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RESUMO 

 

A aversão ao consumo do alimento alergênico expressa um comportamento de ansiedade, a 

partir do qual se evita o contato com o antígeno para evitar as consequências da resposta imune 

alérgica. Esse fenômeno se inicia com a ligação do antígeno à IgE na membrana de mastócitos, 

os quais degranulam e liberam leucotrienos capazes de induzir a produção de GDF-15, uma 

citocina que indiretamente induz a ativação do núcleo central da amígdala no cérebro. A aversão 

está bem descrita no modelo experimental de alergia à ovalbumina (OVA), mas ainda não é 

claro se esse fenômeno ocorre nas demais alergias alimentares. Levando em consideração a 

importância clínica e epidemiológica da alergia ao amendoim, este estudo teve como objetivo 

investigar a aversão alimentar em um modelo experimental de alergia ao amendoim, assim 

como as consequências imunológicas de diferentes níveis de aversão para os camundongos 

sensibilizados. Em um teste de preferência logo após serem sensibilizados com um extrato 

proteico de amendoim (EPA), camundongos BALB/c e C57BL/6 preferem ingerir um extrato 

total de amendoim a 3% (ETA 3%) à água, a despeito da ativação de mastócitos. No entanto, 

após serem desafiados exclusivamente com ETA 3% por quatorze dias, camundongos BALB/c, 

mas não C57BL/6, passam a apresentar aversão ao ETA 3% em teste de preferência. Essa 

aversão coincidiu com maiores níveis séricos de IgE total, IgE anti-EPA, MCPT-1 e GDF-15, 

assim como maior ativação da amígdala. Porém, a aversão foi subvertida pelo aumento da 

concentração do ETA de 3% para 10%, mostrando que, nesse contexto, a aversão pode ser 

moldável mediante o aumento do valor hedônico da solução antigênica. A partir disso, pensou-

se que, em um contexto de baixa aversão, há uma exposição crônica ao antígeno, o que leva a 

um processo de dessensibilização. Camundongos BALB/c foram sensibilizados com OVA ou 

Ara h 1, um dos principais alérgenos do amendoim. Durante três semanas de desafio oral, 

metade dos animais de cada grupo pode escolher entre beber água ou a solução antigênica: 

solução de clara de ovo 20% com 8% de sacarose (SCO 20%) ou ETA 10%, respectivamente. 

A outra metade só teve a opção de beber a solução antigênica. Na alergia ao ovo, quando a água 

estava disponível, os camundongos sensibilizados rejeitaram a SCO 20% e, portanto, foram 

protegidos da inflamação. No entanto, ao contrário do outro grupo, os camundongos não 

apresentaram queda na produção de IgE anti-OVA e tiveram uma reação anafilática cutânea 

mais grave quando desafiados. Por outro lado, a presença da água não fez com que os 

camundongos sensibilizados ao Ara h 1 deixassem de ingerir o ETA 10%, a despeito da 

inflamação. Ao final, ambos os grupos apresentaram queda na produção de IgE anti-Ara h 1. 

Porém, apenas o grupo que ingeriu exclusivamente ETA 10% apresentou reação anafilática 

cutânea leve quando desafiado. Assim, camundongos sensibilizados com antígenos do 

amendoim apresentam uma aversão moldável, a despeito da ativação de mastócitos, e escolhem 

manter o amendoim na sua dieta a longo prazo, o que pode eventualmente levar a um processo 

de dessensibilização. 
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ABSTRACT 
 

Aversion to the allergenic food expresses an anxiety-like behavior, through which contact with 

the antigen is avoided to avoid the consequences of the allergic immune response. This 

phenomenon begins with the binding of the antigen to IgE-bound mast cells, which degranulate 

and release leukotrienes capable of inducing the production of GDF-15, a cytokine that 

indirectly activates the central nucleus of amygdala in the brain. Aversion is well described in 

the experimental model of allergy to ovalbumin (OVA), but it is still unclear whether this 

phenomenon occurs in other food allergies. Considering the clinical and epidemiological 

importance of peanut allergy, this study aimed to investigate food aversion in an experimental 

model of peanut allergy, as well as the immunological consequences of different levels of 

aversion in sensitized mice. In a preference test immediately after being sensitized with peanut 

protein extract (PPE), BALB/c and C57BL/6 mice preferred to ingest 3% whole peanut extract 

(3% WPE) than water, despite mast cell activation. However, after being challenged exclusively 

with 3% ETA for fourteen days, BALB/c, but not C57BL/6 mice, began to show aversion to 

3% ETA in a preference test. This aversion coincided with higher serum levels of total IgE, 

anti-EPA IgE, MCPT-1, and GDF-15, as well as greater activation of the central nucleus of the 

amygdala. The aversion was reversed by increasing the ETA concentration from 3% to 10%, 

demonstrating that, in this context, aversion can be malleable due to an increase in the hedonic 

value of the antigenic solution. Based on these data, we tested the hypothesis that, in a context 

of low aversion, there is chronic exposure to the antigen that leads to a desensitization process. 

BALB/c mice were sensitized with OVA or Ara h 1, a major peanut allergen. During three 

weeks of oral challenge, half of the animals in each group could choose between drinking water 

or the antigenic solution: 20% egg white solution with 8% sucrose (20% SCO) or 10% ETA, 

respectively. The other half only had the option of drinking the antigenic solution. In the egg 

allergy group, when water was available, the sensitized mice rejected the 20% SCO and were 

therefore protected from inflammation. However, unlike the other group, the mice did not show 

a decrease in anti-OVA IgE production (desensitization) and had a more severe cutaneous 

anaphylactic reaction when challenged. On the other hand, the presence of water did not prevent 

the mice sensitized to Ara h 1 from ingesting the solution containing 10% ETA, despite the 

inflammation. Ultimately, both groups showed a decrease in anti-Ara h 1 IgE production. 

However, only the group that ingested exclusively ETA 10% presented a mild cutaneous 

anaphylactic reaction when challenged. Thus, mice sensitized to peanut antigens exhibit a 

malleable aversion despite mast cell activation, and choose to keep peanut in their diet in the 

long term, which might eventually lead to desensitization. 

 

Keywords: allergy; IgE; aversion 
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1. INTRODUÇÃO 

As alergias alimentares são um tipo de doença caracterizada por reações 

inflamatórias a antígenos presentes em alimentos. Reações alérgicas já foram associadas 

a mais de cem alimentos, mas apenas oito deles estão relacionados à maioria dos casos 

de alergia, incluindo leite, ovo, amendoim, outras oleaginosas, peixes, crustáceos, soja e 

sementes de gergelim (Sampson, 2016). As tentativas de investigar os aspectos que 

conferem alergenicidade a proteínas alimentares revelaram, no mínimo, três 

características: alta representatividade no alimento, múltiplos epitopos lineares capazes 

de ligar a anticorpos do tipo IgE, e resistência à degradação por ação química e enzimática 

(Bannon, 2004). Além disso, análises in silico sugerem que proteínas alergênicas tendem 

a apresentar baixa homologia com proteínas de helmintos, protozoários, fungos e 

humanos, o que leva à hipótese de que a individualidade de algumas proteínas alimentares 

se associa a seu potencial alergênico (Santiago et al., 2012).  

Os eventos imunológicos que desencadeiam as alergias alimentares se iniciam 

com a sensibilização. Nessa fase, o contato inicial de determinada proteína alergênica 

com o organismo leva à indução de uma resposta efetora em detrimento de uma resposta 

tolerogênica. Isso provavelmente se deve a alterações no microambiente que favorecem 

um estado mais ativado de células apresentadoras de antígeno (APC), particularmente as 

células dendríticas. Alta produção de alarminas (IL-25, IL-33 e TSLP) que levam à 

expressão de citocinas do tipo 2, ativação exacerbada de receptores de reconhecimento 

padrão, assim como características intrínsecas de proteínas alergênicas, podem induzir a 

expressão de moléculas co-estimuladoras em APC (OX40L e MHC II, por exemplo) 

(Chinthrajah et al., 2016; Tordesillas et al., 2017). Assim, ao apresentar os antígenos para 

linfócitos T naive nos linfonodos drenantes, as APC induzem a diferenciação de linfócitos 

Th2. Nesse mesmo contexto, linfócitos Tfh produtores de IL-4 e IL-13, diferenciados 

alternativamente à indução de linfócitos T reguladores, induzem linfócitos B nos centros 

germinativos dos órgãos linfoides a produzirem IgG1 e IgE, a principal molécula efetora 

das alergias alimentares (Kobayashi et al., 2017; Gowthaman et al., 2019). Esses eventos 

são clinicamente silenciosos e culminam na ligação de IgE com seu receptor FcεRI 

expresso na superfície de basófilos e mastócitos, selando a sensibilização. 



11 

 

Em um contato posterior com o mesmo alimento alergênico, a ligação de 

antígenos com mais de uma molécula de IgE na superfície de mastócitos (ligação cruzada) 

leva a uma cascata de fosforilação que ativa diversas quinases, como PLC, ERK, JNK e 

PKC, culminando no aumento de cálcio intracelular e na translocação de fatores de 

transcrição para o núcleo, como NFκB e NFAT. O resultado dessa sinalização intracelular 

é a translocação dos grânulos citoplasmáticos para a membrana plasmática 

(degranulação) e a produção de citocinas (TNF, IL-4, IL-6, entre outras) (Siraganian et 

al., 2010). Ao degranular, os mastócitos liberam diversos mediadores inflamatórios pré-

formados (proteases, histamina, proteogliacanos, etc.), assim como mediadores 

inflamatórios produzidos de novo (como leucotrienos, proteoglicanos, PAF – fator de 

ativação plaquetária, entre outros) (Albert-Bayo et al., 2019). Essas moléculas ativam 

uma gama de eventos, como vasodilatação, aumento da permeabilidade vascular e 

contração da musculatura lisa, que causam os sintomas clássicos das alergias alimentares: 

angioedema, urticária, rinite, desconforto abdominal, diarreia, vômito, entre outros (Renz 

et al., 2018). Em casos mais graves, as reações alérgicas podem afetar drasticamente a 

função pulmonar e cardiovascular, levando a um quadro de anafilaxia.  

1.1 Interações neuro-imunes na mucosa intestinal 

O intestino possui uma área estimada em 32m2, proporcionando ao corpo a maior 

área de contato com o meio externo (Helander; Fandriks, 2014). Logo, esse órgão interage 

com uma gama de antígenos provenientes da dieta e da microbiota intestinal, e 

consequentemente está associado ao maior tecido linfoide secundário do corpo (GALT - 

do inglês, gut associated lymphoid tissue).  Devido a essa interação, o GALT está em 

constante desenvolvimento de respostas imunes tolerogênicas que evitam reações 

inflamatórias para antígenos dietéticos e microbianos inócuos, ao passo que desenvolve 

respostas imunes efetoras que controlam o crescimento de bactérias no lúmen e previnem 

sua translocação para outras partes do corpo (Esterházy et al., 2019). Logo, essa dicotomia 

da atividade imunológica na mucosa intestinal é finamente regulada, de forma a garantir 

a integridade do órgão e contribuir para o bom funcionamento de suas atividades 

fisiológicas.  

Além do GALT, o intestino possui o maior tecido nervoso periférico do corpo, 

conhecido como ENS (do inglês, enteric nervous system) (Veigas-Fernandes e Mucida, 

2016). O ENS é composto por dois plexos ganglionados, mioentérico e submucoso, que 



12 

 

estão localizados nas camadas muscular e submucosa do intestino, respectivamente 

(Wang et al., 2021). Ambos possuem milhares de neurônios que se conectam a uma 

variedade de células intestinais, regulando a contração da musculatura lisa, a dilatação de 

vasos sanguíneos, a secreção de glândulas e a função de células epiteliais endócrinas e 

imunes (Rao e Gershon, 2016). Além disso, o intestino também é inervado pelo sistema 

nervoso parassimpático, através do nervo vago e de fibras nervosas da porção sacral da 

medula espinhal, assim como pelo sistema nervoso simpático (Wang et al., 2021), os 

quais também influenciam a função intestinal muitas vezes através da modulação do ENS. 

Logo, pode-se perceber que o intestino é o órgão onde os maiores tecidos linfoide e 

nervoso periférico se encontram, evidenciando a alta interação local entre esses dois 

sistemas. 

Interações entre neurônios e células do sistema imune têm sido descritas tanto para 

linfócitos quanto para células da imunidade inata. Os neuropeptídios neurocinina A e 

substância P (SP), assim como a IL-6 derivada de neurônios, podem inibir a diferenciação 

de linfócitos Treg na mucosa intestinal (Yissachar et al., 2017). Além disso, linfócitos T 

expressam o receptor muscarínico M3, o qual se liga à acetilcolina (ACh) e é essencial 

para a função dessas células em infecções intestinais (Darby et al., 2015). Assim como os 

linfócitos T, os linfócitos B também podem interagir com os neurônios. O peptídio 

intestinal vasoativo (VIP) pode induzir linfócitos B a produzirem IgA, a imunoglobulina 

mais abundante na mucosa intestinal (Mora e Andrian, 2008). Curiosamente, anticorpos 

reativos a neurônios entéricos podem mediar as alterações na motilidade intestinal em 

camundongos com encefalomielite autoimune (Spear et al., 2018). Logo, existe uma 

influência mútua da atividade neuronal e imune adaptativa no intestino. 

Células imunes inatas da mucosa intestinal localizam-se próximas a terminações 

nervosas, indicando uma estreita relação entre esses compartimentos. Neurônios do plexo 

mioentérico produzem o fator estimulador de colônia 1 (CSF1), o qual promove a 

sobrevivência de macrófagos adjacentes (Muller et al., 2014). Da mesma maneira, esses 

macrófagos ativam os neurônios do plexo mioentérico através da produção de BMP-2, 

regulando a motilidade intestinal (Muller et al., 2014). Em relação a células linfoides 

inatas (ILC), as ILC2 estão próximas a neurônios produtores de neuromedina U e 

noradrenalina, os quais ativam ou inibem, respectivamente, a função anti-parasitária 

dessas células (Cardoso et al., 2017; Moriyama et al., 2018). As ILC3, fundamentais para 

a integridade da barreira intestinal, são altamente influenciadas pela ação do VIP e do 
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GDNF (fator neurotrófico derivado da glia), os quais parecem inibir ou ativar, 

respectivamente, a produção de IL-22 por essas células (Talbot et al., 2020; Ibiza et al., 

2016). 

Os mastócitos se localizam próximos a neurônios sensoriais da mucosa intestinal. 

Essas células nervosas produzem uma variedade de neuropeptídios, como SP, VIP, CGRP 

e CRH, que podem modular a atividade de mastócitos (Jacbson et al., 2021). Os neurônios 

sensoriais, por sua vez, possuem receptores para os mediadores inflamatórios secretados 

por mastócitos ativados, podendo diminuir o limiar para o disparo de potencial de ação 

nessas células nervosas (Jacbson et al., 2021; Veigas-Fernandes e Mucida, 2016). Em 

convergência com essas observações, a interação entre mastócitos e neurônios se associa 

ao desenvolvimento de dor em quadros de síndrome do intestino irritado e alergia 

alimentar (Jacbson et al., 2021).  

Curiosamente, a prevalência de ansiedade em indivíduos com alergia alimentar é 

maior do que em indivíduos não alérgicos, sejam eles adultos, adolescentes ou crianças 

(Castro et al., 2010). Essa associação é evidenciada em modelos murinos de alergia 

alimentar, nos quais a indução da doença se relaciona a alterações comportamentais 

indicativas de ansiedade e depressão (Germundson et al., 2018; Germundson et al., 2020). 

Nesse contexto, além da mucosa intestinal, os mastócitos estão ativados e em maior 

número em algumas regiões cerebrais, onde também se observou maior expressão do 

receptor histaminérgico H3. Logo, esses dados evidenciam que as interações neuro-

imunes iniciadas na mucosa intestinal durante reações alérgicas podem afetar o sistema 

nervoso central e, consequentemente, desencadear alterações de humor e comportamento. 

1.2 Alimentos enquanto fonte de prazer e desprazer 

O ato de comer está intimamente ligado ao suprimento das necessidades 

energéticas e às características que conferem valor hedônico ao alimento. Logo, tanto o 

conteúdo nutritivo, quanto as propriedades sensoriais do alimento, podem gerar prazer 

mediante o seu consumo. Isso é bem exemplificado em estudos nos quais a adição de 

sabor doce, com ou sem valor nutritivo, tem a capacidade de gerar preferência por 

determinada solução ou alimento, tanto em ratos quanto em camundongos de diferentes 

linhagens (Beeler et al., 2012; Pinhas et al., 2011; Sclafani e Ackroff, 2015; Sclafani e 

Ackroff, 2017). Apesar de o sabor possuir efeito importante nesses cenários, o valor 
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energético parece ser o fator crucial, uma vez que sacarose induz preferência mais robusta 

do que adoçantes, ainda que mediante a incapacidade de sentir o sabor doce (Beeler et al., 

2012; Sclafani e Ackroff, 2015). No entanto, metil--D-glucopiranosídeo, um açúcar não 

metabolizável, também é capaz de induzir preferência, mostrando um efeito direto da 

molécula de açúcar além dos metabólitos e das calorias provenientes dela (Zukerman et 

al., 2013). 

Esses efeitos estão associados à ativação de áreas cerebrais relacionadas ao 

sistema mesolímbico, o qual é responsável pelo processamento de experiências positivas 

que geram algum tipo de recompensa (Lewis et al., 2021). Esse sistema tem íntima ligação 

com a produção de dopamina por neurônios da Área Tegmentar Ventral (ATV), os quais 

fazem projeções para o Estriado, Córtex Pré-frontal e outras áreas cerebrais. A parte 

ventral do Estriado abriga o Núcleo Accumbens (NAc), o qual se destaca nesse circuito 

neural que coordena motivação e comportamentos em direção à recompensa (Lewis et 

al., 2021; Baik, 2021).  

