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Resumo

O diabetes mellitus tipo 1 € uma doenga autoimune cronica caracterizada pela
destruicdo seletiva das células B pancreaticas localizadas nas ilhotas de Langerhans e
responsaveis pela producdo de insulina. Esse processo, mediado principalmente por
linfocitos T autorreativos, resulta em deficiéncia absoluta de insulina, horménio essencial
para a captacdo de glicose pelos tecidos. O desenvolvimento da doenca envolve a
interacdo de fatores genéticos, ambientais, alteracbes da microbiota intestinal e
componentes dietéticos, que contribuem para a quebra da toleréncia imunoldgica. Além
das alteracBes metabdlicas, o diabetes tipo 1 esta associado a complicagfes agudas e
crénicas, sendo considerado um importante problema de saude publica. Estudos recentes
mostram que camundongos NOD que desenvolvem espontaneamente o diabetes do tipo
1 apresentam varias alteragbes na mucosa intestinal interferindo inclusive no
estabelecimento da tolerancia oral. A mucosa intestinal é a maior superficie de contato
com o0 meio externo entrando em contato continuo com antigenos da dieta e com a
microbiota comensal. Os mecanismos de tolerancia oral sdo responsaveis pela
manutengdo da homeostase da mucosa intestinal e por impedir reagbes imunes
inflamatérias contra 0s antigenos da dieta e da microbiota. Sabe-se que a quebra da
tolerancia oral pode resultar no surgimento de alergias alimentares. Nesse cenario, a
hipotese desse trabalho € que as alteracbes presentes na mucosa intestinal dos
camundongos NOD poderiam interferir com a inducdo de alergia alimentar nesses
animais. Avaliamos a indugdo de alergia alimentar em camundongos NOD comparando-
os com camundongos BALB/c. Curiosamente, embora os camundongos NOD
apresentem defeitos na mucosa intestinal assim como na inducdo de tolerancia oral e
contrariamente ao que se descreve na literatura sobre a sensibilizacdo alérgica com baixas
doses de alérgenos, a dose do alérgeno ovoalbumina (OVA) necesséria para induzir a
producdo de IgE especifica nesses animais precisa ser mais alta (100 ug) que aquela
utilizada (10 ug) para induzir a mesma doenga em camundongos BALB/c. A
sensibilizagdo dos camundongos NOD com 100 ug de OVA, mas ndo com 1 ou 10 ug de
OVA, adsorvida em AL(OH)3 levou ao aumento dos niveis de IgE sérica apds o desafio
oral. O teste de anafilaxia cutanea ativa também mostrou que a dose alta foi a mais eficaz
para a degranulacdo dos mastocitos levando ao aumento da permeabilidade vascular. Na
analise histopatoldgica do intestino, mostramos que essa dose induziu o aumento na

frequéncia de linfocitos intraepiteliais e no nimero de eosindfilos na lamina propria



caracterizando um perfil inflamatorio alérgico. Alem disso, a alta dose acelerou o
processo de insulite, intensificando o desenvolvimento da doenga. Os achados deste
trabalho reforcam a importancia do modelo NOD como ferramenta experimental para
compreender possiveis mecanismos que podem conectar a predisposi¢do autoimune ao

desenvolvimento de respostas alérgicas alimentares e como essas respostas acontecem.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 1; Camundongos NOD; Alergia alimentar



Abstract

Type 1 diabetes mellitus is a chronic autoimmune disease characterized by the selective
destruction of pancreatic beta cells located in the islets of Langerhans and responsible for
insulin production. This process, mediated primarily by autoreactive T lymphocytes,
results in absolute insulin deficiency, a hormone essential for glucose uptake by tissues.
The development of the disease involves the interaction of genetic and environmental
factors, alterations in the intestinal microbiota, and dietary components, which contribute
to the breakdown of immunological tolerance. In addition to metabolic alterations, type
1 diabetes is associated with acute and chronic complications and is considered a major
public health problem. Recent studies show that NOD mice that spontaneously develop
type 1 diabetes exhibit several alterations in the intestinal mucosa, including interfering
with the establishment of oral tolerance. The intestinal mucosa is the largest surface in
contact with the external environment, coming into continuous contact with dietary
antigens and the commensal microbiota. Oral tolerance mechanisms are responsible for
maintaining intestinal mucosal homeostasis and preventing inflammatory immune
responses to dietary and microbiota antigens. It is known that a breakdown in oral
tolerance can result in the development of food allergies. In this scenario, the hypothesis
of this study is that alterations in the intestinal mucosa of NOD mice could interfere with
the induction of food allergies in these animals. We evaluated the induction of food
allergies in NOD mice by comparing them to BALB/c mice. Interestingly, although NOD
mice exhibit defects in the intestinal mucosa and in the induction of oral tolerance, and
contrary to what is described in the literature regarding allergic sensitization with low
doses of allergens, the dose of the allergen ovalbumin (OVA) required to induce specific
IgE production in these animals must be higher (100 ug) than that used (10 pg) to induce
the same disease in BALB/c mice. Sensitization of NOD mice with 100 pg of OVA, but
not with 1 or 10 ug of OVA adsorbed to AL(OH)3, led to increased serum IgE levels after
oral challenge. The active cutaneous anaphylaxis test also showed that the high dose was
most effective for mast cell degranulation, leading to increased vascular permeability. In
histopathological analysis of the intestine, we showed that this dose induced an increase
in the frequency of intraepithelial lymphocytes and the number of eosinophils in the
lamina propria, characterizing an allergic inflammatory profile. Furthermore, the high
dose accelerated the insulitis process, intensifying disease progression. The findings of

this study reinforce the importance of the NOD model as an experimental tool for



understanding possible mechanisms that may link autoimmune predisposition to the

development of food allergic responses and how these responses occur.

Keywords: Type 1 diabetes mellitus; NOD mice; Food allergy
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1. Introducéo
1.1 Panorama da Diabetes Mellitus Tipo 1

A Diabetes Mellitus do tipo 1 (DM1) é considerada uma doenca enddcrina
autoimune orgao-especifica, que resulta da destruicdo seletiva das células beta das ilhotas
pancreaticas, produtoras de insulina (LIU; EISENBARTH, 2002).

Gregory et al. (2022) fornece uma andlise abrangente da incidéncia, prevaléncia e
mortalidade da diabetes tipo 1 (DM1) em 2021, com projecOes até 2040. Os resultados
indicam que, em 2021, aproximadamente 8,4 milhdes de pessoas globalmente viviam
com DM1, sendo 18% menores de 20 anos, 64% entre 20 e 59 anos e 19% com 60 anos
ou mais. Cerca de 35 mil individuos ndo diagnosticados morreram dentro de 12 meses
apos o inicio dos sintomas. A expectativa de vida restante para uma crianca de 10 anos
diagnosticada em 2021 variou significativamente entre paises de diferentes niveis de
renda: de 13 anos em paises de baixa renda a 65 anos em paises de alta renda. O estudo
também identificou uma "prevaléncia ausente” de aproximadamente 3,7 milhdes de
casos, refletindo mortes prematuras atribuidas a cuidados inadequados ou falta de
diagnostico. Projecdes indicam que, até 2040, o numero de pessoas vivendo com DM1
pode aumentar para 13,5 a 17,4 milhdes, representando um aumento de 60% a 107% em
relacdo a 2021, com os maiores aumentos relativos esperados em paises de baixa e média

renda.

Além disso, a diabetes mellitus tipo 1 esta fortemente associado a complicacGes
graves e de inicio precoce. Pacientes com essa condicdo apresentam maior risco de
desenvolver retinopatia, nefropatia, neuropatia periférica e autondémica, bem como
doencas cardiovasculares, mesmo em idade jovem. Essas complicacBes ndo apenas
comprometem a qualidade de vida, como também elevam substancialmente os indices de
hospitalizacdo e mortalidade, e embora as consequéncias sejam amplamente conhecidas,
ainda ha lacunas significativas quanto ao diagndstico precoce e no acesso equitativo ao
cuidado, o que perpetua desigualdades no prognostico e no controle da doenga (THE
LANCET DIABETES & ENDOCRINOLOGY, 2024).

O tratamento atual é baseado na reposicdo exdgena de insulina, buscando a

manutencdo de uma taxa normal de glicose circulante, demandando monitoramento
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constante, fazendo necessaria a perfuracéo capilar e injecdes de insulina que chegam a
cerca de mil por ano (PHILLIPS et al., 2011).

A terapia nutricional também é uma estratégia central no manejo da doenca,
especialmente por seu papel no controle glicémico e na prevencdo de complicagdes
cronicas. Durante as diferentes fases da doenga € essencial garantir um aporte energético
apropriado, assegurando o crescimento adequado em criancas e adolescentes, evitando
distdrbios metabdlicos associados. A distribuicdo equilibrada de macronutrientes, com
énfase no controle da ingestdo de carboidratos e na aplicacdo da estratégia de contagem
de carboidratos, mostra-se eficaz na estabilizacdo da glicemia, particularmente no periodo
pos-prandial. Além disso, dietas com maior teor de proteina, menor quantidade de
gordura saturada e com baixo indice glicémico demonstraram associa¢ao positiva com o
melhor controle glicémico em criancas e adolescentes, evidenciando a importancia de
intervencgdes nutricionais continuas e personalizadas ao longo da vida do paciente com
DM1 (LOTTENBERG et al., 2010).

1.2 Componentes Genéticos e Patogénese da Diabetes Mellitus Tipo 1

A patogénese da diabetes mellitus tipo 1 esta associada a falhas nos mecanismos
de tolerancia imunoldgica, tanto central quanto periférica. O acometimento da doenca
inicia-se com a captura de antigenos do pancreas por células dendriticas, que 0s
transportam até os linfonodos pancreéaticos, onde ocorre a ativacao de células T CD4+
especificas. Essas células migram para as ilhotas de Langerhans, desencadeando uma
inflamacdo local denominada insulite (YADAYV et al., 2004). A resposta imunoldgica
envolve predominantemente linfocitos T auxiliares do tipo Thl e Th17, que secretam
citocinas pro-inflamatérias, como interferon-y (IFN-y) e interleucina-2 (IL-2),
promovendo a destruicao das células B por meio de mecanismos que incluem a agdo de
citocinas, radicais livres, granzimas, perforina e inducdo de apoptose via Fas/Fas-L
(MATHIS; VENCE; BENOIST, 2001; RABINOVITCH; SUAREZ-PINZON, 1998).
Além disso, células do sistema imune inato, como neutrofilos, macrofagos e células
dendriticas, também participam do processo inflamatorio, contribuindo para a progressiva
destruicdo das células p (WALLBERG; COOKE, 2013). Com a reducio da
funcionalidade das células P, ocorre a deficiéncia na producdo de insulina,

comprometendo a captagdo de glicose pelos tecidos, gerando um aumento da sua
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concentracdo no sangue (hiperglicemia), dificultando o controle glicémico, o que

contribui para o surgimento de complicagdes metabolicas (CANIVELL; GOMIS, 2014).
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Figura 1. Representacdo da ilhota pancreatica e mecanismos imunoldgicos
envolvidos na patogénese da diabetes mellitus tipo 1. A esquerda, representacio
histoldgica de uma ilhota de Langerhans no pancreas humano, destacando a localizagdo
das células B produtoras de insulina. A direita, esquema ilustrativo dos principais
mecanismos imunoldgicos associados ao diabetes mellitus tipo 1, incluindo o papel das
células dendriticas, linfécitos T CD4+ e CD8+, além da liberacdo de citocinas

inflamatorias que culminam na destrui¢do autoimune das células 3. Fonte: LEMMC-USP
(2021).

Diversos fatores genéticos estdo implicados na predisposicao ao diabetes mellitus
tipo 1 (DML1), sendo o principal determinante de suscetibilidade os genes do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC), localizados no cromossomo 6p21.3, mais
especificamente o locus IDDM1, que responde por cerca de 40 a 50% da agregacdo
familiar da doenca (SILVA et al., 2008; KANTAROVA et al., 2007). Alelos especificos
do sistema HLA, como HLA-DR3-DQ2 (DQA10501-DQB10201) e HLA-DR4-DQ8
(DQA10301-DQB10302), estdo fortemente associados ao risco de desenvolvimento de
DML, enquanto outros, como o haplétipo HLA-DR15-DQA10102-DQB10602, conferem
protecdo (KAWASAKI, 2023; SILVA et al., 2008). Além do IDDM1, outros loci
associados ao risco incluem IDDM2, relacionado ao numero variavel de repeticOes

(VNTR) no gene da insulina, e genes envolvidos na imunorregulagdo como CTLA-4,
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PTPN22, IL-2R, AIRE e PD-1 (SILVA et al.,, 2008; TOOLEY et al., 2012). A
combinacdo entre a ativacdo de células T e B inflamatorias e alteracdes em mecanismos
reguladores da resposta imune contribui para a destrui¢do progressiva das células 3
pancreaticas, reduzindo sua massa funcional entre 70 a 90%, o que culmina na deficiéncia
absoluta de insulina caracteristica do DM1 (TOOLEY et al., 2012).

