas aumentadas na inflamação sistêmica relacionada à 

obesidade, como TNF-α, IL-6 e IL-10, estão também associadas à asma (Sin & Sutherland, 

2008). 

 Diversos estudos têm mostrado que as células inflamatórias exercem um papel cen-

tral tanto no processo inflamatório da asma quanto no remodelamento das vias aeríferas, e 

que ambos os fatores estão associados à obstrução brônquica (Robinson et al., 1992; Robin-

son et al., 1993; Georas et al., 2005; Kariyawasam & Robinson, 2007). Estudos clínicos e 

modelos experimentais de asma mostram elevação dos níveis de citocinas do tipo Th2 no 

LBA, os quais se assemelham aos resultados também encontrados em nosso trabalho.  

Observamos um perfil de reposta inflamatória diferenciado entre animais obesos e 

controles (magros). Animais controles apresentaram aumento no infiltrado de eosinófilos 

para as vias aeríferas 48 h após o desafio com OVA, sendo que nos animais obesos este 

aumento foi verificado somente 72 h após o desafio. Outra característica importante é que a 

migração tardia de eosinófilos foi acompanhada pelo aumento também tardio (72 h) dos 
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níveis das citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10), TNF-α e eotaxina no LBA de 

camundongos obesos e desafiados com OVA. 

A migração tardia dos eosinófilos para a luz das vias aeríferas em animais obesos  

ocorre provavelmente como conseqüência da elevação também tardia das concentrações 

das citocinas e quimiocinas essenciais para esse processo. A IL-5, que é a principal citocina 

responsável pela maturação e diferenciação de eosinófilos, associada à eotaxin, que tam-

bém está envolvida na migração, ativação e desgranulação de eosinófilos durante a resposta 

inflamatória alérgica (Yamaguchi et al., 1988; Lopez et al., 1991; Broide, 2008), estão au-

mentadas nos animais sensibilizados obesos, atingindo o pico de concentração no LBA em 

72 h após o desfio antigênico. Shore e colaboradores (2003) também observaram que ca-

mundongos obesos expostos ao ozônio apresentaram níveis elevados de eotaxina no LBA. 

Além disso, recentemente, demonstrou-se que camundongos obesos por dieta apresentam 

níveis elevados de mRNA para a eotaxina no tecido adiposo e no soro. (Vasudevan et al., 

2006).  

Diversas evidências confirmam que patogênese da asma alérgica e outras doenças 

atópicas envolvem um desequilíbrio na resposta das células T (Kay & Durham, 1991; Ro-

binson et al., 1992; Corrigan & Kay, 1996). Após a sensibilização ao alergeno, células T de 

pacientes atópicos tendem a produzir elevados níveis de citocinas do tipo T helper 2, espe-

cialmente IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 (Kay, 1991; Djukanovic et al., 1992; Robinson et 

al., 1992; Holgate, 2008). 

Através da análise dos dados de dosagens de citocinas no LBA observamos que este 

desequilíbrio na resposta das células T, após o contato com alergeno, está mais exacerbado 

no animal obeso. Em nossos resultados, os animais obesos e desafiados com OVA apresen-

taram aumento significativo nos níveis de IL-4 comparado com animais magros e também 
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desafiados, o que em parte justifica a resposta Th2 exacerbada nos animais obesos, uma vez 

que a IL- 4 induz e sustenta a diferenciação de linfócitos Th0 naive em linfócitos do tipo 

Th2, e com isso aumenta ainda mais a produção de citocinas Th2 (Yamaguchi et al., 1988; 

Lopez et al., 1991; Broide, 2008). Nossos dados estão de acordo com estudo recente de 

Johnston e colaboradores (2007) que demonstram que camundongos geneticamente obesos 

apresentam níveis elevados de IL-4 no LBA frente ao desafio com OVA. 

