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RESUMO 

A alergia alimentar é resposta imune anormal frente a antígenos presentes pela dieta. A alergia 

alimentar ao leite de vaca é bastante frequente principalmente em crianças. Dentre os alérgenos 

presentes no leite, a β-lactoglobulina (BLG) é o mais imunogênico. Indivíduos alérgicos tendem 

a ser mais ansiosos, hipervigilantes e já foi descrito que eles apresentam aversão ao consumo 

do alérgeno. Em camundongos, a alergia alimentar à proteína da clara do ovo ovalbumina 

também acompanha do fenômeno da aversão. Para estudar a aversão e seus correlatos 

neuroimunológicos em modelo experimental alergia alimentar à BLG, camundongos BALB/c 

foram sensibilizados por via intraperitoneal com BLG e desafiados por via oral com solução 

contendo BLG. Observamos que os camundongos sensibilizados e desafiados por via oral 

exibiram níveis elevados de IgE específica para BLG, porém, os camundongos alérgicos 

desenvolveram aversão apenas parcial à solução contendo BLG. Mediante a possibilidade de 

escolha entre consumir a solução contendo o alérgeno ou apenas água, os camundongos, ainda 

que sensibilizados e com níveis elevados de IgE no soro, optaram por ingerir a solução 

alergênica. Para elucidar os processos comportamentais envolvidos na aversão ou preferência 

ao consumo da BLG, utilizamos um teste em labirinto do tipo Zero maze e observamos que os 

camundongos não sensibilizados que apenas ingeriram a solução contendo BLG por 7 dias 

gastaram mais tempo nos braços abertos do labirinto quando comparados aos demais grupos 

sugerindo um comportamento exploratório compatível com baixo grau de ansiedade. Na análise 

da ativação de áreas cerebrais relacionadas à ansiedade pela expressão de c-Fos por neurônios 

do núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN), camundongos que beberam solução contendo 

BLG, sensibilizados ou não à BLG, tiveram níveis mais baixos de c-Fos quando comparados a 

seus controles que não beberam BLG e, portanto, menor ativação dessa região. Provavelmente, 

a solução contendo BLG tem algum efeito ansiolítico que estabelece um conflito com o efeito 

aversivo produzido pela sensibilização alérgica ao alérgeno. A preferência por soluções 

contendo BLG é clara em camundongos não sensibilizados que, frente a opção de ingerir outras 

soluções, optaram por aquelas que continham BLG. O efeito direto da BLG na aversão foi 

testado em um modelo clássico de alergia alimentar à ovalbumina (OVA) no qual fornecemos, 

aos camundongos sensibilizados com OVA, uma solução misturada com OVA e BLG. 

Surpreendentemente, a introdução da BLG à mistura diminuiu a aversão ao consumo de OVA. 

Nossa hipótese de trabalho é que a ingestão de BLG ativa áreas cerebrais do sistema de 

recompensa e que, frente ao conflito entre a aversão e a recompensa, esta última prevalece. 

 

Palavras chave: Alergia alimentar, beta-lactoglobulina, aversão, recompensa  



 
 

ABSTRACT 

Food allergy is an abnormal immune response to antigens present in the diet. Food allergy to 

cow's milk is quite frequent, especially in children. Among the allergens present in milk, β-

lactoglobulin (BLG) is the most immunogenic. Allergic individuals tend to be more anxious, 

hypervigilant and it has been described that they have aversion to the consumption of the 

allergen. In mice, food allergy to the egg white protein ovalbumin is also accompanied by the 

phenomenon of aversion. To study aversion and its neuroimmune correlates in an experimental 

food allergy model to BLG, BALB/c mice were sensitized intraperitoneally with BLG and 

challenged orally with BLG containing solution. We observed that mice sensitized and 

challenged orally had high levels of BLG specific IgE, however, allergic mice developed only 

partial aversion to the BLG-containing solution. When mice were given the option of 

consuming the solution containing the allergen or only water, although they were sensitized 

and with high levels of serum IgE, they chose to ingest the allergen-containing solution. To 

elucidate the behavioral processes involved in BLG consumption or aversion, we used a Zero 

maze test and we observed that the non-sensitized mice that only ingested the BLG-containing 

solution for 7 days spent more time in the open arms of the labyrinth when compared to the 

other groups suggesting an exploratory behavior compatible with low levels of anxiety. 

Analysis of activation of the anxiety-related brain areas by c-Fos expression by neurons of the 

hypothalamus paraventricular nucleus (PVN) showed that mice drinking BLG-containing 

solution, sensitized or not to BLG, had lower levels of c-Fos when compared to its controls that 

did not drink BLG and, therefore, less activation of this region. It is likely that the BLG-

containing solution has some anxiolytic effect that conflicts with the aversive effect produced 

by allergic sensitization to the allergen. The preference for solutions containing BLG is clear in 

non-sensitized mice that, in contrast to the option to ingest other solutions, chose those 

containing BLG. The direct effect of BLG on aversion was tested in a classical model of food 

allergy model to ovalbumin (OVA) in which OVA-sensitized mice were given a solution mixed 

with OVA and BLG. Surprisingly, addition of BLG into the blend decreased the OVA aversion. 

Our working hypothesis is that BLG intake activates brain areas of the reward system and, in 

face of the conflict between aversion and reward, the reward prevails. 

 

Keywords: Food allergy, beta-lactoglobulin, aversion, reward system 
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A alergia alimentar pode ser definida como uma resposta imune anormal frente aos 

antígenos introduzidos no organismo por meio da alimentação. Indivíduos que apresentam 

suscetibilidade genética a desenvolver reatividade alérgica (atopia) a esses antígenos podem 

sofrer distúrbios desencadeados após a ingestão de determinados alimentos, tais como: leite, 

ovos, crustáceos e castanhas (Sicherer & Sampson, 2010). Nesses indivíduos, as alergias 

alimentares estão relacionadas à presença de anticorpos séricos específicos (principalmente da 

classe IgE) para tais antígenos (Thijs et al., 2011).  

Dentre todas as alergias alimentares, a alergia ao leite de vaca é a mais frequente e 

mais precoce, afetando cerca de 2,5% de crianças em seu primeiro ano de vida (Sicherer & 

Sampson, 2010), podendo apresentar sintomas considerados relativamente brandos ou até 

ameaçadores à vida das crianças (Wood, 2003), como esofagite, desnutrição, diarreia, dermatite 

atópica, náusea, vômitos e dor abdominal (Sicherer, 2003). A maioria das crianças após os três 

anos de idade, deixa de ser alérgica ao leite de vaca. Outras desordens alérgicas, tais como asma 

alérgica e eczema atópico e passam a ser mais frequentes nesses indivíduos (Saarinen, 

Pelkonen, Mäkelä, & Savilahti, 2005).  

Até o presente momento, não há cura para alergia alimentar. Os diagnósticos e 

tratamentos são baseados na identificação dos alimentos causadores de alergia e sua eliminação 

da dieta, fato que contribui para déficits nutricionais e prejuízo no crescimento, principalmente 

das crianças. Os pacientes alérgicos são orientados a lerem os rótulos com os ingredientes de 

determinado alimento, evitar contaminação cruzada e buscar orientações médicas e nutricionais 

(Lanser, Wright, Orgel, Vickery, & Fleischer, 2015). O tratamento dos sintomas na alergia 

alimentar é feito através do uso de epinefrina, corticoesteroides e anti-histamínicos, nem sempre 

eficazes (Grunau et al., 2015). A constante vigilância e o potencial risco a que são expostos 

deixam os pacientes alérgicos em um estado de ansiedade, muitas vezes comprometendo suas 

tarefas diárias (Sampath, Sindher, Zhang, & Nadeau, 2018).   

O sistema imune tem diversos meios de contatar o sistema nervoso central, as 

principais vias de sinalização são: direta, com sinalização através de nervos sensoriais até o 

sistema nervoso central, sinais, por exemplo, citocinas, sinalizando nos nervos periféricos (van 

der Kleij et al., 2010), e citocinas que atuam diretamente no sistema nervoso central, dentre 

outros.  

Denise Cara e colaboradores (1994), trabalhando no laboratório do professor Nelson 

Vaz, descreveram o fenômeno da aversão como consequência comportamental do 

desencadeamento da alergia alimentar ao alérgeno da clara do ovo, ovalbumina (OVA). Esses 

autores delinearam um experimento em que eram ofertadas para camundongos duas 
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mamadeiras simultaneamente, uma contendo água e a outra contendo uma solução adocicada 

de clara de ovo. Diante disso, camundongos não sensibilizados para OVA preferiam as soluções 

adocicadas, enquanto que os animais sensibilizados com o antígeno apresentavam aversão à 

ingestão da solução, demonstrando que o sistema imune é capaz de interferir no comportamento 

dos camundongos levando a fenômenos de aversão e preferência (Cara et al 1994). Nesse caso, 

a aversão expôs um conflito para os animais: ingerir uma solução adocicada, considerada 

preferencial para os camundongos, ainda que o antígeno para o qual eles foram sensibilizados 

estivesse presente, levando à alergia alimentar ou ingerir água. Alguns anos depois, Basso e 

colaboradores (2003) elaboraram um experimento similar com o mesmo antígeno OVA e 

colocaram os camundongos em um aparato denominado labirinto em cruz elevado (LCE) para 

analisarem se os camundongos apresentavam algum comportamento relacionado a ansiedade, 

medo e aversão. O resultado foi que os camundongos sensibilizados para o antígeno, quando 

expostos ao labirinto, apresentavam comportamentos de ansiedade, com ativação de áreas 

cerebrais relacionadas ao comportamento: núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) e 

núcleo central da amígdala (CeA), e essa ativação era dependente de IgE (Basso et al., 2003). 

Nosso objetivo neste estudo foi avaliar se os mesmos correlatos comportamentais e 

neurológicos podem ser observados em camundongos com alergia alimentar à β-lactoglobulina 

(BLG) do leite bovino.  
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2.1 Alergia alimentar 

 

As proteínas são fundamentais para a obtenção de um balanço positivo de nitrogênio 

e a aquisição de aminoácidos essenciais pela nutrição. Essas proteínas são assimiladas de 

maneira eficiente através da ação de proteases gástricas, pancreáticas e do intestino delgado, 

resultando principalmente na sua redução em aminoácidos livres, dipeptídeos e tripeptídeos que 

são facilmente absorvidos pelas células epiteliais intestinais. A quebra das proteínas muitas 

vezes resulta na perda dos principais epitopos imunogênicos (Erickson & Kim, 1990). Produtos 

da proteólise e proteínas inteiras que escapam do processo de digestão são antígenos capazes 

de desencadear processos imunes na mucosa intestinal. Na maioria dos indivíduos, o contato 

com as proteínas da dieta induz mecanismos imuno-reguladores como aqueles envolvidos na 

tolerância oral, mas respostas imunes alérgicas podem também ser desencadeadas em 

indivíduos suscetíveis (Chehade & Mayer, 2005).  