Além dos fatores genéticos, aspectos ambientais também exercem influéncia
significativa na patogénese da diabetes mellitus tipo 1 (DM1), embora ainda sejam menos
caracterizados. Elementos como composi¢cdo da microbiota intestinal e aspectos
nutricionais também podem influenciar a resposta imune, afetando tanto o
desenvolvimento quanto a progressdo da resposta autoimune. Nesse contexto, destaca-se
especialmente o papel da microbiota intestinal, como fator essencial no amadurecimento
do sistema imunoldgico, podendo influenciar diretamente o surgimento da doenca
(ILONEN et al., 2019).

Nesse cenario, 0 uso de modelos animais em experimentos revela-se
extremamente importante para a ampliagdo dos estudos no campo das doengas
autoimunes. A adogdo de modelos que manifestam a doenca de forma espontanea permite
uma compreensao mais aprofundada da fisiopatologia, além de abrir caminhos para o

desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.

1.3 Modelo Experimental: NOD (Non-Obese Diabetic), Um Modelo Espontéaneo e
Autoimune de Diabetes Mellitus Tipo 1

Modelos animais desempenham um papel fundamental na compreensdo dos
mecanismos patogénicos e das causas do diabetes mellitus tipo 1 (DM1). Diversos
modelos experimentais séo utilizados para investigar essa enfermidade, os quais podem

ser classificados em modelos induzidos quimicamente e modelos espontaneos.

O camundongo NOD (non obese diabetic) € um modelo de desenvolvimento
espontaneo da diabetes tipo 1. Trata-se de uma linhagem isogénica de camundongos que
foi desenvolvida por Makino e colaboradores em 1980 no Japdo. Possuem fenotipo albino
e séo procedentes de uma derivacédo da subllinhagem Jc 1 — ICR outbread que desenvolvia
catarata (ANDERSON; BLUESTONE, 2005).
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A incidéncia da diabetes mellitus tipo 1 na linhagem NOD tem influéncia do sexo,
sendo significativamente mais elevada nas fémeas, com taxas que variam entre 60% e
80%, enquanto nos machos a frequéncia € menor, situando-se entre 20% e 30%. Além do
fator sexual, aspectos ambientais exercem forte influéncia sobre a manifestacdo da
doenca. Estudos demonstram que camundongos mantidos em ambientes livres de
patdgenos especificos apresentam maior predisposicdo ao desenvolvimento da doenca,
sugerindo que a auséncia de determinados microrganismos pode favorecer o

desencadeamento de respostas autoimunes caracteristicas do modelo (BACH, 2002).

O inicio do quadro diabético é caracterizado por glicosuria leve a moderada e
hiperglicemia persistente, com niveis de glicose sanguinea superiores a 250 mg/dL. Esses
animais apresentam um perfil metabdlico compativel com o diabetes tipo 1, evidenciado
por hipoinsulinemia e hiperglucagonemia, refletindo a destruicao seletiva das células f3
das ilhotas pancreaticas (LEITER; STAFF, 1993). A medida que a doenca progride,
especialmente por volta da 342 semana de vida, observam-se sinais clinicos mais
evidentes, como intensificacdo da hiperglicemia e glicosuria, acompanhadas de perda de
peso, polidipsia e politria. Na auséncia de tratamento com insulina exdgena, 0S
camundongos desenvolvem hiperglicemia grave e cetonemia. Contudo, diferentemente

do observado em humanos, esses animais ndo evoluem para cetoacidose (LEITER, 1993).

1.4 Diabetes Mellitus tipo 1: A Interface entre o Sistema Imunoldgico e a Mucosa

Intestinal

O desenvolvimento do pancreas ocorre a partir do endoderma do intestino, o que
demonstra uma estreita relacdo entre esses dois 6érgdos. Estudos demonstram que o
linfonodo pancreatico (PLN) é responsavel ndo apenas pela drenagem de antigenos
préprios do pancreas, mas também por antigenos externos provenientes do trato
gastrointestinal e da cavidade peritoneal. Além disso, alteragdes na fisiologia intestinal
parecem influenciar diretamente a ativacao de células T reativas as células B pancreéticas

(TURLEY et al., 2005).

O reconhecido papel da mucosa intestinal para a tolerancia imunoldgica, a
complexa e dindmica rede de interacdes celulares e moleculares nesse microambiente e a
drenagem de antigenos para o linfonodo pancreético (Turley et al., 2005) reforcam a

importancia do intestino no desenvolvimento da diabetes. De fato, permeabilidade
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aumentada, inflamacgdo subclinica e defeitos na geracdo de Tregs sdo comumente
observados no intestino de animais e também em pacientes diabéticos (Alam et al., 2010;
Badami et al., 2011; Malaisse et al., 2004; Vaarala, 2011).

Lo Conte et al. (2023) investigou alteracbes na camada de muco intestinal em
pacientes com diabetes tipo 1 e sua associagdo com disbiose intestinal e desregulacdo
imunolodgica. Os resultados mostraram uma diminuicdo na expressdo de mucinas como
MUC2, MUC12, MUC13, MUC15, MUC20 e MUC21, além de peptideos
antimicrobianos como HD4 e HD5, sugerindo comprometimento da integridade da
barreira intestinal. Essa alteragdo na camada de muco correlacionou-se com uma reducao
na abundancia relativa de bactérias produtoras de &cidos graxos de cadeia curta (SCFAS),
como Bifidobacterium dentium, Clostridium butyricum e Roseburia intestinalis, que
desempenham papel crucial na regulacdo da expressdao de mucinas e na homeostase
imunolégica intestinal. Além disso, observou-se uma desregulacdo imunoldgica
intestinal, caracterizada por um aumento na porcentagem de células T efetoras, como Th1,
Th17 e células TNF-a+, em pacientes com DM1. Esses achados indicam que alteragdes
na camada de muco intestinal estdo associadas a disbiose e a desregulacdo imunoldgica
no contexto do diabetes tipo 1, sugerindo que a integridade da barreira intestinal
desempenha um papel importante na patogénese da doenca.

Em sua tese de doutorado, Mariana Camila Gongalves Miranda investigou as
alteracbes imunoldgicas na mucosa intestinal de camundongos NOD (Non-Obese
Diabetic), mostrando que esses camundongos apresentam alteracbes na mucosa intestinal
que comprometem o estabelecimento da tolerancia oral, essencial resposta imune a
antigenos da dieta. Embora ndo tenha sido observado alteracdes clinicas na frequéncia de
linfocitos T intraepiteliais, foram identificados prejuizos nos mecanismos de barreira
imunolégica do intestino delgado, como reducdo na producao de muco e secre¢do de IgA
no lumen intestinal. Além disso, observou-se uma reducdo na frequéncia de linfécitos B1
(CD19+ CD5+), células produtoras de IgA secretora (SIgA).

O desenvolvimento da DM1 nos camundongos NOD foi associado a um
desequilibrio nas populacdes de macrofagos intestinais, com predominancia de
macrofagos derivados de mondcitos com perfil pré-inflamatério, em detrimento dos
macrofagos residentes que secretam IL-10. Essas alteracGes na mucosa intestinal podem
interferir na comunicacgdo entre o pancreas e o intestino, via linfonodo pancreatico, e

contribuir para o desenvolvimento do DM1.
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Portanto, compreender os fatores e alterages na mucosa intestinal associados a
patogénese do DM1 é fundamental para o desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas que visem a prevencéo e o tratamento da doenca.

1.5 Bases Imunoldgicas da Mucosa Intestinal e o Desenvolvimento da Tolerancia
Oral

A tolerancia a antigenos da dieta, foi descrita precocemente na histéria da
imunologia. Estudos pioneiros demonstraram que a administracdo oral de proteinas
dietéticas, como a ovalbumina (OVA), presente na clara do ovo, impedia reacdes
subsequentes de anafilaxia a essas mesmas proteinas (BESREDKA, 1909; WELLS, 1911;
CHASE, 1946). O termo "tolerancia oral" sé passou a ser amplamente utilizado na década
de 1970, quando o fendmeno foi reproduzido por novas evidéncias, mostrando que a
administracdo via oral de antigenos leva a supressdo da resposta imunoldgica humoral e
celular ao antigeno administrado, reduzindo as reagdes mediadas por linfécitos
especificos e os niveis de anticorpos (VAZ et al, 1977).

Fisiologicamente, a maior parte do contato natural com antigenos (Ag) estranhos,
ocorre através das superficies de mucosas, sendo assim, o fenédmeno da inducdo de
tolerancia representa o principal evento imunolégico que ocorre no intestino (FARIA,
WEINER, 2006). Diante disso, torna-se essencial um delicado equilibrio na regulacéo das
funcbGes do sistema imune associado a mucosa intestinal, permitindo a inducdo de
respostas inflamatorias rapidas e eficazes frente a agentes patogénicos, ao mesmo tempo
em que preserva a homeostase intestinal sob condigdes fisioldgicas normais (HOOPER;
MACPHERSON, 2010).

O epitélio intestinal atua como uma barreira para patdgenos, toxinas e outras
substancias indesejadas, enquanto maximiza a absorcdo de nutrientes digeridos.
Composto principalmente por enterdcitos (células colunares), responsaveis por absorver
nutrientes do Iimen, além de células especializadas, representadas por trés linhagens que
tém origem da mesma célula-tronco: células de Paneth, produtoras de defensinas, células
caliciformes produtoras de muco e células enteroenddcrinas, produtoras de hormonios.
As defensinas sdo peptideos antimicrobianos que atuam na eliminagdo de bactérias
patogénicas, j& 0 muco, composto por glicoproteinas (mucinas) que sao tdxicas para

muitas bactérias, funciona como uma barreira fisica protetora, ajudando a capturar
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particulas e microrganismos, além de lubrificar e hidratar as superficies (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2011).

Abaixo da camada epitelial estd a 1dmina prépria, uma estrutura composta por
tecido conjuntivo e células do sistema imunoldgico inato e adaptativo: mastdcitos,
macrofagos, células dendriticas e linfocitos (T e B). Nela também se organizam estruturas
linféides que, coletivamente sdo chamadas de Tecidos Linfoides Associados as Mucosas
(do inglés MALT- mucosa-associated lymphoid tissues) (MACPHERSON; MCCOY et
al., 2008). Tecidos linféides secundarios séo subdivididos e renomeados de acordo com
0 6rgao que apresenta o tecido de mucosa, dentre eles, o Tecido Linfoide Associado ao
Intestino (GALT), ou seja, especificamente associada ao trato gastrointestinal (RUDDLE;
AKIRAYV, 2009; FAGARASAN; KAWAMOTO et al., 2010).

Considerado o principal local de amostragem de antigenos e inducdo da
imunidade adaptativa na mucosa intestinal, 0 GALT humano inclui as placas de Peyer
multifoliculares, localizadas principalmente no ileo, o apéndice vermiforme e 0s
numerosos foliculos linfoides isolados (ILF), distribuidos ao longo do intestino (MORBE
etal., 2021).

O fendbmeno da tolerdncia oral corresponde ao conjunto de mecanismos
imunolégicos desencadeados no GALT em resposta a antigenos ingeridos reponsaveis
por manter a homeostase da mucosa intestinal e regular respostas inflamatorias
sistémicas. Esse processo é caracterizado pela capacidade de suprimir tanto a resposta
imune humoral quanto a celular, reduzindo a producdo de anticorpos séricos e a secrecao
de citocinas inflamatdrias, além de inibir a reacdo de hipersensibilidade tardia
(AFUWAPE; TURNER; STROBEL, 2004; FARIA et al., 2003; MOWAT et al., 1982).
Evidéncias experimentais demonstram, ainda, que a inducédo de tolerancia oral pode ser
utilizada como estratégia para atenuar diferentes doencas inflamatorias incluindo doencas

autoimunes, alérgicas e a reacdo a transplantacdo (PINHEIRO-ROSA et al, 2021).