Assim, diversos estudos mostraram ativação do NAc mediante o consumo de 

alimentos palatáveis. O consumo de pellets de ração adoçada com sacarose leva a uma 

liberação expressiva de dopamina no NAc (Beeler et al., 2012). Em um cenário 

semelhante, a exposição de camundongos a uma ração com sabor de chocolate e alta 

concentração de sacarose leva a alterações morfológicas em neurônios do NAc 

condizentes com alta ativação do sistema recompensa (Montalban et al., 2024). Por fim, 

a oferta intermitente de uma dieta rica em lipídeos e sacarose leva ao aumento da 

expressão gênica do receptor de dopamina do tipo 1 (DR1) no estriado, assim como 

mudanças comportamentais condizentes com comportamento do tipo compulsivo (Júnior 

et al., 2025). Esses efeitos não são restritos a roedores, uma vez que mudanças similares 

associadas à exposição a alimentos altamente palatáveis são observadas em humanos 

(Lewis et al., 2021; Baik, 2021). 

Nesses contextos, os sinais que ativam o sistema mesolímbico envolvem 

hormônios ligados ao controle da ingestão alimentar e a ativação de circuitos neurais que 

se iniciam na mucosa do trato gastrointestinal. A grelina, hormônio orexígeno produzido 

principalmente no estômago, pode ativar neurônios na ATV e levar ao aumento de 

dopamina no NAc, culminando no consumo hedônico de alimentos (Egecioglu et al., 

2010; Jerlhag et al., 2012). A colocistoquinina (CCK), hormônio importante para a 
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digestão e regulação do apetite, também pode levar ao aumento de dopamina no estriado 

(Han et al., 2018). Além disso, a ativação de células enteroendócrinas produtoras de 

colocistocinina (CCK) mediante ingestão de uma substância de sabor neutro é capaz de 

induzir preferência condicionada, e esse efeito é anulado por um antagonista do receptor 

de CCK (Bai et al., 2022). Além desses efeitos hormonais, Han et al. (2018) mostraram 

que a ativação optogenética do gânglio nodoso direito do nervo vago que inerva a porção 

proximal do intestino leva à liberação de dopamina no estriado e, consequentemente, é 

capaz de induzir preferência condicionada a uma solução insípida. Tan et al. (2020) 

confirmaram esse achado ao ofertar glicose para camundongos e, além disso, 

identificaram o transportador de glicose SLGT-1 como essencial para a ativação desse 

circuito neural que medeia a preferência ao açúcar. 

Se os alimentos podem ser fonte de prazer, eles também podem carrear 

substâncias nocivas ao organismo e, assim, desencadear efeitos adversos como náusea e 

desconforto gastrointestinal (Lin et al., 2017). A associação do mal-estar (estímulo 

incondicionado) com as características sensoriais do alimento (estímulo condicionado) 

leva ao fenômeno da aversão condicionada ao sabor (CTA) (Lin et al., 2017). Nesse 

sentido, evita-se os malefícios causados pela substância nociva a partir da rejeição do 

alimento que evoca o sabor memorado. Em experimentos com roedores, CTA é bem 

mimetizado ao associar a ingestão de uma solução palatável com injeções intraperitoneais 

de cloreto de lítio (LiCl), o qual causa mal-estar abdominal, hipotermia, diminuição da 

frequência cardíaca e alterações comportamentais (Ingram, 1982; Meachum e Bernstein, 

1990; Chambers, 2018). Esse efeito está ligado à ativação da insula e, consequentemente, 

da região basolateral da amígdala (Kayyal et al., 2019). Além de LiCl, diversas outras 

substâncias como feniltiocarbamida, ciclofosfamida e sulfato de cobre induzem o mesmo 

condicionamento (St Jhon et al., 2005; Smith e Theodore; 1984; Coil e Norgren, 1981). 

Atendo-se à mucosa intestinal, a ativação de células enteroendócrinas e enterocromafins 

produtoras de serotonina e substância P parecem ter íntima ligação com o 

desenvolvimento de CTA (Bai et al., 2022).  

Sendo assim, os sinais periféricos após a ingestão de determinado alimento são 

percebidos, integrados e memorados no sistema nervoso central. A partir disso, atribui-

se valência positiva ou negativa à experiência da ingestão do alimento, o que molda 

escolhas alimentares futuras.  
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1.3 Aversão ao alimento em modelos murinos de alergia alimentar 

Sabendo-se que a mucosa intestinal é um ambiente de vasta interação neuroimune 

e de assimilação de sinais que convergem em aceitação ou rejeição de alimentos, como 

se dá a relação de camundongos alérgicos com o alimento para o qual estão 

sensibilizados? 

Em um estudo pioneiro da década de 1990, Cara et al. (1994) mostraram que 

mediante a possibilidade de ingerir água ou uma solução de clara de ovo (20%) adocicada, 

os camundongos preferem ingerir a solução com sabor doce. No entanto, se esses animais 

forem previamente sensibilizados com ovalbumina (OVA), constituinte da clara de ovo, 

há um desvio na preferência natural dos camundongos, os quais passam a apresentar uma 

maior ingestão de água e uma redução drástica no consumo da solução de clara de ovo 

adocicada. Isso foi interpretado como uma aversão ao sabor induzida pelo sistema imune, 

a qual se relacionou à produção de anticorpos reativos à OVA, visto que camundongos 

sensibilizados com uma proteína ausente na clara de ovo não apresentaram o 

comportamento aversivo.  

Após três anos, os mesmos autores mostraram que a transferência adotiva de 

esplenócitos de camundongos sensibilizados com OVA pôde induzir a aversão ao sabor 

em camundongos naive (Cara et al., 1997), comprovando que esse fenômeno está 

intimamente ligado à memória imunológica. Esses dados, somados à observação da 

presença de anticorpos específicos, apontaram para um papel chave de linfócitos B nesse 

fenômeno. Assim, estudos subsequentes mostraram que a produção de IgE é fundamental 

para a concretização da aversão ao sabor. Camundongos tratados com anticorpo anti-IgE, 

assim como camundongos knockout para IgE, FcεRI ou IL-4, não desenvolvem 

comportamento aversivo após terem sido sensibilizados (Basso et al., 2003; Dourado et 

al., 2010; Florsheim et al., 2023). Logo, a indispensabilidade de anticorpos do tipo IgE e 

sua forte interação com mastócitos, abundantes na mucosa intestinal, apontou essa célula 

como a mediadora da aversão ao sabor na alergia alimentar.  

De fato, a depleção de mastócitos e o bloqueio da degranulação dessas células 

inibem o comportamento aversivo de camundongos sensibilizados (Costa-Pinto et al., 

2006; Florsheim et al., 2023). Logo, os mediadores inflamatórios secretados por 

mastócitos são fundamentais nesse processo. Abordagens farmacêuticas para inviabilizar 
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a sinalização de histamina, serotonina, assim como a função de proteases, não foram 

capazes de impedir o desenvolvimento da aversão ao sabor (Cara et al., 1997; Florsheim 

et al., 2023). No entanto, o bloqueio da produção de leucotrienos, secretados por 

mastócitos ativados, foi capaz de reverter o comportamento aversivo de animais 

sensibilizados à OVA (Florsheim et al., 2023; Plum et al., 2023). A partir de diferentes 

abordagens experimentais, mostrou-se que os leucotrienos podem induzir células 

epiteliais EPCAM+ a produzirem GDF15 (do inglês, growth and differentiation fator 15). 

Através da corrente sanguínea, essa citocina pode alcançar o cérebro e ativar o núcleo do 

trato solitário (NTS) e a área postrema (AP), culminando na ativação do núcleo 

parabraquial (lePBN) e da região central da amígdala (CeA), a qual está intimamente 

relacionada ao estresse e à ansiedade. Os dados desse estudo corroboram achados 

anteriores mostrando que camundongos aversivos à solução de clara de ovo (20%) 

apresentam maior ativação neuronal no CeA (Basso et al., 2003). Assim, esse circuito 

neural foi proposto como a base para o comportamento aversivo no contexto da alergia 

alimentar. 

Mediante as observações em torno da aversão ao sabor em camundongos 

sensibilizados à OVA, Florsheim et al. (2021) sugerem que o significado biológico desse 

fenômeno é a limitação do contato do organismo com substâncias tóxicas presentes nos 

alimentos, sejam elas de origem proteica (alérgenos) ou não. Em caso de substâncias 

tóxicas não proteicas incapazes de serem detectadas por células nervosas ou epiteliais da 

mucosa, o sistema imune marcaria proteínas do alimento veículo, via IgE-mastócito, para 

indiretamente associar a substância tóxica aos seus efeitos deletérios através de um 

mecanismo análogo ao condicionamento pavloviano (Florsheim et al., 2021). Logo, a 

aversão faria parte de um “Sistema de Controle de Qualidade de Alimentos”, para que o 

organismo seja protegido de efeitos nocivos ao seu funcionamento.  

Apesar de essa hipótese ser altamente plausível, tendo sido formulada a partir de 

uma profunda análise crítica, ela parece não se aplicar a todo contexto de sensibilização 

a proteínas alimentares. No nosso laboratório, mostrou-se que camundongos 

sensibilizados com β-lactoglobulina (BLG), proteína constituinte do soro do leite, não 

desviam sua preferência por uma solução de whey protein (20%) em direção à água, 

mesmo na presença de IgE específica (Lemos et al., 2022). Além disso, a clássica aversão 

ao sabor no modelo de sensibilização à OVA é modulada pela adição de BLG à solução 

antigênica. Esses efeitos parecem estar relacionados à ativação de neurônios no núcleo 
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accumbens (NAc), intimamente ligado ao sistema recompensa. Logo, esses cenários 

sugerem um conflito entre estímulos de recompensa e aversão, onde os camundongos 

insistem em ingerir o líquido contendo a proteína alergênica pelo que parece ser uma 

busca por prazer. Sendo assim, os dados do estudo de Lemos et al. (2022) mostram que 

nem sempre a percepção do alérgeno na mucosa intestinal leva à aversão ao sabor.  

Além do ovo e do leite, o amendoim é um outro tipo de alimento relacionado a 

alergias alimentares. Nele, já foram descritas pelo menos 16 proteínas alergênicas 

(Palladino; Breiteneder, 2018). A resistência à degradação química e enzimática, assim 

como a capacidade intrínseca de ativar células dendríticas, evidenciam o potencial 

alergênico do amendoim (Apostolovic et al., 2016; Chu et al., 2013; Shreffler et al., 2006). 

Além disso, as reações alérgicas a esse alimento são frequentemente associadas a 

sintomas graves (Ma et al., 2014; Sampson, 2016). No entanto, do ponto de vista 

nutricional e sensorial, o amendoim é um alimento rico, pois possui alto teor de proteínas, 

vitaminas e minerias, além de ser palatável devido ao seu teor lipídico. Logo, seria 

interessante investigar se camundongos sensibilizados ao amendoim apresentam aversão 

alimentar.  

1.4 Dessensibilização mediante o contato crônico com o antígeno 

No contexto da alergia alimentar, a aversão é entendida como um mecanismo 

protetor, pois a exposição ao antígeno aciona os mecanismos patogênicos da doença. 

Logo, o contato com o antígeno é ruim. Porém, no início do século XX, Schofield (1908) 

relatou a dessensibilização de um adolescente alérgico ao ovo a partir de um feito 

contraintuitivo: expondo o garoto diariamente a pílulas de ovo cru por sete meses. Antes 

do tratamento, o garoto apresentava urticária, inchaço e falta de ar mediante exposição a 

pequenas quantidades de ovo. Após o tratamento, ele foi capaz de comer um ovo por dia 

e, assim, incluí-lo em sua alimentação diária. Ainda nas primeiras décadas do século XX, 

outros relatos similares surgiram na literatura (Patriarca et al., 2003). Eles se tornaram a 

base para que, na década de 1980, um dos primeiros protocolos de dessensibilização por 

via oral fossem publicados (Patriarca et al., 1984). Com isso, a imunoterapia oral (OIT), 

abordagem terapêutica para o tratamento de alergias por via oral, tornou-se um campo 

promissor para a investigação científica e aplicação clínica. Sendo assim, a depender da 

maneira, o contato com o antígeno pode gerar benefícios para indivíduos com alergia 

alimentar.  
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De forma geral, os protocolos de OIT iniciam-se com uma fase de escalonamento, 

na qual oferta-se microgramas do alérgeno e, em um ou dois dias, aumenta-se para alguns 

miligramas. Em seguida, há um incremento na dose com intervalos semanais, durante três 

a nove meses, até que se atinja a dose de manutenção (variando de 300 a 4000mg) (Wood, 

2017). Essa dose final é mantida por meses a anos, dependendo do protocolo. Resultados 

bem-sucedidos foram relatados para diversos tipos de alergia alimentar, como ao ovo, 

leite e amendoim. Em um estudo randomizado, cinquenta indivíduos alérgicos ao ovo 

foram submetidos à OIT com uma dose de manutenção de 1g de proteína de clara de ovo. 

Com base em teste de desafio oral, 44% e 72% dos participantes dessensibilizaram após 

8 e 18 meses de OIT, respectivamente (Palosuo et al., 2021). Em outro estudo com 

indivíduos alérgicos ao leite de vaca, a quantidade média de proteína para desencadear 

reação alérgica aumentou de 40mg para 5140mg após OIT, evidenciando uma 

dessensibilização (Skripak et al., 2008). Por fim, em um grande estudo envolvendo mais 

de quinhentos participantes com alergia ao amendoim, 67,2% daqueles tratados com 

300mg de proteína de amendoim por seis meses foram capazes de passar pelo teste de 

desafio oral com uma dose de 600mg ou mais, sem sintomas (Vickery et al., 2018). Esse 

estudo foi essencial para o desenvolvimento da PALFORZIA, a primeira e única OIT 

aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) para alergia ao amendoim 

(Purswani e Kim, 2022). 

Os níveis iniciais de IgE específica relacionam-se à capacidade de atingir a dose 

de manutenção e o sucesso da OIT (Cohen et al., 2022; Ashley et al., 2024). Durante o 

tratamento, pode ocorrer um aumento transiente nos níveis de IgE e de linfócitos B de 

memória com mutações que indicam maturação de afinidade (Nozawa et al., 2014; Patil 

et al., 2015). No entanto, para aqueles que conseguem completar a OIT, é comum haver 

diminuição dos níveis de IgE específica (Sugimoto et al., 2016; Dana et al., 2022). Por 

ser um anticorpo com papel central na patologia das alergias alimentares, essa diminuição 

parece, de fato, ser desejável e importante para a dessensibilização. Porém, esse efeito 

não é consistente em todos os estudos (Skripak et al., 2008; Santos et al., 2020).  

Diferentemente da IgE, os níveis dos anticorpos do tipo IgG aumentam em 

resposta à OIT. Esse efeito é observado principalmente para IgG4, mas aumento nos 

níveis de IgG1, IgG2 e IgG3 já foram relatados (Nozawa et al., 2014; Savilahti et al., 

2014; Sugimoto et al., 2016). Anticorpos do tipo IgG4 podem ser neutralizantes e, assim, 

interferem com a interação entre o alérgeno e a IgE, limitando a ativação de mastócitos 
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(Keswani et al., 2024). Além disso, a menor ativação de basófilos tratados com soro de 

pacientes pós OIT é altamente dependente da fração de IgG e da disponibilidade do 

receptor inibitório FcRIIb (Burton et al., 2014). Assim, a dessensibilização de pacientes 

pela OIT está intimamente ligada à modulação da resposta de anticorpos do tipo IgG, os 

quais diminuem a ativação de granulócitos mesmo na presença de níveis significativos de 

IgE com preservada capacidade de ativar mastócitos. É importante ressaltar que, além de 

IgG, o aumento dos níveis de IgA também se relaciona à eficácia da OIT (Sugimoto et 

al., 2016; Palosuo et al., 2021), a qual interfere com a cascata de sinalização do FcRI e, 

assim, inibe a degranulação de mastócitos sensibilizados com IgE (El Ansari et al., 2022). 

Isso aponta para outra camada de regulação humoral da atividade da IgE após a OIT.  

Além de linfócitos B, os linfócitos T também contribuem para o processo de 

dessensibilização. Em uma OIT para alergia ao amendoim, houve a indução de linfócitos 

T reguladores Foxp3+ antígeno específicos, os quais eram capazes de produzir altos níveis 

de IL-10 e de inibir a proliferação de linfócitos T efetores em resposta a proteínas do 

amendoim (Syed et al., 2014).  O aumento da razão CD4+ CD25+ FoxP3high : CD4+ CD25+ 

FoxP3intermediate também parece importante, e essa maior expressão de FoxP3 pode estar 

relacionada a alterações epigenéticas que favorecem a expressão desse fator de 

transcrição (Varshney et al., 2011; Syed et al., 2014). Em relação a outras populações de 

linfócitos T CD4+, há uma diminuição na frequência de linfócitos antígeno-específicos 

com marcadores associados a resposta do tipo 2, como o OX40, e uma supressão na 

atividade de linfócitos Th2A e Th1 convencionais (Kaushik et al., 2022; Monian et al., 

2022). Essas alterações são acompanhadas por diminuição na produção de citocinas do 

tipo 2, como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 (Kaushik et al., 2022; Kulis et al., 2019).  

Apesar de não esgotar os mecanismos por trás da dessensibilização, a modulação 

dos parâmetros discutidos até aqui está fortemente associada à efetividade e à duração 

dos benefícios da OIT. Além dos estudos em humanos, há vários trabalhos relatando a 

eficácia da OIT em camundongos sensibilizados para diferentes alérgenos da dieta, 

compartilhando mecanismos de modulação da resposta humoral e celular associada à 

alergia alimentar (Rupa e Wine, 2012; Vonk et al., 2017; Wagenaar et al., 2019).  