Fisiologicamente, o contato antigênico pela mucosa intestinal resulta na produção de 

IgA secretória (SIgA) e na indução de tolerância oral (Vaz, Maia, Hanson, & Lynch, 1977). A 

SIgA é uma subclasse não inflamatória de imunoglobulina presente em todas as secreções 

mucosas e é responsável pela exclusão de microrganismos patogênicos sem a geração de 

respostas inflamatórias nesse processo (Macpherson, McCoy, Johansen, & Brandtzaeg, 2008). 

A tolerância oral é um fenômeno conhecido desde 1909 quando Besredka demonstrou que 

porquinhos da índia alimentados previamente com uma ração contendo leite não poderiam ser 

imunizados contra proteínas lácteas (Faria & Weiner, 2005). 

De maneira geral, os indivíduos são tolerantes a proteínas da alimentação e à própria 

microbiota. Esse fenômeno já foi bem descrito tanto para animais experimentais quanto para 

humanos (Andrade et al., 2006; Mestecky et al., 1996; Round, O’Connell, & Mazmanian, 

2010). Entretanto, a falha em estabelecer a tolerância oral ou a quebra de um estado de 

tolerância já existente podem provocar a indução de reações de hipersensibilidade aos antígenos 

da dieta culminando em um processo conhecido como alergia alimentar (Saurer & Mueller, 

2009). 

A alergia alimentar pode ser definida como uma resposta imune anormal frente aos 

antígenos introduzidos no organismo por meio da alimentação. Indivíduos que apresentam 

suscetibilidade genética a desenvolver reatividade alérgica (atopia) a esses antígenos podem 

sofrer distúrbios desencadeados após a ingestão de determinados alimentos (Sicherer & 

Sampson, 2010). 
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Os antígenos desencadeadores de reações alérgicas, também chamados de alérgenos, 

são geralmente proteínas ambientais comuns. Os alimentos que causam reações imunológicas 

contêm macromoléculas com propriedades semelhantes: geralmente apresentam baixo peso 

molecular, são glicosilados e de alta solubilidade em fluidos corporais. Tais características 

provavelmente conferem proteção aos antígenos frente à desnaturação e à degradação no trato 

gastrointestinal dos indivíduos suscetíveis e permitem sua absorção de forma intacta, embora 

ainda não se saiba por que alguns alimentos podem ser mais alergênicos do que outros (Helm 

et al., 2002). Relativamente, poucos alimentos são responsáveis pela maioria das reações 

alérgicas. Esses alimentos incluem: leite, ovo, amendoim, castanhas, peixes e frutos do mar 

(Seibold, 2005). De todos esses, a alergia às proteínas do leite de vaca é a mais frequente 

(Monaci, Tregoat, Van Hengel, & Anklam, 2006). As alergias alimentares não têm cura e, 

consequentemente, indivíduos alérgicos podem ter uma piora na qualidade de vida. O 

tratamento disponível atualmente para os sintomas da alergia alimentar é o uso de epinefrina, 

corticoesteroides e anti-histamínicos, nem sempre eficazes (Grunau et al., 2015), por isso, a 

principal conduta é a exclusão dos alimentos que contém o alérgeno (Heine, 2018). 

Estima-se que fatores genéticos exerçam papel fundamental na expressão da doença 

alérgica (Bergmann et al., 1997; Hansen, Halken, Host, Moller, & Oster-Balle, 1993; Wahn & 

Von Mutius, 2001). A propensão à produção de IgE sofre influência de vários genes 

hereditários. Provavelmente, mais de 20 genes estão envolvidos no desenvolvimento de 

doenças alérgicas (Leung, 1998). Vários estudos já identificaram genes candidatos ou loci que 

podem estar envolvidos na alergia. Um desses loci para a atopia está no cromossomo 5q, 

próximo ao sítio do aglomerado de genes que codifica as citocinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-

13 e o receptor de IL-4. Essa região é de grande interesse por causa da conexão entre vários 

genes aí localizados e os mecanismos de regulação de IgE, bem como com o crescimento e 

diferenciação de mastócitos e eosinófilos (Xu et al., 2000).  

Embora não haja, no momento, testes genéticos diagnósticos disponíveis para 

identificar indivíduos com risco de alergia alimentar, a história familiar de atopia, incluindo a 

própria alergia alimentar, ainda consiste no melhor indicativo indireto de risco para seu 

desenvolvimento (Zeiger, 2003). 

2.2 Mecanismos imunológicos da alergia alimentar 

 

Em adultos, aproximadamente 2% dos antígenos alimentares ingeridos são absorvidos 

de forma intacta pelo organismo (Husby, Foged, Host, & Svehag, 1987).  A absorção dessas 
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moléculas antigênicas permite com que elas sejam apresentadas a linfócitos T helper (Th) 

através das células apresentadoras de antígeno (APC). Esse processo gera a produção de 

citocinas liberadas por linfócitos Th, tais como IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 (Bacharier & Geha, 

2000). 

Classicamente, as células Th2 eram conhecidas como as principais células produtoras 

de IL-4, citocina importante para a proliferação de linfócitos B e responsável pela troca de 

classe de IgG1 para IgE (Guo et al., 2015). O fenótipo das células Th2 pode ser induzido, 

também, por meio da citocina IL-33. Foi demonstrado que a alarmina IL-33 regula a 

diferenciação de células Th para Th2 e a expansão dessas últimas em células de memória, que 

contribuem para a produção de IL-5, IL-9 e IL-13, dentre outras (Murakami-Satsutani et al., 

2014). 

A ideia de que as células Th2 seriam as principais responsáveis por induzir a produção 

de IgE foi um dos dogmas da literatura por muito tempo. No entanto, recentemente, foi 

demonstrado que células T auxiliares foliculares (Tfh) são as principais células envolvidas na 

troca de isotipo para IgE e estão presentes nos centros germinativos. Essas células são CD4+, 

expressam CD40L, CXCR5 e secretam IL-4 (Tangye, Ma, Brink, & Deenick, 2013) fatores 

importantes na troca de isotipo para IgE e IgG1.  

Apesar da importância das respostas de IgE, pouco se conhecia sobre a biologia das 

células produtoras dessa imunoglobulina. Anticorpos IgE de alta afinidade podem ser gerados 

de forma não convencional. A troca de isotipo se inicia no centro germinativo (GC), mas essas 

células são diferenciadas em plasmócitos e a maior parte delas é encontrada fora das áreas dos 

GC. As imunoglobulinas IgE apresentam hipermutação somática e maturação de afinidade e 

células IgG1+ com perfil de memória ou não, podem fazer troca de isotipo para IgE dependente 

de IL-4 (Erazo et al., 2007). Uma primeira resposta de IgE parece, assim, ser induzida por 

células Tfh. Após essa resposta inicial, no entanto, a secreção de IL-21 pelas células Tfh inibe 

a produção de IgE e estimula a troca de isotipo para IgG1. Acredita-se que, posteriormente às 

ações das células Tfh, as células Th2 contribuam para proliferação de células B por meio da 

secreção de IL-4 e pela produção da IgE nos centros germinativos (Noble & Zhao, 2016).  

Uma vez circulantes, as moléculas de IgE específicas para o alérgeno produzidas pelas 

células B percorrem na circulação e podem se ligar a receptores FcεRI expressos na membrana 

de mastócitos e basófilos, fenômeno chamado de sensibilização. Em um momento posterior à 

exposição ao antígeno, por exemplo um segundo contato do indivíduo já sensibilizado com o 

mesmo antígeno, esse poderá se ligar ao complexo FcεRI – IgE na membrana de mastócitos 

espalhados pelo tecido conjuntivo de diferentes órgãos, iniciando uma reação celular de 
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liberação de vários mediadores inflamatórios, fenômeno chamado de degranulação dos 

mastócitos (Bischoff & Crowe, 2005). A ligação do antígeno na IgE provoca uma cascata de 

fosforilações que alteram a morfologia da célula, levando à degranulação (Sibilano, Frossi, & 

Pucillo, 2014). 

A degranulação dos mastócitos, por sua vez, leva a liberação de mediadores pré-

formados (histamina, serotonina), mediadores lipídicos (prostaglandinas, leucotrienos) e, 

posteriormente, citocinas. Esse conjunto de reações citadas ocorre na fase imediata da alergia 

(Sibilano et al., 2014). A ligação da histamina ao endotélio gera contração celular e, como 

consequência, o extravasamento do plasma para os tecidos. Outras consequências da liberação 

desse mediador incluem a estimulação de células endoteliais a sintetizarem relaxantes 

vasculares para as células dos músculos lisos, provocando vasodilatação. Por outro lado, há 

também o efeito histamínico de constrição da musculatura lisa no intestino, podendo contribuir 

para o aumento dos movimentos peristálticos, associados à ingestão do alérgeno (Akdis & 

Blaser, 2003). Dentre os mediadores lipídicos, as prostaglandinas, em especial a prostaglandina 

D2, são importantes, pois elas atuam em células de musculatura lisa e sustentam a vasodilatação 

iniciada pela histamina. Além disso, elas promovem a quimiotaxia de neutrófilos em sítios 

inflamatórios (Bingham & Austen, 2000). 

A fase tardia da reação alérgica ocorre com a produção de leucotrienos, citocinas (IL-

1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, entre outras) e também quimiocinas produzidas por mastócitos. Esses 

mediadores recrutam eosinófilos e linfócitos Th2 para o local da inflamação (Lukacs, 2001). É 

importante salientar que os eosinófilos são recrutados para o tecido inflamado principalmente 

em resposta à produção local de eotaxina (Foster et al., 2002). No sítio inflamatório, sob o 

estímulo de citocinas e quimiocinas, essas células podem liberar moléculas pró-inflamatórias 

que são capazes de induzir a produção de moléculas de adesão, aumento da permeabilidade 

vascular e produção de muco (Rothenberg & Hogan, 2006). 
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Figura 1 - Mecanismos imunológicos da alergia alimentar. Ao entrar em contato com os 
alérgenos, células dendríticas fazem a captura desses antígenos e os apresentam aos linfócitos 
Th antígeno-específicos. Essa apresentação antigênica, aliada à sinalização promovida pela 
célula apresentadora do antígeno, promove a geração de células Th2 com a liberação de 
citocinas, dentre elas: IL-4, IL-5 e IL-13. Estimulados por essas citocinas, em especial IL-4, 
linfócitos B passam a secretar IgE, que se liga em receptores FCεRI em mastócitos, processo 
conhecido como sensibilização. Em um momento posterior, a nova exposição ao mesmo 
alérgeno promove a degranulação de mastócitos, que secretam mediadores pró-inflamatórios, 
levando a sinais clínicos da alergia. PAF: fator de agregação plaquetária. 