Para que esse processo seja estabelecido, os antigenos alimentares precisam
atravessar a barreira epitelial e alcancar a lamina prépria, onde passam a interagir com
células do sistema imune local. Durante a digestdo, a maioria das proteinas é degradada,
mas pequenos fragmentos e até proteinas intactas podem ser detectados rapidamente na
lamina propria apos a ingestdo (CASTRO-SANCHEZ; MARTIN-VILLA, 2013; HUSBY

et al., 1985). A apresentacdo desses antigenos por células dendriticas tolerogénias
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CD11c+CD11b-CD103+ que capturam os antigenos na lamina prépria e migram para 0s
linfonodos mesentéricos resulta na inducédo de linfocitos T CD4+CD25+Foxp3+ com um
perfil regulador, produtores de citocinas supressoras, como IL-10 e TGF-p (CEROVIC et
al, 2024).

Produzidas no timo (células T reguladoras naturais ou timicas) e também podendo
ser induzidas em Orgaos periféricos como o intestino, (células T reguladoras induzidas ou
periféricas), as células T reguladoras CD4+CD25+Foxp3+ contribuem para a homeostase
intestinal e sua deficiéncia (nimero/fungédo) estd associada ao desenvolvimento de
doencas inflamatdrias crénicas. Tanto camundongos quanto humanos com deficiéncias
genéticas de FOXP3 desenvolvem anormalidades graves na homeostase imunolégica seja
sistémica ou na mucosa intestinal (IZCUE; POWRIE, 2008).

Outra populacdo relevante de células com funcgdo reguladora € composta por
linfocitos T CD4* que expressam na superficie a molécula LAP (peptideo associado a
laténcia). Esse peptideo esta ligado de maneira ndo covalente a extremidade amino-
terminal do TGF-B1, formando um complexo inativo dessa citocina (WEINER; WU,
2011). Essas células T foram inicialmente descritas como supressoras em modelos
experimentais murinos de inflamacéo intestinal e receberam a denominacédo de células
Th3. Sua atividade imunorreguladora se da principalmente pela secrecdo de TGF-B1, o
qual exerce um papel central na inibicdo da resposta inflamatoria de linfécitos T efetores.
Essa citocina é particularmente abundante no trato gastrointestinal, onde, entre outras
funcgdes, induz nos linfécitos B a troca de isotipo para IgA, contribuindo assim para a
manutengdo da homeostase intestinal e sistémica. A importancia do TGF-f1 ¢
evidenciada por estudos com camundongos geneticamente deficientes nessa citocina, 0s
quais desenvolvem inflamacGes severas e multifocais, vindo a ébito por volta dos 20 dias
de vida (SHULL et al., 1992). Diversos trabalhos que investigaram a tolerancia oral
também relataram aumento na producdo de TGF-B1, refor¢cando seu papel essencial nesse
processo (FARIA et al., 2003; WEINER, 2001).

A combinacgdo dos mecanismos que levam a tolerancia oral mostra que, embora
seja um mecanismo natural do organismo, seu desenvolvimento depende de uma
coordenacdo cuidadosa entre os diferentes agentes envolvidos, e quando essa homeostase
é quebrada, propicia um ambiente favoravel ao aparecimento de doencas como a alergia

alimentar.
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Figura 2 — Organizagdo do sistema imune associado a mucosa intestinal.
Representacdo esquematica da mucosa intestinal destacando a funcdo imunoldgica das
placas de Peyer, compostas por agregados de foliculos linfoides com centros germinativos
(ricos em linfécitos B) e zonas interfoliculares (ricas em linfocitos T). Evidencia-se o
papel das células M na captacdo de antigenos do Iimen e sua entrega a células
apresentadoras de antigenos (APCs), ativando linfdcitos T e promovendo a diferenciacéo
de linfdcitos B em células produtoras de IgA. Mostra-se ainda a atuacdo da IgA secretora
na neutralizacdo de patégenos no ldmen, sem induzir inflamagdo, favorecendo a
tolerancia oral. O epitélio intestinal, formado por enterdcitos, células de Paneth,
caliciformes e enteroenddcrinas, contribui para a integridade da barreira fisica e
imunoldgica. Adaptado de Gongalves et al. (2015).

1.6 A Quebra da Homeostase Intestinal e Mecanismos Imunoldgicos da Alergia
Alimentar

O desenvolvimento da alergia alimentar envolve uma combinacdo de fatores,
incluindo a quebra da homeostase intestinal, que ocorre quando o sistema imunoldgico
ndo consegue desenvolver tolerancia oral para uma proteina especifica do alimento. Isso
acontece para uma classe de antigenos chamados de alérgenos que apresentam
caracteristicas especificas capazes de induzir a diferenciacdo de linfocitos Th2 e Tfh2 em
pessoas ou animais com suscetibilidade genética (chamados atopicos). No intestino, as
células dendriticas que captam o antigenos na lamina prérpia migram para os linfonodos
mesentéricos e apresentam essas moléculas antigénicas a linfocitos T helper foliculares
do tipo 2 (Tfh2). Esse processo gera a producdo de citocinas liberadas por linfocitos Tth,
tais como IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, que ativam linfocitos B especificos para os

alérgenos. Sob a influéncia de 1L-4, células B trocam de isotipo e produzem anticorpos
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IgE (BACHARIER e GEHA 2000). As moléculas de IgE especifica caem na circulagéo
e podem se ligar a receptores FceRI expressos na membrana de mastocitos e basofilos,

fendmeno chamado de sensibilizacdo (HOLGATE e POLOSA, 2008).

Ap0s a sensibilizacdo, em um momento de posterior exposicdo ao alérgeno, a
ligacdo cruzada dos receptores FceR por moléculas de IgE e antigeno leva a degranulagio
de mastocitos e a liberacdo de histamina e outras aminas vasoativas, induzindo uma
reacao inflamatoria (SICHERER; SAMPSON, 2018). Esse conjunto de rea¢fes ocorrem
na fase imediata da alergia (SENGOKU et al, 2001). J& na fase tardia, ocorre a producao
de leucotrienos, citocinas (IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 entre outras) e também
quimiocinas por mastocitos. Esses mediadores recrutam eosinofilos e linfdcitos Th2 para
o local da inflamacdo (LUKACS, 2001). E importante salientar que os eosin6filos s&o
recrutados para o tecido inflamado principalmente em resposta a producdo local de
eotaxina (FOSTER et al, 2002). No sitio inflamat6rio, sob o estimulo de citocinas e
quimiocinas, essas células podem liberar moléculas pro-inflamatdrias que sdo capazes de
induzir a producdo de moléculas de adesdo, aumento da permeabilidade vascular e
producdo de muco (ROTHENBERG e HOGAN, 2006).

Os sintomas causados por essas reacOes afetam outros 6rgdos aléem do trato
gastrointestinal, como a pele (urticaria e edema), o trato respiratorio (hiper-reatividade e
constricdo das vias aéreas), o trato cardiovascular (choque anafilatico) e o proprio trato

gastrointestinal (diarreia, dor e vomito) (RENZ et al., 2018).
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Figura 3 — Mecanismos imunologicos da alergia alimentar. Ao entrar em contato com
alérgenos, as células dendriticas capturam essas substancias e as apresentam aos linfocitos
T auxiliares (Th) que reconhecem especificamente esses antigenos. Essa interagdo, junto
com outros sinais, leva a diferenciacdo dos linfocitos Th em células do tipo Th2, que
passam a produzir citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13. Essas citocinas, especialmente a
IL-4, estimulam os linfécitos B a produzirem anticorpos do tipo IgE. Esses anticorpos
IgE se ligam aos receptores FCeRI presentes na superficie dos mastdcitos, processo
conhecido como sensibilizacdo. Posteriormente, ao ocorrer uma nova exposi¢do ao
mesmo alérgeno, os mastdcitos reconhecem esse antigeno e sofrem degranulacdo,
liberando substancias inflamatorias que causam os sintomas clinicos tipicos das reacfes
alérgicas. Entre os mediadores liberados esté o fator de agregacéao plaquetaria (PAF), que
também contribui para a inflamagéo.

1.7 Alergia Alimentar

A alergia alimentar ¢ um problema de sadde publica global (SOLE et al., 2018).
A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) reconhece que a prevaléncia de alergia
alimentar tem aumentado globalmente, estima-se que 200 a 250 milhdes de pessoas em
todo o mundo sofrem com alergias alimentares, afetando aproximadamente 1 a 10% da
populacdo em diferentes regifes. No entanto, a OMS ndo fornece dados especificos
detalhados, pois a prevaléncia pode variar bastante entre paises e populages.

De acordo com a National Institutes of Health (NIH) dos EUA, a prevaléncia de
alergia alimentar em criancas nos Estados Unidos € estimada em cerca de 8% a 10%. Em
adultos, essa prevaléncia é um pouco menor, variando entre 4% e 6%. Os alimentos mais

comuns incluem amendoim, nozes, leite, ovos, soja, trigo, peixe e mariscos.

J& a Sociedade Brasileira de Alergia e Imunologia (SBAI), indica que no Brasil a
prevaléncia de alergia alimentar varia entre 4% e 8% na populacdo infantil, com uma
tendéncia de aumento ao longo dos anos. Os alimentos mais frequentemente associados
as alergias no Brasil sdo 0s mesmos observados internacionalmente, como leite, ovos,

amendoim e frutos do mar.

A maioria dos alérgenos sdo proteinas ambientais comuns que podem ser
encontradas em diversos ambientes e fontes alimentares (HELM et al., 2002). Estudos
revelam que o intestino entra em contato com aproximadamente 30 kg de proteinas
alimentares por ano, absorvendo diariamente entre 130 e 190 gramas dessas proteinas
(BRANDTZAEG, 1998). Diante dessa exposi¢do, produtos da proteodlise e proteinas

inteiras que escapam do processo de digestdo sdo envolvidos em diferentes mecanismos
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que podem induzir a tolerancia oral bem como desencadear respostas imunes alérgicas
em individuos suscetiveis (CHEHADE e MAYER, 2005).

Em tese, qualquer alimento potencialmente pode levar a sintomas de alergia.
Porém, apenas um pequeno grupo responde pela maior parte das reacées: leite, ovo, soja,
trigo, amendoim, castanhas, peixes e frutos do mar (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
ALERGOLOGIA E IMUNOLOGIA, 2023). Esses alimentos com capacidade de
desencadear reacGes imunoldgicas contém macromoléculas com propriedades
semelhantes, que tendem a apresentar baixo peso molecular, elevado grau de glicosilagédo
e alta solubilidade em fluidos corporais. Tais caracteristicas parecem conferir aos
antigenos uma maior resisténcia a desnaturacdo e a degradacgdo no trato gastrointestinal
de individuos suscetiveis, favorecendo sua absorcdo em forma intacta. No entanto, ainda
ndo se compreende completamente por que certos alimentos possuem maior potencial

alergénico do que outros (HELM et al., 2002).

Estudos indicam que fatores genéticos desempenham um papel fundamental na
expressdo das doencas alérgicas (HANSEN et al., 1993; BERGMANN et al., 1997;
WAHN e VON MUTIUS, 2001), incluindo a producédo de IgE, que é influenciada por
diversos genes (LEUNG, 1998). Estima-se que mais de 120 genes estejam associados a
doencas atdpicas, sendo mais de 20 genes diretamente implicados no desenvolvimento
dessas condicdes (LEUNG, 1998; CAMPBELL et al., 2015). Dentre os loci genéticos
identificados, destaca-se a regido do cromossomo 5q, que abriga genes codificadores de
citocinas como IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e o receptor de IL-4, elementos intimamente
ligados a regulacéo da IgE e a diferenciacdo de mastdcitos e eosinéfilos (XU et al., 2000).
Apesar dos avancos na identificacdo de genes candidatos por meio de estudos de
associacdo gendomica, nenhum gene de suscetibilidade isolado foi definido como
determinante para doencas alérgicas como a asma e a alergia alimentar, o que sugere uma
expressiva heterogeneidade genética. Além disso, fatores epigenéticos, como
modificagdes em histonas e na metilacdo de DNA/RNA, podem influenciar a transcricao
e a traducdo de genes relacionados a suscetibilidade alérgica, indicando a relevancia das
interacdes entre 0 ambiente e 0 genoma na génese dessas doencas (CAMPBELL et al.,
2015).