A IL-6 atua de maneira colaborativa com outras citocinas e proporciona uma ligação 

entre a imunidade inata e adiquirida. Exerce papel na expansão de células Th2, além de 

efeitos pró-inflamatórios na asma (Barnes, 2008). Trabalho publicado recentemente con-

firma que a leptina pode induzir in vitro a secreção de IL-6 pelos eosinófilos (Wong et al., 

2007). Camundongos deficientes de IL-6 apresentam melhora da resposta inflamatória in-

duzida por ozônio (Johnston et al., 2005) ao passo que camundongos obesos por indução de 

dieta apresentam elevados níveis de IL-6 no LBA quando expostos ao ozônio (Johnston et 

al., 2007). 

 É importante ainda ressaltar que a obesidade influenciou os níveis de TNF- no 

LBA dos animais sensibilizados e desafiados com OVA. Verificamos que os camundongos 

obesos e desafiados apresentaram aumento significativo nas concentrações de TNF- no 

LBA quando comparados com animais magros e desafiados. Estudo recente mostrou que o 

tecido adiposo é também fonte de diversas citocinas e quimiocinas (Fantuzzi, 2005), inclu-

indo o TNF-. Esta citocina encontra-se elevada no soro de humanos e de camundongos 

obesos, provavelmente devido à produção aumentada pelos macrófagos infiltrados no teci-

do adiposo. Está atualmente bem estabelecido que o TNF-α participa da resposta inflamató-

ria das vias aeríferas (Thomas, 2001; Babu et al., 2004), assim como é capaz de induzir 
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hiperreatividade das vias aeríferas (Shore & Johnston, 2006). O TNF-α é quimiotático para 

neutrófilos e eosinófilos (Lukacs et al., 1995), aumenta os efeitos citotóxicos dos eosinófi-

los sob as células endoteliais (Slungard et al., 1990), ativa célula T (Scheurich et al., 1987) 

e aumenta a expressão de moléculas de adesão (Lassale, et al., 1991). Com base nestas in-

formações, sugere-se que o aumento desta citocina nos obesos sensibilizados esteja favore-

cendo o desenvolvimento ou o agravamento da asma.  

 O tecido adiposo também é fonte de IL-10 (Juge-Aubry et al., 2005). Esta citocina 

exerce efeitos anti-inflamatórios e desempenha um papel crucial na regulação do sistema 

imune. Nossos resultados mostraram níveis elevados de IL-10 no LBA do camundongo 

obeso, com pico em 72 h após o desafio com OVA. Com base nestes dados, podemos pro-

por que a produção elevada de IL-10 nos animais obesos possa ser um mecanismo compen-

satório no sentido de diminuir o estado inflamatório, visto que uma de suas funções é inibir 

a liberação de citocinas pró-inflamatórias (Fiorentino et al., 1991; Moore et al., 2001; Espó-

sito et al., 2003).  

 Nossos resultados mostram que camundongos que receberam dieta hiperlipídica 

durante 10 semanas apresentaram aumento nos níveis séricos de leptina e redução de adi-

ponectina, quando comparados com os controles alimentados com dieta padrão para roedo-

res. Estes dados corroboram com informações já bem estabelecidas na literatura, que mos-

tram que na obesidade ocorre aumento excessivo nos níveis de leptina e redução nos níveis 

de adiponectina (Engeli et al., 2003, Fantuzzi, 2005). Visto que a leptina possui efeitos pró-

inflamatórios, acredita-se que a mesma possa contribuir para o aumento da incidência de 

asma nos obesos. Recentemente, demonstrou-se que a leptina regula a apoptose, a expres-

são de moléculas de adesão e de quimiocinas, assim como a liberação de mediadores infla-

matórios (IL-1, IL-6, IL-8, MCP-1) em eosinófilos humanos (Wong et al., 2007). A adi-
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ponectina também é um importante mediador correlacionado à asma e à obesidade. Estudos 

demonstram que a adiponectina está reduzida durante a inflamação alérgica pulmonar e 

hiperreatividade brônquica em camundongos, e a administração exógena da mesma inibe a 

resposta alérgica das vias aeríferas (Shore et al., 2006; Vasudevan et al., 2006). Visto que a 

adiponectina possui propriedades anti-inflamatórias (Ouchi et al., 2003), é possível que a 

redução da mesma possa contribuir para o aumento das características inflamatórias da as-

ma observadas em obesos. Os efeitos anti-inflamatórios da adiponectina estendem-se na 

inibição da produção de IL-6 (Wulster-Radcliffe et al., 2004) e da indução das moléculas de 

adesão ICAM-1 e VCAM-1 (Ouchi et al., 1999; Kawanami  et al., 2004). 