 

2.3 Alergia alimentar ao leite de vaca  

 

As alergias alimentares podem afetar entre 1% a 10% da população, podendo 

prejudicar a qualidade de vida dos indivíduos acometidos e elas não têm cura. Dentre as alergias 

alimentares, a alergia às proteínas do leite de vaca é a mais comum e uma das mais agressivas 

para o organismo (Acker et al., 2017; Nwaru et al., 2014). 

O leite de vaca contém duas principais fontes proteicas: as caseínas (30g/L) e as 

proteínas do soro do leite (5g/L). As caseínas consistem principalmente de: αS1-, αS2-, κ- e β-

caseína, enquanto as proteínas derivadas do soro do leite, conhecidas como whey protein são: 

α-lactoalbumina, albumina bovina sérica, imunoglobulinas séricas, lactoferrina e a β-

lactoglobulina (BLG) (Monaci L, Tregoat V, van Hengel AJ, 2006). Estudos realizados com 
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crianças vêm demonstrando que, dentre essas proteínas, a β-lactoglobulina é considerada a mais 

imunogênica e também a mais frequente dentre as proteínas do soro do leite. Cinquenta por 

cento ou mais das proteínas do soro de leite são compostas por BLG (Bahna, 2002; Wal, 2002).  

A β-lactoglobulina, também designada por Bos d5, é pertencente a família de 

alérgenos da lipocalina, contendo duas pontes dissulfeto e um grupo de cisteína livre, 

consistindo de 162 aminoácidos e 18kDa.  Existem duas isoformas da BLG e aparecem em 

formas de dímeros que estabilizam a porção globular da proteína (Lindholm Bøgh, Barkholt, & 

Bernhard Madsen, 2013). As variantes genéticas A (BLGA) e a B (BLGB), se diferenciam nos 

aminoácidos 64 e 118 (ácido aspártico e valina na BLGA e glicina e alanina na BLGB). As 

pontes dissulfeto nessa proteína contribuem para sua alta estabilidade contra proteases e 

hidrólises (Wal, 2004). 

Embora isolada há algumas décadas, as funções da β-lactoglobulina ainda são 

desconhecidas. Algumas características descritas dessa molécula incluem sua capacidade de 

ligação ao cálcio, ao zinco e a algumas moléculas hidrofóbicas, como colesterol e vitamina D2 

(Kontopidis, Holt, & Sawyer, 2004; Walzem, Dillard, & German, 2002). Entretanto, Wit e seus 

colaboradores, em 1998, atribuíram a essa proteína a capacidade de transportar a provitamina 

A. De acordo com o autor, a BLG é estável frente aos ácidos e enzimas proteolíticas do 

estômago, o que a torna um resistente carreador de retinol (provitamina A) da vaca para seu 

filhote. Contudo, essa função biológica não parece ser crucial para humanos, o que talvez 

explique o fato do leite humano não conter BLG permanecendo ainda desconhecida, ou 

possivelmente inexistente, a proteína do leite humano com função equivalente (de Wit, 1998). 

A família de proteínas a qual a BLG pertence, as lipocalinas (Flower, North, & Sansom, 2000) 

apresenta uma série de funções, muitas das quais envolvem interação com diversos ligantes e, 

por isso, especula-se que a BLG possa ter função semelhante, uma vez que a quantidade de 

BLG no leite de vaca seja bastante significativa, entre 2 a 3g/L, dependendo da raça do animal, 

dieta e estágio de lactação (Kontopidis et al., 2004). 

 A resistência da BLG à digestão associada ao fato de não estar presente no leite 

humano, tem sido proposta como um dos principais fatores que a tornam bastante imunogênica 

(Fiocchi et al., 2010). Estudos em humanos indicam que até 76% dos pacientes com alergia 

alimentar ao leite de vaca são alérgicos à b-lactoglobulina (Restani, Ballabio, Tripodi, & 

Fiocchi, 2009). 

As propriedades da BLG têm sido estudadas há algum tempo (Kinsella & Whitehead, 

1989). Peptídeos bioativos já foram isolados através de enzimas digestivas, incluindo proteínas 

de leite (Yamada, Mizushige, Kanamoto, & Ohinata, 2014). A b-lactotensina (His-Ile-Arg-Leu, 
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HIRL) é um peptídeo que foi isolado da digestão por quimiotripsina da BLG (Yamauchi et al., 

2003) e foi demonstrado que ele possui um efeito ansiolítico em camundongos frente a testes 

comportamentais (Hou et al., 2011) e efeito  anti-stress (Yamauchi et al., 2003). Alguns 

pesquisadores demonstraram que a BLG possui peptídeos que foram denominados wheylin-1 

(Met-Lys-Gly) e wheylin-2 (Met-His), sendo que o primeiro apresenta atividade ansiolítica 

mais pronunciada, um fato que nos chamou a atenção (Yamada et al., 2014). 

2.4 Modelos experimentais de alergia alimentar a alérgenos comuns: amendoim, ovo e 

leite de vaca 

 

Os modelos animais são ferramentas poderosas para ajudar a responder algumas das 

difíceis questões envolvidas no desenvolvimento da alergia alimentar. As pesquisas em 

humanos são limitadas por questões éticas e a chance de se gerar uma reação anafilática fatal 

no indivíduo estudado é preocupante (Bock, Muoz-Furlong, & Sampson, 2001). Esses fatos 

têm estimulado o interesse no uso de modelos animais para prever possíveis gatilhos da alergia 

e identificar quais são os mecanismos que envolvem as vias alérgicas, bem como propor novos 

tratamentos terapêuticos. 

Camundongos são os animais predominantemente utilizados no estudo de várias 

doenças, devido a seu tamanho relativamente pequeno, ao fato de serem animais prolíficos de 

ciclo reprodutivo rápido, fáceis de serem acondicionados, de permitirem a manipulação 

genética e apresentarem um sistema imune muito semelhante ao humano em vários aspectos 

(Aldemir, Bars, & Herouet-Guicheney, 2009). O uso de camundongos na pesquisa por muitas 

décadas levou ao contínuo desenvolvimento de ferramentas moleculares que permitiram melhor 

compreensão dos fenômenos investigados. A caracterização da biologia, imunologia e genética 

dos camundongos já é bem estabelecida. Todo esse conhecimento fez com que as espécies 

murinas se tornassem bons modelos para estudar alergia alimentar. Várias linhagens já foram 

utilizadas nesses estudos, incluindo C3H/HeJ, BALB/c, C57BL/6 e DBA/2 (McClain & 

Bannon, 2006). Uma das maiores barreiras envolvendo modelos murinos no estudo da alergia 

alimentar é a forte tendência dos animais escolhidos desenvolverem tolerância oral aos 

antígenos ingeridos  (Bailón et al., 2012; Thang, Baurhoo, Boye, Simpson, & Zhao, 2011).  Para 

evitar esse fato, as pesquisas têm se concentrado em certas linhagens que mais rapidamente 

desenvolvem uma resposta imune do tipo Th2 (ou seja, indutora de alergia), a saber: C3H/HeJ  

(X. M. Li et al., 2000; Morafo et al., 2003) e BALB/c (Bailón et al., 2012; Gonipeta, 

Parvataneni, Paruchuri, & Gangur, 2010; Morafo et al., 2003). 



26 
 

Como a alergia ao amendoim é uma das mais persistentes e pode ser fatal em todas as 

idades, modelos de alergia a amendoim utilizando camundongos BALB/c tem sido elaborados 

desde os anos 2000 (X. M. Li et al., 2000; Strid, Hourihane, Kimber, Callard, & Strobel, 2005; 

Strid, Thomson, Hourihane, Kimber, & Strobel, 2004).  

Em 2004, Saldanha e colaboradores também descreveram um modelo murino de 

alergia alimentar a uma das proteínas da clara do ovo, a ovalbumina (OVA) (Saldanha et al., 

2004) Nesse modelo, camundongos BALB/c sensibilizados subcutaneamente com OVA e 

hidróxido de alumínio como adjuvante com um reforço subcutâneo com o mesmo alérgeno 

quatorze dias depois foram desafiados, por via oral, com soluções contendo 20% de solução de 

clara de ovo, contendo aproximadamente 10mg OVA/ml. Uma semana após o desafio oral, os 

camundongos sensibilizados desenvolvem uma forma de alergia com características 

semelhantes à alergia alimentar humana. A sensibilização foi capaz de induzir a produção de 

anticorpos IgG1 e IgE anti-OVA e, após o desafio oral, esses níveis eram ainda mais elevados. 

A ingestão do antígeno promoveu aumento da permeabilidade vascular e edema nos vilos do 

jejuno proximal do intestino. Os camundongos sensibilizados e desafiados com a solução 

contendo OVA apresentaram infiltrado inflamatório na mucosa do intestino delgado com a 

evidente presença de eosinófilos. É interessante salientar que os eosinófilos estavam presentes 

em frequência mais elevada quando comparado aos animais controle não sensibilizados até o 

fim do desafio oral de 21 dias. Outras observações importantes que marcaram esse modelo de 

alergia alimentar foram ainda a perda de peso acentuada (20% do seu peso corporal) que ocorre 

progressivamente durante todo o desafio oral, o aumento de muco e de células caliciformes em 

camundongos sensibilizados e desafiados. Esse mesmo grupo mostrou, em outro trabalho, que 

os camundongos BALB/c deficientes para o receptor de IL-4 não produzem IgE quando são 

sensibilizados e não perdem peso quando desafiados, indicando que o modelo de alergia 

alimentar a OVA depende da ação da citocina do tipo Th2, IL-4 (Dourado et al., 2010). 