O sistema imunoldgico imaturo de neonatos e lactentes jovens favorece a
sensibilizagdo ao alérgeno (EIGENMANN, 2009). Durante essa fase inicial da vida, a

barreira intestinal ainda € imatura, apresentando maior susceptibilidade a permeabilidade
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e, consequentemente, maior vulnerabilidade a infiltracdo de antigenos alimentares. A
producdo de IgA secretdria (SIgA) € reduzida, o que facilita o transito de alérgenos pelo
epitélio intestinal (GARSIDE et al., 2004). A importancia funcional da SIgA é
evidenciada em individuos com deficiéncia na producdo dessa imunoglobulina, entre os

quais se observa uma maior prevaléncia de alergias alimentares (MOWAT et al., 2004).

Fatores ambientais como a exposi¢do microbiana precoce por meio do contato
com animais, ambientes rurais ou surtos infecciosos também desempenham papel
relevante na modulacdo da resposta imune. Componentes microbianos sdo capazes de
estimular a expressdo de receptores Toll-like (TLR) em células apresentadoras de
antigenos, promovendo uma resposta imune do tipo alérgica (LOSS et al., 2012). Por
outro lado, metabdlitos produzidos pela microbiota intestinal, como o butirato, exercem
efeito imunomodulador ao inibir a atividade da histona desacetilase (HDAC) e induzir a
expressdo do gene FoxP3 em células T reguladoras, sugerindo um papel protetor da
microbiota na prevencéo da alergia alimentar (AITORO et al., 2017; TAO et al., 2007).

Do ponto de vista nutricional, diversos fatores ambientais vém sendo estudados
em relagdo ao desenvolvimento da alergia alimentar, entre eles a alimentagdo durante a
gestacdo e no periodo de amamentacdo, o0 momento em que alimentos sélidos e
potencialmente alergénicos sdo introduzidos na dieta da crianca, bem como a exposicao
a aeroalérgenos, além disso, 0 uso excessivo de antibidticos, 0 aumento dos nascimentos
por cesariana, exposicdo a alimentos processados, ultraprocessados e transgénicos, e
baixos indices de aleitamento materno (CONSENSO BRASILEIRO SOBRE ALERGIA
ALIMENTAR, 2007).

Atualmente, as orientagdes para a introdugcdo de alimentos alergénicos na
alimentacdo infantil indicam que a introducdo precoce pode ajudar a prevenir alergias
alimentares. Especialistas recomendam gue os alimentos com potencial alergénico sejam
introduzidos na dieta da crianga entre 6 e 9 meses de idade, considerado o periodo da
janela imunoldgica, durante o qual o sistema imunitario do bebé esta mais preparado para
tolerar novos alimentos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDIATRIA, 2022).

1.8 O Fenémeno da Aversado Imunoldgica
Em 1994, Cara e colaboradores publicaram um estudo pioneiro demonstrando que

animais previamente sensibilizados com ovalbumina (OVA) e com altos niveis sericos de
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IgE especifica evitavam consumir solucdes contendo esse antigeno, mesmo quando
adocgadas com sacarina tornando-as mais palataveis. O protocolo experimental consistia
em um teste de preferéncia, no qual os animais, sem qualquer condicionamento prévio,
tinham acesso a duas mamadeiras por 24 horas: uma contendo apenas agua e outra com
uma solucédo adocicada de OVA. Apesar do sabor mais atrativo da solu¢cdo com OVA, os
animais sensibilizados evitavam seu consumo, comportamento descrito como "aversédo
antigénica". Evidéncias mais recentes reforcam a hipdtese de que a alergia alimentar pode
influenciar o comportamento e afetar fungdes cerebrais e que a aversdo ao consumo do
alérgeno para o qual o animal foi sensibilizado depende da producéo de IgE (BASSO et
al., 2003).

Florsheim et al. (2023) em um estudo recente do fenbmeno também apresenta
como o sistema imunoldgico pode induzir comportamentos de aversdo especificos a
alérgenos alimentares. Utilizando modelos murinos de alergia alimentar, 0s
pesquisadores observaram que a sensibilizagdo alérgica desencadeia um comportamento
de aversdo direcionado ao alérgeno, mediado por anticorpos IgE e mastdcitos. Essa
resposta comportamental ocorre antes do desenvolvimento de inflamacdo alérgica
intestinal e envolve a ativacdo de areas cerebrais associadas a estimulos aversivos. Além
disso, a producdo de leucotrienos e do fator de crescimento e diferenciagéo 15 (GDF15)
é essencial para a manifestacdo desse comportamento. A comparacéo entre linhagens de
camundongos revelou que o fundo genético influencia significativamente a intensidade
da aversdo sendo que camundongos BALB/c sdo mais suscetiveis a alergia alimentar e a

aversao.

1.9 Modelo Experimental

Modelos animais sdo importantes ferramentas que auxiliam na resposta de
algumas das questdes envolvidas no desenvolvimento da alergia alimentar. Pesquisas em
humanos sdo limitadas por questdes éticas devido a chance de gerar nos individuos
reacOes anafilaticas, até mesmo fatais (BOCK; MUNOZ-FURLONG; SAMPSON,
2001).

O desenvolvimento de um modelo experimental de alergia alimentar apresenta
elevada complexidade, sendo influenciado por diversos fatores, tais como a linhagem dos

camundongos utilizados, a dose e a natureza do antigeno, as vias de administracdo, bem
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como o tipo de adjuvante empregado. A literatura cientifica descreve uma variedade de
protocolos experimentais, cada um enfatizando diferentes aspectos desses elementos, de
acordo com os objetivos especificos dos estudos (SANTOS, 2015).

O camundongo da linhagem BALB/c é um dos modelos consanguineos mais
amplamente empregados em pesquisas, com destaque para estudos nas areas de
imunologia e doencas infecciosas. Essa linhagem apresenta uma ativacdo facilitada das
células T auxiliares do tipo 2 (Th2) em resposta a imunizacgéo, o que evidencia sua elevada
reatividade alérgica. Além disso, quando expostos a um alérgeno alimentar com um
adjuvante (como aluminio), os BALB/c produzem altos niveis de IgE especifica, o que é
um marcador tipico de alergia. Por essas caracteristicas, 0 modelo BALB/c é amplamente

utilizado experimentalmente em estudos imunoldgicos.

Saldanha et al. (2004) desenvolveram um modelo cronico de alergia alimentar
mediada por IgE em camundongos da linhagem BALBI/c, sensibilizados com ovalbumina
(OVA). A sensibilizacao foi realizada por via subcuténea, utilizando a proteina adsorvida
em hidroxido de aluminio como adjuvante. Duas semanas ap0s a primeira exposicao, 0s
animais receberam uma dose de reforco subcutidnea e, uma semana depois, foram
desafiados por via oral com solucdo de OVA administrada em mamadeira. Os resultados
demonstraram que os camundongos sensibilizados apresentaram niveis elevados de IgE
especifica para OVA, em comparacdo ao grupo controle ndo sensibilizado, além de perda
de peso, eosinofilia, aumento na producdo de muco por células caliciformes e presenca
de mastdcitos. Nesse estudo, os autores também confirmaram a ocorréncia do fendmeno

de aversdo ao antigeno, previamente descrito por Cara et al. (1994)."

No presente estudo pretendemos utilizar o mesmo modelo de alergia alimentar a
ovalbumina (OVA) para investigar o desenvolvimento dessa doenca alérgica em
camundongos NOD que desenvolvem espontaneamente o diabetes do tipo 1. Como esses
camundongos apresentam um problema de imunorregulagdo que leva ao
desencadeamento de doenca autoimune em um 0rgéo relacionado ao trato gastrointestinal
(o pancreas) e apresentam varios defeitos nos mecanimos de homeostase do intestino,

prentedemos comparar a alergia alimentar desencadeada dentro desse cenario.
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Justificativa

Inicialmente, nossa hipotese de trabalho era que haveria uma relacéo direta entre
diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e alergia alimentar pela importancia da tolerancia oral e
da integridade da mucosa intestinal no controle da resposta imunoldgica e pelas inimeras
alteracOes nesses mecanismos de homeostase intestinal encontradas nos camundongos
NOD. A tolerancia oral € um mecanismo fundamental pelo qual o sistema imunoldgico
reconhece e se adapta a antigenos alimentares, evitando respostas inflamatdrias
excessivas e alergias. Em individuos com DM1, que é uma doenca autoimune
caracterizada pela destruicdo das células beta pancredticas, hd evidéncias de que a
permeabilidade intestinal esta alterada, o que compromete a funcdo da mucosa intestinal.
Essa disfuncdo pode levar a perda da tolerancia oral, facilitando a sensibilizacdo a
proteinas alimentares e aumentando o risco de alergias alimentares. Portanto, entender
essa inter-relacdo € essencial para desenvolver estratégias preventivas e terapéuticas que
atuem na manutencdo da integridade intestinal e na restauracdo da tolerancia

imunoldgica, contribuindo para o manejo simultaneo dessas condicdes.
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2 Objetivo
2.1 Objetivo Geral

Caracterizacdo da alergia alimentar a ovoalbumina (OVA) em camundongos nao
obesos diabéticos (NOD).

2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar indugdo de alergia a OVA em diferentes doses de antigeno.

2. Determinar a dose do alérgeno OVA capaz de induzir a producdo de anticorpos
IgE especificos em camundongos NOD.

3. Analisar resposta humoral e sinais clinicos da alergia a OVA em camundongos
NOD, por meio da dosagem de imunoglobulinas, anélise histoldgica do intestino
e pancreas, e protocolo de anafilaxia ativa.
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3 Material e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c e NOD (non-obese diabetic), fémeas,
com quatro a seis semanas de idade, mantidas no biotério do Laboratério de
Imunobiologia do Departamento de Ciéncias Biologicas, da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), sob ciclo de luz de 12 horas, alimentados com racao padrédo para

camundongos e agua ad libitum, até determinado momento do experimento.

Os camundongos da linhagem NOD foram mantidos em ambiente livre de
patdgenos especificos (SPF) (microisoladores, agua e racdo esterilizados e dispostos em
estantes ventiladas com filtragdo de ar). Essa condicdo € essencial para a suscetibilidade
a doenca, como bem relatado pela literatura (Anderson & Bluestone, 2005).

3.2 Indugéo da Alergia Alimentar

O protocolo de inducdo da alergia alimentar foi desenvolvido baseado em
Saldanha e colaboradores (2004). Os camundongos foram divididos em dois principais
grupos, de acordo com suas linhagens, BALB/c e NOD, originando quatro subgrupos de
cada linhagem, ou seja, um total de oito grupos, totalizando 40 animais. Nomeados

respectivamente como grupo controle, baixa dose, dose padréo e alta dose.

Utilizou-se como antigeno Ovalbumina (OVA) cristalizada Grade Ill (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA. No dia 0 os camundongos foram sensibilizados via
intraperitoneal da seguinte forma: 0,2ml de Salina Tamponada com Fosfato (PBS 1X),
1mg de hidroxido de aluminio (AI(OH)3) como adjuvante, 1ug de OVA para 0 grupo
baixa dose, 10ug de OVA para o grupo dose padrdo e 100ug de OVA para o grupo alta
dose. Uma segunda imunizacdo foi realizada 14 dias depois, repetindo as dosagens
administradas anteriormente. E sete dias ap0s, deu-se inicio ao desafio oral, que consiste
na oferta exclusiva de solugdo contendo 30% de clara de ovo, fonte de OVA por um
periodo de sete dias consecutivos. Neste periodo é realizada a pesagem dos animais, 0
registro de consumo da racdo e da solucdo ofertada, além da aferi¢do da glicemia. Ao

final do desafio os animais foram eutanasiados.
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Figura 4 — Desenho Experimental do modelo
Al(OH)3- Hidroxido de Aluminio; OVA - Ovalbumina; PBS 1x - Salina Tamponada
com Fosfato.

3.3 Ingestdo Alimentar
A ingestdo alimentar foi medida durante os sete dias de desafio oral, no mesmo

horério por meio da diferenca da sobra da dieta a partir da quantidade ofertada
anteriormente e seu percentual. Os animais receberam ragdo comercial Nuvilab®

Alimento Completo (Quimtia, Colombo, PR, Brasil).

3.4 Consumo da Solucao
O consumo da soluc¢éo foi mensurado durante os sete dias consecutivos, no mesmo

horéario, por meio da verificacdo da quantidade remanescente de liquido na mamadeira
em relagdo a quantidade ofertada no dia anterior. Assim, a partir da quantidade consumida
pelos animais da gaiola, foi feito percentual.