Com base em tudo que foi exposto até aqui, decidiu-se investigar se ocorreria 

aversão no contexto da alergia alimentar ao amendoim e quais seriam as consequências 

imunológicas da presença ou ausência desse fenômeno para os camundongos 
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sensibilizados. A partir disso, formulou-se a hipótese de que os camundongos 

sensibilizados para os antígenos do amendoim não apresentariam aversão por ser este um 

alimento muito palatável. Se os animais voluntariamente continuassem a ingerir esse 

alimento em sua dieta, nossa outra hipótese é que, eventualmente, eles iriam se 

dessensibilizar devido à exposição crônica aos antígenos do amendoim. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

 Investigar a aversão e a preferência ao sabor no contexto da alergia alimentar ao 

amendoim nas linhagens BALB/c e C57BL/6, assim como as consequências 

imunológicas desses comportamentos alimentares para os camundongos 

sensibilizados 

2.2 Objetivos Específicos 

 Avaliar a produção de IgE, a ativação de mastócitos e a produção de GDF-15 no 

modelo de alergia alimentar ao amendoim; 

 Submeter os camundongos a um teste de preferência antes e após o desafio oral 

para avaliar a aversão alimentar na alergia a um extrato de amendoim; 

 Avaliar a ativação neuronal na amígdala e no núcleo accumbens de camundongos 

sensibilizados e desafiados com um extrato de amendoim para correlaciona-la aos 

resultados do teste de preferência; 

 Avaliar as alterações comportamentais dos camundongos sensibilizados e 

desafiados com um extrato de amendoim 

 Utilizando os modelos de alergia alimentar ao ovo e ao amendoim, investigar o 

efeito da aversão e da preferência ao sabor na relação do animal sensibilizado com 

o alimento alergênico a longo prazo, e como isso interfere no seu estado de 

sensibilização; 

 Comparar a gravidade da alergia alimentar ao ovo com a alergia alimentar ao 

amendoim. 
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3. METODOLOGIA 

3.1 Animais 

Utilizou-se camundongos machos das linhagens C57BL/6 e BALB/c, assim como 

camundongos fêmea da linhagem BALB/c, com idade entre 6 e 8 semanas. Os 

camundongos foram mantidos no biotério do Laboratório de Imunobiologia, Instituto de 

Ciências Biológicas, UFMG. Durante os períodos de aclimatação e experimentação, os 

camundongos tiveram acesso à água filtrada e ração comercial ad libitum, salvo durante 

o teste de preferência e desafio oral, onde ofertou-se extrato de amendoim ou solução de 

clara de ovo aos grupos experimentais. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no 

Uso de Animais (CEUA), protocolo 339/2019. 

3.2 Extrato Proteico de Amendoim 

O extrato proteico de amendoim (EPA) foi produzido como descrito anteriormente 

(Oliveira, 2021). Amendoim branco da marca Yoki foi triturado até formar uma farinha 

e, em seguida, desengordurado com hexano. A farinha de amendoim foi diluída e 

homogeneizada em agitador magnético por 30 minutos em Tampão Tris 20mM pH 8,5 

(1:30 - g/ml). Esse extrato foi filtrado em peneira e, em seguida, centrifugado a 

100.000xg, por 1h a 4°C. Após a centrifugação, a suspensão do restante de lipídeos foi 

retirada para que o extrato proteico límpido fosse coletado. O EPA foi aliquotado e 

armazenado a -80°C.  

3.3 Extrato Total de Amendoim 

Para fazer o extrato total de amendoim (ETA) ofertado em mamadeira aos 

camundongos, o amendoim foi triturado e homogeneizado em água potável (pH 8,5) na 

proporção de 1:30 (g/ml), gerando uma concentração de aproximadamente 3%. Em 

momentos específicos, utilizou-se uma concentração de 10%. Em seguida, o ETA foi 

filtrado em peneira e armazenado e 4°C por, no máximo, 48h.  

3.4 Desenho Experimental  

O protocolo experimental para indução de alergia alimentar utilizado neste 

trabalho baseou-se nos modelos previamente desenvolvidos pelo Laboratório de 

Imunobiologia e colaboradores. Nele, os animais são sensibilizados com o antígeno de 
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interesse adsorvido em hidróxido de alumínio. Em seguida, eles são desafiados com uma 

solução contendo o antígeno para o qual foram sensibilizados, ofertada em mamadeira. A 

partir dessa estrutura, ajustes podem ser feitos para que o protocolo se adeque à pergunta 

de interesse. Por isso, no presente estudo, utilizou-se os seguintes protocolos: 

3.4.1 Indução de Alergia Alimentar ao Amendoim 

Camundongos BALB/c e C57BL/6, machos, foram divididos em três grupos: 

Sensibilizado (Sens), Controle (Ctrl) e Naive.  Os camundongos do grupo Sens receberam 

uma injeção subcutânea contendo 40g de EPA na presença de 3mg de hidróxido de 

alumínio (Al(OH)3), diluídos em volume final de 200l de salina, nos dias 0 e 14. O grupo 

Ctrl recebeu as mesmas injeções, porém sem o antígeno. No dia 21, iniciou-se o desafio 

oral, no qual os grupos Sens e Ctrl receberam o ETA 3% em mamadeira como única 

opção de líquido a ser ingerido até o dia 35 (2 semanas). Os camundongos do grupo Naive 

não receberam nenhum tipo de tratamento e ingeriram apenas água durante o desafio oral.  

De acordo com perguntas específicas, alguns ajustes foram feitos nesse protocolo 

experimental. Em um bloco de experimento, camundongos BALB/c, fêmeas, foram 

divididos em dois grupos: Sensibilizado (Sens) e Controle (Ctrl). Os animais do grupo 

sensibilizado receberam uma injeção subcutânea contendo 1g de Ara h 1 adsorvido em 

1mg de Al(OH)3, diluídos em volume final de 200lde salina, no dia 0. No dia 14, os 

animais receberam um booster (1g de Ara h 1) sem o adjuvante. Os animais do grupo 

Ctrl receberam as mesmas injeções, porém sem o antígeno. No desafio oral, o grupo Sens 

foi subdividido em três grupos: Sens (Água), o qual ingeriu apenas água; Sens (Água + 

ETA); o qual pôde escolher entre ingerir água e ETA 10%; e Sens (ETA), o qual ingeriu 

apenas ETA 10%. Assim como o grupo Sens (Água + ETA), o grupo Ctrl também pôde 

escolher entre ingerir água e ETA 10%. O desafio oral durou três semanas (dia 21 ao dia 

42).  

3.4.2 Indução de Alergia Alimentar ao Ovo 

Camundongos BALB/c, fêmeas, foram divididos em dois grupos: Sensibilizado 

(Sens) e Controle (Ctrl). Os animais do grupo sensibilizado receberam uma injeção 

subcutânea contendo 1g de ovalbumina (OVA) adsorvido em 1mg de Al(OH)3, diluídos 

em volume final de 200lde salina, no dia 0. No dia 14, os animais receberam um 
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booster sem o adjuvante. Os animais do grupo Ctrl receberam as mesmas injeções, porém 

sem o antígeno. No desafio oral, utilizou-se uma solução de clara de ovo (SCO) na 

concentração de 20% (diluída em água potável) e adoçada com 8% de sacarose. Para esse 

período, o grupo Sens foi subdividido em dois grupos: Sens (Água + SCO); o qual pôde 

escolher entre ingerir água e SCO; e Sens (SCO), o qual ingeriu apenas SCO. Assim como 

o grupo Sens (Água + SCO), o grupo Ctrl também pôde escolher entre ingerir água e 

SCO. O desafio oral durou três semanas (dia 21 ao dia 42). 

Em um outro bloco de experimento, após as três semanas de desafio oral, os 

grupos Sens (Água + SCO) e Sens (SCO) ficaram duas semanas sem contato com a SCO, 

ingerindo apenas água. Após esse período, ambos os grupos foram redesafiados com 

gavagens diárias contendo 15mg de OVA diluída em PBS por sete dias.  

3.4.3 Comparação entre alergia alimentar ao ovo e ao amendoim 

Camundongos BALB/c fêmeas foram divididos em quatro grupos experimentais: 

Ctrl OVA, Sens OVA, Ctrl Ara h 1, Sens Ara h 1. Os animais dos grupos sensibilizados 

receberam uma injeção subcutânea contendo 1g de OVA ou 1g de Ara h 1 adsorvidos 

em 1mg de Al(OH)3, diluídos em volume final de 200lde salina, no dia 0. No dia 14, 

eles receberam um booster sem o adjuvante. Os animais dos grupos Ctrl receberam as 

mesmas injeções, porém sem o antígeno. A partir dia 21, por sete dias, os grupos Ctrl 

OVA e Sens OVA receberam uma gavagem de 30mg de OVA por dia, enquanto os grupos 

Ctrl Ara h 1 e Sens Ara h 1 receberam uma gavagem de 30mg de EPA por dia.  

3.4.4 Monitoramento do peso corporal e da ingestão da solução antigênica durante o 

desafio oral 

O peso corporal e a ingestão de SCO ou ETA foram monitorados diariamente ao 

longo do desafio oral. Para determinar alterações no peso, os animais foram pesados no 

dia 21, antes do início do desafio oral. O peso nos dias subsequentes foi subtraído pelo 

peso do dia 21. Com esse valor, determinou-se a porcentagem de alteração do peso 

corporal a partir do peso pré-desafio oral.  

As mamadeiras contendo SCO ou ETA eram pesadas diariamente, onde obtinha-

se o peso da oferta e da sobra. A diferença entre esses dois valores era dividida pelo 
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número de camundongos na gaiola, obtendo-se a ingestão média diária por camundongo. 

O conteúdo das mamadeiras era renovado diariamente.  

3.5 Teste de Preferência  

 Camundongos foram divididos em grupos sensibilizado (Sens) e controle (Ctrl), 

e passaram pelo mesmo processo de sensibilização descrito nas sessões 4.4.1 e 4.4.2, 

recebendo injeções subcutâneas nos dias 0 e 14. Logo após a segunda injeção, os 

camundongos foram separados em gaiolas individuais, cada uma delas abrigando dois 

camundongos separados por uma grade de ferro. Ofertou-se duas mamadeiras contendo 

água potável para cada camundongo. No dia 21, iniciou-se o teste de preferência, no qual 

uma das mamadeiras contendo água foi substituída por uma mamadeira contendo ETA, 

EPA (feito a partir de uma farinha de amendoim com 80% menos gordura, da marca 

Better PB, diluída em água potável pH 8,5) ou SCO, dependendo do experimento. Sendo 

assim, cada camundongo pôde escolher entre ingerir água ou a solução contendo o 

antígeno de interesse.  

 O teste de preferência durou 24h para o modelo de alergia alimentar ao ovo, e 72h 

para o modelo de alergia alimentar ao amendoim. O peso das mamadeiras foi aferido 

diariamente, em intervalos de 24h, para o monitoramento da ingestão líquida. Para evitar 

o possível efeito da posição das mamadeiras sobre a escolha dos camundongos, o lado de 

cada mamadeira era trocado a cada 24h. O peso dos camundongos foi aferido diariamente, 

e a ingestão de água e soluções antigênicas foi expressa em miligramas de líquido 

ingerido/grama de peso dos animais. 

3.6 Medida dos níveis de Imunoglobulinas Séricas 

O sangue dos camundongos foi coletado e centrifugado a 12.000rpm por 10 

minutos para obtenção do soro, o qual foi utilizado para a dosagem de imunoglobulinas 

séricas por ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay) ou Western Blot. 

3.6.1 Medida de IgG1 anti-EPA, Ara h 1 ou OVA  

 Placas de 96 poços de poliestireno (NUNC) foram sensibilizadas com EPA, que 

contém Ara h 1, ou OVA diluído em tampão carbonato pH 9,6 (100µl/poço; 20µg/ml) e 

incubadas a 4°C por, no mínimo, 16h. Após esse período, as placas foram bloqueadas 

com PBS BSA 1% (200µl/poço) por 1h à temperatura ambiente. Em seguida, pipetou-se 
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as amostras de soro dos camundongos (200µl/poço; 1:2000) na primeira fileira das placas, 

fazendo-se uma diluição seriada (1:2) até a última fileira. Após incubação a 37°C por 1h, 

adicionou-se o anticorpo anti-IgG1 de camundongo conjugado à HRP (107005 - Southern 

Biotech) diluído em PBS BSA 1% (100µl/poço; 1:5000). Após incubação a 37°C por 1h, 

a presença de reação positiva foi determinada pela adição de ABTS diluído em tampão 

citrato pH 5,0 (0,5mg/ml) contendo peróxido de hidrogênio 30% (1µl/ml). Deixou-se a 

placa ao abrigo da luz até que a reação acontecesse, a qual foi interrompida com SDS 1%. 

Em seguida, a absorbância das amostras foi determinada pelo leitor Bio-RadiMarkTM 

Microplate Reader com o filtro de 415nm. Entre cada um dos passos desse ensaio, exceto 

na adição de SDS 1%, as placas foram lavadas com salina-tween 0,05%. 

3.6.2 Medida de IgG2a anti-Ara h 1 ou OVA  

Placas de 96 poços de poliestireno (NUNC) foram sensibilizadas com EPA, que 

contém Ara h 1, ou OVA diluído em tampão carbonato pH 9,6 (100µl/poço; 20µg/ml) e 

incubadas a 4°C por, no mínimo, 16h. Após esse período, as placas foram bloqueadas 

com PBS BSA 1% (200µl/poço) por 1h à temperatura ambiente. Em seguida, pipetou-se 

as amostras de soro dos camundongos (200µl/poço; 1:2000) na primeira fileira das placas, 

fazendo-se uma diluição seriada (1:2) até a última fileira. Após incubação a 37°C por 1h, 

adicionou-se o anticorpo purificado anti-IgG2a de camundongo produzido em cabra 

(Southern Biotech), diluído em PBS BSA 1% (100µl/poço; 1:2000). Após incubação a 

37°C por 1h, adicionou-se o anticorpo purificado anti-IgG de cabra produzido em coelho 

(616005 - Southern Biotech) em PBS BSA 1% (100µl/poço; 1:1000). Após incubação a 

37°C por 1h, a presença de reação positiva foi determinada pela adição de ABTS diluído 

em tampão citrato pH 5,0 (0,5mg/ml) contendo peróxido de hidrogênio 30% (1µl/ml). 

Deixou-se a placa ao abrigo da luz até que a reação acontecesse, a qual foi interrompida 

com SDS 1%. Em seguida, a absorbância das amostras foi determinada pelo leitor Bio-

RadiMarkTM Microplate Reader com o filtro de 415nm. Entre cada um dos passos desse 

ensaio, exceto na adição de SDS 1%, as placas foram lavadas com salina-tween 0,05%. 

3.6.3 Medida dos níveis de IgE Total 

Placas de 96 poços de poliestireno (NUNC) foram sensibilizadas anticorpo anti-

IgE UNLB (113001 – Southern Biotech) diluído em tampão carbonato (1:1000, pH 9,6) 

e incubadas a 4°C por, no mínimo, 16h. Após esse período, as placas foram bloqueadas 
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com PBS BSA 1% (200µl/poço) por 1h à temperatura ambiente. Em seguida, pipetou-se 

as amostras de soro dos camundongos, incubando-se por 2h à temperatura ambiente ou 

overnight à 4°C. Em seguida, adicionou-se o anticorpo anti-IgE de camundongo 

conjugado à biotina (113008 – Southern Biotech), diluído em PBS BSA 1% (1:100 para 

IgE anti-EPA; 1:500 para IgE anti-OVA). Após 1h de incubação à temperatura ambiente, 

adicionou-se estreptavidina conjugada à HPR (710005 – Soutehrn Biotech), diluída em 

PBS BSA 1% (1:5000). Após 1h de incubação à temperatura ambiente, a presença de 

reação positiva foi determinada pela adição de ABTS diluído em tampão citrato pH 5,0 

(0,5mg/ml) contendo peróxido de hidrogênio 30% (1µl/ml). Deixou-se a placa ao abrigo 

da luz até que a reação acontecesse, a qual foi interrompida com SDS 1%. Em seguida, a 

absorbância das amostras foi determinada pelo leitor Bio-RadiMarkTM Microplate Reader 

com o filtro de 415nm. Entre cada um dos passos desse ensaio, exceto na adição de SDS 

1%, as placas foram lavadas com PBS-Tween 0,05%. 

3.6.4 Medida dos níveis de IgE anti-EPA ou OVA  

 Placas de 96 poços de poliestireno (NUNC) foram sensibilizadas com EPA ou 

OVA (6µg/poço em volume de 50µl) diluído em tampão carbonato (pH 9,6) e incubadas 

a 4°C por, no mínimo, 16h. Após esse período, as placas foram bloqueadas com PBS 

BSA 1% (200µl/poço) por 1h à temperatura ambiente. Em seguida, pipetou-se as 

amostras de soro dos camundongos, incubando-se por 2h à temperatura ambiente. Em 

seguida, adicionou-se o anticorpo anti-IgE de camundongo conjugado à biotina (113008 

– Southern Biotech), diluído em PBS BSA 1% (1:100 para IgE anti-EPA; 1:500 para IgE 

anti-OVA). Após 1h de incubação à temperatura ambiente, adicionou-se estreptavidina 

conjugada à HPR (710005 – Soutehrn Biotech), diluída em PBS BSA 1% (1:5000). Após 

1h de incubação à temperatura ambiente, a presença de reação positiva foi determinada 

pela adição de ABTS diluído em tampão citrato pH 5,0 (0,5mg/ml) contendo peróxido de 

hidrogênio 30% (1µl/ml). Deixou-se a placa ao abrigo da luz até que a reação acontecesse, 

a qual foi interrompida com SDS 1%. Em seguida, a absorbância das amostras foi 

determinada pelo leitor Bio-RadiMarkTM Microplate Reader com o filtro de 415nm. Entre 

cada um dos passos desse ensaio, exceto na adição de SDS 1%, as placas foram lavadas 

com PBS-Tween 0,05%. 
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3.6.5 Medida de IgE anti-Ara h 1  

No ensaio de ELISA, placas de 96 poços de poliestireno (NUNC) foram 

sensibilizadas com EPA (6µg/poço em volume de 100µl) diluído em tampão carbonato 

(pH 9,6) e incubadas a 4°C por, no mínimo, 16h. Após esse período, as placas foram 

bloqueadas com PBS BSA 1% (200µl/poço) por 1h à temperatura ambiente. Em seguida, 

pipetou-se as amostras de soro dos camundongos diluídas em PBS BSA 1% (1:1), 

incubando-se overnight à 4°C. Em seguida, adicionou-se o anticorpo anti-IgE de 

camundongo conjugado à biotina (113008 – Southern Biotech), diluído em PBS BSA 1% 

(1:300). Após 1h de incubação à temperatura ambiente, adicionou-se estreptavidina 

conjugada à HPR (710005 – Soutehrn Biotech), diluída em PBS BSA 1% (1:5000). Após 

1h de incubação à temperatura ambiente, a presença de reação positiva foi determinada 

pela adição de ABTS diluído em tampão citrato pH 5,0 (0,5mg/ml) contendo peróxido de 

hidrogênio 30% (1µl/ml). Deixou-se a placa ao abrigo da luz até que a reação acontecesse, 

a qual foi interrompida com SDS 1%. Em seguida, a absorbância das amostras foi 

determinada pelo leitor Bio-RadiMarkTM Microplate Reader com o filtro de 415nm. Entre 

cada um dos passos desse ensaio, exceto na adição de SDS 1%, as placas foram lavadas 

com PBS-Tween 0,05%. 