O leite está entre os alimentos mais alergênicos e vários modelos para estudar alergia 

alimentar ao leite foram desenvolvidos. Um dos modelos mais clássicos foi descrito por Li e 

colaboradores (1999). Os pesquisadores usaram camundongos fêmeas da linhagem C3H/HeJ 

de três semanas de idade para os quais eram fornecidas, durante seis semanas, diferentes doses 

de proteínas de leite de vaca acompanhadas de toxina colérica como adjuvante. O desafio oral 

foi realizado usando duas administrações dessas proteínas por via intragástrica (i.g.) com 

intervalo de trinta minutos entre elas. Como parâmetros importantes da alergia, foram avaliados 

o índice de anafilaxia, a permeabilidade vascular, os níveis séricos de IgE, a produção de 

histamina e de citocinas e a histologia de intestino delgado (Li, 1999). Outro modelo murinho 
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semelhante utiliza camundongos C3H/HeJ fêmeas de três semanas que, durante cinco semanas, 

são sensibilizados com proteína de leite de vaca por via intragástrica sendo o teste de anafilaxia 

realizado ao final de 6 semanas (Man, Bertelli, Regoli, Chambers, & Nicoletti, 2004). O grupo 

de Frossard e colaboradores (2007) desenvolveu também um modelo utilizando camundongos 

da linhagem C3H/HeJ fêmeas de 4 a 5 semanas sensibilizados por via intragástrica com BLG 

e toxina colérica como adjuvante. O desafio era realizado pela mesma via com 100mg de BLG 

em dose única. O grupo constatou o desencadeamento da alergia  pela avaliação do índice de 

anafilaxia, da permeabilidade vascular, dos níveis de IgE, IgG1 e IgG2a, da proliferação celular 

e da produção da citocina IL-10 (Frossard, Steidler & Eigenmann, 2007). 

 Embora esses modelos citados mimetizem características importantes da alergia 

alimentar ao leite de vaca, consideramos que todos eles requerem intensa manipulação animal, 

consistindo de protocolos muito longos e de utilização de toxina colérica como adjuvante. 

Nosso grupo descreveu, em 2015, um novo modelo de alergia alimentar a uma das proteínas 

mais alergênicas do leite de vaca, a BLG, em camundongos BALB/c com características 

interessantes: o modelo é barato, envolve pouca manipulação dos animais e é desencadeado por 

um protocolo rápido (Gomes-Santos et al., 2015). Esse modelo consiste em sensibilizar 

camundongos BALB/c jovens (6-8 semanas de idade) com 20ug de BLG adsorvida em 1mg de 

hidróxido de alumínio por via intraperitoneal (i.p.) e, quatorze dias depois, realizar um reforço 

i.p. na sensibilização, desta vez com BLG diluída em salina. Uma semana após esse reforço 

(booster), é iniciado o desafio oral, substituindo a água das mamadeiras por solução contendo 

20% da fração proteica do soro do leite (whey protein) contendo o antígeno BLG. Para avaliar 

os efeitos da alergia alimentar, escolhemos dois tempos experimentais de desafio: durante 7 ou 

14 dias de oferta exclusiva de whey protein 20%. 

Observamos que os camundongos que foram sensibilizados e desafiados com a 

solução de whey protein 20% contendo BLG se tornaram alérgicos. Esses animais perderam 

peso corporal e tecido adiposo perigonadal, sendo que essa perda não estava associada à 

redução no consumo de ração. Especulamos que, provavelmente, a perda de tecido adiposo 

ocorreu devido à intensa inflamação, marcada pelo aumento de eosinófilos e linfócitos 

intraepiteliais no jejuno proximal, além do encurtamento dos vilos intestinais, um sinal clássico 

de dano tecidual (Gomes-Santos et al., 2015). Dourado e colaboradores, de fato, evidenciaram 

que a perda de peso no modelo de alergia alimentar à OVA estava diretamente associada à 

inflamação alérgica, com aumento de mastócitos no tecido adiposo epididimal em 

camundongos alérgicos para OVA. Esses autores propuseram que os mastócitos do tecido 

adiposo podem ser sensibilizados com IgE anti-OVA por meio dos receptores FceRI. Dessa 
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forma, a OVA poderia ser parcialmente transportada por quilomícrons até o tecido adiposo. O 

contato dos complexos IgE-OVA com mastócitos sensibilizados resultaria na produção de 

mediadores inflamatórios como TNF-a, IL-1 e IL-6 (Dourado et al., 2011). 

O desenvolvimento do modelo de alergia alimentar à BLG mostrou, nos parâmetros 

imunológicos mais importantes, grandes semelhanças com relação ao modelo de alergia 

alimentar à OVA descrito por Saldanha e colaboradores. Em ambos observamos a produção 

progressiva de IgE após a ingestão do antígeno nos animais sensibilizados, sinais clássicos de 

inflamação da mucosa do intestino delgado como o aumento da frequência de eosinófilos e de 

linfócitos intra-epiteliais, perda de peso acentuada. 

No entanto, com relação ao comportamento dos animais notamos uma diferença 

bastante curiosa. Enquanto que os camundongos BALB/c sensibilizados para OVA apresentam, 

ao serem desafiados por via oral com uma solução contendo o alérgeno, um comportamento de 

aversão progressiva ao consumo da solução, os camundongos BALB/c sensibilizados para BLG 

e posteriormente desafiados com a solução contendo BLG (whey protein), não evitam o 

consumo da solução. Além disto, observamos também que a ingestão da solução contendo BLG 

era muito apreciada pelos camundongos sendo que o consumo dessa solução foi muito maior 

do que a ingestão diária normal de líquido pelos camundongos. Ou seja, enquanto que a alergia 

alimentar à OVA provocava um fenômeno de aversão ao consumo do alérgeno, a alergia à BLG 

pouco alterava a preferência dos animais pela BLG. 

2.5 Os fenômenos de aversão e preferência ao alimento 

  

Evolutivamente, para que um indivíduo de qualquer espécie sobreviva e prospere, 

alguns comportamentos facilitam a aquisição de comida, sexo e outras recompensas naturais 

para esse indivíduo, da mesma forma que evitar predadores e situações de desconforto também 

são comportamentos selecionados evolutivamente. Existe, portanto, um componente biológico 

robusto para que o sistema nervoso elabore estruturas e mecanismos para gerar comportamentos 

adaptativos, à base de aversão e recompensa que irão promover a continuidade da espécie (Hu, 

2016). 

A recompensa induz sentimentos prazerosos, gerando reforço comportamental 

(Schultz, 2010). Reciprocamente, os estímulos aversivos (ou punições) envolvem emoções 

negativas, incluindo medo e evasão da situação aversiva. A perspectiva de obter recompensas 
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ou evitar punições é uma força essencial para a impulsionar a tomada de decisões de um 

indivíduo (Hu, 2016) 

Em 1981, Nelson Vaz observou um fenômeno bastante interessante: a aversão ao 

antígeno. Camundongos naïve quando expostos a variados antígenos, ingerem alimentos de 

forma preferencial, optando por um alimento em detrimento do outro. É interessante salientar 

que a seleção da dieta é um problema de extrema complexidade que animais enfrentam 

constantemente em ambientes naturais, tendo a possibilidade de ingerir uma gama de diversos 

alimentos, porém, nem todos são consumidos. Além de estar claro que existe um componente 

biológico que influencia esse fato, sabe-se também que a preferência alimentar está ligada a 

fatores sociais. O pesquisador Nelson Vaz observou que, se imunizados para o antígeno que 

antes era preferido, os camundongos alteram seu comportamento e passam a evitá-lo. Esta foi 

a primeira observação registrada pelo autor sobre esse fato (Dado não publicado).  

No ano de 1994, Cara e colaboradores mostraram, pela primeira vez, que 

camundongos sensibilizados com OVA apresentando níveis altos de IgE específica no soro 

evitavam o consumo de soluções que continham esse antígeno, ainda que essa solução tivesse 

concentrações de sacarina para se tornar mais palatável. O protocolo utilizado para avaliar o 

comportamento dos animais consistia em disponibilizar duas mamadeiras para um teste de 

preferência. Animais controle ou sensibilizados para OVA recebiam água em uma mamadeira 

e uma solução de OVA adocicada em outra durante 24 horas sem que houvesse 

condicionamento prévio dos animais em relação às soluções. Mesmo sendo a solução contendo 

OVA adocicada mais palatável, camundongos sensibilizados evitavam seu consumo, fenômeno 

descrito como “aversão antigênica” (Cara et al, 1994). Evidências mais recentes também 

sugerem que a alergia alimentar influencia o comportamento dos indivíduos e é capaz de alterar 

funções cerebrais. Um exemplo foi a demonstração de que animais sensibilizados e com 

aversão ao antígeno apresentavam níveis elevados de ansiedade e aumento na atividade 

neuronal em áreas do cérebro relacionadas com a percepção emocional (Basso et al., 2003).  

Igualmente importante ao fenômeno de aversão, a preferência a um determinado 

alimento por camundongos pode ser medida por meio de um teste denominado Two Bottle Test. 

Um exemplo dessa aplicação foi publicado por Mirotti e colaboradores (2010). Nesse trabalho, 

camundongos alérgicos e controles eram individualizados em gaiolas durante três dias sendo 

fornecidas para eles duas mamadeiras idênticas contendo água. No primeiro dia do teste, uma 

das mamadeiras era preenchida com uma solução adocicada contendo 20% de clara de ovo 

associada a adoçantes naturais e artificiais em diferentes concentrações variando de 0,02% de 

sacarina ou 1%, 4%, 8% ou 16% de sacarose. A segunda mamadeira continha apenas água. 
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Ambas foram ofertadas para os camundongos alérgicos durante 24 horas, e, de 4 em 4 horas 

nas primeiras 12h do teste tiveram sua posição na gaiola alterada para evitar preferência por 

localização. O grupo de pesquisadores mostrou que, ao serem expostos à oferta de OVA com 

adição de 4% de sacarose, camundongos BALB/c permaneciam com aversão ao antígeno, 

enquanto que camundongos da linhagem C57BL/6 revertiam totalmente o comportamento 

aversivo. Esses dados nos permite inferir que a aversão pode ser modulada e que a decisão de 

evitar o contato com o alérgeno depende da recompensa que é oferecida ao animal quando esse 

é ingerido (Luciana Mirotti, Mucida, de Sá-Rocha, Costa-Pinto, & Russo, 2010). Esse 

fenômeno é de extrema importância, pois demonstra uma fina regulação ainda não totalmente 

esclarecida com relação à escolha pelo alimento ligada à palatabilidade do mesmo e a eventos 

imunológicos subsequentes.  

Os eventos de aversão ao antígeno também ficaram evidenciados em experimentos em 

que camundongos imunizados para OVA evitaram compartimentos que previamente foram 

associados com o antígeno ao qual foram expostos em testes comportamentais. Apesar de se 

sentirem mais seguros em áreas escuras de um determinado ambiente, os camundongos 

imunizados com OVA evitavam entrar em ambientes que foram expostos à OVA, preferindo 

áreas mais abertas, antes consideradas mais aversivas (Frederico Azevedo Costa-Pinto, Basso, 

Britto, Malucelli, & Russo, 2005). 