3.5 Avaliacéo da alteracdo de Peso dos camundongos
Os animais foram diferenciados com marcacdo na pelagem utilizando solugéo
aquosa saturada de acido picrico. Individualmente pesados durante os sete dias
consecutivos de desafio oral, em balanca calibrada, aproximadamente no mesmo horario,

permitindo a avaliacdo de ganho, perda ou manutenc¢éo do peso.
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3.6 Avaliacéo da Incidéncia de Diabetes Autoimune
Os niveis glicémicos foram monitorados semanalmente através da coleta de uma
minima amostra do sangue periférico obtido da cauda para dosagem em fitas apropriadas
para glicosimetro automatico (Accu-Check Active — Roche). Sendo considerados
diabéticos animais que apresentem duas medidas seguidas de glicose superiores a
250mg/dl.

3.7 Coleta do Soro
A coleta de sangue foi realizada manualmente por meio de uma pequena inciséo
na extremidade distal da cauda do animal, utilizando uma tesoura de ponta fina,
promovendo a liberacdo de sangue capilar. O sangue foi coletado por gotejamento, mais
especificamente, 10 gotas por animal, direto em tubo Eppendorf estéril com capacidade
de 2ml, para posterior obtencao do soro. Apds a coleta, os tubos contendo o sangue foram
centrifugados a 1500 g por 10 minutos. O soro foi separado com pipeta e em seguida

armazenado a —20 °C até a realizagdo das analises.

3.8 Protocolo de Anafilaxia Cutanea Ativa

Apbs os sete dias de desafio oral com os animais previamente imunizados, foi
realizado o protocolo de anafilaxia ativa. Inicialmente, os camundongos foram
anestesiados com 100 pL de uma solu¢do contendo cloridrato de cetamina (1,7 mg/kg) e
xilazina (0,33 mg/kg). Apos confirmacédo do efeito anestésico, administrou-se 200 pL de
uma solucdo de Evans Blue a 1% (p/v em PBS estéril) por via retro-orbital, seqguido de
uma injecao intradérmica no dorso dos animais contendo 200 pug de ovalbumina (OVA)
em PBS (volume total de 200 pL). Ap6s 30 minutos, os animais foram eutanasiados, e
procedeu-se a coleta das orelhas e do couro dorsal para analise da permeabilidade

vascular.

3.9 Obtencao das Amostras
Apds a eutanasia, foram coletados 0 pancreas, uma porcao do jejuno e o bacgo. Os

tecidos foram fixados em cassetes histoldgicos, inicialmente armazenados em formalina
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tamponada a 10% e, posteriormente, transferidos para solucdo de alcool 70%, onde
permanecem até o momento do processamento histoldgico dos tecidos e confecgdo das

laminas.

3.10 Método Swiss-rolling

O meétodo swiss-rolling é a preparacdo da porcdo intestinal retirada para o
processamento histologico e posterior confeccdo das laminas. Apo6s a eutanasia dos
animais o intestino foi retirado, cuidadosamente desembaracado, separando o intestino
grosso do delgado. Em seguida, o intestino delgado foi esticado, onde é possivel
visualizar as trés por¢des intestinais, e separado apenas o jejuno. Foi removido o tecido
adiposo em torno do jejuno e em seguida o mesmo foi aberto em corte longitudinal para
delicada remocédo das fezes. Posteriormente uma extremidade foi rolada até a outra,

formando uma espiral.

3.11 Processamento Histoldgico e Digitalizacao das Laminas

O material das amostras do jejuno e pancreas foi desidratado em solucdes
crescentes de alcoois, clarificado em xilol e incluido em parafina. Foram obtidos cortes
finos de 3 a 5 um para posterior montagem em laminas. A colora¢do de Hematoxilina

e Eosina (HE) foi utilizada para diferenciar estruturas celulares e teciduais.

Foi feita a digitalizacdo das laminas através do scanner de laminas histoldgicas
3D HISTECH, um microscépio digital de alta resolucdo. As imagens digitalizadas

foram analisadas utilizando o software CaseViewer.

3.12 Altura das Vilosidades

Apenas vilosidades com conjuntivo visivel e epitélio definido, foram medidas.
Foram selecionadas 5 vilosidades por seccdo histologica em 5 secgdes diferentes, 25
vilosidades por animal, utilizando-se imagens capturadas com a objetiva de 10X

utilizando o software CaseViewer.
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3.13 Contagem de Linfocitos Intraepteliais (IEL)

Foram capturadas imagens de laminas histoldgicas coradas com H&E no aumento
de 20X no software CaseViewer. Os IEL foram identificados pela sua localizacédo
caracteristica basal em relagdo aos nucleos dos enterdcitos e por apresentarem pequeno
halo claro de citoplasma ao redor de seu denso nucleo esférico e regular. Para cada animal,
foram contados 500 enterdcitos, segundo a descricdo de Ferguson e Murray (1971). O

numero final de IEL foi expresso em relacdo a 100 células epiteliais.

3.14 Contagem de Células Caliciformes

O epitélio intestinal foi examinado em laminas histoldgicas coradas com PAS em
aumento de 10X no software CaseViewer. As células caliciformes foram identificadas
pela sua coloragdo em tom de rosa escuro. Foi considerado 1 cm de superficie do vilio
em cada animal. As células caliciformes foram quantificadas neste intervalo. O resultado
foi expresso em quantidade média de células caliciformes por centimetro de superficie do

vilo.

3.15 Contagem de Eosinofilos

A contagem dos eosino6filos infiltrados na mucosa do jejuno proximal foi realizada
através da coloracdo dos cortes histologicos por Hematoxilina — Eosina (HE). O numero
de eosinofilos infiltrados foi contado em aumento 40X, no software CaseViewer, em 10

campos aleatdrios. O resultado foi expresso como a média dos eosinéfilos do grupo.

3.16 Avaliagdo das Ilhotas Pancreéticas

Todas as ilhotas de cada animal foram contadas e avaliadas quanto a progressao
da insulite. Foi atribuido um numero de 0 a 3 para classificar o score quanto a insulite,
sendo 0 para ilhotas sem insulite, 1 para ilhotas com peri-insulite, 2 para ilhotas com
<50% de acometimento e 3 para ilhotas com acometimento >50%. A avaliagéo foi feita
de acordo com a frequéncia de ilhotas com diferentes estagios de acometimento em cada

animal.
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3.17 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) de IgE Total

Placas de poliestireno Nunc MaxiSorp (Thermo Fisher) foram sensibilizadas com
anticorpo monoclonal anti-1gE diluido em 10 mL de Coating Buffer (pH 9,6), pipetando
100 pL da solucdo por poco e incubando overnight em camara umida. Apos a incubacdo,
a placa foi lavada trés vezes com solucdo de PBS-Tween diluida em agua. Em seguida,
adicionou-se 200 pL de PBS contendo BSA a 1%, permanecendo em temperatura
ambiente por 1 hora para bloqueio. Posteriormente, a placa foi novamente lavada trés
vezes com a mesma solucdo de lavagem. As amostras foram homogeneizadas, aplicando-
se 50 YL de cada nos pocos, e incubando a temperatura ambiente por 2 horas. Apos a
incubacéo, a placa foi lavada e adicionou-se 100 pL de solugdo contendo anticorpo anti-
IgE biotinilado diluido em PBS-BSA, permanecendo por 1 hora em temperatura
ambiente. Em seguida, a placa foi lavada e adicionou-se 100 pL de solugdo contendo
estreptavidina conjugada a peroxidase (estreptavidina-HRP), preparada na proporcao de
1 mL de estreptavidina para 5 mL de PBS-BSA, deixando incubar por 45 minutos. Apos
nova lavagem, adicionou-se 100 uL da solucdo reveladora composta por 5 mg de ABTS
diluidos em 10 mL de tampao citrato, acrescida de 10 pL de H20:, incubando a 37 °C até
desenvolvimento da coloracdo. A reacdo foi interrompida com 20 pL de SDS por pogo e
realizada a leitura em leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate
Reader) a 492 nm.

3.18 Ensaio Imunoenzimético (ELISA) de IgE anti-OVA

Placas de poliestireno Nunc MaxiSorp (Thermo Fisher) foram sensibilizadas com
40ul de OVA diluidos em 10ml de Coating Buffer, pipetando 100ul da solucéo por poco,
deixado over night em camara umida. Para bloquear a placa a mesma foi lavada trés vezes
com solucdo de PBS Tween diluida em &gua. Em seguida, foi colocado 200ul de PBS
BSA 1%, deixando em temperatura ambiente por 1 hora. Para realizar o plagueamento a
placa foi novamente lavada trés vezes, na mesma solucdo de lavagem. As amostras
passaram pelo vortex, para homogeneizacao, e foram colocados 50ul de cada amostra nos
pogos da placa, deixando em temperatura ambiente por 2 horas. Ap6s o periodo de 2
horas, a placa foi novamente lavada, e adicionado 100ul de solugéo contendo 3ml de PBS

BSA e 6ul de IgE Biotina, aguardando 1 hora. Posteriormente, a placa foi lavada na
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mesma solucdo de lavagem, e adicionado 100ul de solucdo contendo 1ml de
Estreptavidina para 5ml de PBS BSA, deixando por 45 minutos. Em seguida, lavada
novamente, e adicionada solucdo para revelar, contendo 5mg de ABTS, 10ml de tampé&o
citrato e 10ul de H202, pipetados 100ul e colocado em estufa a 37°, aguardar. Revelagédo
pausada com 20ul de SDS e lida em leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450

Microplate Reader), em comprimento de onda de 492 nm.

3.19 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) de 1gG1 Total

Placas de poliestireno Nunc MaxiSorp (Thermo Fisher) foram sensibilizadas com
anticorpo monoclonal anti-1gG1, diluido em 10 mL de Coating Buffer (pH 9,6), pipetando
100 pL da solucéo por poco e incubando overnight em cadmara imida. Apos a incubagao,
a placa foi lavada trés vezes com solucdo de PBS-Tween diluida em agua. Em seguida,
adicionou-se 200 uL de PBS contendo BSA a 1%, permanecendo em temperatura
ambiente por 1 hora para bloqueio. Posteriormente, a placa foi novamente lavada trés
vezes com a mesma solucdo de lavagem. As amostras e padrbes (IgG1 recombinante)
foram preparadas e homogeneizadas, aplicando-se 50 pL de cada amostra ou padrdo nos
pocos, e incubando a temperatura ambiente por 2 horas. Apds a incubacéo, a placa foi
lavada e adicionou-se 100 uL de solugdo contendo anticorpo anti-IgG1 biotinilado diluido
em PBS-BSA, permanecendo por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida, a placa
foi lavada e adicionou-se 100 pL de solucdo contendo estreptavidina conjugada a
peroxidase (estreptavidina-HRP), preparada na proporcao de 1 mL de estreptavidina para
5 mL de PBS-BSA, deixando incubar por 45 minutos. Ap6s nova lavagem, adicionou-se
100 pL da solucéo reveladora composta por 5 mg de ABTS diluidos em 10 mL de tampéo
citrato, acrescida de 10 pL de H20-, incubando a 37 °C até desenvolvimento da coloragao.
A reacdo foi interrompida com 20 uL de SDS por poco e realizada a leitura em leitor de
ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader) a 492 nm.

3.20 Analises Estatisticas

A significancia estatistica dos dados obtidos para os grupos foi analisada por meio

da utilizacdo do teste de varidncia ANOVA, com utilizagdo do pos-teste de Tukey, a fim
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de comparar os grupos experimentais. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. O

software utilizado foi o GraphPad Prism versao 8.0.
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4 Resultados

4.1 Camundongos NOD apresentaram aumento dos titulos de IgE somente

guendo sensibilizados com uma dose alta de antigeno

Foram utilizadas 3 diferentes doses do antigeno OVA. Como descrito na literatura
(SALDANHA et al., 2004), camundongos da linhagem BALB/c apresentaram maior
concentracdo de IgE especifica quando submetidos a sensibilizacdo com a dose de 10 ug
adsorvida em AI(OH)3. No entanto, para nossa surpresa, camundongos NOD
apresentaram aumento significativo dos titulos de IgE apenas quando estes foram

submetidos a imunizagdo com alta dose de OVA (100 ug) (Figura 5).