O aumento no nível de leptina verificado em camundongos obesos correlaciona-se 

também às elevadas concentrações de citocinas Th2 verificadas nos animais obesos e desa-

fiados com OVA. Visto que a leptina protege os linfócitos T da apoptose e regula a sua 

proliferação e ativação, e por isso é capaz de influenciar a produção de citocinas pelos lin-

fócitos T (Martín-Romero et al., 2000;  Farooqi et al., 2002; De Rosa et al., 2007). 

Os resultados listados neste trabalho mostraram que a eosinopoiese está bastante es-

timulada nos camundongos obesos e asmáticos, sendo este aumento verificado em um tem-

po anterior ao aumento celular no LBA; ou seja, 48 h após o desafio com OVA ocorre um 

aumento marcante na proliferação e diferenciação de eosinófilos na medula óssea. Estes 

dados corroboram com o aumento dos níveis de IL-5 e eotaxina verificado nos camundon-

gos obesos sensibilizados e desafiados com OVA. 

Os eosinófilos são derivados de precursores mielóides na medula óssea, e em res-

posta à ativação por determinadas citocinas são liberados na circulação e recrutados para os 

tecidos de indivíduos alérgicos (Denburg et al., 2000). O desafio antigênico em indivíduos 

alérgicos pode também ativar uma resposta sistêmica e aumentar a produção celular na me-
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dula óssea (Wood et al., 1998). A medula óssea responde a IL-5 com aumento da expressão 

de receptor de IL-5 em células progenitoras (Sehmi et al., 1997). Assim, após a inalação do 

alergeno, sinais enviados das vias aeríferas à medula óssea, possivelmente mediados pela 

IL-5, aumentam a produção de células progenitoras de eosinófilos e basófilos, com conse-

qüente aumento do recrutamento celular nas as vias aéreas (O`Byrne, 1998). 

O aumento no número de eosinófilos observado na medula óssea de camundongos 

obesos sensibilizados pode ser resultado do aumento excessivo dos níveis de leptina verifi-

cada na obesidade, pois estudos mostram que células de medula óssea cultivadas na presen-

ça de leptina apresentam aumento no crescimento de colônias de granulócitos (Gainsford T, 

et al., 1996; Umemoto Y,et al., 1997). Além disso, dados da literatura mostram que a lepti-

na influencia a hematopoiese, e que células progenitoras da medula óssea CD34 apresentam 

receptores para leptina (Gainsford et al., 1996; Fantuzzi et al., 2000). Com base nestas in-

formações é possível especular que o aumento de leptina, como conseqüência do excesso 

de tecido adiposo, esteja influenciando na proliferação e diferenciação de eosinófilos na 

medula óssea de camundongos obesos e sensibilizados.  

Ao constatarmos em nossos estudos elevação do número de eosinófilos na medula 

óssea de camundongos obesos e desafiados com OVA, do número de eosinófilos no LBA 

dos níveis de citocinas quimiotáticas para eosinófilos no BAL, optamos por analisar a mor-

fologia do tecido pulmonar destes camundongos, na tentativa de melhor elucidar o trajeto 

do eosinófilo desde a medula óssea até o pulmão. Verificamos um acúmulo excessivo de 

células inflamatórias, especialmente eosinófilos, no parênquima pulmonar (48 h e 72 h após 

o desafio) de animais obesos e asmáticos. O número de eosinófilos na região peribronquio-

lar de camundongos obesos mostrou-se acentuadamente maior do que o número de eosinó-

filos que atingem a luz das vias aeríferas. Baseado nestes achados, podemos sugerir que os 
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eosinófilos, ao migrarem da medula óssea para o tecido pulmonar, permanecem retidos no 