 Para a análise de IgE reativa ao Ara h 1 por Western Blot, utilizou-se um EPA 

enriquecido com Ara h 1 (EPA-Ara h 1), o qual foi diluído em azul de brofenol 0,2% 

(1:1) na presença de β-mercaptoetanol (em condição de redução) e fervido por 5 minutos. 

A partir dessa diluição, 10µg de proteína/coluna foram corridas em gel de acrilamida 15% 

a 150V por 2h. Após isso, as colunas de proteína foram transferidas para uma membrana 

de nitrocelulose em cuba transparente contendo tampão de transferência, carregado a 24V 

overnight e a 48V durante 1h antes da finalização do processo. Para certificar que a 

transferência ocorreu, a membrana de nitrocelulose foi corada com reagente de Panceau 

para visualização das bandas de proteína. As colunas de proteína foram bloqueadas com 

PBS-Tween 0,3% durante 1h à temperatura ambiente, sobre agitação. Em seguida, em 

tubos individuais contendo colunas de EPA-Ara h 1, adicionou-se um pool de soro dos 

camundongos dos seus respectivos grupos experimentais, diluídos em PBS-Tween 0,3% 

(1:10). As amostras de soro foram previamente tratadas com coluna de proteína G. Após 

agitação por 1h à temperatura ambiente, adicionou-se o anticorpo anti-IgE de 

camundongo conjugado à HRP (113005 – Southern Biotech) diluído em PBS-Tween 

0,3% (1:1000). Após agitação por 1h à temperatura ambiente, a presença de interação das 
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imunoglobulinas do tipo IgE com as proteínas do EPA-Ara h 1 foi determinada pela 

adição de peróxido de hidrogênio diluído em uma solução contendo DAB. 

3.7 Medida dos níveis de MCPT-1 Sérico 

 Os níveis séricos de MCPT-1 foram dosados com um kit de ELISA (88-7503-22 

Invitrogen), de acordo com as instruções do fabricante. Brevemente, placas de 96 poços 

foram sensibilizadas com anticorpo anti-MCPT1 purificado, diluído em PBS 1X, 

overnight à 4°C. Após bloqueio com a solução diluente, colocou-se na placa as amostras 

de soro, diluídas 1:5 em PBS1X, e incubou-se overnight à 4°C. Em seguida, adicionou-

se o anticorpo anti-MCPT-1 conjugado à biotina, e incubou-se por 1 hora à temperatura 

ambiente. Após 30 minutos de incubação com avidina-HRP, a reação foi revelada com 

TMB 1X e parada com H2SO4 2M. Em seguida, a absorbância das amostras foi 

determinada pelo leitor Bio-RadiMarkTM Microplate Reader com o filtro de 450nm. Todo 

o ensaio foi feito com volume de 50 l, e entre cada um dos passos desse ensaio, exceto 

na adição de H2SO4, as placas foram lavadas com PBS-Tween 0,05%. 

3.8 Medida dos níveis GDF-15 Sérico 

 Os níveis séricos de GDF-15 foram dosados com um kit de ELISA (MGD150 - 

R&D Systems), de acordo com as instruções do fabricante. Brevemente, colocou-se 

100l de soro (diluído 1:2 em reagente do fabricante) em uma placa de 96 poços já 

sensibilizada com anticorpo anti-GDF-15. Após 2h de incubação à temperatura ambiente, 

adicionou-se o anticorpo conjugado. Após 2h de incubação à temperatura ambiente, 

adicionou-se a solução de substrato, incubando-se por 30 minutos ao abrigo da luz. Após 

adicionar solução de parada, a absorbância das amostras foi determinada pelo leitor Bio-

RadiMarkTM Microplate Reader com o filtro de 450nm. Entre cada um dos passos desse 

ensaio, exceto na adição da solução de parada, as placas foram lavadas com PBS-Tween 

0,05%. 

3.9 Anafilaxia Cutânea Ativa e Passiva 

 Nos ensaios de anafilaxia cutânea ativa, os animais dos grupos Ctrl e Sens 

passaram pelo desafio oral e, ao final, passaram pelo teste de anafilaxia cutânea ativa. 

Após anestesiados, os camundongos receberam uma injeção intradérmica, na orelha ou 

no dorso, contendo 20g de OVA ou 50g de EPA diluídos em PBS. Imediatamente após, 
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injetou-se 200l de azul de Evan (0,5%) por via intravenosa. Decorridos 30 minutos, os 

animais foram eutanasiados por deslocamento cervical.  

 A região onde se injetou o antígeno foi coletada, cortada em pedaços menores, e 

embebida em formamida por 72h para dissolução do corante extravasado no tecido. O 

sobrenadante foi pipetado em placas de 96 poços para a leitura da absorbância à 620nm. 

Com base em uma curva de concentração conhecida de Azul de Evan, os valores de 

absorbância foram transformados e expressos em concentração (mg/ml).  

 Nos ensaios de anafilaxia cutânea passiva, os grupos experimentais passaram pelo 

desafio oral e, ao final, o soro dos camundongos foi coletado para preparo de um pool 

representativo de cada grupo. Um volume de 10l ou 30l de soro puro foi injetado na 

orelha ou no dorso, respectivamente, de animais naive previamente anestesiados. Após 

48h, injetou-se 300g de EPA diluído em Azul de Evan (0,5%) por via intravenosa nos 

camundongos previamente anestesiados. Após 30 minutos, os animais foram 

eutanasiados e coletou-se as áreas onde o soro foi injetado. No experimento onde injetou-

se o soro na orelha, prosseguiu-se da mesma maneira descrita anteriormente para leitura 

da absorbância do corante dissolvido em formamida. No experimento onde injetou-se no 

dorso, mediu-se o diâmetro do extravasamento de Azul de Evan.  

3.10 Teste Comportamental do Campo Aberto 

Nos devidos experimentos, os camundongos foram submetidos ao teste Campo 

Aberto para investigação do comportamento do tipo ansioso. Os camundongos foram 

colocados no centro de uma caixa quadrada (40 x 40 x 40cm) e filmados nesse aparato 

por 5 minutos para análise dos seguintes parâmetros: número de entradas no centro do 

aparato e tempo de permanência no centro do aparato. Essas duas medidas são 

inversamente proporcionais ao nível de comportamento do tipo ansioso dos 

camundongos. As medidas foram feitas utilizando-se o software EthoVision® XT versão 

12. 

3.11 Imunohistoquímica do Cérebro 

 A ativação neuronal na amígdala e no núcleo accumbens (NAc) foi feita por 

marcação de cFOS em dois experimentos distintos. No primeiro, camundongos foram 

gavados com 40mg de EPA logo após o ciclo de sensibilização (dia 21 do protocolo 
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experimental). Após 90 minutos, eles foram eutanasiados para a coleta do cérebro. No 

segundo experimento, os camundongos passaram pelo desafio oral e, no último dia, 90 

minutos após a troca da mamadeira contendo ETA 3%, eles foram eutanasiados para a 

coleta do cérebro. Todo o processo ocorreu como descrito a seguir. 

Os camundongos foram anestesiados e perfundidos com PBS, seguido de 

paraformaldeído 4% (PFA 4%). Os cérebros foram coletados e fixados em PFA 4% por 

24h. Em seguida, eles foram desidratados em concentrações crescentes de sacarose 

diluída em PBS (10%, 20% e 30%). Os cérebros ficaram 24h em cada uma dessas 

soluções. Após desidratado, os cérebros foram congelados rapidamente em um recipiente 

contendo isopentano, envolto por gelo seco. Imediatamente, os tecidos foram colocados 

no freezer -80°C até o processamento. Utilizando-se um micrótomo, fatias de 40m de 

espessura foram cortadas nas regiões do núcleo accumbens (NAc) e amígdala, e 

preservadas em isopentano a -20°C. 

 No dia da marcação de cFOS por imunohistoquímica, utilizando-se placas de 24 

poços, os tecidos foram lavados em PBS e, em seguida, incubados com uma solução de 

bloqueio (PBS contendo glicina (1%), triton (0,2%) e BSA (2%)) por 1h à temperatura 

ambiente. Após isso, foi adicionado um anticorpo de coelho anti-cFOS de camundogo 

(2250S, Cell Signaling), deixando-o overnight à temperatura ambiente. Em seguida, foi 

adicionado um anticorpo secundário anti-IgG de coelho conjugado à biotina, o qual ficou 

reagindo por 1h à temperatura ambiente. Após isso, adicionou-se uma solução contendo 

substância A e substância B (kit ABC), deixando reagir por 1h à temperatura ambiente. 

Para revelar a reação dos anticorpos com seus substratos, adicionou-se DAB na presença 

de peróxido de hidrogênio, o qual ficou reagindo por cerca de 1-2 minutos, até que o 

tecido ficasse com uma coloração amarronzada. Em seguida, os tecidos foram 

imediatamente retirados da solução de revelação e lavados em PBS. Entre cada uma das 

etapas citadas anteriormente, os tecidos foram lavados três vezes com PBS, por 5 minutos, 

em agitação. 

 Após finalizar a marcação, os tecidos foram colocados em lâminas de vidro e 

tratados com álcool e xilol. Por fim, com Etellan, colou-se uma lamínula sobre os tecidos. 

As lâminas foram fotografadas, e as fotos foram analisadas no software Qupath.  
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3.12 Análise fenotípica por Citometria de Fluxo 

 Os camundongos foram eutanasiados, e os linfonodos mesentéricos proximais 

(pmLN) foram coletados para análise de subpopulações de linfócitos T auxiliares.  

3.12.1 Extração de células dos pmLN 

 Os linfonodos mesentéricos proximais (pmLN – duodenais e jejunais) foram 

coletados em eppendorfs de 2ml contendo 1ml de RPMI completo (RPMI1640 - GIBCO 

adicionado de 10% de soro fetal bovino – Cultilab). Os pmLN foram colocados em placas 

de petri e macerados por fricção, utilizando-se duas lâminas foscas. Em seguida, as 

amostras foram centrifugadas a 1200rpm por 10 minutos à 4ºC. Após o descarte do 

sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 200µl de RPMI completo.  

3.12.2 Marcação das células dos pmLN 

2x106 células de cada amostra foram colocadas em placa de poliestireno e, 

primeiramente, incubadas com anticorpo anti-CD16/CD32 (receptores FcγRII/III) e um 

marcador de viabilidade celular por 15 minutos à 4ºC. Após lavagem com PBS BSA 

0,5%, as células foram incubadas com um mix de anticorpos anti-marcadores de 

superfície celular conjugados a fluorocromos por 30 minutos à 4ºC (CD3 – APCCy7, 

100222, Biolegend; CD4 – PE-Cy7, 100528, Biolegend). Após lavagem com PBS BSA 

0,5%, as células foram permeabilizadas e fixadas por 30 minutos à 4ºC. Em seguida, após 

outra lavagem, as células foram marcadas com anticorpos anti-fatores de transcrição que 

determinam as subpopulações de linfócitos Th2 (GATA3 – BV421, 563349, BD Horizon) 

e Treg (FOXP3 - Alexa Fluor 488, 560407, BD Pharmingen) por 1h à 4ºC. As células 

foram, então, lavadas e ressuspendidas em PBS BSA 0,5% para serem adquiridas no 

citômetro FACS Fortessa (BD Bioscience) acoplado a um computador contendo o 

software Diva. De acordo com os padrões de tamanho e granulosidade (Forward Scatter 

x Side Scatter), delimitou-se um gate na população de linfócitos para aquisição de 

100.000 eventos. A análise da frequência de linfócitos Th2 e Treg foi feita no software 

FlowJo v10, segundo a estratégia apresentada na Figura 1. 
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Figura 1. Estratégia de análise das populações de linfócitos Th2 e Treg.          

 

3.13 Análise Estatística 

 A confecção dos gráficos e as análises estatísticas foram feitas com o programa 

GraphPad Prism® versão 7. Aplicou-se o teste One Way ANOVA quando as médias 

aritiméticas entre três ou mais grupos era comparada. Havendo diferença entre elas, 
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prosseguiu-se com o teste de Turkey para determinar quais grupos diferenciaram entre si. 

Em casos onde a comparação das médias aritiméticas era feita entre apenas dois grupos, 

aplicou-se o Teste t. A significância estatística era considerada com valor de p<0,05. Os 

dados estão representados em média ± desvio padrão. 
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4. RESULTADOS  

4.1 Camundongos BALB/c e C57BL/6 sensibilizados e desafiados com proteínas do 

amendoim produziram IgE específica capaz de degranular mastócitos 

 O fenômeno da aversão é altamente dependente da produção de IgE e da ativação 

de mastócitos (Basso et al., 2003; Florsheim et al., 2023). Sendo assim, determinou-se a 

capacidade do presente modelo de alergia ao amendoim (Fig. 2A) em desencadear essas 

respostas. Nele, os camundongos foram sensibilizados com extrato proteico de amendoim 

(EPA) e desafiados com extrato total de amendoim (ETA) 3% por quatorze dias. Após o 

desafio oral, os camundongos BALB/c e C57BL/6 do grupo sensibilizado (Sens) 

apresentaram maiores níveis séricos de IgE total e anti-EPA do que os grupos controle 

(Ctrl) e Naive (Fig. 2B-E). Devido a participação essencial da IgG1 na biologia da IgE 

em respostas imunes do tipo 2 (Erazo et al, 2007), dosamos esse subtipo de IgG no soro 

dos animais e, de fato, altos títulos de IgG1-anti EPA foram encontrados apenas nos 

grupos Sens (Fig. 2F e G). Por fim, a transferência intradérmica de soro dos grupos Sens 

para animais naive foi capaz de sensibilizar os mastócitos da pele, fazendo com que 

ocorresse um maior extravasamento local de Azul de Evan mediante exposição às 

proteínas do amendoim (Fig. 2H e I). Sendo assim, após o consumo do ETA 3%, 

camundongos BALB/c e C57BL/6 sensibilizados aumentaram a produção de IgE, a qual 

teve a capacidade de se ligar a mastócitos e leva-los à degranulação na presença de 

antígenos específicos. É importante ressaltar que, como mostrado anteriormente 

(Oliveira, 2021), os camundongos dos grupos Sens apresentam alterações inflamatórias 

na mucosa intestinal, evidenciadas por maior número de eosinófilos, linfócitos 

intraepteliais e células caliciformes. Logo, o presente modelo é capaz de induzir 

inflamação e as respostas imunes necessárias para que a aversão alimentar aconteça.  
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Figura 2. A ingestão de ETA 3% por camundongos BALB/c e C57BL/6 sensibilizados leva à produção de IgE 

capaz de ativar mastócitos. (A) Imagem ilustrativa do protocolo experimental. Camundongos BALB/c e 

C57BL/6 do grupo Sens receberam uma injeção subcutânea com 40g de EPA adsorvido em 3mg de 

Al(OH)3 nos dias 0 e 14. Camundongos do grupo Ctrl receberam as mesmas injeções, sem o antígeno. A 

partir do dia 21, os grupos Sens e Ctrl ingeriram ETA 3% por quatorze dias. Camundongos do grupo Naive 

não receberam injeção e ingeriram apenas água durante o desafio oral. (B e C) Níveis séricos de IgE total 

pós desafio oral. (D e E) Níveis séricos de IgE anti-EPA pós desafio oral. (F e G) Níveis séricos de IgG1 

anti-EPA pós desafio oral. (H e I) Extravasamento de Azul de Evan pós ensaio de anafilaxia cutânea passiva 

em camundongos naive que receberam pool de soro dos grupos Ctrl e Sens das linhagens BALB/c e 

C57BL/6 e, após 48h, foram desafiados com EPA. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão. 

Os asteriscos indicam diferença entre os grupos (p≤0,05).  

 

4.2 Camundongos BALB/c e C57BL/6 sensibilizados não apresentaram aversão ao 

consumo de ETA 3%, a despeito da ativação de mastócitos 

Camundongos sensibilizados com ovalbumina (OVA) apresentam alta aversão a 

soluções que contenham esse antígeno, antes mesmo de serem desafiados por via oral 

(Cara et al., 1994; Basso et al., 2003; Florsheim et al., 2023). Diferentemente, 

camundongos sensibilizados com -lactoglobulina apresentam apenas uma aversão 

parcial a uma solução de soro de leite (Lemos et al., 2022). Logo, investigou-se em qual 

ponto desse espectro os camundongos sensibilizados ao EPA se encaixariam. Ao serem 

submetidos a um teste de preferência (Fig. 3A), no qual os animais poderiam escolher 

entre ingerir água ou ETA 3%, os camundongos dos grupos Sens de ambas as linhagens 

(BALB/c e C57BL/6) apresentaram nenhuma aversão à solução contendo o antígeno (Fig 

3B e C). Na verdade, assim como os grupos Ctrl, eles preferiram ingerir o ETA 3% à 

água. Isso foi observado ao longo de 72h.  