Figura 5- Niveis de IgE especifica no soro de camundongos sensibilizados e
desafiados com OVA por via oral. Camundongos foram sensibilizados via
intraperitoneal com 0,2ml de Salina Tamponada com Fosfato (PBS 1X), 1mg de
hidréxido de aluminio (AI(OH)3) como adjuvante, 1ug de OVA para o grupo baixa dose,
10ug de OVA para o grupo dose padrdo e 100ug de OVA para 0 grupo alta dose, e
desafiados 7 dias depois com solugdo contendo 30% de OVA como Unica fonte de liquido.
Os niveis de IgE anti-OVA no soro dos animais foram medidos por ELISA. As barras
representam a média + erro padrdo da média (e.p.m). (n = 5animais/grupo) da absorvancia
obtida em soro e expressa em unidades arbitrarias. (*) representa diferenca
estatisticamente significativa: BALB/c Baixa Dose em comparagdo ao Controle (p <
0,001), ao Dose Padrdo (p < 0,01) e ao Alta Dose (p < 0,01). NOD, apenas a comparagao
entre Controle e Alta Dose apresentou diferenca significativa (p < 0,05).
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O aumento da concentracdo de IgE total foi observado apenas nos camudongos
NOD sensibilizados com alta dose de OVA. Niveis de IgE total acompanham, em parte,
0 aumento dos niveis de IgE especifica anti-OVA para a dose alta de antigeno (Figura
6).
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Figura 6 - Niveis de IgE total no soro de camundongos sensibilizados e desafiados
com OVA por via oral. Camundongos foram sensibilizados via intraperitoneal com
0,2ml de Salina Tamponada com Fosfato (PBS 1X), 1mg de hidroxido de aluminio
(AlI(OH)3) como adjuvante, 1ug de OVA para o grupo baixa dose, 10ug de OVA para o
grupo dose padrdo e 100ug de OVA para o grupo alta dose, e desafiados 7 dias depois
com solucédo contendo 30% de OVA como unica fonte de liquido. Os niveis de IgE Total
no soro dos animais foram medidos por ELISA. As barras representam a média + erro
padrdo da média (e.p.m). (n = 5animais/grupo) da absorvancia obtida em soro e expressa

em unidades arbitrarias. (*) representa diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

A dosagem de IgG1l total nos diferentes grupos experimentais revelou um
aumento significativo nos niveis dessa imunoglobulina nos grupos imunizados com baixa
dose, dose padrdo e alta dose de OVA. Esse resultado indica que a sensibilizacdo com
OVA adsorvido em Al(OH)s foi eficaz em induzir uma resposta humoral do tipo Th2,
caracterizada pela producdo de IgG1l, independentemente da quantidade de antigeno
administrada. Apesar da clara elevacdo de IgG1 total em todos os grupos sensibilizados,
ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre as diferentes

dosagens (Figura 7).
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Figura 7 - Niveis de 1gG1 total no soro de camundongos sensibilizados e desafiados
com OVA por via oral. Camundongos foram sensibilizados via intraperitoneal com
0,2ml de Salina Tamponada com Fosfato (PBS 1X), 1mg de hidroxido de aluminio
(Al(OH)3) como adjuvante, 1ug de OVA para o grupo baixa dose, 10ug de OVA para 0
grupo dose padrdo e 100ug de OVA para o grupo alta dose, e desafiados 7 dias depois
com solucgéo contendo 30% de OVA como Unica fonte de liquido. Os niveis de IgG1 Total
no soro dos animais foram medidos por ELISA. As barras representam a média + erro
padrdo da média (e.p.m). (n = 5animais/grupo) da absorvancia obtida em soro e expressa
em unidades arbitrarias. (*) representa diferenca estatisticamente significativa: NOD
baixa dose vs. NOD controle (p < 0,001); NOD dose padréo vs. NOD controle (p <0,001);
NOD alta dose vs. NOD controle (p < 0,01).

4.2 Avaliacéo clinica na inducédo de alergia por OVA em camundongos NOD

Um dos parametros clinicos alterado durante o desenvolvimento da alergia
alimentar em modelos animais é o peso (SALDANHA et al, 2004). O peso dos animais
foi avaliado diariamente durante o desafio oral. Camundongos BALB/c do grupo controle
apresentaram variacdo proxima de zero, sem perda significativa de peso. O grupo baixa
dose e dose padréo apresentaram perda de peso acentuada de aproximadamente 5 gramas.
Ja o grupo alta dose demonstrou perda de peso menor, aproximadamente 2 gramas,
resultado que tem correlagdo direta com os niveis de IgE induzidos pelas respectivas
doses de OVA (Figura 8).

Em camundongos NOD, o grupo tratado com alta dose de OV A apresentou perda
de peso quando comparado ao grupo controle. Ou seja, os camudungos NOD sdo mais

resistentes a perda de peso durante o desafio oral, com efeito apenas na dose mais alta.
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Delta Peso (g)

Figura 8 - Peso corporal dos camundongos ao longo do experimento. Camundongos
BALB/c e NOD sensibilizados (OVA) foram desafiados com uma solugdo contendo
OVA a 30% durante 7 dias e foram pesados diariamente durante o desafio oral. Os
resultados foram expressos em gramas, com n de 5 animais por grupo.

4.3 Avaliacéo do consumo de dieta durante o desafio oral

O consumo médio de racdo do grupo controle BALB/c foi em torno de 11 a 13
gramas, sem diferenca significativa em comparacéo as dosagens (baixa, padréo e alta),
que consumiram de modo geral entre 9 a 12 gramas. O mesmo foi observado com o grupo
controle NOD, que consumiu em torno de 13 a 15 gramas, sem diferenca significativa

com relacdo as dosagens (baixa, padréo e alta), que consumiram entre 15 a 28 gramas.

Consumo Ragéo (g)
L ]

Figura 9 — Consumo de ragdo em gramas dos camundongos ao longo do
experimento. Medimos o consumo de ragdo comercial ingerida por grupo de
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camundongos BLAB/c e NOD sensibilizados e controle, diariamente, durante 7 dias. Os
resultados foram expressos atraves da média + e.p.m da quantidade, em gramas, de ragéo.

4.4 Camundongos NOD desafiados com baixa dose consumiram menor
volume de OVA durante o desafio oral.

O fendmeno da aversao ocorre quando 0s animais evitam consumir solucées ou
dietas contendo o antigeno para o qual s&o alérgicos (CARA et al, 1994). Como este é um
fendmeno descrito para a alergia alimentar & OVA, avaliamos também se os animais do
nosso modelo apresentavam aversdo, medindo diariamente o consumo da solucdo
contendo OVA a 30% fornecida em mamadeiras que continham 45 ml ofertadas de forma

exclusiva e voluntéria.

Apbés 7 dias de desafio oral, os camundongos BALB/c sensibilizados
apresentaram reduzido consumo da solugéo contendo antigeno, quando comparados com
0 grupo controle. J& a na linhagem NOD, apenas o grupo sensibilizado com baixa dose
do antigeno OVA apresentou reducéo significativa quando comparado ao controle e as

demais dosagens (dose padrdo, alta dose) (Figura 10).

100+ . *

Consumo Solugao (%)

Figura 10 — Porcentagem do consumo da solucdo contendo OVA ao longo do
experimento. Camundongos BALB/c e NOD sensibilizados (OVA) e controle, foram
desafiados oralmente com uma solugdo contendo ovoalbumina a 30% durante 7 dias.
Diariamente a quantidade de liquido consumida por grupo foi aferida. Os resultados
foram expressos em porcentagem de consumo (ml) por grupo. (*) representa diferenca
estatisticamente significativa: BALB/c controle vs baixa dose (p < 0,0001); controle vs
dose padréo (p<0,0003); controle vs alta dose (p<0,0003). NOD controle vs baixa dose
(p < 0,01); baixa dose vs dose padréo (p < 0,05).
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4.5 Camundongos NOD tratados com 100mg de OV A desenvolvem reacao de

anafilaxia cutanea.

O teste de anafilaxia cutanea ativa (PCA) utiliza a alteracdo da permeabilidade
vascular associada a liberacdo de compostos vasoativos pelos mastdcitos apds a sua
degranulacdo pela ligacdo a IgE e alérgeno. Com este teste, medimos a reacdo anafilatica
para avaliar a capacidade dos anticorpos IgE produzidos em camundongos NOD de se
ligarem e induzirem a degranulacdo de mastocitos. Os animais sensibilizados com alta
dose apresentaram significativo extravasamento plasmatico e aumento da permeabilidade
vascular em comparacdo com o grupo controle e demais dosagens (baixa e padréo),

tipicos de uma resposta anafilatica mediada por IgE e mastdcitos (Figura 11).
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Figura 11- Ensaio de anafilaxia cutanea ativa em camundongos sensibilizados e
desafiados com OVA. Os animais receberam uma injecdo via intradérmica no dorso

contendo OVA (20 ug) e PBS, seguido por uma injecédo intravenosa na cauda do corante

Azul de Evans (Img/ml). Apds 30min, os camundongos foram sacrificados e a pele foi
removida para visualiza¢do da reacdo. N=5 animais/ grupo.

4.6 Histologia do intestino em animais NOD tratados com OVA

Dada a importancia dos componentes da mucosa intestinal para o estabelecimento
da toleréncia oral e da alergia alimentar, avaliamos o intestino delgado, na porc¢éo jejunal,
de camundongos BALB/c e NOD, grupos controle e alérgico, em busca de possiveis
alteracdes morfoldgicas.

Existe uma relagéo entre o tamanho dos vilos nos animais e os danos teciduais

secundarios a inflamag&o. Dessa forma, verificamos se essa medida estava alterada nos
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grupos que apresentaram maior tendéncia ao desenvolvimento de alergia. Os vilos
intestinais foram medidos por meio do software ImageJ e a média do tamanho de vinte e
cinco vilos por animal foi determinada em pum. Nao foram observadas diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos BALB/c Controle e BALB/c Baixa Dose
(p = 0,452), nem entre os grupos NOD Controle e NOD Alta Dose (p = 0,108), conforme

determinado pelo teste t de Student ndo pareado (Figura 12).
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Figura 12 - Avaliacao histopatoldgica e morfométrica das vilosidades intestinais de
camundongos BALB/c e NOD sensibilizados e desafiados com OVA. (A) Fotos
representativas de cortes histoldgicos do intestino de camundongos BALB/c e NOD com
8 a 10 semanas. Coloracdo H&E, aumento de 10x (n = 4 animais por grupo). (B) Analise
morfométrica do vilo de camundongos BALB/c e NOD de 8 a 10 semanas. Foram
selecionadas 5 vilosidades por seccao histologica em 5 sec¢des diferentes, sendo no total
25 vilosidades por animal, resultados expressos pela média (n=4). As barras representam
a média * desvio padréo dos valores obtidos para cada camundongo do grupo (test t).

Também avaliamos a frequéncia de linfocitos intraepiteliais (IELs), importantes
componentes do GALT, responsaveis por regular a homeostase por meio da manutencao
da funcéo da barreira epitelial intestinal. Esses linfdcitos, geralmente aumentados durante
processos de infeccdo e inflamacéo, atuam na modulagdo das respostas imune inata e
adaptativa (SHERIDAN & LEFRANCOIS, 2010). Observamos, um aumento na
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frequéncia desses linfocitos entre os enterdcitos do intestino delgado de camundongos
diabéticos NOD e BALBI/c sensibilizados e desafiados com OVA (Figura 13).
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Figura 13 - Frequéncia de linfocitos intraepteliais no intestino delgado de
camundongos NOD e BALB/c. Frequéncia de linfocitos intraepiteliais (IEL) entre
enterdcitos contados no intestino delgado de camundongos BALB/c e NOD submetidos
a diferentes dosagens (Controle, Baixa Dose e Alta Dose). A contagem foi realizada em
cada amostra considerando um intervalo de 500 enterdcitos. Contagem feita no aumento
de 20x, coloracdo HE. As barras representam a média + desvio padréo dos valores obtidos
para cada camundongo do grupo. O simbolo * indica diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05) entre 0s grupos comparados.

Outro parametro analisado foi a frequéncia de células caliciformes no intestino
delgado de camundongos NOD e BALB/c, na qual ndo foi possivel constatar diferenca

entre os grupos (Figura 14).
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Figura 14 - Frequéncia de células caliciformes no intestino delgado de camundongos
NOD e BALB/c. Frequéncia de celulas caliciformes a cada centimetro de superficie do
vilo no intestino delgado de camundongos BALB/c e NOD submetidos a diferentes
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dosagens (Controle, Baixa Dose e Alta Dose). A contagem foi realizada manualmente em
cortes histolégicos corados com PAS, no aumento de 20x. As barras representam a media
* desvio padréo dos valores obtidos para cada camundongo do grupo.