 O sabor de uma determinada substância, além de sua função sensorial, é 

intimamente relacionado a uma série de comportamentos. O sistema gustativo é 

anatomicamente localizado no início do canal alimentar, sendo essencial na homeostasia entre 

ingestão de nutrientes e fluidos (Boughter & Bachmanov, 2007). Existe uma relação em termos 

de conectividade recíproca entre sabor e alimentação em áreas cerebrais (Scott, 2001). O 

consumo de substâncias adocicadas, por exemplo, envolve a integração entre o sistema 

periférico sensorial e o sistema nervoso central. A detecção de sabores doces em mamíferos é 

modulada por fatores neurais e hormonais (Atchley, Weaver, & Eckel, 2005; Curtis, Stratford, 

& Contreras, 2005). Esse feedback, fornecido por esses fatores, se estende ao nível de 

receptores celulares para sabores e nervos aferentes (Shigemura et al., 2004; Simon, Liu, & 

Erickson, 2003). Tradicionalmente, estudos de comportamento baseado na genética de animais 

foram conduzidos usando teste do tipo Two Bottle. Esses testes medem o consumo de uma 

substância com sabor determinado durante um período de 24 a 48 horas, comparado ao 

consumo de água. Geralmente, sabores doces são preferencialmente escolhidos, enquanto que 

sabores amargos são evitados. Estudos mostram que o genótipo para preferência por sacarina 
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(Sac), por exemplo, influencia respostas aferentes de nervos ao sabor adocicado (Bachmanov 

et al., 1997).  

 Sabe-se, também, que as escolhas de consumir determinado alimento ou líquido 

se baseiam também nas vivências do indivíduo. O comportamento de aversão condicionada se 

dá pelo simples fato de que animais (incluindo os seres humanos) rejeitarão alimentos que 

previamente os fizeram passar mal ou ficar doente. A aversão a determinados sabores é 

importante para a sobrevivência, do ponto de vista evolutivo, uma vez que é uma ferramenta 

que permite aos animais evitar sabores que previamente causaram algum mal estar, ainda que 

em concentrações pequenas (Gaillard & Stratford, 2016).  

Uma das questões interessantes com relação ao comportamento aversivo que 

acompanha a alergia alimentar é qual seria a relação entre os componentes imunes acionados 

pela reação alérgica e aqueles do sistema nervoso que desencadeariam comportamentos 

complexos como a aversão. 

2.6 Correlatos neurológicos da atividade imunológica 

 

O sistema imune e o sistema nervoso durante muito tempo foram considerados 

entidades autônomas e independentes entre si, tendo cada um desses sistemas estruturas e 

funções distintas e, consequentemente, foram estudados separadamente durante muitos anos 

(Talbot, Foster, & Woolf, 2016) Atualmente existe um consenso de que o sistema imune e o 

sistema nervoso trabalham de forma integrada em busca da homeostasia do organismo 

(Mcmahon, La Russa, & Bennett, 2015). Um dos exemplos dessa funcionalidade está no fato 

de que neurônios sensitivos respondem a estímulos nocivos e células do sistema imune são 

capazes de detectar bactérias (Chiu et al., 2013). A interface entre esses sistemas também é 

notória no fato de que neurônios autonômicos podem suprimir inflamação (Andersson & 

Tracey, 2012). Ambos sistemas compartilham a habilidade de detectar estímulos ambientais, 

sinais de perigo e coordenar respostas, sendo mais eficazes trabalhando em conjunto (Talbot et 

al., 2016). 

A comunicação entre esses sistemas, considerando os mecanismos, se dá por meio de 

receptores de proteína quinase e tirosina quinase na superfície de células, permitindo respostas 

aos sinais fornecidos (Chiu, Von Hehn, & Woolf, 2012; Mcmahon et al., 2015). Citocinas como 

a IL-1b podem ser detectadas por receptores (IL-1R) expressos em neurônios e gerar dor 

(Binshtok et al., 2008), impulsos neuronais podem causar a liberação de neurotransmissores 
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que iniciam inflamação neurogênica e levam à resposta imune. Esses transmissores agem em 

células imunes que expressam receptores capazes de reconhecer esses neuro-ligantes 

(Chovatiya & Medzhitov, 2014; Mcmahon et al., 2015). 

As interações neuroimunes ocorrem sob várias perspectivas: respostas a danos 

teciduais (von Hehn, Baron, & Woolf, 2012), infecções (Chovatiya & Medzhitov, 2014), danos 

neuronais em respostas autoimunes (Bhat & Steinman, 2009; Talbot et al., 2016) dentre outros. 

Neurônios sensoriais e células do sistema imune são capazes de detectar estímulos danosos, 

patógenos e injúrias teciduais e promover defesa e reparação tecidual (Medzhitov, 2008; 

Shepherd, Downing, & Miyan, 2005), e expressam receptores para bactérias, ácidos, 

neuropeptídios e citocinas inflamatórias. Dessa forma, células do sistema imune respondem a 

moléculas classicamente definidas como neuropeptídios, como substância P (SP) 

(Augustyniak, Nowak, & Lundy, 2012; Franco, Pacheco, Lluis, Ahern, & O’Connell, 2007), 

fatores de crescimento neurotróficos como o fator de crescimento dos nervos (NGF) (Hepburn 

et al., 2014), e neurotransmissores como serotonina (5-HT) (Mössner & Lesch, 1998). De forma 

semelhante, neurônios sensoriais também detectam produtos do sistema imune: IL-1b 

(Binshtok et al., 2008), histamina (Shim et al., 2007) e prostaglandina E2 (PGE2) (Samad et 

al., 2001; Samad, Sapirstein, & Woolf, 2002).  

As modulações fisiológicas da imunidade começaram na França, nos anos 1920, com 

o uso dos estímulos condicionados de Pavlov, revisitados por Ader e Cohen que reafirmaram 

os fenômenos de imunossupressão condicionada. A dupla de pesquisadores mostrou que foi 

possível aumentar o efeito imunossupressor da ciclofosfamida quando ratos eram submetidos 

a um pareamento do gosto de uma solução contendo sacarina com a exposição dos efeitos 

adversos da ciclofosfamida (Ader & Cohen, 1975). Esses experimentos foram muito 

importantes para revelar a rede de comunicações entre os sistemas nervoso e imune. 

Coletivamente, as pesquisas interdisciplinares ganharam campo cada vez mais amplo: 

neuroanatomistas demonstraram a existência de inervações simpáticas em órgãos linfoides 

primários e secundários neuroendocrinologistas descreveram a expressão e função de alguns 

receptores neuroendocrines em células do sistema imune (Middleton, 1970; Pert, Weber, 

Herkenham, & Herkenham, 2018), e biologistas celulares mostraram que a ativação de células 

do sistema imune é capaz de liberar fatores moleculares identificados anteriormente no sistema 

neuroendócrino, como a adrenocorticotrofina. Adicionalmente, Besedovsky e colaboradores 

(Besedovsky & Sorkin, 1977) demonstraram, elegantemente, a ativação do eixo hipotálamo-

pituitária (HPA) e o sistema nervoso simpático durante a produção de anticorpos em 
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camundongos vacinados com antígeno específico para linfócitos T, porém, a base molecular 

que explicaria esses fenômenos ainda não foi elucidada.  

A interação entre sistema imune e sistema nervoso é visível também diante de uma 

resposta a um agente infeccioso, por meio do comportamento de indivíduos doentes frente à 

doença: inatividade, diminuição da responsividade a estímulos externos, perda de apetite, sono 

e isolamento social são os sinais mais usuais em uma infecção de origem microbiana. Tais 

alterações comportamentais são associadas frequentemente a mal-estar e dor, sendo estratégias 

do organismo para adaptação ao custo metabólico caro de construir uma resposta imune e febre 

(B. L. Hart, 1991; Benjamin L. Hart, 2011). Durante muito tempo, os estudos de 

comportamento relacionado a produção de citocinas esteve focado nos eventos de febre e 

ativação do eixo HPA, porém, depois da identificação da relação entre doença e depressão, um 

novo campo de estudo tem surgido entre os sistemas imune e nervoso. Por exemplo, as 

alterações comportamentais em animais injetados com LPS ou citocinas é similar às mudanças 

em indivíduos doentes (Gautron et al., 2013) 

 Neal Miller foi o primeiro pesquisador a propor que as alterações comportamentais 

desenvolvidas em indivíduos doentes são a expressão de um estado motivacional que compete 

com comportamentos normais. Sua hipótese foi baseada na observação de que ratos injetados 

com endotoxinas eram menos dispostos a trabalhar por comida, água ou para ganharem 

recompensas estimulatórias, porém, esses mesmos animais ainda eram capazes de se esforçar 

em troca de descanso quando eram submetidos a testes de esforço (Dantzer, 2018). 

 Esses estudos sugerem que reações imunológicas podem acionar componentes 

do sistema nervoso e interferir ou mesmo desencadear comportamentos complexos como a 

busca de recompensa, o medo e a ansiedade. 

2.7 Circuitos neurais e imunes 

 

Em um contexto evolutivo, medo e ansiedade são emoções naturais que aumentam a 

chance de sobrevivência dos indivíduos frente a diferentes estímulos estressógenos e, portanto, 

possuem um valor adaptativo de suma importância (Blanchard, Griebel, & Blanchard, 2003; 

Nesse, 1999). A ansiedade pode ser caracterizada como a antecipação emocional de uma 

situação considerada aversiva, de difícil controle e de provável ocorrência. O medo, no entanto, 

pode ser definido como uma reação a uma situação real considerada perigosa, bem definida e, 

para muitos autores, é um estado que pode ocorrer independente da ansiedade. Ainda assim, 

pode ser difícil separar ambas situações (Ramos & Mormède, 1997).  
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O circuito neural envolvido em medo/ansiedade, tanto natural quanto patológico, 

envolve, primeiramente a percepção e integração de informações sensoriais que são 

provenientes de diversos estímulos que sinalizam perigo (sendo inatos ou aprendidos). Durante 

e após o processamento sensorial, as informações resultantes são enviadas ao tálamo que, por 

sua vez, projeta tais informações para a amígdala. Essa projeção pode ocorrer basicamente por 

dois caminhos distintos: uma via direta (tálamo-amígdala) e uma via indireta, com interface 

com regiões corticais (tálamo-córtex-amígdala), que organizam, então, uma série de reações 

fisiológicas aos estímulos capturados, gerando comportamentos de defesa para o organismo. 