parênquima pulmonar; e  somente em 72 h após o desafio com OVA parte deles alcança a 

luz das vias aeríferas. Dessa forma, algum mecanismo regulatório, ainda não identificado, 

possivelmente esteja retendo os eosinófilos no interior do parênquima pulmonar de camun-

dongos obesos onde estes passam a exercer seus efeitos deletérios. Um possível mecanismo 

seria a diminuição da apoptose de eosinófilos no interior do parênquima pulmonar de ca-

mundongos obesos. Conus e colaboradores (2005) demonstraram, em estudos experimen-

tais, que a leptina exerce efeitos anti-apoptóticos em eosinófilos. A leptina poderia ser nos 

animais obesos um importante fator de sobrevivência do eosinófilo, tal como GM-CSF. 

Estudos sugerem que a resposta inflamatória na asma não está restrita às vias aeríferas, 

mas ocorre difusamente nos pulmões. O parênquima pulmonar de pacientes asmáticos apre-

senta inflamação eosinofílica, assim como hiper-expressão de IL-5 (Kraft et al, 1996; Minshall 

et al, 1998; de Magalhães Simões et al, 2005). O papel do tecido pulmonar periférico na fisio-

patologia da asma tem sido também intensivamente estudado. Modelos experimentais mos-

tram que a resposta do tecido a alergenos pode ser tão importante ou até maior que aquela das 

vias aeríferas (Sakae, et al., 1992). Nagase e colaboradores (1994) avaliaram as propriedades 

do tecido pulmonar na resposta imediata e tardia de ratos sensibilizados com OVA, mostrando 

a participação tanto das vias aeríferas quanto do parênquima pulmonar nas duas fases da res-

posta alérgica. 

O fato de que existe inflamação no tecido pulmonar periférico de indivíduos asmáticos 

aponta para um problema de ordem terapêutica, uma vez que corticóides inalatórios indicados 

para o tratamento da asma não conseguem atingir de maneira efetiva as regiões mais distais do 

pulmão (Sutherland & Martin, 2002). Este é um ponto relevante quando se trata de pacientes 

asmáticos e obesos, visto que indivíduos obesos possuem risco aumentado de desenvolver 



 
 

80 

asma, são mais sintomáticos, requerem doses mais elevadas de drogas anti-asmáticas e fa-

zem visitas médicas de emergência mais frequentes quando comparados com indivíduos 

magros asmáticos (Sin & Sutherland, 2008). 

Baseado em nossos resultados e somado aos dados já relatados anteriormente na li-

teratura podemos sugerir que a asma em indivíduos obesos apresenta um perfil inflamatório 

diferenciado e com isso um fenótipo de asma diferente do observado em magros asmáticos. 

Nossos dados parecem justificar os relatos da literatura sobre a gravidade e a dificuldade 

para tratar clinicamente a asma associada à obesidade.   
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6.  CONCLUSÕES 

 
 
 Utilizando modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipídica, nossos resultados nos 

permitem concluir que: 

I. Nos camundongos obesos ocorre um acúmulo significativo de eosinófilos maduros 

e imaturos na medula óssea 48 h após o desafio intranasal com OVA. A obesidade 

potencializa o influxo de eosinófilos para a luz das vias aeríferas, porém, a cinética 

de recrutamento é diferente entre camundongos controles (48 h) e obesos (72 h); 

II. O acúmulo pulmonar de eosinófilos parece ser mediado, em camundongos obesos, 

pelo aumento de citocinas do tipo Th1 e Th2 (IL-6, IL-4, IL-5 e IL-10 e TNF-) e 

eotaxina. 

III. A obesidade provoca intensa retenção de eosinófilos no parênquima pulmonar 48 h 

e 72 h após o desafio com OVA; 

 

Podemos concluir que, em nossas condições experimentais, a obesidade aumenta 

a mobilização de eosinófilos da medula óssea para o parênquima pulmonar e retarda 

seu transito para a luz das vias aeríferas. Com isso, os eosinófilos permanecem por 

mais tempo no tecido pulmonar exercendo suas funções efetoras. 
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