A presenga do infiltrado eosinofilico é considerada um dos achados mais
caracteristicos da alergia alimentar (SAMPSON et al, 2005). Sendo assim, realizamos
uma contagem de eosinofilos na mucosa do intestino delgado em campos aleatdrios das
laminas histoldgicas coradas por HE no aumento de 40x, sendo possivel identificar
diferenca significativa do grupo alta dose (Figura 15).
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Figura 15 - Numero de eosindfilos infiltrados na mucosa do intestino delgado.
Numero de eosinofilos presentes na lamina prépria do intestino delgado de camundongos
BALB/c e NOD submetidos a diferentes dosagens (Controle, Baixa Dose e Alta Dose).
A contagem foi realizada manualmente em cortes histoldgicos corados com HE, no
aumento de 40x%. As barras representam a média + desvio padrdo dos valores obtidos para
cada camundongo do grupo. O simbolo * indica diferenca estatisticamente significativa
(p < 0,05) entre os grupos comparados.

4.7 O tratamento com OVA aumenta a frequéncia de insulite em animais NOD

Camundongos NOD desenvolvem diabetes espontaneamente a partir de 12 a 14
semanas de idade em fémeas podendo surgir também em idades mais avancadas. Estudos
histologicos mostram que é possivel observar o inicio do infiltrado inflamatorio em
camundongos com trés a quatro semanas de idade (ANDERSON & BLUESTONE,
2005). Essa reacdo inicial € chamada de peri-insulite que consiste na presenca de poucas
células inflamatorias circundando a ilhota B pancreatica. O infiltrado pode progredir e
invadir as ilhotas nas semanas que se seguem tornando-se uma insulite invasiva. Dessa

forma, na décima semana de vida, grande parte dos camundongos NOD apresentam alta
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porcentagem de ilhotas f com grave insulite. A partir de entdo, ocorre a destruicdo das
células B e a queda da produgdo da insulina que pode ser constatada por altos niveis de
glicose no sangue.

A analise histoldgica das ilhotas pancreaticas dos camundongos NOD e BALB/c
com aproximadamente 8 a 10 semanas de idade revelou diferencas significativas no
padrdo de infiltrado inflamatério entre os grupos experimentais. O grupo BALB/c
controle apresentou predominantemente ilhotas sem insulite (>85%), com apenas uma
pequena proporcdo exibindo peri-insulite ou insulite leve. Em contrapartida, o0s
camundongos NOD controle exibiram maior comprometimento, com aproximadamente
50% das ilhotas livres de infiltrado, enquanto as demais apresentaram peri-insulite ou
insulite leve. Nos grupos sensibilizados com OVA, observou-se piora progressiva do
quadro inflamatério, especialmente no grupo NOD Alta Dose, que apresentou aumento
expressivo da insulite grave e reducdo acentuada das ilhotas integras. Esses achados
indicam que a imunizagdo com OVA, principalmente em altas concentrages, intensifica
a agressdo autoimune pancreética, potencializando a destruicdo insular tipica do diabetes
tipo 1 no modelo NOD.
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Figura 16 - Percentual de ilhotas pancreaticas com diferentes graus de insulite nos
grupos experimentais. Distribuicdo percentual das ilhotas pancreaticas segundo o grau
de insulite em camundongos BALB/c e NOD sensibilizados com diferentes doses de
OVA. Os escores foram classificados em: Sem insulite, Peri-insulite, Insulite <50% e
Insulite >50%. Observa-se que o grupo BALB/c controle apresenta maior preservacdo
das ilhotas, enquanto os grupos NOD, em especial NOD alta dose, exibem aumento
acentuado do infiltrado inflamatorio, caracterizado pela elevagdo das categorias de
insulite parcial e extensa.
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4.8 Camundongos NOD alérgicos ndo apresentaram diferencas na glicemia ap0s
o0 tratamento

A glicemia foi avaliada em todos os grupos durante o desafio oral, ou seja, em
camundongos de 8 a 10 semanas de idade. N&o houve diferenca significativa entre os
grupos, apenas um animal com glicemia mais alta (outlier) no grupo dos camundongos
sensibilizados com alta dose de OVA.
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Figura 17 - Valores de glicemia (mg/dl) de camundongos BALB/c e NOD. As medidas
foram realizadas a partir de amostras de sangue obtidas por pun¢do da veia caudal,
utilizando glicosimetro digital, durante o protocolo experimental, com animais de 8 a 10
semanas. Os dados estdo expressos como média * e.p.m.
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5 Discusséo

No presente estudo, observamos que, em modelo esponténeo de diabetes mellitus
tipo 1 (NOD), a dose do alérgeno ovalbumina (OVA) necessaria para induzir a producao
de IgE especifica e consequente alergia alimentar, precisa ser mais alta que aquela
utilizada em camundongos de uma linhagem controle (BALB/c). Os camundongos NOD
e BALB/c imunizados e desafios com o antigeno OVA apresentaram sinais clinicos de
alergia, como perda de peso, além de degranulagdo de mastocitos caracterizando uma
reacao anafilatica cutdnea com aumento de permeabilidade vascular e extravasamento de
plasma. Também houve aumento na frequéncia de linfocitos intraepiteliais e eosinofilos
infiltrados na mucosa. Além disto, a histologia do pancreas dos camundongos NOD
mostrou que a imunizagdo com OVA, principalmente em altas concentracdes,
intensificou a agressao autoimune pancreatica, potencializando a destruicdo insular tipica
do diabetes tipo 1.

Os camundongos NOD desenvolvem diabetes espontaneamente de maneira muito
similar aquela observada em humanos, de forma que a cinética de eventos que levam a
inflamacao das células B pancreaticas e a presen¢a de autoanticorpos no modelo se
assemelha as caracteristicas da diabetes em humanos (PEARSON et al., 2015).

Em sua tese de doutorado, Mariana Camila Gongalves Miranda mostrou varias
alteracdes na mucosa do intestino que precedem o surgimento da insulite e da diabetes
tipo 1. Camundongos NOD apresentaram, desde 4 semanas de idade, diminuicdo do
namero de células caliciformes, diminuicdo da producdo de muco e niveis mais baixos de
IgA secretora total ligada a bactérias assim como um perfil alterado de linfécitos
intraepiteliais. Esses animais mostraram disbiose da microbiota intestinal e translocagéo
microbiana além de um desbalanco inflamatorio com aumento de IL-17 e reducéo de IL-
10 na mucosa intestinal, aumento da frequéncia de células Th17 efetoras e células
linfoides inatas tipo 3 (ILC3), bem como uma diminuigdo de celulas Th2, ILC2 e células
T reguladoras (Treg) no intestino delgado. Esse conjunto de alteracbes na mucosa desses
camundongos NOD, que contribuem para a formacdo, nesses animais, de um ambiente
intestinal desfavoravel ao estabelecimento de tolerancia oral. De fato, esses animais nao
desenvolvem tolerancia oral quando tratados com OVA por via oral mesmo por um
protocolo 6timo de administracdo como a ingestao continua do antigeno (Miranda, 2019;
Miranda et al, 2019).

A tolerancia oral pode ser entendida como um mecanismo fisioldgico de

reatividade imunorreguladora aos antigenos presentes na dieta e da microbiota,
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desencadeado reacdes na mucosa intestinal, mas com repercussdes sistémicas ja que ela
envolve o controle da resposta celular e humoral em outros sitios do corpo especificas ao
antigeno em questdo (WEINER et al., 2011).

Baseado nessas evidéncias e sabendo que a quebra da tolerancia oral pode resultar
em desenvolvimento de reacdes inflamatdrias no intestino, como as alergias alimentares,
nossa hipotese era de que os animais NOD desenvolvessem uma alergia mais severa que
0s camundongos BALB/c.

Em modelos experimentais de alergia, a baixa dose de antigeno promove ativacéo
de células T auxiliares do perfil Th2 e Tfh2 com aumento na producéo de IL-4, IL-5 e IL-
13, que estimulam a troca de linfocitos B para producéo de IgE (via IL-4/IL-13 + CD40L).
O estudo classico de Vaz (1971), intitulado "Persistent formation of reagins in mice
injected with low doses of ovalbumin™ demonstra que a administracdo repetida de doses
muito baixas de ovalbumina em camundongos €é suficiente para induzir uma resposta
persistente de IgE, mesmo na auséncia de sinais inflamatdrios tipicos. Essa sensibilizacéo
silenciosa sugere que a tolerdncia imunoldgica as proteinas alimentares pode ser
facilmente rompida sob determinadas condi¢des, como baixa dose e via de exposicao,
levando a formacédo de anticorpos que estdo diretamente envolvidos nas reacdes alérgicas.

Por outro lado, a exposicao a altas doses de antigeno tende a induzir mecanismos
de tolerancia imunol6gica com a expansdo de células T reguladoras pois 0 organismo
interpreta como algo “fisioldgico” (semelhante a exposi¢do alimentar continua) e gera
supressdo da resposta Th2, reduzindo producdo de IgE e desviando a resposta para
isotipos como IgG1 (em camundongos) ou IgG4 (em humanos), associados a tolerancia,
que competem com IgE pela ligacdo ao antigeno, reduzindo a reagdo alérgica (PABST;
MOWAT, 2012). Em resumo, a baixa dose de antigeno estimula o sistema imune para a
resposta alérgica (IgE via Th2), enquanto a alta dose promove tolerancia ou desvio da

resposta reduzindo IgE.

Curiosamente, os camundongos NOD testados no nosso modelo de alergia
alimentar apresentaram sensibilidade a antigenos da dieta oposta aos camundongos
BALB/c normalmente utilizados nos estudos de alergia. Os camundongos BALBI/c,
reconhecidos por essa tendéncia em apresentar um perfil responsivo Th2, apresentaram
niveis elevados de IgE especifica para OVA quando sensibilizados com baixa dose de

OVA. Nos camundongos NOD, observamos que, para induzir niveis elevados de IgE
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especifica, é necessaria uma alta dose de antigeno, contrariando a expectativa de indugéo
de alergia com baixas doses antigénicas.

Portanto, 0 aumento significativo da producéo de IgE especifica no grupo alta
dose em camundongos NOD sugere um fendmeno imunologico ndo convencional,
possivelmente relacionado a uma disfuncdo regulatéria ja caracteristica dos camundongos
NOD, animais com suscetibilidade genética ao desenvolvimento de uma doenga
autoimune. Essa observagdo pode apontar para novas particularidades na regulacéo da
resposta alérgica em contextos de predisposi¢cdo autoimune, tornando a linhagem NOD

um modelo interessante para estudar interacGes entre alergia e autoimunidade.

Para a avaliacdo do desenvolvimento da alergia alimentar nas duas linhagens de
camundongos testados neste estudo (NOD e BALB/c) utilizamos parametros ja
classicamente descritos como componentes do quadro da doenca. Trabalhos anteriores
relatam que camundongos submetidos a indugdo de alergia alimentar apresentam uma
significativa perda de peso corporal apds a ingestdo continua e restrita do antigeno em
solucdo (SALDANHA et al., 2004). Batista e colaboradores (2014) demonstraram que a
ingestdo prolongada do antigeno utilizado para a sensibilizacdo alérgica na dieta por
quatorze dias consecutivos é capaz de levar a diminuicdo da IgE especifica para o
antigeno (OVA) aos niveis de um animal sensibilizado e ndo desafiado. Essa redu¢do dos
niveis séricos de IgE promovida pela ingestdo prolongada do alérgeno também promove

a recuperacdo parcial do peso desses animais.

Em nosso trabalho, seguindo o protocolo de sete dias, a perda de peso foi evidente
nos animais sensibilizados e desafiados oralmente com OVA, sendo mais pronunciada no
grupo baixa dose da linhagem BALB/c e no grupo alta dose da linhagem NOD. Esse
achado reforca descrigdes de que a ingestdo continua do alérgeno induz repercussdes
metabdlicas relevantes, alinhando-se a observacgdes de Saldanha et al. (2004). Entretanto,
existe o contraste entre as dosagens nas linhagens testadas, possivelmente em funcéo da

autoimunidade de base caracteristica da linhagem NOD.

Além disso, o consumo de dieta foi equivalente entre todos 0s grupos
sensibilizados e seus respectivos controles, indicando que a perda de peso observada néo
se deve a diminuicdo da ingestdo alimentar, mas sim a efeitos metabdlicos da resposta
inflamatdria induzida pelo antigeno. Esse achado reforca que a perda ponderal decorre de
alteracdes catabolicas relacionadas a ativacao imunoldgica, provavelmente mediadas por

citocinas inflamatorias, como ja descrito em modelos de alergia e autoimunidade. No
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contexto do modelo NOD, tal evidéncia sugere que a perda de peso € um marcador da
interacdo entre inflamacédo alérgica e progressdo do diabetes tipo 1, independente do
aporte caldrico.