As informações provenientes da via indireta são enviadas pelo tálamo ao córtex cerebral, o qual, 

após análise mais refinada das informações de perigo/atenção, projeta, então, para a amígdala, 

uma estrutura relacionada a processamentos emotivos (Fanselow & LeDoux, 1999). 

Em neurociências comportamentais, como biopsicologia e a neurobiologia, os 

modelos animais permitem investigar as relações entre o cérebro e o comportamento, com a 

finalidade de relacionar o comportamento humano e seus processos neuronais e 

neuroendocrinológicos subjacentes. As informações mais relevantes, certamente, são 

provenientes dos estudos em humanos, porém, nem sempre são possíveis. As disfunções 

comportamentais e os processos neurobiológicos somente podem ser investigados em humanos 

em um ambiente clínico controlado, logo uma abordagem comparativa baseada em modelos 

animais pode ser usada para responder questões relativas a comportamentos e seus 

componentes neurais (van der Staay, 2006).  

Nos anos 80, Handley tentou classificar os modelos animais de ansiedade de acordo 

com a natureza do estímulo aversivo ao qual eram submetidos e a consequente resposta evocada 

em tal situação, sugerindo que o controle neuronal da ansiedade pode diferir de acordo com a 

interpretação do estímulo aversivo. A interpretação dos sinais aversivos podem ser inatas ou 

aprendidas e podem gerar respostas de ação frente a esse estímulo ou inibir comportamentos 

prolongados que geram recompensas (Bourin, Petit-Demoulière, Nic Dhonnchadha, & Hascöet, 

2007). 

Os modelos animais de ansiedade podem ser divididos em dois grupos: o primeiro 

envolve respostas condicionadas do animal frente a estímulos estressores ou dolorosos, por 

exemplo, exposição a choques controlados na pata e, o segundo, inclui comportamentos que 

são reações espontâneas e naturais frente a uma determinada situação, por exemplo, aversão e 

freezing e ainda estímulos que não geram dor e desconforto físico, por exemplo a exposição 

dos animais a uma câmera iluminada ou a um predador (Bourin et al., 2007). 



35 
 

Uma das formas de se testar os comportamentos em roedores é através do labirinto em 

cruz elevado (LCE) (Handley & Mithani, 1984). O LCE é um modelo animal etologicamente 

baseado no medo natural e instintivo de roedores a espaços abertos e elevados, inicialmente 

desenvolvido para estudar comportamentos de ratos (Pellow, Chopin, File, & Briley, 1985). A 

exposição ao labirinto em cruz elevado consiste em introduzir ratos ou camundongos na 

encruzilhada de quatro braços, sendo dois abertos e dois fechados, dispostos 

perpendicularmente uns aos outros e elevados cerca de 50cm em relação ao solo, combinando 

elementos de não familiarização com a situação a qual estão expostos, ambiente aberto e 

elevado, situações naturalmente aversiva para roedores que tendem evitar espaços abertos, 

gerando um conflito entre exploração e a aversão (Bourin et al., 2007).  

Quando os animais são colocados frente a essa situação experimental, tendem a evitar 

os braços abertos, permanecendo nos braços fechados, consideradas mais seguros. A altura e, 

principalmente, os braços abertos e a novidade do ambiente são as principais causas do 

comportamento de defesa em se esconder nos braços fechados (Treit, Menard, & Royan, 1993). 

Os testes no labirinto em cruz elevado analisam comportamentos espontâneos e não 

condicionados, uma vez que irão levar em conta neofobia e aversão (Bourin et al., 2007). 

Lister, em 1987, validou o modelo do labirinto em cruz elevado para camundongos 

durante estados de ansiedade (Lister, 1987). Os índices primários de ansiedade no labirinto em 

cruz elevado eram a frequência de entradas e o total de tempo gasto nos braços abertos. O 

número de entradas (total de entradas = número de entradas no aberto + número de entradas no 

fechado) sendo considerado como índice de atividade locomotora (Treit et al., 1993). A ordem 

de preferência dos camundongos frente ao LCE é: estar em braços fechados, no centro do 

aparato e, por último, expostos em áreas abertas. Essa tendência pode ser modificada com o uso 

de ansiolíticos e é potencializada frente a agentes ansiogênicos (Bourin et al., 2007). 

Tradicionalmente, os escores medidos no LCE são feitos por meio de vídeos ou enquanto o 

teste é realizado por um observador treinado. Os camundongos expostos ao labirinto em cruz 

elevado apresentam um comportamento de avaliação de risco (risk assessment) o que pode ser 

relacionado ao estado de hipervigilância apresentada por indivíduos ansiosos (Blanchard et al., 

2003). A avaliação de risco representa uma antecipação de um perigo potencial, sendo um 

comportamento de caráter evolutivo e adaptativo. No LCE para camundongos, em alguns 

laboratórios, novas medidas estão sendo utilizadas, como head-dipping (movimento 

exploratório com a cabeça para os lados dos braços abertos), espreitas e retornos aos braços 

fechados, que parecem participar dos requisitos de uma avaliação de risco (risk assessment). 

Assim sendo, os animais mais cautelosos se aproximarão vagarosamente da saída da plataforma 
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central, exibindo alta frequência de espreitas, de head dippings e de retornos aos braços 

fechados (Rodgers & Johnson, 1995). 

2.8 A alergia como proteção do organismo 

 

A reatividade alérgica permanece sendo um dos grandes mistérios da atividade 

imunológica. O sistema imune é capaz de proteger o hospedeiro contra uma variedade de 

agentes infecciosos. Os mamíferos, em especial, desenvolveram diversas estratégias para lidar 

com os mais variados tipos de patógenos. A imunidade referida como tipo I atua principalmente 

na morte direta de patógenos ou células infectadas e é composta por Th1, Th17, células 

citotóxicas e algumas classes de anticorpos como IgM e IgG. Por outro lado, a imunidade tipo 

II protege contra macroparasitas, por exemplo, helmintos e é mediada por células Th2 e 

anticorpos IgE, se valendo de defesas como barreiras epiteliais, produção de IgG, mastócitos, 

basófilos, eosinófilos e macrófagos alternativamente ativados (Allen & Maizels, 2011; 

Anthony, Rutitzky, Urban, Stadecker, & Gause, 2007). 

É estabelecido que respostas Th2 e IgE são responsáveis por proteger o organismo 

contra parasitas multicelulares. Entretanto, há que se considerar que essas mesmas respostas 

que seriam protetoras podem causar eventos alérgicos quando, de forma inadvertida, são 

ativadas por antígenos ambientais não infecciosos. Essa resposta, então, passa a ser vista como 

uma exacerbação de respostas tipo II que são nocivas para o organismo. Essa concepção traz 

alguns problemas, por exemplo: embora alguns alérgenos possam mimetizar atividades 

imunogênicas relacionadas a macroparasitas, por exemplo, quitina, a maioria dos alérgenos não 

apresenta similaridade com helmintos (McKerrow, Caffrey, Kelly, Loke, & Sajid, 2006). 

Um outro fato bastante intrigante é que as reações anafiláticas aos alérgenos ocorrem 

de forma bastante rápida, ao passo que a replicação dos parasitas multicelulares ocorre de forma 

lenta, em horas ou dias, portanto, não existe, até então, uma razão de fato óbvia para que haja 

uma resposta de extrema urgência a eles (Palm, Rosenstein, & Medzhitov, 2012). Outro ponto 

muito importante é que a hipersensibilidade alérgica depende da ativação de mastócitos e 

basófilos por IgE. De fato, os níveis de IgE em camundongos ou humanos com infecções por 

helmintos é alto, entretanto, a IgE por si só é dispensável na imunidade contra a maior parte 

dos helmintos (Harris & Gause, 2011). Outro fato interessante é que entre os maiores alérgenos 

ambientais, como pólen, amendoim, venenos de insetos, látex, penicilina, frutos do mar e 

outros, não existem características químicas similares que possam, de fato, explicar sua 

alergenicidade  (Thomas, Hales, & Smith, 2005). 
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Um outro olhar sobre a função imunológica da alergia vem sido pensado há algumas 

décadas. Em 1965 foi demonstrado pela primeira vez um papel benéfico dos mastócitos na 

desintoxicação de venenos e na proteção contra efeitos nocivos do envenenamento 

(Higginbotham, 1965). Com isso, uma alternativa que explicaria a existência de reações 

alérgicas, porém bastante ignorada na ciência, seria a proteção contra toxinas ambientais 

(Higginbotham & Karnella, 1971; Profet, 1991). Essa visão traz a ideia de que as respostas 

alérgicas podem ser intencionais e benéficas, não se tratando apenas de consequências 

patológicas na defesa contra parasitas.  

Situações de envenenamento podem causar danos teciduais severos ao indivíduo, 

porém as respostas alérgicas que são geradas pelo contato com os venenos podem ter evoluído 

para proteger o organismo do contato direto com esses danos e, então, a anafilaxia se resultaria 

de um resultado exacerbado dessa proteção, particularmente quando essa resposta é sistêmica 

(Higginbotham & Karnella, 2012; Metz et al., 2006). A exposição a haptenos reativos também 

podem estimular a ativação inflamatória (Sutterwala et al., 2006) e induzir reações de 

hipersensibilidade na pele, mediada principalmente por Th1 e T CD8+ (Kalish & Askenase, 

1999) Entretanto, quando essa barreira da pele é rompida, os haptenos induzem respostas do 

tipo Th2 (Kondo, Ichikawa, & Imokawa, 1998), contribuindo para uma proteção contra agentes 

químicos nocivos. As respostas alérgicas podem proteger desses xenobióticos por meio do 

aumento na produção de muco, hiperplasia dos queratinócitos, prurido, broncoconstrição, 

vômito e diarreia. Todas essas reações podem ou reduzir a entrada de antígenos ou expulsá-los 

(Palm et al., 2012). 