Uma característica peculiar do amendoim é o seu alto teor lipídico, o que confere 

alta palatabilidade a esse alimento. Para testar o efeito da porção lipídica no resultado 

observado, decidimos repetir o teste de preferência com um EPA 3% feito a partir de uma 
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farinha de amendoim comercial com redução de 80% do teor lipídico. Essa alteração não 

foi capaz de mudar o resultado previamente obtido. Ou seja, mesmo frente a uma solução 

contendo menos lipídios, os camundongos dos grupos Ctrl e Sens, de ambas as linhagens, 

preferiram ingerir o extrato de amendoim à água (Fig. 3D e E). Os resultados dos testes 

de preferência não podem ser explicados por ausência da ativação de mastócitos, pois ao 

expor os camundongos sensibilizados ao EPA no dia 21 do protocolo experimental (logo 

após a sensibilização, sem que houvesse contato prévio com o antígeno por via oral), já 

conseguimos detectar a ativação de mastócitos nas duas linhagens (Fig. 3F e G). Logo, 

até o momento, camundongos sensibilizados ao amendoim não apresentaram aversão; ao 

contrário, demonstraram preferência por esse alimento em detrimento da água, e isso 

ocorreu a despeito da ativação de mastócitos. 

Como demonstrado por Basso et al. (2003), e posteriormente confirmado e 

detalhado por Florsheim et al. (2023), a gavagem de OVA em camundongos 

sensibilizados leva à ativação do núcleo central da amígdala (CeA), o que se associa ao 

comportamento aversivo dos animais ao consumo do antígeno. Lançando mão da mesma 

abordagem experimental, camundongos BALB/c e C57BL/6 foram sensibilizados nos 

dias 0 e 14, e após uma semana (dia 21), ambos os grupos Ctrl e Sens foram gavados com 

40mg de EPA (Fig. 3H). Após 90 minutos, coletou-se os cérebros dos animais para análise 

da expressão neuronal de cFOS na amígdala. Como esperado, uma vez que os 

camundongos não apresentaram aversão, não houve diferença na expressão de cFOS entre 

os grupos Ctrl e Sens de ambas as linhagens (Fig. 3I e J). Como os camundongos 

apresentaram preferência pela ingestão do ETA 3%, investigou-se também a possível 

ativação de neurônios no NAc (área cerebral relacionada ao prazer) associada à presença 

de proteínas do amendoim na mucosa intestinal. Os grupos Ctrl das linhagens BALB/c e 

C57BL/6 apresentaram maior expressão de cFOS no NAc do que seus respectivos grupos 

Sens pós-gavagem (Fig. 3K e L). Assim, a presença de proteínas do amendoim na mucosa 

intestinal não levou à ativação da amídgala nos grupos Sens, mas associou-se a uma maior 

ativação do NAc apenas nos grupos Ctrl. Mesmo com menor ativação do NAc, os animais 

sensibilizados insistiram em ingerir o ETA 3%. 
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Figura 3. Camundongos BALB/c e C57BL/6 não apresentam aversão a extratos de amendoim logo após serem 

sensibilizados. (A) Imagem ilustrativa do protocolo experimental. Camundongos BALB/c e C57BL/6 do 

grupo Sens receberam uma injeção subcutânea com 40g de EPA adsorvido em 3mg de Al(OH)3 nos dias 

0 e 14. Camundongos do grupo Ctrl receberam as mesmas injeções, sem o antígeno. No dia 21, cada 

camundongo recebeu duas mamadeiras: uma contendo água e outra contendo ETA 3% ou EPA 3%. A 

quantidade de cada uma dessas soluções foi medida diariamente, por três dias. (B e C) Teste de preferência 

entre água e ETA 3%. (D e E) Teste de preferência entre água e EPA 3%. (F e G) Extravasamento de Azul 

de Evan pós ensaio de anafilaxia cutânea ativa. (H) Imagem ilustrativa do protocolo experimental. No dia 

21, após a sensibilização, camundongos dos grupos Sens e Ctrl receberam uma gavagem de 40mg de EPA. 

Após 90 minutos, o cérebro foi coletado para marcação de cFOS na amígdala e NAc. (I e J) Número de 

neurônios cFOS+ na amígdala. (K e L) Número de neurônios cFOS+ no NAc. Os dados estão expressos em 

média ± desvio padrão. Os asteriscos indicam diferença entre os grupos (p≤0,05). 
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4.3 Após o desafio oral, camundongos sensibilizados da linhagem BALB/c, mas não 

C57BL/6, apresentam aversão ao ETA 

A ausência de aversão foi observada logo após a sensibilização dos animais, sem 

que eles houvessem passado pelas alterações inflamatórias desencadeadas durante o 

desafio oral. Sendo assim, logo após os quatorze dias de ingestão exclusiva de ETA 3%, 

os camundongos foram novamente submetidos ao teste de preferência, no qual podiam 

escolher entre ingerir ETA 3% ou água por 24h, (Fig. 4A). Na linhagem BALB/c, os 

camundongos do grupo Ctrl apresentaram a mesma preferência observada anteriormente. 

No entanto, ao contrário do que foi observado logo após a sensibilização (Fig. 4B), os 

camundongos Sens preferiram ingerir água ao ETA 3% depois da experiência do desafio 

oral (Fig. 4B), exibindo um comportamento aversivo. Coletou-se o soro dos animais logo 

antes desse teste de preferência para avaliar os níveis séricos de MCPT-1 e GSDF-15. A 

aversão coincidiu com uma tendência a apresentar maiores níveis séricos de MCPT-1 

(Fig. 4C), enzima liberada a partir da ativação de mastócitos. Nesse mesmo momento, os 

camundongos Sens também apresentaram maior produção de GDF-15 do que o grupo 

Ctrl (Fig. 4D). Como consequência, ao avaliar a ativação neuronal na amígdala (em um 

experimento à parte, logo após o desafio oral), observou-se um maior número de 

neurônios cFOS+ no grupo Sens do que no grupo Ctrl (Fig. 4E). Ou seja, assim como 

mostrado no contexto da alergia ao ovo (Florsheim et al., 2023), a aversão dos 

camundongos associou-se à maior ativação de mastócitos, à maior produção de GDF-15 

e à maior ativação da amígdala. No entanto, ao aumentar a concentração do ETA de 3% 

para 10% e continuar o teste de preferência por mais três dias, os camundongos 

sensibilizados gradativamente deixaram de exibir aversão e, ao final do teste, voltaram a 

preferir o ETA à água (Fig. 4B). Ou seja, a despeito da ativação de mastócitos, da 

produção de GDF-15 e da ativação da amígdala, a aversão foi sobrepujada pelo aumento 

da concentração de amendoim no extrato. Por isso, nesse contexto, essa aversão foi 

entendida como moldável.  

Em relação à linhagem C57BL/6, o grupo Ctrl continuou a apresentar preferência 

pelo ETA 3%, enquanto o grupo sensibilizado ingeriu a mesma quantidade das duas 

soluções, não apresentando preferência (Fig. 4F). No entanto, como a quantidade de ETA 

3% ingerida pelo grupo Sens foi menor do que o grupo Ctrl, entendeu-se isso como uma 

aversão parcial. Nesse momento, o grupo Sens não apresentou diferença na produção de 

MCPT-1 e GDF-15 em relação ao grupo Ctrl (Fig. 4G-H), nem no grau de ativação da 
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amígdala (Fig. 4I). Assim como para a linhagem BALB/c, o aumento da concentração de 

amendoim restaurou a preferência do grupo Sens pelo ETA (Fig. 4F). 

 Após quatorze dias de ingestão de whey protein, camundongos sensibilizados com 

a -lactoglobulina apresentam ativação do NAc (Lemos et al., 2022). Isso, somado à 

aversão moldável em camundongos BALB/c sensibilizados e à ausência de aversão em 

camundongos C57BL/6 sensibilizados, nos levou à hipótese de que a ingestão do ETA 

poderia ativar o sistema recompensa e, assim, manter a ingestão da solução alergênica 

mesmo no contexto da sensibilização. Sendo assim, analisou-se a expressão de cFOS no 

NAc após quatorze dias de ingestão de ETA 3%. Na linhagem BALB/c, não houve 

diferença na ativação do NAc entre os grupos (Fig. 4J). Na linhagem C57BL/6, no 

entanto, o grupo Ctrl apresentou maior número de neurônios cFOS+ no NAc do que o 

grupo Sens (Fig 4K). Assim, a ingestão de ETA 3% pelos camundongos sensibilizados 

não se associa à ativação do NAc.   
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Figura 4. Camundongos BALB/c, mas não C57BL/6, sensibilizados apresentam aversão ao ETA após o desafio 

oral. (A) Imagem ilustrativa do protocolo experimental. Camundongos BALB/c e C57BL/6 do grupo Sens 

receberam uma injeção subcutânea com 40g de EPA adsorvido em 3mg de Al(OH)3 nos dias 0 e 14. 

Camundongos do grupo Ctrl receberam as mesmas injeções, sem o antígeno. A partir do dia 21, os grupos 

Sens e Ctrl ingeriram ETA 3% por quatorze dias. Camundongos do grupo Naive não receberam injeção e 

ingeriram apenas água durante o desafio oral. Ao final do desafio oral, os camundongos dos grupos Ctrl e 

Sens foram submetidos a um teste de preferência por 96h. No primeiro dia, podiam escolher entre ingerir 

água e ETA 3%. No restante dos dias, a concentração do ETA subiu de 3% para 10%. (B e F) Teste de 

preferência entre água e ETA após o desafio oral. (C e G) Níveis séricos de MCPT-1. (D e H) Níveis séricos 
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de GDF-15. (E e I) Número de neurônios cFOS+ na amígdala pós-desafio oral. (J e K) Número de neurônios 

cFOS+ no NAc pós-desafio oral. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão. Os asteriscos indicam 

diferença entre os grupos (p≤0,05). 

 

4.4 Após o desafio oral, os camundongos BALB/c e C57BL/6 apresentam alterações 

comportamentais 

 Camundongos com alergia alimentar tendem a apresentar comportamento do tipo 

ansioso após serem desafiados (Basso et al., 2003; Smith et al., 2021). Assim, 

submetemos os animais ao teste do Campo Aberto após o desafio oral (Fig. 5A). Nele, o 

número de entradas e o tempo de permanência no centro do aparato é inversamente 

proporcional ao comportamento do tipo ansioso. Surpreendentemente, os camundongos 

Sens das linhagens BALB/c e C57BL/6 apresentaram um maior número de entrada no 

centro do aparato do que seus respectivos grupos Ctrl e Naive (Fig. 5B e C). Além disso, 

eles permaneceram no centro por mais tempo do que o grupo Naive (Fig. 5D e E). Logo, 

a ingestão de ETA 3% levou os animais sensibilizados de ambas as linhagens a exibirem 

uma diminuição do comportamento do tipo ansioso em comparação aos grupos não 

sensibilizados.  
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Figura 5. A ingestão de ETA 3% por camundongos BALB/c e C57BL/6 sensibilizados leva a alterações 

comportamentais. (A) Imagem ilustrativa do protocolo experimental. Camundongos BALB/c e C57BL/6 do 

grupo Sens receberam uma injeção subcutânea com 40g de EPA adsorvido em 3mg de Al(OH)3 nos dias 

0 e 14. Camundongos do grupo Ctrl receberam as mesmas injeções, sem o antígeno. A partir do dia 21, os 

grupos Sens e Ctrl ingeriram ETA 3% por quatorze dias. Camundongos do grupo Naive não receberam 

injeção e ingeriram apenas água durante o desafio oral. Após o desafio oral, todos os grupos foram 

submetidos ao teste Campo Aberto, no qual se mediu o (A e B) número de entradas no centro do aparato e 

(F e G) o tempo de permanência no centro do aparato durante. Os dados estão expressos em média ± desvio 

padrão. Os asteriscos indicam diferença entre os grupos (p≤0,05). 
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4.5 A aversão alimentar é uma barreira para a dessensibilização voluntária 

Considerando-se que houve uma aversão moldável ao ETA, e que o contato 

crônico do antígeno com a mucosa intestinal leva à dessensibilização (Dourado et al., 

2010; Batista et al., 2014; Vonk et al., 2017), gerou-se a hipótese de que num contexto de 

pouca ou ausência de aversão, camundongos sensibilizados insistem no contato com o 

alimento alergênico, gerando o benefício da dessensibilização. Por outro lado, quando há 

aversão, camundongos sensibilizados evitam o alimento alergênico e, assim, não passam 

pelos processos imunomodulatórios associados à dessensibilização.   

Como primeiro passo para testar essa hipótese, lançamos mão do modelo de 

alergia alimentar ao ovo, onde há forte aversão ao antígeno. Primeiramente, determinou-

se o esquema de sensibilização que geraria o maior nível de aversão. Vaz et al. (1971) 

mostraram que altos níveis de IgE anti-OVA são gerados quando os camundongos são 

sensibilizados com baixa dose de antígeno. Sabendo-se da importância da IgE para o 

fenômeno da aversão, sensibilizou-se camundongos BALB/c com 1g (Sens 1g), 10g 

(Sens 10g) ou 100g (Sens 100g) de OVA. Em seguida, eles foram submetidos a um 

teste de preferência no qual poderiam escolher entre ingerir água ou solução de clara de 

ovo 20% (SCO) adoçada com sacarina (0,5%) por 24h (Fig. 6A). O grupo Sens 1g foi o 

que produziu a maior quantidade de IgE (Fig. 6B) e a menor quantidade de IgG1 (Fig. 

6C) comparado aos demais grupos sensibilizados. A despeito dessa diferença, todos os 

grupos sensibilizados, mas não o grupo Ctrl, apresentaram aversão à SCO (Fig. 6D). No 

entanto, o grau de aversão apresentado pelo grupo Sens 1g foi o mais elevado (Fig. 6E). 

Os camundongos desse grupo ingeriram apenas 22,8% da quantidade de SCO ingerida 

pelo grupo Ctrl, enquanto os grupos Sens 10g e Sens 100g ingeriram 29,7% e 63,65%, 

respectivamente. Logo, a dose de sensibilização que gerou o grau mais elevado de aversão 

foi 1g. 

Em seguida, testou-se as alterações no sabor que tornariam a SCO o mais palatável 

possível. Inicialmente, ofertou-se SCO com 0,5% de sacarina a camundongos não 

sensibilizados como única opção de líquido a ser ingerido. Em intervalos de 24h, dobrou-

se a quantidade de sacarina para ver se o aumento do sabor doce aumentaria a quantidade 

de SCO ingerida pelos animais (Fig. 6F). Mesmo atingindo a concentração de 2%, o 

aumento de sacarina não desencadeou mudanças bruscas na ingestão de SCO (Fig. 6G). 

Sabendo-se que camundongos preferem sacarose à sacarina, trocou-se a sacarina por 
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sacarose para adoçar a SCO, mantendo-se o aumento progressivo da concentração (Fig. 

6F). Ao chegar na concentração de 8%, os camundongos apresentaram um aumento 

expressivo na ingestão de SCO (Fig. 6G). Finalmente, para testar a diferença na ingestão 

de SCO adoçada em relação à SCO não adoçada, ofertou-se SCO com ou sem 8% de 

sacarose a dois grupos de animais não sensibilizados por duas semanas (Fig. 6H). A média 

de ingestão diária do grupo que recebeu a SCO adoçada foi 166% maior do que a média 

da ingestão diária do grupo que recebeu a SCO não adoçada (Fig. 6I). Isso mostra a alta 

palatabilidade da SCO adicionada de 8% de sacarose.  
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Figura 6.  A sensibilização com baixa dose de OVA leva ao maior nível de aversão, e a adição de 8% de sacarose 

torna a SCO altamente palatável. (A) Imagem ilustrativa do protocolo experimental. Camundongos BALB/c 

do grupo Sens foram sensibilizados com 1g, 10g ou 100g de OVA adsorvida em 1mg de Al(OH)3, por 

via subcutânea, no dia 0. No dia 14, esses grupos receberam um boost com as mesmas doses de antígeno, 

sem o adjuvante. Camundongos do grupo Ctrl receberam as mesmas injeções, sem o antígeno. No dia 21, 

cada camundongo recebeu duas mamadeiras: uma contendo água e outra contendo SCO com 0,5% sacarina. 

A quantidade de cada uma dessas soluções foi medida diariamente, por 24h. (B) Níveis séricos de IgE anti-

OVA pós teste de preferência. (C) Níveis séricos de IgG1 anti-OVA pós teste de preferência. (D) Teste de 

preferência entre água e SCO com 0,5% sacarina. (E) Comparação da quantidade de SCO com 0,5% 

sacarina ingerida entre os grupos. (F) Imagem ilustrativa do protocolo experimental. Para determinar uma 

SCO altamente palatável, camundongos naive receberam, inicialmente, SCO adoçada com 0,5% de 

sacarina. A cada 24h, a concentração de sacarina dobrou, até atingir 2%. No dia seguinte, a sacarina foi 

trocada para sacarose, na concentração de 4%, a qual dobrou no dia seguinte. (G) A quantidade média de 

ingestão da SCO foi monitorada diariamente. (H) Imagem ilustrativa do protocolo experimental. 