O teste da anafilaxia cutanea ativa mede os efeitos da produgéo de IgE na
degranulagdo de mastdcitos e na acdo dos mediadores vasoativos produzidos por estas
células na permeabilidade vascular reforcando a ideia de que a sensibilizacdo com OVA,
em diferentes dosagens, € capaz de modular a intensidade da resposta alérgica sistémica.
Observou-se que os camundongos NOD sensibilizados com alta dose apresentaram uma
reacdo de anafilaxia cutdnea com extravasamento plasmatico significativo em relagdo ao
grupo controle e as demais dosagens (baixa e padrdo), o que foi confirmado tanto
quantitativamente pela medida de absorbancia quanto qualitativamente pela coloracédo
azulada mais intensa no tecido. Esse achado sugere que, embora os camundongos NOD
sejam animais com defeitos nos mecanismos de homeostase intestinal e classicamente
predispostos ao desenvolvimento espontaneo do DM1, a magnitude da resposta alérgica

sistémica é modulada pela dose de sensibilizacéo.

De forma analoga a tolerancia central, a tolerancia oral atua na regulacdo da
reatividade imunoldgica contra antigenos externos introduzidos pela via oral. Esse
fendmeno envolve a conversdo de células T CD4+ naive em células T reguladoras
Foxp3+ no intestino, 0 que possibilita um controle ativo da inflamacéo frente a proteinas
da dieta e componentes da microbiota. Assim, a toleréncia oral funciona como um
importante mecanismo de protecdo contra respostas exacerbadas a antigenos indcuos
(WEINER et al., 2011).

A relevancia desse processo € evidente quando se considera a funcdo do trato
gastrointestinal, que representa a maior superficie de contato com o meio externo. A
continua exposicdo a antigenos alimentares e microbianos requer um controle
imunologico altamente regulado, mediado por uma colecdo de mecanimos de
imunorregulacdo na mucosa intestinal incluindo células dendriticas tolerogénicas, Tregs
e citocinas anti-inflamatérias (MOOG, 1981; WEINER et al., 2011). Quando esses
mecanismos falham, ocorre ruptura da homeostase, favorecendo o desenvolvimento de

inflamacdes intestinais ou até mesmo doencas sistémicas autoimunes.

Evidéncias de falhas na inducdo da tolerancia oral em algumas doencas do trato

gastrointestinal ja foram descritas em modelos animais e em humanos. Duchmann et al.
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(1995) demonstraram que pacientes com doenca inflamatoria intestinal (DI1) apresentam
reatividade exacerbada ndo apenas contra componentes microbianos, mas também contra
proteinas dietéticas. De forma semelhante, estudos mostram que camundongos NOD
exibem reatividade contra antigenos da microbiota, sugerindo que o defeito intrinseco na
inducdo de tolerancia oral que pode contribuir para sua predisposi¢cdo autoimune (HE et
al., 2013; Miranda et al, 2019).

Diversos trabalhos ja demonstraram que a morfologia das vilosidades intestinais
pode sofrer alteracGes em resposta ao conteudo antigénico a que o hospedeiro € exposto.
Menezes et al. (2003) relataram que camundongos C57BL/6 alimentados desde o
desmame com uma dieta na qual as proteinas intactas foram substituidas por aminoécidos
ndo imunogénicos apresentaram vilos mais alongados quando adultos, em comparacao
com animais mantidos em dieta convencional. Esse fendmeno é semelhante ao observado
em animais livres de microbiota (germ-free) e em neonatos, sugerindo que tanto a
microbiota quanto o0s antigenos alimentares exercem papel determinante no
remodelamento intestinal. Assim, a arquitetura do epitélio intestinal ndo € estatica, mas
dindmica, refletindo a interacdo continua entre estimulos antigénicos ambientais e

mecanismos locais de homeostase imunoldgica.

Entretanto, nossos resultados da analise morfométrica mostraram auséncia de
diferencas significativas na altura das vilosidades intestinais entre os grupos BALB/c e
NOD avaliados. Esse achado sugere que, apesar da exposi¢do antigénica, ndo houve
remodelacgdo tecidual evidente no periodo experimental, indicando preservacao estrutural
da mucosa. Dessa forma, enquanto o estudo de Menezes evidencia a plasticidade das
vilosidades frente ao contetdo dietético, os dados obtidos aqui sugerem que o desafio
com OVA por sete dias ndo foi suficiente para induzir modificagdes morfométricas

relevantes, ainda que altera¢cdes imunoldgicas possam estar ocorrendo em paralelo.

Outro parametro relevante avaliado foi a frequéncia de linfocitos intraepiteliais
(IELs) no intestino delgado. Essas células compdem uma populacdo particular de
linfécitos T que residem na superficie basolateral dos enterdcitos e apresentam
caracteristicas tanto da imunidade inata quanto da adaptativa (CHEROUTRE;
LAMBOLEZ; MUCIDA, 2011). Sua localizacgdo privilegiada permite a atuacdo imediata
contra patogenos, mas também funcbes reguladoras que contribuem para a manutengéo
da integridade da barreira intestinal, evitando respostas exacerbadas e inflamatdrias.

Entretanto, quando em excesso ou com aumento da sua capacidade citotdxica, os IELs
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podem estar associados ao desenvolvimento de distdrbios inflamatérios, como doenca
celiaca e doenca inflamatdria intestinal (FARIA; REIS; MUCIDA, 2017; HOYTEMA
VAN KONIJNENBURG et al., 2017). Além disso, seu numero e fenotipo podem ser
modulados pela dieta e pela microbiota intestinal, refletindo a constante interacdo entre
fatores ambientais e a resposta imune local (SMITH; NAGLER-ANDERSON, 2005).

Em nosso estudo, observamos que os camundongos NOD do grupo alta dose e 0s
camundongos BALB/c do grupo baixa dose apresentaram aumento significativo na
frequéncia de IELs em comparacdo com seus respectivos controles. Esse achado sugere
que a populacédo IEL, normalmente reguladora, pode estar mais ativada ou expandida em
condic@es inflamatodrias, talvez contribuindo para a perda da homeostase intestinal e para
a inflamagdo exacerbada, corroborando relatos de que essas células, ao produzirem
citocinas efetoras como IFN-y, IL-2, IL-4 ou IL-17, podem assumir um papel pro-
inflamatorio em determinados contextos (CHEROUTRE; LAMBOLEZ; MUCIDA,
2011). Uma outra hipotese seria que o aumento da frequéncia de IELs durante a alergia
alimentar seria um mecanismo regulador envolvido no controle da reatividade

inflamatdria que é acionado exatamente pelos eventos da inflamacéo.

As ceélulas caliciformes sdo essenciais para a manutencdo da barreira mucosa,
secretando principalmente MUC2, mucina fundamental para a inducdo de respostas
tolerogénicas mediadas por células dendriticas CD103+ e pela producdo de citocinas
reguladoras como IL-10 e TGF-p (SHAN et al., 2013). Em nosso trabalho, a analise da
frequéncia de células caliciformes no intestino delgado ndo evidenciou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos e linhagens, assim, os achados sugerem
que a exposicdo ao protocolo experimental ndo foi suficiente para alterar a diferenciacéo
ou a frequéncia de células caliciformes de forma mensuravel em ambos os modelos

animais.

Os eosinofilos sdo granulocitos derivados da medula dssea que, em condicdes
fisioldgicas, estdo distribuidos na lamina propria da mucosa géastrica e intestinal,
exercendo papel na homeostase tecidual. Entretanto, em pacientes com alergia alimentar,
observa-se alteracdo na distribuicdo, no numero, na morfologia e no comportamento
funcional dessas células, que passam a ser recrutadas em maior quantidade para a mucosa
intestinal (MISHRA et al., 1999; SCHWAB et al., 2003). Em modelos murinos de alergia,
como em camundongos BALB/c, o aumento do infiltrado eosinofilico na mucosa

intestinal durante o periodo de ingestdo do antigeno ja foi amplamente descrito
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(SALDANHA et al., 2004). Além disso, em doencas alérgicas cronicas, os eosinofilos
sdo ativados principalmente pela IL-5 e atraidos por quimiocinas para o local da
inflamac&o, participando da fase tardia da reacdo alérgica. Nessa condicdo, liberam
mediadores como a peroxidase eosinofilica, substancia tdxica ao epitélio que contribui

para o dano tecidual e manutencéo do processo inflamatorio (CARA et al., 2000).

No presente estudo, a analise histologica da mucosa intestinal evidenciou
diferencas marcantes na infiltracdo eosinofilica entre os grupos submetidos a
sensibilizacdo. Em camundongos BALB/c, foi observado aumento significativo do
namero de eosindfilos no grupo sensibilizado com Baixa Dose quando comparado ao
Controle, caracterizando a ativacdo da resposta inflamatoria alérgica ja com estimulo
reduzido. Por outro lado, em camundongos NOD, a diferenca foi detectada no grupo
sensibilizado com Alta Dose, que apresentou um infiltrado eosinofilico
significativamente maior em relacdo ao Controle. Esses achados reforcam o papel dose-
dependente do estimulo antigénico no recrutamento de eosinéfilos, com variacéo do perfil
inflamatdrio entre as linhagens. De forma geral, os resultados obtidos corroboram os
achados da literatura, demonstrando que a infiltracdo eosinofilica intestinal é um dos
principais marcadores histopatoldgicos da alergia alimentar (SAMPSON et al., 2005), e
reforcam a importancia dessas células como mediadoras da resposta inflamatdria alérgica

em diferentes condices experimentais.

Demonstramos que o fen6tipo de desregulacdo imunolégica na mucosa intestinal
e suscetibilidade aumentada a manifestacdes autoimunes se relacionou, de forma
inesperada, a um aumento na dose necessaria para a inducéo de alergia alimentar. Nao
podemos concluir que se trata de uma resisténcia aumentada ao desenvolvimento dessa
classe de reacdo inflamatéria, mas observamos que camundongos sensibilizados com
doses mais baixas de antigeno (lug e 10ug) apresentam um desvio na producdo de
anticorpos para IgG1 ao invés de IgE. Como a reatividade imunoldgica caracteristica da
patologia autoimune desses animais, a diabetes tipo 1, tem um perfil Th1/Th17, pode ser
que esse padrdo de reatividade seja um empecilho para o desenvolvimento de uma
reatividade tipicamente Th2. Para verificar se ndo haveria, por outro lado, um desvio da
reatividade nesses animais durante a inducdo da alergia alimentar, avaliamos o efeito da
sensibilizagdo alérgica no desenvolvimento da diabetes tipo 1. Para isto, analisamos a
histologia das ilhotas pancreéaticas dos animais apdés o desafio oral. Em camundongos

NOD com aproximadamente 8 a 10 semanas, demonstrando que a administracéo de alta
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dose de OVA se associa a antecipacdo do aparecimento de insulite e da agressdo
autoimune pancreética, caracteristicos da progressao do diabetes tipo 1. Isto sugere que a
resposta inflamatdria sistémica, na presenca da alergia alimentar, pode agravar a insulite,

e acelerar a progressao da doenca, atuando como cofator na descompensagdo metabdlica.

Em paralelo, foi analisada a glicemia dos animais durante o desafio oral.
Observamos que, enquanto os camundongos BALB/c mantiveram niveis glicémicos
estdveis e dentro da normalidade, os camundongos NOD apresentaram maior
variabilidade. Destaca-se que, no grupo NOD alta dose, alguns animais atingiram valores
significativamente elevados, caracteristicos da instalacdo do diabetes. Esses achados
reforgam a progressdo espontanea da doenga no modelo e estdo em consonancia com a

maior infiltracdo insulitica previamente observada.

O conjunto de alteragdes observadas na mucosa intestinal e pancreas dos
camundongos NOD podem demonstrar que esses animais que ja possuem Viés
inflamatdrio precoce e barreira intestinal comprometida apresentam resposta alérgica

atipica.
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Concluséo
Em concluséo, os achados deste trabalho reforgam a importancia do modelo NOD
como ferramenta experimental para compreender 0os mecanismos que conectam a

predisposicdo autoimune ao desenvolvimento de respostas alérgicas alimentares.
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