A detecção de substâncias nocivas também se dá devido ao reconhecimento dos 

estímulos que induzem defesas alérgicas através de caminhos somato-sensoriais. As fibras 

nervosas do tipo C são relevantes nesse contexto de inflamação alérgica, podendo ser 

estimuladas por mediadores endógenos de danos teciduais. A substância P e o peptídeo 

relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) produzidos pelas fibras do tipo C tem atividade 

inflamatória e induzem degranulação e mastócitos, promovendo uma conexão importante entre 

os danos teciduais e a inflamação alérgica. As fibras do tipo C podem ser ativadas por histamina 

e outros mediadores derivados da degranulação de mastócitos (Jeffry, Kim, & Chen, 2011). A 

interação entre IgE e mastócitos é importante para a ativação das vias somato-sensoriais por 

alérgenos que se ligam à IgE, consequentemente, pode-se inferir que haja uma associação entre 

o reconhecimento antigênico pela IgE associada a estímulos variados, resultando em reações 

alérgicas condicionadas (Siegel & Kreutzer, 1997). 
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A estratégia de evitar exposição a substâncias ambientais consideradas nocivas por 

meio da hipersensibilidade alergênica pode ser benéfica afim de proteger o organismo e 

promover sobrevivência em condições ambientais hostis. Após o contato com substâncias 

nocivas e a geração de IgE específica para as mesmas, é gerada uma memória ao alérgeno que 

o indivíduo entrou em contato, provocando uma sensibilização ao mesmo. Posteriormente, 

qualquer contato com o mesmo antígeno, ainda que em quantidades pequenas, é capaz de gerar 

uma reação alérgica que possui funções importantes para esse organismo: minimizar os efeitos 

alergênicos, por exemplo, evitando o espalhamento desses antígenos, promovendo 

desintoxicação e expulsão dos mesmos. Em segundo lugar, esses indivíduos passam a evitar 

ambientes que contém o alérgeno, como forma protetora de sobrevivência (Palm et al., 2012). 

Assim, a alergia e suas consequências podem estar conectadas a comportamentos 

selecionados como protetores do organismo. Como esses comportamentos podem ser 

desencadeados ou modificados pela atividade imunológica ainda é uma área amplamente 

desconhecida. Alguns modelos experimentais de alergia podem, no entanto, ajudar a desvendar 

esses enigmas. 

O estudo paralelo dos modelos de alergia alimentar a OVA e a BLG particularmente 

tem se mostrado bastante frutífero como forma de entender a relação entre alergia, 

comportamento e circuitos neurais. A alergia alimentar à BLG tem similaridades com a alergia 

experimental à OVA em camundongos BALB/c (Saldanha et al., 2004) no que se refere ao 

perfil inflamatório e produção de IgE específica quando camundongos são desafiados por 7 ou 

14 dias com solução contendo o alérgeno (Lemos, 2015). Porém, nos chamou atenção o fato de 

que, no modelo de alergia à BLG, a produção de IgE específica aumentou com a exposição 

continuada ao antígeno e, concomitantemente, os camundongos continuaram bebendo a solução 

contendo BLG. Assim, enquanto que a aversão ao consumo do alérgeno acompanha o 

desenvolvimento da alergia alimentar à OVA, os camundongos alérgicos à BLG não 

apresentam o mesmo comportamento. 

 Como o fenômeno da aversão está associado a um comportamento 

evolutivamente conservado e aparentemente protetor, nosso objetivo neste estudo foi estudar 

em maior detalhe as relações entre a alergia alimentar à BLG e os correlatos comportamentais 

e neurais ligados a ela.   
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3 Objetivos 
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3.1 Objetivo geral 

 

Estudar os mecanismos neuro-imunológicos envolvidos na aversão e na preferência 

ao consumo do alérgeno no modelo experimental de alergia alimentar à β-lactoglobulina 

(BLG). 

3.2 Objetivos específicos 

 

1- Investigar o fenômeno da aversão ao antígeno ingerido. 

2- Avaliar o comportamento animal em camundongos desafiados com BLG purificada. 

3- Estudar os correlatos neuro-imunológicos envolvidos na preferência alimentar à 

ingestão da BLG em camundongos alérgicos a esse antígeno. 

4- Comparar a ativação neuronal em áreas do sistema nervoso central relacionadas com 

ansiedade e com recompensa entre camundongos alérgicos e não alérgicos para BLG. 
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4 Metodologia 
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4.1 Animais 

 

Camundongos BALB/c machos com seis a oito semanas de idade foram adquiridos 

pelo CEBIO – Centro de Bioterismo do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade 

Federal de Minas Gerais. Os animais foram mantidos no Biotério do Laboratório de 

Imunobiologia, em gaiolas abertas. Os animais receberam água “ad libitum” durante todo o 

experimento e ração comercial para camundongos (Purina, São Paulo, SP) até o desafio 

antigênico oral. Todos os procedimentos utilizados nesse estudo foram aprovados pelo Comitê 

de Ética no Uso de Animais experimentais da UFMG (CEUA UFMG - Protocolo 085/11). 

4.2 Indução da Alergia Alimentar 

 

O protocolo de indução da alergia alimentar foi desenvolvido baseado em Saldanha e 

colaboradores (2004). Os camundongos foram imunizados por via intraperitoneal com 20 μg 

de BLG + 1 mg de Al (OH)3 recebendo um reforço i.p. com 20 μg de BLG solúvel 14 dias 

depois. O desafio oral consistiu na oferta exclusiva de solução contendo whey protein 20% por 

7 ou 14 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados ao final da última administração de 

BLG na mamadeira. A whey protein foi gentilmente cedida pela empresa EDETEC. Esse 

concentrado de proteínas do soro do leite continha em torno de 80% de BLG. 

Parte dos experimentos foi realizada seguindo o mesmo protocolo acima, porém, 

durante o desafio oral os camundongos receberam, alternativamente, 1mg/ml de BLG ou de 

OVA ou soluções misturadas de OVA + BLG na concentração de 1mg/ml. 

4.3 Consumo de líquido da mamadeira 

 

O consumo líquido foi mensurado por meio da verificação da quantidade remanescente 

de líquido na mamadeira e da quantidade ofertada no dia anterior. Assim, a partir da quantidade 

consumida pelos animais da gaiola, foi feita a média de consumo por grupo. 

4.4 Teste de preferência alimentar 

 

 Para verificar se os animais apresentavam alguma preferência ao consumo de BLG 

em detrimento de água, realizamos um teste de preferência alimentar (two-bottle test). Três dias 
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antes de o teste ocorrer, os animais foram separados individualmente em gaiolas convencionais 

do biotério para que pudessem se acostumar ao novo ambiente. Nesse mesmo dia, duas 

mamadeiras idênticas, transparentes, com bicos de vidro e contendo água foram colocadas para 

cada animal, de forma que ele pudesse optar entre as mamadeiras. O objetivo foi, novamente, 

ambientá-los na nova situação. No dia do teste de preferência alimentar, foram colocadas duas 

mamadeiras por gaiola: uma contendo a solução antigênica e a outra apenas água. Foram 

mensuradas as quantidades de líquido ingerido de 4 em 4 horas durante um período de 24 h, 

que se deu no primeiro dia de desafio oral. A cada mensuração, em provetas, as mamadeiras 

eram novamente preenchidas com o líquido, porém, trocava-se a posição das mesmas, para 

evitar o condicionamento pela localização delas na gaiola. 

 

 
Figura 2 - Imagem representativa do posicionamento das mamadeiras na gaiola 
experimental para o teste de preferência alimentar. As mamadeiras eram trocadas de 
posição a cada 4 horas e media-se o consumo do animal durante esse período, totalizando 24 
horas, sendo 6 medidas ao longo do experimento. Os animais foram mantidos individualmente 
separados durante este teste. 

4.5 Coleta do Soro 

 

Após anestesia, os animais tiveram o sangue retirado por meio do plexo subaxilar e 

colocados em tubos de 1 mL para posterior centrifugação. Para a separação do soro, o sangue 

foi transferido para geladeira a 4°C, onde permaneceu durante 15 minutos. Após esse 

procedimento, o sangue foi centrifugado a 10.000 RPM por mais 15 minutos. Após a 

centrifugação, o soro foi separado com pipeta e congelado a –20 °C para posteriores análises. 
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4.6 ELISA para medida da concentração de IgE sérica anti β-lactoglobulina 

 

A quantificação da produção de IgE específica para BLG foi realizada pelo método 

ELISA. As placas foram incubadas com solução (50µl/poço) contendo anticorpo de rato anti-

IgE de camundongos 0,5 mg mL-1 (Southern Biotechnology) e diluídos (1:250) em tampão 

carbonato pH = 9,6 por, no mínimo, 18 horas a 4 ˚C. O bloqueio foi feito com uma solução de 

PBS-0,25% m/V caseína por uma hora a temperatura ambiente (200 µl/poço). Posteriormente, 

as placas foram lavadas com solução salina-0,05% V/V Tween-20 por duas vezes. O soro dos 

animais (50 µL soro) foi incubado por 2 h em temperatura ambiente no escuro. Na seqüência, 

as placas foram novamente lavadas e realizou-se a incubação com BLG + Biotina (1mg/ml), 

sendo 50 µL por poço por 1h em temperatura ambiente. As placas foram lavadas por cinco 

vezes com solução salina-0,05% V/V Tween-20 e incubadas com estreptavidina ligada a 

peroxidase (Sigma), 50µL/poço na concentração de 1:10000, por 1 hora em temperatura 

ambiente; finalmente, a revelação do complexo anticorpo-anticorpo conjugado foi feito através 

da incubação com 4 mg de OPD, 2 µL de H2O2 diluídos em 10 mL de tampão citrato pH 5,0 a 

100 µl/poço. A reação foi paralisada pela adição de 20 µL/poço de H2SO4 2N. A leitura 

realizada em leitor de ELISA automático, em comprimento de onda de 492 nm. A reação de 

ELISA descrita acima teve como controle positivo (padrão), soro de animal imunizado. PBS-

0,25% caseína foi utilizado como controle negativo.  

4.7 ELISA para medida da concentração sérica de IgG1 anti β-lactoglobulina 

 

Resumidamente, placas foram incubadas com 100 µL/poço de uma solução de BLG 

(2µg/poço) diluída em tampão carbonato pH 9,6 e mantidas overnight a 4˚C. No dia seguinte, 

após 5 lavagens, foi feito o bloqueio com 200 µL/ poço de PBS-caseína, por no mínimo, 1 hora 

a temperatura ambiente. Após essa etapa, foi adicionado o soro diluído a 1:400, realizadas 

diluições seriadas e as placas foram incubadas a 37 ˚C durante uma hora. Após lavagem, foram 

adicionados os anticorpos anti-isotipo marcados com peroxidase (Goat anti-mouse IgG1-HRP 

Southern Biotecnology Associate Inc) na diluição de 1:15.000 Após incubação durante a 37˚C, 

foi usado o sistema de revelação com H2O2 + OPD já descrito anteriormente. 
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4.8 Teste comportamental em Labirinto elevado (Zero Maze) 

 

As análises de comportamento em labirinto foram realizadas no “Zero Maze”, similar 

a um labirinto em cruz elevado (Cruz, Frei, & Graeff, 1994) .Esse labirinto é um equipamento 

feito de plástico e tem dois braços abertos e dois braços fechados e é posicionado de forma que 

fique a uma altura de 100 cm acima do chão e os braços similares (abertos ou fechados) são 

posicionados em lados opostos. Para o teste, cada camundongo é colocado, individualmente, 

na área central do labirinto, onde podem explorar livremente por 15 minutos. O tempo gasto 

nos braços abertos e fechados é registrado por vídeo, assim como o número de entradas e saídas 

em cada braço. A porcentagem de tempo gasta nos braços abertos do labirinto é inversamente 

correlacionada ao nível de ansiedade no teste. 