Camundongos naive foram divididos em dois grupos. Um ingeriu SCO não adoçada e o outro ingeriu SCO 

com 8% de sacarose por 14 dias. (I) Quantidade média de ingestão das duas SCO ao longo dos 14 dias. Os 

dados estão expressos em média ± desvio padrão. Os asteriscos indicam diferença entre os grupos (p≤0,05). 
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Uma vez definido o esquema de sensibilização que gera alto nível de aversão e a 

SCO que oferece alta palatabilidade, prosseguiu-se para a testagem da hipótese de que a 

aversão é uma barreira para a dessensibilização. Para isso, sensibilizou-se dois grupos 

com 1g de OVA: Sens (Água + SCO) e Sens (SCO) (Fig. 7A). O primeiro, assim como 

o grupo controle (Ctrl), pôde escolher entre ingerir água ou SCO com 8% de sacarose ao 

longo de duas semanas de desafio oral. O último, no entanto, só tinha a opção de ingerir 

a SCO com 8% de sacarose. Como esperado, o grupo Ctrl ingeriu mais SCO do que ambos 

os grupos sensibilizados ao longo do desafio oral, com maior ingestão na segunda semana 

em comparação à primeira (Fig. 7B). Os camundongos do grupo Sens (Água + SCO) 

beberam pouca SCO ao longo do desafio oral (~0,4g/animal/dia), sem alterações entre a 

primeira e a segunda semana. Em decorrência disso, durante a exposição à solução 

antigênica, não apresentaram mudanças nos níveis séricos de IgE anti-OVA (Fig 7C). A 

quantidade sérica de IgG1 anti-OVA, no entanto, aumentou na primeira, e manteve-se 

estável até o final da segunda semana de desafio oral (Fig. 7D). Já os camundongos do 

grupo Sens (SCO), apesar de também ingerirem uma quantidade pequena de SCO na 

primeira semana (~0,6g/animal/dia), apresentaram um aumento na ingestão de SCO 

durante a segunda semana de desafio oral (~1,38g/animal/dia) (Fig. 7B). Isso se 

relacionou bem aos níveis séricos de IgE anti-OVA, os quais aumentaram ao final da 

primeira semana (coincidindo com a baixa ingestão), mas retornaram aos valores pré-

desafio oral ao final da segunda semana (coincidindo com o aumento na ingestão) (Fig. 

7E). Já os níveis de IgG1 anti-OVA aumentaram gradativamente ao longo do desafio oral 

(Fig. 7F). Logo, diferentemente do grupo Sens (Água + SCO), a ausência da opção da 

água forçou os animais do grupo Sens (SCO) a constantemente entrar em contato com o 

antígeno, o que eventualmente levou à uma queda nos níveis séricos de IgE anti-OVA.  

Para uma melhor investigação desse provável processo de dessensibilização, 

extendeu-se o tempo de desafio oral para três semanas e comparou-se os níveis de 

imunoglobulinas séricas, assim como a degranulação de mastócitos, entre os grupos Sens 

(Água + SCO) e Sens (SCO). Ao final da terceira semana, apesar de não haver diferença 

na produção de IgE específica (Fig. 7G), o grupo Sens (SCO) tinha níveis séricos de IgG1 

e IgG2a anti-OVA mais elevados que o grupo Sens (Água + SCO) (Fig. 7H e I). Além 

disso, ao expor os mastócitos da pele à OVA, o grupo Sens (SCO) apresentou menor 

extravasamento vascular do que o grupo Sens (Água + SCO) (Fig. 7J). Ou seja, o contato 

constante com a OVA levou a processos imunomodulatórios que conferiram diminuição 
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da ativação de mastócitos, o que aponta para um processo de dessensibilização. Assim, 

ao passo que protege de reações alérgicas indesejáveis, a aversão impede a 

dessensibilização voluntária de camundongos. 
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Figura 7. A aversão impede o contato crônico com o antígeno e, consequentemente, a dessensibilização. (A) 

Imagem ilustrativa do protocolo experimental. Camundongos BALB/c dos grupos Sens (Água + SCO) 

e Sens (SCO) foram sensibilizados com 1g de OVA adsorvida em 1mg de Al(OH)3, por via subcutânea, 

no dia 0. No dia 14, os camundongos receberam um boost com a mesma dose de antígeno, sem o adjuvante. 

Camundongos do grupo Ctrl (Água + SCO) receberam as mesmas injeções, sem o antígeno. A partir do dia 

21, durante duas semanas, os grupos Sens (Água + SCO) e Ctrl (Água + SCO) puderam escolher entre 

ingerir água e SCO adoçada com 8% de sacarose, enquanto o grupo Sens (SCO) ingeriu apenas SCO 

adoçada com 8% de sacarose. Em um experimento a parte, contendo apenas os grupos Sens (Água + SCO) 

e Sens (SCO), o desafio oral foi estendido para três semanas. (B) Média da ingestão diária de SCO ao longo 

do desafio oral. (C e E) Níveis séricos de IgE anti-OVA ao longo do desafio oral. (D e F) Níveis séricos de 

IgG1 anti-OVA ao longo do desafio oral. (G) Níveis séricos de IgE anti-OVA após três semanas de desafio 

oral. (H) Níveis séricos de IgG1 anti-OVA após três semanas de desafio oral. (I) Níveis séricos de IgG2a 

anti-OVA após três semanas de desafio oral. (J) Extravasamento de Azul de Evan pós ensaio de anafilaxia 

cutânea ativa. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão. Os asteriscos indicam diferença entre 

os grupos (p≤0,05). 

 

4.6 Apesar do benefício da dessensibilização, a exposição crônica ao antígeno no 

contexto de alta aversão tem elevado custo fisiológico e não é duradoura 

É importante ressaltar que esse processo de dessensibilização, apesar de benéfico, 

possui um alto custo fisiológico. Após a primeira semana de desafio oral, os animais do 

grupo Sens (SCO) perderam, em média, 22% do peso corporal (Fig. 8A). Mesmo que essa 

porcentagem tenha diminuído ao passo que os animais dessensibilizavam, eles ainda 

apresentaram cerca de 16% de perda de peso ao final do protocolo. Já os animais do grupo 

Sens (Água + SCO) estavam protegidos desse efeito (Fig. 8A).  

Além disso, investigou-se a durabilidade do benefício dessa dessensibilização. 

Após as três semanas de desafio oral, deixou-se os animais Sens (Água + SCO) e Sens 

(SCO) sem contato com a SCO por 2 semanas (período wash out) (Fig. 8B). Em seguida, 

ofertou-se aos animais, por sete dias, 15mg de OVA por gavagem. Essa dose foi 

equivalente à quantidade de OVA que o grupo Sens (SCO), em média, ingeriu na semana 

anterior ao período wash out. Após as gavagens, o grupo Sens (SCO) apresentou uma 
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tendência a ter uma resposta anafilática cutânea mais grave do que o grupo Sens (Água + 

SCO) (Fig. 8C). Além disso, o grupo Sens (SCO) perdeu mais peso do que o grupo SCO 

(Água + SCO) durante a reexposição ao antígeno (Fig. 8D). Por fim, ao analisar 

subpopulações de linfócitos T CD4+ nos linfonodos mesentéricos proximais, o grupo Sens 

(SCO) apresentou maior frequência de linfócitos Th2, assim como uma tendência a ter 

maior frequência de linfócitos Treg, do que o grupo SCO (Água + SCO) (Fig. 8E e F). 

Ou seja, além do impacto fisiológico durante as três semanas de contato constante com o 

antígeno (evidenciado pela perda de peso e provável alteração comportamental), os 

benefícios da dessensibilização parecem ser perdidos após descontinuação da SCO, 

evidenciado por sinais clínicos e imunológicos de maior gravidade.  
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Figura 8. A dessensibilização à OVA mediante a ingestão crônica de SCO tem alto custo fisiológico e não é 

duradoura. Camundongos BALB/c dos grupos Sens (Água + SCO) e Sens (SCO) foram sensibilizados com 

1g de OVA adsorvida em 1mg de Al(OH)3, por via subcutânea, no dia 0. No dia 14, os camundongos 

receberam um boost com a mesma dose de antígeno, sem o adjuvante. Camundongos do grupo Ctrl (Água 

+ SCO) receberam as mesmas injeções, sem o antígeno. A partir do dia 21, durante duas semanas, os grupos 

Sens (Água + SCO) e Ctrl (Água + SCO) puderam escolher entre ingerir água e SCO adoçada com 8% de 

sacarose, enquanto o grupo Sens (SCO) ingeriu apenas SCO adoçada com 8% de sacarose. Em um 

experimento a parte, contendo apenas os grupos Sens (Água + SCO) e Sens (SCO), o desafio oral foi 

estendido para três semanas. (A) Variação do peso corporal ao longo do desafio oral. (B) Imagem ilustrativa 

do protocolo experimental. Após serem sensibilizados e desafiados por três semanas, os grupos Sens (Água 

+ SCO) e Sens (SCO) passaram por duas semanas de um período wash out, onde ingeriram apenas água. 

Após isso, ambos os grupos receberam gavagens diárias de 15mg de OVA por 7 dias. (C) Extravasamento 

de Azul de Evan em ensaio de anafilaxia cutânea ativa, (D) variação do peso corporal, (E) frequência de 

linfócitos Th2 e (F) frequência de linfócitos Treg após as gavagens. Os dados estão expressos em média ± 

desvio padrão. Os asteriscos indicam diferença entre os grupos (p≤0,05). 

 

4.7 A ausência de aversão possibilita a dessensibilização expontânea 

 Seguindo a mesma lógica da abordagem experimental no contexto da alergia ao 

ovo, testou-se a hipótese de que a ausência da aversão permite o contato crônico com o 

antígeno e, consequentemente, o desenvolvimento da dessensibilização. Para que o 
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protocolo experimental ficasse equivalente ao apresentado nas sessões passadas, 

camundongos BALB/c foram sensibilizados com 1g de Ara h 1, um dos principais 

alérgenos do amendoim (Palladino e Breiteneder, 2018), e divididos em dois grupos: Sens 

(Água + ETA) e Sens (ETA). Assim como o grupo Ctrl (Água + ETA), o grupo Sens 

(Água + ETA) pôde escolher entre ingerir água ou ETA durante três semanas de desafio 

oral (Fig. 9A). O grupo Sens (ETA), em contrapartida, só tinha a opção do ETA. Nesse 

experimento, usou-se o ETA na concentração de 10% para que a concentração proteica 

da solução antigênica ficasse equivalente à SCO. Antes do início do desafio oral, 

submetemos os camundongos dos grupos Ctrl (Água + ETA) e Sens (Água + ETA) a um 

teste de preferência durante 72h, para averiguar a reprodutibilidade dos resultados obtidos 

no protocolo de sensibilização com o EPA (Fig. 9B). Observou-se uma alta preferência 

pelo ETA 10% por ambos os grupos, durante os três dias de teste de preferência (Fig. 

9B), a despeito da produção de IgE anti-Ara h 1 pelo grupo Sens (Água + ETA) (Fig. 9C). 

Prosseguiu-se, então, para o desafio oral. Ao longo das três semanas, não houve diferença 

na ingestão de ETA 10% entre os grupos experimentais (Fig. 9D). Ou seja, ainda que 

pudesse ingerir água, o grupo Sens (Água + ETA) ingeriu ETA 10% tanto quanto os 

demais grupos experimentais. A quantidade de ETA 10% ingerida ao longo das semanas 

aumentou gradativamente, mostrando que, com o passar do tempo, a busca pelo ETA 

10% se tornou mais expressiva. Diferentemente do modelo de alergia ao ovo, a cinética 

da produção de IgE e IgG1 não diferiu entre os grupos Sens (Água + ETA) e Sens (ETA). 

Em ambos, ao longo do desafio oral, não houve alterações na produção de IgE anti-Ara h 

1 (Fig. 9E e F), mas um aumento progressivo na produção de IgG1 anti-Ara h 1 (Fig. 9G 

e H). Ao final do protocolo experimental, a concentração de IgE, IgG1 e IgG2a anti-Ara 

h 1 não diferiu entre os dois grupos (Fig. 9I-K). Por fim, ao expor os mastócitos da pele 

ao EPA (que contém Ara h 1), não observamos diferença no extravasamento vascular 

local entre os grupos Sens (Água + SCO) e Sens (SCO) (Fig. 9L). Isso mostra que, tanto 

em relação à ingestão do antígeno, quanto à dinâmica na produção de imunoglobulinas, 

ter a opção da água não faz diferença para camundongos sensibilizados.  

 Sabendo-se da possível ausência de diferença entre os dois grupos sensibilizados 

e desafiados (Sens (Água + ETA) e Sens (ETA)), e para que houvesse mais clareza na 

investigação da dessensibilização, incluiu-se também um grupo sensibilizado com a 

mesma dose de Ara h 1 (1g), e que ingeriu apenas água durante todo o desafio oral (Sens 

(Água)). Ao compará-lo aos demais grupos sensibilizados, o grupo Sens (Água) tinha 
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níveis maiores de IgE anti-Ara h 1 do que o grupo Sens (ETA) (Fig. 9I). Similarmente, o 

grupo Sens (Água) apresentou uma tendência a ter maiores níveis de IgE anti-Ara h 1 do 

que o grupo Sens (Água + ETA) (Fig. 9I). No entanto, não houve diferença nos níveis de 

IgG1 e IgG2a anti-Ara h 1 entre os três grupos (Fig. 9J e K). Em relação ao ensaio de 

anafilaxia cutânea, o grupo Sens (Água) apresentou apenas uma tendência a desenvolver 

reação mais grave do que o grupo Sens (ETA) (Fig. 9L). Por fim, ao avaliar a frequência 

de linfócitos Treg e Th2 nos linfonodos mesentéricos proximais, o grupo Sens (Água) 

apresentou uma maior frequência de linfócitos Treg do que o grupo Sens (Água + ETA) 

(Fig. 9M), assim como uma menor frequência de linfócitos Th2 do que o grupo Sens 

(ETA) (Fig. 9N). Sendo assim, o contato crônico com o antígeno nos grupos Sens (Água 

+ ETA) e Sens (ETA) produziu uma redução nos níveis de IgE e uma pequena modulação 

na ativação de mastócitos em comparação ao grupo Sens (Água), o que aponta para um 

provável processo de dessensibilização, ainda que em meio à menor frequência de 

linfócitos Treg e maior frequência de linfócitos Th2.  
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Figura 9. A ausência de aversão contribui para o contato crônico com o antígeno, favorecendo o processo de 

dessensibilização. (A) Imagem ilustrativa do protocolo experimental. Camundongos BALB/c dos grupos 

Sens (Água), (Água + ETA) e Sens (ETA) foram sensibilizados com 1g de Ara h 1 adsorvida em 1mg de 

Al(OH)3, por via subcutânea, no dia 0. No dia 14, os camundongos receberam um boost com a mesma dose 

de antígeno, sem o adjuvante. Camundongos do grupo Ctrl (Água + ETA) receberam as mesmas injeções, 

sem o antígeno. A partir do dia 21, durante três semanas, os grupos Sens (Água + ETA) e Ctrl (Água + 

ETA) puderam escolher entre ingerir água e ETA 10%, enquanto o grupo Sens (Água) ingeriu apenas água 

e o grupo Sens (ETA) ingeriu apenas ETA 10%. (B) Antes do desafio oral, no dia 21, os camunsongos dos 

grupos Sens (Água + ETA) e Ctrl (Água + ETA) passaram por um teste de preferência por 72h, (C) e após 

o teste, dosou-se os níveis séricos de IgE anti-Ara h 1. (D) Média da ingestão diária de ETA 10%, (E e F) 

níveis séricos de IgE anti-Ara h 1, (G e H) e níveis séricos de IgG1 anti-OVA ao longo do desafio oral. (L) 

Extravasamento de Azul de Evan em ensaio de anafilaxia cutânea ativa após o desafio oral. (M) Frequência 

de linfócitos Treg e (N) Th2 nos linfonodos mesentéricos proximais após o desafio oral. Os dados estão 

expressos em média ± desvio padrão. Os asteriscos indicam diferença entre os grupos (p≤0,05). 

 

4.8 A exposição crônica ao antígeno num contexto de ausência de aversão não está 

associada a um elevado custo fisiológico, mas gera alterações comportamentais 

 Ao contrário do modelo da alergia ao ovo, os camundongos sensibilizados ao Ara 

h 1 não perderam peso mediante a ingestão de ETA 10% ao longo das três semanas de 

desafio oral (Fig. 10A). No entanto, ao final do desafio oral, eles apresentaram alterações 

comportamentais. No teste campo aberto, ambos os grupos sensibilizados que ingeriram 

o ETA 10% entraram mais no centro do aparato que os grupos Sens (Água) e Ctrl (Água 

+ ETA) (Fig. 10B). Em relação ao tempo de permanência no centro, apenas o grupo Sens 

(Água +  ETA) apresentou um aumento em relação aos grupos Sens (Água) e Ctrl (Água 
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+ ETA) (Fig. 10C). Logo, o contato crônico com o antígeno o comportamento do tipo 

ansioso nos grupos Sens (Água + ETA) e Sens (ETA). Assim, na alergia ao amendoim, 

os custos do contato com o antígeno até o momento em que se alcança mudanças 

associadas à dessensibilização não são elevados como no contexto da alergia ao ovo, mas 

gera alterações comportamentais.  

 

 

Figura 10. A dessensibilização ao Ara h 1 mediante a ingestão crônica de ETA não tem alto custo fisiológico, 

mas leva a alterações comportamentais. Camundongos BALB/c dos grupos Sens (Água), (Água + ETA) e 

Sens (ETA) foram sensibilizados com 1g de Ara h 1 adsorvida em 1mg de Al(OH)3, por via subcutânea, 

no dia 0. No dia 14, os camundongos receberam um boost com a mesma dose de antígeno, sem o adjuvante. 

Camundongos do grupo Ctrl (Água + ETA) receberam as mesmas injeções, sem o antígeno. A partir do dia 

21, durante três semanas, os grupos Sens (Água + ETA) e Ctrl (Água + ETA) puderam escolher entre ingerir 

água e ETA 10%, enquanto o grupo Sens (Água) ingeriu apenas água e o grupo Sens (ETA) ingeriu apenas 

ETA 10%. (A) Variação de peso ao longo do desafio oral. (B) Após o desafio oral, os grupos Ctrl (Água + 

ETA), Sens (Água), Sens (Água + SCO) e Sens (SCO) foram submetidos ao teste Campo Aberto, no qual 

se mediu (B) o número de entradas no centro do aparato, (C) assim como o tempo de permanência no centro 

do aparato. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão. Os asteriscos indicam diferença entre os 

grupos (p≤0,05). 
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4.9 O alto nível de aversão e o impacto da exposição ao antígeno no modelo de alergia à 

OVA pode estar relacionado a maior ativação de mastócitos 

  Até o presente momento, viu-se que camundongos alérgicos à OVA têm alto grau 

de aversão à SCO, fazendo com que haja exclusão desse alimento na dieta dos animais 

por um longo período. Em contrapartida, camundongos alérgicos ao Ara h 1 não 

apresentam aversão ao ETA 10%, o que favorece a manutenção desse alimento na dieta 

dos animais por um longo tempo. Sendo assim, pensou-se que essa diferença na relação 

entre os camundongos e o alimento alergênico deve-se a magnitude da resposta alérgica 

a nível de IgE e mastócitos, os quais são pivô da aversão e da inflamação. Para testar essa 

hipótese, assim como nos experimentos anteriores, sensibilizou-se camundongos 

BALB/c com 1g de OVA ou 1g de Ara h 1 (Sens OVA e Sens Ara h 1), e gavou-se 

30mg de antígeno (OVA ou EPA, respectivamente) diariamente, por sete dias (Fig. 11A). 

Após três e sete dias, dosou-se IgE total e MCPT-1 para comparar ambos os grupos 

sensibilizados. Após 3 dias de desafio, não houve diferença nos níveis de IgE total entre 

os grupos Sens OVA e Sens Ara h 1, ao passo que apenas o grupo Sens OVA se 

diferenciou do seu grupo controle (Ctrl OVA) (Fig. 11B). Em relação ao MCPT-1, o 

grupo Sens OVA apresentou maiores níveis séricos do que o grupo Sens Ara h 1 e, da 

mesma forma, só ele se diferenciou do seu grupo controle (Ctrl OVA) (Fig. 11C). 

 Após sete dias de gavagem, a ausência de diferença nos níveis de IgE total e o 

maior nível de MCPT-1 manteve-se no grupo Sens OVA comparado ao grupo Sens Ara 

h 1 (Fig. 11B e C). No entanto, assim como o grupo Sens OVA, o grupo Sens Ara h 1 

apresentou maiores níveis de IgE total e MCPT-1 do que seu grupo controle (Ctrl Ara h 

1).  

 Por fim, investigou-se os níveis séricos de GDF-15 nesse mesmo contexto. No 

entanto, após três e sete dias de gavagem, não houve diferença entre os grupos Sens OVA 

e Sens Ara h 1 (Fig. 11D). Surpreendentemente, mesmo mediante maiores níveis de IgE 

e MCPT-1, nenhum dos grupos sensibilizados apresentou diferença nos níveis de GDF-

15 em comparação aos seus respectivos controles, em nenhum dos pontos de análise.  

 Logo, apesar de não apresentar diferença nos níveis de IgE total, a maior 

concentração de MCPT-1 no grupo Sens OVA em relação ao Sens Ara h 1 indica uma 

maior ativação de mastócitos e, consequentemente, uma resposta alérgica mais robusta. 
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Isso pode explicar, em parte, a diferença da relação dos camundongos sensibilizados com 

o alimento alergênico entre os dois modelos.  
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Figura 11. Camundongos sensibilizados à OVA apresentam maior ativação de mastócitos do que camundongos 

sensibilizados ao Ara h 1. (A) Imagem ilustrativa do protocolo experimental. Camundongos BALB/c dos 

grupos Sens OVA e Sens Ara h 1 foram sensibilizados com 1g de OVA ou 1g de Ara h 1, 

respectivamente, adsorvido em 1mg de Al(OH)3, por via subcutânea, no dia 0. No dia 14, os mesmos grupos 

receberam um boost com a mesma dose de antígeno, sem o adjuvante. Camundongos dos grupos Ctrl OVA 

e Ctrl Ara h 1 receberam as mesmas injeções, sem o antígeno. A partir do dia 21, os grupos Sens OVA e 

Ctrl OVA receberam gavagens diárias de 30mg de OVA, enquanto os grupo Sens Ara h 1 e Ctrl Ara h 1 

receberam gavagens diárias de 30mg de EPA. Ao final, dosou-se os níveis séricos de (B) IgE, (C) MCPT-

1 e (D) GDF-15 de todos os grupos experimentais. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão. 

Os asteriscos indicam diferença entre os grupos (p≤0,05). 
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5. DISCUSSÃO  

 O modelo de alergia ao amendoim desenvolvido a partir da sensibilização com o 

EPA, seguida de desafio oral com o ETA, foi capaz de induzir a produção de IgE 

específica e a degranulação de mastócitos, eventos centrais nas alergias alimentares. Isso 

ocorreu tanto na linhagem BALB/c, quanto na linhagem C57BL/6. Alguns estudos 

apontam algumas diferenças nessas linhagens em modelos de alergia ao amendoim. 

Teixeira et al. (2008) mostraram que a sensibilização subcutânea com extrato proteico de 

amendoim leva a maiores níveis de Ig total em camundongos C57BL/6 comparados à 

linhagem BALB/c. Em um modelo de sensibilização oral, Smit et al.(2011) mostraram 

que, apesar de produzirem níveis similares de IgE e IgG1, camundongos C57BL/6 

desafiados com extrato de amendoim desenvolveram anafilaxia mais grave do que 

camundongos BALB/c. No entanto, outro estudo utilizando sensibilização intraperitoneal 

mostrou que nenhuma das duas linhagens desenvolveram anafilaxia, principalmente 

quando comparado à linhagem C3H (Paolucci et al., 2023). No entanto, ao transferir o 

soro imune de camundongos C3H para camundongos BALB/c, mas não C57BL/6, foi 

possível observar uma resposta anafilática após desafio nos animais recipientes.  

 Apesar dessas diferenças, no presente estudo não houve a intenção de comparar a 

resposta imune ao EPA entre as linhagens BALB/c e C57BL/6. Na verdade, mostrou-se 

que, no modelo apresentado aqui, ambas as linhagens desenvolveram resposta imune 

condizente com a alergia alimentar, principalmente em relação à produção de IgE e à 

ativação de mastócitos. Baseado nisso, os fatores básicos e upstream da cascata de 

eventos que leva ao desenvolvimento da aversão (Florsheim et al., 2023), principal 

interesse do presente estudo, estavam presentes em ambas as linhagens. Sendo assim, 

pôde-se seguir com o estudo da relação entre camundongos sensibilizados e o alimento 

alergênico tanto na linhagem BALB/c, quanto na linhagem C57BL/6. 

No modelo de alergia ao ovo, os camundongos já apresentam aversão logo após o 

ciclo de sensibilização (duas imunizações), sem passarem por contato prévio com o 

antígeno por via oral (Cara et al., 1994; Basso et al., 2003; Florsheim et al., 2023). Ao 

submeter os camundongos BALB/c e C57BL/6 ao teste de preferência logo após a 

sensibilização, os camundongos sensibilizados não apresentaram aversão ao ETA, a 

despeito da ativação dos mastócitos, os quais já se encontram sensibilizados com IgE anti-

EPA nesse momento. Eles, na verdade, exibem uma preferência pela solução antigênica.  
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A ausência de aversão e de ativação da região da amígdala no cérebro após gavagem com 

EPA sugere que a magnitude da ativação dos mastócitos mediante ingestão do ETA logo 

após sensibilização não foi grande o suficiente. Em outras palavras, pode ser que a 

produção de IgE anti-EPA pré-desafio oral não esteja alta o suficiente para que o 

fenômeno da aversão aconteça. Ao fazer uma cinética da produção de IgE no modelo de 

alergia ao ovo, Batista et al. (2014) mostrou que os níveis séricos dessa imunoglobulina 

aumentam consideravelmente durante o desafio oral, alcançando valores maiores do que 

aqueles logo após a sensibilização. Logo, é possível que no modelo de alergia ao 

amendoim, o dia 21 do protocolo experimental não seja o melhor momento para se 

investigar o fenômeno da aversão.  

 Pensando nisso, os camundongos BALB/c e C57BL/6 foram submetidos a um 

teste de preferência após o desafio oral, quando os níveis circulantes de IgE se encontram, 

de fato, mais altos em comparação aos grupos controles. Nesse momento, apenas os 

camundongos BALB/c sensibilizados apresentaram aversão ao ETA 3%, o que coincidiu 

com maior ativação de mastócitos, maior produção de GDF-15, citocina essencial para a 

aversão, e, consequentemente, maior ativação da amígdala. É provável que, após o desafio 

oral, os níveis de IgE anti-EPA estejam mais elevados e, assim, a magnitude da ativação 

dos mastócitos tenha sido suficiente para que o fenômeno da aversão pudesse ser 

visualizado. Além disso, a inflamação da mucosa intestinal após o desafio oral (Oliveira, 

2021) também pode ter somado ao efeito da produção de GDF-15.  Na mucosa intestinal, 

os mastócitos se encontram próximos a neurônios sensoriais, havendo uma forte interação 

entre essas células (Stead et al., 1989; Veigas-Fernandes e Mucida, 2016). Apesar de não 

reverter, já foi mostrado que o uso de capsaicina para destruição de fibras do tipo C é 

capaz de diminuir a magnitude da aversão na alergia ao ovo (Basso et al., 2001). Assim, 

é possível que a ativação dos mastócitos e, consequentemente, de fibras sensoriais na 

mucosa intestinal ao longo dos dias de ingestão de ETA tenha contribuído, também, para 

o aparecimento da aversão após o desafio oral.  

 Diferentemente dos camundongos BALB/c, os camundongos C57BL/6 não 

apresentaram aversão após o desafio oral, o que coincidiu com ausência de diferença nos 

níveis de MCPT-1, GDF-15 e ativação da amígdala. Florsheim et al. (2023) mostraram 

que camundongos C57BL/6 aumentam a produção de IgE ao serem sensibilizados com 

OVA, possuem níveis mais altos de MCPT-1 no soro após repetidas gavagens, mas não 

são capazes de aumentar a produção de GDF-15. Consequentemente, eles não evitam a 
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ingestão de ovalbumina diluída em água. Os nossos achados corroboram esses dados. Por 

outro lado, outros estudos relataram aversão à SCO em camundongos C57BL/6 

sensibilizados com OVA (Mirotti et al., 2010; Plum et al., 2023). O uso de um coquetel 

de citocinas do tipo dois (IL-3, IL-4 e IL-9) para otimizar a sensibilização, inclusive, 

aumenta a magnitude da aversão nessa linhagem (Plum et al., 2023). Logo, a aversão 

pode ser observada em camundongos C57BL/6. No entanto, essa aversão é facilmente 

contornada pela adição de sacarose à solução antigênica (Mirotti et al., 2010; Plum et al., 

2023). Assim, como proposto por Mirotti et al. (2010) e Lemos et al. (2022), há um 

equilíbrio (ou desequiíbrio) entre sinais negativos (inflamação mediada por IgE) e 

positivos (sabor, valor biológico do alimento) que podem gerar conflito e, assim, interferir 

na escolha entre ingerir ou evitar o alimento alergênico. E isso pode ser mais facilmente 

modulado na linhagem C57BL/6. Isso ajuda a explicar o fato de que, no teste de 

preferência entre água e ETA 3% após o desafio oral, apesar desses camundongos não 

apresentarem aversão, o grupo Sens C57BL/6 também não apresentou preferência e não 

conseguiu ingerir a mesma quantidade de ETA 3% do que o grupo Ctrl.  

 A lógica da percepção dos valores negativos e positivos do alimento também pode 

explicar como o aumento da concentração do ETA de 3% para 10% restaurou a 

preferência pela solução antigênica em ambas as linhagens, mas de forma mais expressiva 

na linhagem BALB/c, que saiu da aversão para a preferência. O aumento da concentração 

de amendoim pode ter melhorado o sabor e as qualidades nutritivas do ETA, fazendo com 

que os camundongos sensibilizados insistam no contato com essa solução. Sendo assim, 

tomando como base o grupo Sens BALB/c, pode ser que logo após a sensibilização, os 

valores negativos provenientes da ativação de mastócitos não ultrapassem os valores 

positivos da experiência inicial com o ETA 3%. Porém, após o desafio oral, com o 

provável aumento dos níveis de IgE e inflamação da mucosa, os valores negativos 

sobressaem e a aversão se concretiza. No entanto, nesse mesmo contexto, ao aumentar a 

concentração de amendoim, mesmo que aumentando a disponibilidade de antígenos para 

interagir com os mastócitos, os valores positivos voltam a sobressair os negativos e, 

assim, a preferência é reestabelecida. Algo similar é observado em camundongos BALB/c 

sensibilizados à OVA. Apesar de não reverter a aversão, a adição de sacarose (4% ou 8%) 

à SCO ou de -lactoglobulina à uma solução de ovalbumina melhora a aceitação da 

solução antigênica por camundongos sensibilizados (Murotti et al., 2010; Lemos et al., 

2022). Por fim, em um contexto mais dramático, a indução de choque elétrico não impede 
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a procura por bebida açucarada em modelos de compulsão alimentar (Oswald et al., 2011; 

Li et al., 2021), ilustrando bem a perspectiva da motivação pelo que é prazeroso.  

 Lemos et al. (2022) mostraram que camundongos sensibilizados à -

lactoglobulina preferem ingerir soro de leite à água em teste de preferência, e apresentam 

ativação do NAc, região essencial para o processamento de estímulos prazerosos, após 

desafio oral com -lactoglobulina diluída em água. Baseado nisso, pensou-se que o valor 

hedônico (positivo) do amendoim é o que sustenta a preferência pela solução antigênica, 

mesmo que no contexto da sensibilização. Logo, investigamos a ativação do NAc após 

gavagem (pré-desafio oral) e após quatorze dias de ingestão de ETA 3% (pós-desafio 

oral). No entanto, não encontramos evidência de maior ativação do NAc nos 

camundongos sensibilizados, apenas nos grupos Ctrl. Isso pode se relacionar com o 

momento em que os cérebros foram coletados para análise. Através da técnica de 

optometria, Liu et al. (2024) mostraram que neurônios DR1+ (receptor de dopamina 1) e 

Serpinb2+ na concha do NAc são ativados no início e diminuem sua atividade ao final de 

uma refeição. Além disso, esses neurônios projetam para hipotálamo lateral e contribuem 

para o controle da alimentação. De fato, ao ofertar a mamadeira com ETA 3% ou 10% 

aos animais Ctrl e Sens de ambas as linhagens, era perceptível a avidez com que os 

animais procuravam a mamadeira. Assim, é possível que o melhor momento para análise 

da ativação do NAc em camundongos Sens seja durante a ingestão do ETA.  

 Além disso, a insistência na ingestão do ETA 10% pelos camundongos BALB/c 

do grupo Sens aconteceu a despeito da maior ativação da amígdala. Em modelo de 

compulsão alimentar, Li et al. (2021) mostraram que ratos compulsivos bebem alta 

quantidade de bebida açucarada mesmo diante de condições que provocam medo e 

induzem a ativação da amígdala. Isso foi explicado por uma maior motivação pela 

sacarose em comparação ao medo dos estímulos estressores, por um efeito ansiolítico do 

açúcar, e por uma ativação persistente do NAc e do hipotálamo lateral. Logo, uma análise 

mais cuidadosa dessas demais áreas cerebrais relacionadas à motivação por um alimento 

hedônico ajudará a compreender a insistência no contato com o antígeno no modelo de 

alergia ao amendoim.  

 Uma mudança comportamental amplamente observada em modelos de alergia 

alimentar é o comportamento do tipo ansioso (Basso et al., 2003; Smith et al., 2021; Hu 

et al., 2025; Germundson et al., 2018; Germundson et al., 2020). No teste Campo Aberto, 
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camundongos sensibilizados e desafiados com -lactoglobulina ou OVA, por exemplo, 

evitam entrar e ficar no centro do aparato (Smith et al., 2021; Hu et al., 2025), 

evidenciando um aumento da ansiedade em decorrência da resposta imune alérgica. No 

presente modelo, após serem desafiados, camundongos sensibilizados BALB/c e 

C57BL/6 apresentaram o oposto. Eles entraram mais e permaneceram por mais tempo no 

centro do aparato comparado aos grupos controles. Isso sugere que o ETA possui um 

efeito ansiolítico no contexto da alergia.  

Algo parecido foi observado em modelo de alergia ao leite, no qual camundongos 

que ingeriram soro de leite apresentaram uma redução no comportamento do tipo ansioso 

(Lemos et al., 2022). De fato, estudos mostraram que a administração oral de leite de vaca 

ou intraperitoneal de hidrolisado tríptico de caseína em camundongos e ratos, 

respectivamente, diminuem o comportamento do tipo ansioso de maneira similar a 

fármacos como o diazepam (dela Peña et al., 2015; Miclo et al., 2001). Sendo assim, é 

possível que a ingestão de ETA tenha efeitos similares. Em um estudo randomizado com 

63 indivíduos adultos saudáveis, aqueles que consumiram 25g de amendoim por dia, 

durante seis meses, apresentaram um menor escore de ansiedade comparado ao grupo 

controle (Parilli-Moser et al., 2021). Esse efeito se associou a compostos funcionais do 

amendoim, como polifenóis, e à produção de ácidos graxos de cadeia curta no intestino. 

Em um estudo com camundongos, o extrato etanólico da casca do amendoim foi capaz 

de diminuir o comportamento do tipo depressivo, e modular a produção de 

neurotransmissores e a expressão de citocinas pró-inflamatórias no cérebro (Gao et al., 

2023). Não há informação se a semente do amendoim tem o mesmo efeito em 

camundongos, mas esses dados mostram como o amendoim e suas estruturas podem ter 

efeito sobre transtornos de humor.  

Observando-se que a aversão ao ETA pode ser moldada para que o camundongos 

sensibilizado continue a ingerir o alimento alergênico, e que o contato crônico com o 

antígeno pode gerar dessensibilização, pensou-se que a baixa aversão pode contribuir para 

a dessensibilização voluntária. Em contrapartida, a alta aversão pode impedir a 

concretização desse processo. Assim, testou-se essas hipóteses com os modelos de alergia 

ao amendoim e ao ovo, respectivamente. 

No modelo de alergia ao ovo, primeiramente foi determinado o protocolo de 

sensibilização que geraria a maior produção de IgE e, consequentemente, o maior nível 
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de aversão. A partir disso, testou-se a hipótese citada anteriormente. De maneira 

intrigante, a menor dose de OVA (1g) foi a que gerou a maior produção de IgE. Esse 

fenômeno foi descrito na década de 70 por Vaz et al. (1971) e diversos outros estudos 

confirmaram esse achado (Sakai et al., 1999; Lee et al., 2013; Chudakov et al., 2020). 

Apesar disso, o mecanismo por trás desse fenômeno permanece pouco claro. Linfócitos 

T foliculares 13 (Tfh13), produtores de IL-4 e IL-13, controlam a reação do centro 

germinativo e promovem a produção de IgE de alta afinidade em respostas alérgicas 

(Gowthaman et al., 2019; Chandrakar et al., 2025). Os Tfh são gerados a partir da 

interação com células apresentadoras de antígeno, principalmente células dendríticas. 

Comparando-se a dispersão de antígeno nos linfonodos após administração de baixa ou 

alta dose de antígeno, Gerner et al. (2017) mostraram que no contexto de baixas doses, os 

antígenos se concentram nas margens dos linfonodos, onde há um número maior de 

células dendríticas especializadas em apresentar antígenos via MHC II. Assim, é possível 

que em baixas doses, os antígenos sejam preferencialmente captados por células 

dentríticas capazes de gerar linfócitos T CD4+, a partir dos quais as células Tfh são 

geradas. No entanto, como isso se traduz em uma indução preferencial de linfócitos Tfh13 

e em uma dinâmica no centro germinativo favorável à troca de isotipo para IgE, 

permanece desconhecido.  

Os camundongos do grupo Sens (SCO) dessensibilizaram mediante a ingestão 

crônica do antígeno. Isso só ocorreu porque eles não tinham outra escolha a não ser ingerir 

a SCO. A opção da água, no entanto, impediu que o grupo Sens (Água + SCO) passasse 

pelo mesmo processo. Isso mostra que a aversão, ao passo que protege contra a 

inflamação, impede a dessensibilização voluntária. Nas alergias alimentares, a 

dessensibilização tem papel importante, pois além de aumentar a tolerabilidade ao 

antígeno (permitindo a ingestão de alimentos desejados que contenha baixa quantidade 

do alérgeno), diminui a possibilidade de reações anafilática mediante exposição acidental 

ao antígeno em níveis que, antes da sensibilização, causariam esse problema.   

Nos camundongos, esse processo de dessensibilização foi caracterizado por uma 

diminuição na produção de IgE, um aumento na produção de anticorpos do tipo IgG (IgG1 

e IgG2a), e uma menor ativação de mastócitos. A queda na produção de IgE da primeira 

para a segunda semana pós-desafio oral pode ter relação com a apoptose de plasmócitos 

produtores de IgE. Vecchione et al. (2024) mostraram que plasmócitos IgE+ de vida curta 
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surgem nos linfonodos drenantes em menos de três semanas pós-sensibilização, e essas 

células são passíveis de sofrer apoptose mediante ativação persistente (Newman e Tolar 

et al., 2021). Assim, é possível que, durante a sensibilização com 1g de OVA e a 

primeira semana de desafio oral, haja um acúmulo de plasmócitos IgE+. Durante a 

segunda semana, com a persistência do antígeno, esses plasmócitos de vida curta podem 

sofrer apoptose, diminuindo a quantidade de células produtoras de IgE, e permanecendo 

apenas os plasmócitos de vida longa.  

Além da curta vida de plasmócitos IgE+, outros fatores podem ter contribuído para 

a queda na produção desse anticorpo. Linfócitos T reguladores foliculares (Tfr) são 

capazes de diminuir a troca de isotipo para IgE através da produção de neuritina e 

interação via CTLA-4 (Gonzalez-Figueroa et al., 2021; Wing et al., 2014). A produção 

de IL-21 por Tfh também interfere nesse processo a partir de uma interação direta com 

linfócitos B (Yang et al., 2020). Há, também, evidência de que oligômeros de CD23 são 

importantes para a regulação da produção de IgE (Kilmon et al., 2001). Assim, alguns 

desses processos podem aumentar durante a exposição crônica ao antígeno para que haja 

um controle na produção de IgE.  

Concomitantemente à diminuição de IgE, houve um aumento na produção de 

anticorpos do tipo IgG (IgG1 e IgG2a). Utilizando um modelo animal e amostra de 

humanos, Burton et al. (2014) mostrou que a fração de IgG do soro de camundongos ou 

humanos que passaram por protocolos de OIT foi capaz de inibir a ativação de mastócitos 

ou basófilos sensibilizados com soro rico em IgE. Essa inibição acontece principalmente 

pela ativação do receptor inibitório FcRII, mas também pode ocorrer pelo bloqueio de 

epitopos que estariam disponíveis para interação com a IgE. No entanto, os autores não 

descreveram qual subclasse de IgG é mais importante nesse processo.  

Além de ser inibido por anticorpos do tipo IgG, os mastócitos também apresentam 

alterações favoráveis pós-OIT. Eles apresentaram expressão reduzida de CD63, molécula 

envolvida na degranulação, produzem menores níveis de IL-4 e maiores de IL-10 

(Takasato et al., 2020). Além disso, a presença dessas células durante a OIT é essencial 

para a geração de linfócitos Treg supressores da resposta alérgica, provavelmente 

mediado pela produção de IL-2. Assim, além de modular a produção de anticorpos, a 

exposição crônica ao antígeno pode causar alterações favoráveis na função de mastócitos, 

tornando-os menos suscetíveis à degranulação e propagação da inflamação alérgica. 
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Esses mecanismos ajudam a explicar a anafilaxia cutânea menos grave no grupo Sens 

(SCO).   

Ao contrário do que foi obervado no modelo de alergia ao ovo, a presença da água 

durante três semanas de desafio oral não impediu que camundongos sensibilizados ao Ara 

h 1 ingerissem o ETA. Sendo assim, ambos os grupos Sens (Água + ETA) e Sens (ETA), 

de maneira voluntária ou não, respectivamente, foram cronicamente expostos ao 

antígeno. Em decorrência disso, os camundongos apresentaram mudanças que apontam 

para um provável processo de dessensibilização. Logo, nesse contexto, a ausência da 

aversão possibilitou a provável dessensibilização espontânea dos animais. A palavra 

provável foi aplicada aqui porque, apesar de ambos os grupos Sens (Água + ETA) e Sens 

(ETA) apresentarem um aumento progressivo nos níveis de IgG1 e uma diminuição nos 

níveis de IgE anti-Ara h 1 comparados ao grupo Sens (Água), apenas o grupo Sens (ETA) 

teve uma menor reação anafilática cutânea em comparação ao grupo Sens (Água). Os 

mecanismos envolvidos nessa dessensibilização podem ser explicados pelo que já foi 

discutido anteriormente sobre os mastócitos e os anticorpos do tipo IgG e IgE.  

A dessensibilização pós ingestão crônica de ETA não foi relacionada a um 

aumento na frequência de linfócitos Treg nos linfonodos mesentéricos proximais. Apesar 

de um aumento na frequência dessa subpopulação ser comumente detectado após OIT 

(Takasato et al., 2020), esse efeito não é consistente em todos os estudos. Em um modelo 

de alergia ao ovo, a OIT com múltiplos epitopos do antígeno foi capaz de diminuir IgE, 

IL-4 e os sinais clínicos da alergia sem alterações na frequência de linfócitos T CD4+ 

Foxp3+ (Rupa e Mine, 2012). A ausência de um aumento detectável na frequência de 

Tregs não quer dizer que Treg antígeno-específicas não tenham sido geradas ao longo do 

contato crônico com o antígeno. Além disso, células Treg específicas obtidas após OIT 

apresentam atividade supressora mais robusta do que aquelas obtidas na ausência de OIT 

(Syed et al., 2014). Dessa maneira, no presente estudo, a função dos linfócitos Treg pode 

estar aumentada sem que ocorra mudanças na sua frequência. Por fim, os camundongos 

do grupo Sens (ETA) apresentaram maior frequência de linfócitos Th2, a despeito da 

dessensibilização. Vonk et al. (2017) relataram que camundongos dessensibilizados por 

OIT também apresentaram maior frequência dessas células nos linfonodos mesentéricos. 

No entanto, esses animais produziam níveis reduzidos de IL-5 e IL-13, citocinas do tipo 

2. A análise da produção de citocinas em cultura de linfonodos mesentéricos, a marcação 

intracelular de citocinas em linfócitos Th2, e a investigação de marcadores de ativação 
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ou exaustão celular podem ajudar a entender melhor a função desses linfócitos Th2 com 

frequência aumentada.  

A diferença na relação entre os camundongos sensibilizados e os alimentos 

alergênicos nos modelos de alergia à OVA e ao Ara h 1 sugere diferença na gravidade 

dessas duas condições. É possível que nesses modelos, a alergia ao ovo seja mais grave 

do que a alergia ao amendoim. Como descrito anteriormente e reproduzido nesse estudo, 

camundongos alérgicos ao ovo perdem uma alta porcentagem de peso corporal durante o 

desafio oral (Dourado et al., 2011), sinal clínico associado à gravidade de diversas 

condições patológicas. Além disso, como já discutido anteriormente, a alergia ao ovo leva 

os animais a desenvolverem um comportamento do tipo ansioso (Basso et al., 2003; Hu 

et al., 2025). Já no modelo de alergia ao amendoim, não foi detectado perda de peso ao 

longo do desafio oral, nem aquisição de comportamento do tipo ansioso. Assim, os custos 

fisiológicos do contato com o antígeno no contexto da alergia ao ovo parecem ser mais 

altos do que na alergia ao amendoim. Logo, na alergia ao ovo, a aversão pode ser o 

comportamento mais adequado perante a SCO, ainda que na presença de estímulos 

prazerosos (sacarose). Já na alergia ao amendoim, a preferência ou insistência na ingestão 

do ETA pode fazer mais sentido para o animal do que a aversão, do ponto de vista 

fisiológico, pois trata-se de um alimento palatável com alto valor biológico que não causa 

sintomas clínicos exacerbados. Ou seja, os animais conseguem sustentar, “pagar o preço” 

pela inclusão do ETA em sua dieta, mesmo estando sensibilizados.  

Para melhor investigar essa diferença na gravidade das duas alergias em 

camundongos BALB/c, eles foram sensibilizados com OVA ou Ara h 1 e, em seguida, 

desafiados com a mesma dose de antígeno (OVA ou EPA) por sete dias. Apesar de não 

haver diferença na produção de IgE, os camundongos sensibilizados com OVA 

apresentaram maiores níveis de MCPT-1 no soro, indicando maior degranulação de 

mastócitos e, assim, maior gravidade. Como isso foi observado com níveis similares de 

IgE entre as duas condições de sensibilização, pode ser que camundongos BALB/c 

produzam IgE anti-OVA com afinidade mais elevada do que IgE anti-Ara h 1. De fato, a 

afinidade da IgE é crucial para a ativação de mastócitos (Xiong et al., 2012). No entanto, 

esse dado também pode ser explicado pela diferença no antígeno do desafio. Enquanto os 

camundongos sensibilizados com OVA foram desafiados com 30mg do próprio antígeno 

(OVA), os camundongos sensibilizados com Ara h 1 foram desafiados com 30mg de 

EPA, o qual contém diversas outras proteínas além do Ara h 1. Pode ser que a quantidade 
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de antígenos disponíveis para interagir com os mastócitos tenha sido um fator 

determinante para a diferença notada na produção de MCPT-1. Assim, ainda não está 

claro o quanto os resultados observados nesse trabalho têm relação com a gravidade das 

alergias ao ovo e ao amendoim.   

Por fim, Florsheim et al. (2021) propõem que a aversão no contexto da alergia 

alimentar reflete a integração do sistema imune no Sistema de Controle de Qualidade de 

Alimentos do organismo. Segundo eles, substâncias nocivas que são incapazes de ser 

detectadas pelo olfato, sabor ou receptores no epitélio do trato gastrointestinal são 

marcados indiretamente pela produção de IgE reativa às proteínas do alimento que carreia 

essas substâncias nocivas. Ou seja, a proteína alimentar se torna a representação das 

substâncias nocivas. Dessa maneira, a aversão ao alimento seria uma forma de evitar o 

contato com aquelas substâncias nocivas associadas a ele, um processo análogo ao 

condicionamento pavloviano. Segundo os autores, esse é um processo fisiológico, não 

patológico; o que faz sentido, uma vez que a aversão é um fenômeno altamente agudo, já 

detectável nos primeiros dez minutos de exposição ao antígeno (Florsheim et al., 2023), 

sem que haja a necessidade de grande inflamação para que ele aconteça. Assim, para os 

autores que propõem essa lógica, a alergia alimentar é uma exacerbação da aversão e, 

portanto, o espelho patológico desse fenômeno fisiológico ligado ao Sistema de Controle 

de Qualidade de Alimentos do organismo.  

Apesar de muito bem embasada e logicamente sólida, os dados obtidos no 

presente trabalho e por outros (Lemos et al., 2022) aponta lacunas nessa proposição que 

tenta explicar o sentido biológico da aversão e das alergias alimentares. Primeiramente, 

no presente modelo de alergia ao amendoim e em modelo similar de alergia ao leite 

(Lemos et al., 2022), a sensibilização nem sempre gera aversão. Os camundongos 

escolhem ingerir a solução que contém o antígeno a despeito da produção de IgE e da 

ativação de mastócitos. Além disso, como observado em estudos clínicos, existem 

indivíduos que possuem IgE para antígenos da dieta, mas não apresentam sintomas 

mediante seu consumo (Dor-Wojnarowska et al., 2017; Rockmann et al., 2014) e, assim, 

não teriam motivo aparente para rejeitar o alimento. No entanto, segundo a hipótese de 

Florsheim et al. (2021), os camundongos citados anteriormente deveriam apresentar 

aversão, e esses indivíduos que possuem um quadro fisiológico (não patológico) de 

sensibilização deveriam rejeitar o alimento alergênico, o que é pouco provável. Essas 

observações sugerem que a aversão pode ser parte de um contexto patológico que antecipe 
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a nível cognitivo os perigos de uma alergia especificamente grave. Em outras palavras, 

pode ser que nem toda alergia gere aversão, mas toda aversão esteja associada à alergia 

potencialmente grave, num contexto já patológico, não fisiológico.  

Além disso, até o momento, não há evidência científica da associação entre 

sensibilização a proteínas dietéticas e substâncias nocivas carreadas pelo alimento ou por 

uma refeição. Levando em consideração que intoxicações alimentares não são frequentes, 

seria um desperdício, do ponto de vista biológico, sacrificar a inclusão de um alimento na 

dieta por período indeterminado por causa de um evento esporádico.  

Por fim, isso nos leva ao último ponto, que é valor biológico do alimento. A 

hipótese da aversão mediada pelo sistema imune como parte do Sistema de Controle de 

Qualidade de Alimentos leva em consideração o valor negativo da ingestão do alimento 

a partir da IgE, mas reflete pouco sobre os valores positivos ofertados pelo alimento 

alergênico, como o sabor e o conteúdo de nutrientes. Os resultados apresentados aqui 

trazem essa nova perspectiva. Pode ser que em contextos nos quais é possível suportar as 

consequências da resposta imune alérgica, o valor negativo atribuído a partir da produção 

de IgE seja secundário aos valores positivos da experiência de ingerir o alimento 

alergênico. Possivelmente, esses sinais são integrados no sistema nervoso central, 

levando os animais a escolher o que faça mais sentido biológico para eles: ingerir ainda 

que haja um custo. Nesse contexto, a dessensibilização se torna um mecanismo 

imunológico favorável, pois diminui a resposta inflamatória a partir da geração de 

mecanismos que inibem o início da principal via de ativação da aversão: a degranulação 

de mastócitos. Assim, no Sistema de Controle de Qualidade de Alimentos, o sistema 

imune pode ser fonte de sinais que favoreçam tanto a exclusão quanto inclusão de 

alimentos na dieta. Nas alergias, ao passo que a IgE “atribui valor negativo” ao alimento, 

esse valor pode ir se tornando cada vez menor com o aumento da produção de IgG, um 

possível “atribuidor de valor positivo” ao alimento. Isso pode ser observado pelo fato de 

que, tanto nos camundongos sensibilizados à OVA e ao Ara h 1, a ingestão persistente e 

o aumento da aceitação do alimento alergênico ocorrem concomitantemente à elevação 

dos níveis séricos de IgG1. Logo, o valor biológico do alimento pode desempenhar um 

papel importante na escolha entre a aversão e a inclusão do alimento na dieta nas alergias 

alimentares. Em ambos os contextos, o sistema imune possui ferramentas que auxiliam 

os animais a fazer e manter sua escolha.  
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6. CONCLUSÃO 

No presente modelo de alergia ao amendoim, os camundongos sensibilizados 

apresentam pouca aversão alimentar, pois ela é facilmente moldada pelo aumento da 

palatabilidade do extrato total de amendoim, mesmo mediante a ativação de mastócitos. 

Isso favorece a inclusão do alimento alergênico na dieta, o que, a longo prazo, leva a um 

provável processo de dessensibilização.  
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