4.9 Quantificação de c-fos no cérebro por imunohistoquímica 

 

Os animais foram anestesiados com cetamina (100mg/Kg) e xilazina (10mg/kg) e 

perfundidos transcardialmente com tampão fosfato-salino (PBS) 0.01M e paraformaldeído 

(PFA) 4%.  Os cérebros foram pós-fixados overnight em PFA 4% e armazenados em solução 

de sacarose 30% (p/v) a 4ºC.  Secções (40μm de expessura) foram cortados em um criostato 

(Leica, CM 1860) e guardados a -20ºC em solução crioprotetora (etilenoglicol 30%, sacarose 

30%, polivinilpirrolidona 1% e PBS 0.1M). As fatias foram submetidas à imunohistoquímica 

free-floating. Brevemente, as secções foram lavadas em PBS (10x6min) e incubadas em glicina 

0.1M em PBS por 10min. Em seguida, foram lavadas em PBS (3x6min) e incubadas em H202 

em PBS por 10min.  As fatias foram lavadas em PBS (5x6min) e em seguida em PBS com 

Triton X-100 (PBS-T) por 30min. Logo após, as fatias foram novamente lavadas em PBS 

(3x6min) e incubadas na solução de bloqueio (BSA 3% em PBS). Após o bloqueio as fatias 

foram incubadas na solução de bloqueio com o anticorpo de cFos (1:1500; Santa Cruz, sc-52) 

a 4ºC por 48h. As fatias foram então lavadas em PBS (10x6min) e incubadas com o anticorpo 

secundário em solução de bloqueio (1:1000, anticorpo biotinilado anti-IgG cabra anti-coelho; 

Vector Laboratories) por 2h em temperatura ambiente. Em seguida as secções foram lavadas 

em PBS (8x6min) e incubadas com o complexo avidina-biotina (1:500 em PBS; Vector 

Laboratories) durante 1h em temperatura ambiente e lavadas em PBS (3x6min) e tris-HCL 

(0.05M; pH 7.6) (3x6min). Após as lavagens as fatias foram incubadas na solução corante 

(diaminobenzidina (DAB) 0.2mg/mL, sulfato de níquel 25mg/mL e H2O2 em tris-HCL 0.05M) 



46 
 

por 10min e lavadas em tris-HCL (3x6min) e PBS (3x¨min). Por fim, as secções foram 

diafanizadas e montadas em entellan. 

4.10 Análise Estatística 

  

A significância estatística dos dados obtidos para os grupos foi analisada por meio da 

utilização do teste de variância ANOVA, com utilização do pós-teste de Tukey, a fim de 

comparar os grupos experimentais. Os resultados foram apresentados como média + erro 

padrão da média (e.p.m.). O nível de significância adotado foi de p<0,05. O programa utilizado 

para fazer os testes foi o GraphPad Prism® versão 6. 
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5 Resultados 
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5.1 Camundongos sensibilizados com BLG e desafiados com whey protein se tornaram 

alérgicos 

 

Os camundongos BALB/c, ao serem submetidos ao protocolo de sensibilização 

intraperitoneal com a solução contendo o antígeno adsorvido em adjuvante [Al(OH)3] e salina, 

se tornaram alérgicos após o desafio oral com whey protein a 20% (contendo BLG). Os níveis 

de IgE específicas para BLG estavam elevados nos animais que foram previamente 

sensibilizados e posteriormente desafiados, porém, em animais não sensibilizados e expostos à 

mesma solução, os níveis de IgE não se mostraram elevados em nenhum dos tempos 

experimentais, durante desafio oral de 7 ou 14 dias (Figura 3). O grupo de animais 

sensibilizados que recebeu água durante todo o experimento, ou seja, não desafiado oralmente, 

apresentou níveis mais altos de IgE anti BLG que os animais não sensibilizados, porém, esses 

níveis ainda foram significativamente menores quando comparados aos animais sensibilizados 

e desafiados com o mesmo antígeno. Observamos também que os animais sensibilizados e 

desafiados oralmente por 14 dias apresentavam níveis mais altos de IgE quando comparados 

aos animais que consumiram o antígeno por 7 dias, mostrando que a ingestão da solução 

contendo BLG por períodos mais prolongados foi capaz de gerar um aumento progressivo de 

IgE específica.  

 
Figura 3 - Níveis séricos de anticorpos IgE anti-BLG. Camundongos BALB/c foram 
imunizados i.p. com 20ug de BLG + 1mg de [Al(OH)3], 14 dias depois receberam imunização 
secundária (20ug de BLG em 200ul de salina) e foram desafiados 7 dias depois da imunização 
secundária com solução contendo 20% de Whey Protein como única fonte de líquido por 7 ou 
14 dias. As barras representam os níveis séricos de IgE anti-BLG medidos por ELISA 24 horas 
depois do final do desafio oral. O grupo controle água consistiu de camundongos não 
manipulados. As barras representam a média + erro padrão da média (e.p.m). (n= 4-7) da 
absorvância obtida em soro total (sem diluir) e expressa em densidade óptica. P<0,05 
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5.2 Camundongos sensibilizados com BLG e desafiados oralmente com whey protein 

desenvolveram aversão parcial ao antígeno 

 

O fenômeno de aversão ocorre quando os animais evitam consumir soluções ou dietas 

contendo o antígeno para o qual são alérgicos (Cara et al, 1994). Para aferir se os animais 

alérgicos à BLG apresentavam diferenças quanto ao consumo de solução de whey protein 20% 

(contendo BLG), avaliamos diariamente o consumo dessa solução fornecida em mamadeiras. 

Após 7 ou 14 dias de desafio oral, os camundongos controles não sensibilizados consumiram 

quantidades elevados da solução contendo o antígeno, o mesmo acontecendo com os animais 

alérgicos, embora tenha ocorrido diferença significativa no consumo desses dois grupos. 

Quando comparados ao grupo controle não sensibilizado que ingeriu apenas água, observamos 

que os animais alérgicos consumiram menos líquido em relação aos não alérgicos. Ainda assim, 

esse consumo foi muito maior do que aquele observado para os camundongos controle que 

ingeriram água (figura 4A).  

A partir do 12o dia, os animais sensibilizados e não sensibilizados consumiram a 

mesma quantidade de solução contendo antígeno (figura 4A). Porém, é interessante notar que 

nesse experimento, os camundongos não tinham opção de escolha entre soluções, consumindo, 

então, como fonte única a solução de whey protein a 20%. Como observamos que havia uma 

diferença no consumo líquido de whey protein nos últimos dias de desafio oral no tempo 

experimental de 14 dias, decidimos quantificar, separadamente de acordo com os dias de 0 a 7 

e de 7 a 14, a quantidade de líquido ingerida. Como podemos observar (figura 4B), o consumo 

líquido dos camundongos não sensibilizados que ingeriram água foi igual entre os tempos 

avaliados. Porém, confirmando os dados acima, nos camundongos sensibilizados com BLG que 

ingeriram whey protein 20%, houve um aumento no consumo líquido quando comparado ao 

consumo nos primeiros 7 dias de desafios com os dias restantes até o décimo quarto dia, em 

que o consumo é igual entre camundongos alérgicos e não alérgicos (figura 4A). Esse fato 

intrigante nos sugeriu que embora houvesse uma aversão ao consumo de solução contendo o 

alérgeno (figura 4C), essa aversão poderia ser chamada de parcial levando em consideração os 

resultados supracitados. Para avaliar o grau de aversão à solução contendo BLG, realizamos 

uma comparação da redução do consumo da solução contendo o alérgeno em relação ao 

consumo de água ou do alérgeno OVA (figura 4D). Podemos observar que há uma redução de 

55% de consumo entre os camundongos sensibilizados para BLG que consumiram solução de 

whey protein contendo BLG em relação ao seu grupo controle não sensibilizado. 

Surpreendentemente, observamos que o consumo de whey protein em camundongos não 
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sensibilizados era o dobro em relação à água, logo, os camundongos sensibilizados com BLG 

e desafiados com whey protein consumiram 45% mais líquido quando comparado com a 

ingestão padrão de líquido (água). Ao compararmos os valores desse consumo em 

camundongos sensibilizados para OVA que consumiram solução contendo OVA, com seus 

controles não sensibilizados, observamos que a redução também é de 55%. Porém, a aversão à 

OVA parece ser mais robusta, uma vez que os camundongos alérgicos à OVA consomem 46% 

menos líquido quando comparado ao consumo da água, representando o controle da ingestão 

líquida diária dos animais (Figura 4D). 

 
Figura 4 - Consumo da solução contendo o alérgeno em camundongos alérgicos a BLG 
durante o desafio oral. Camundongos BALB/c não sensibilizados (Não sensibilizados + 
Whey) e os sensibilizados (BLG ip + Whey) foram desafiados oralmente com uma solução 
contendo whey protein a 20% durante 7 ou 14 dias. Diariamente, nesses dois tempos 
experimentais, a quantidade de líquido consumida por grupo era mensurada. (A) Média do 
consumo líquido ao longo do desafio oral. (B) Média do consumo líquido de cada grupo 
diferenciando os primeiros sete dias de desafio oral e os sete dias finais. (C) Média do consumo 
líquido de cada grupo durante o desafio oral. Os resultados foram expressos em média de 
consumo (em ml) + e.p.m., por grupo de 5 animais ao longo dos tempos experimentais de 7 ou 
14 dias de desafio oral. O grupo água oral representa animais não manipulados como controle 
do consumo líquido em geral ao longo dos dias. (D) Variação total em porcentagem do consumo 
comparativo de camundongos sensibilizados com BLG que beberam whey em relação ao seu 
controle não sensibilizado que beberam água e camundongos sensibilizados com OVA que 
beberam solução contendo OVA em relação ao seu controle não sensibilizado que ingeriu OVA 
ou água. 
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Esse resultado é bastante curioso, pois quando a antígeno OVA foi testado como 

alérgeno no mesmo modelo de alergia alimentar, os animais que apresentaram níveis de IgE 

após sensibilização e desafio oral com OVA 20% (figura 5A) apresentaram redução 

significativa do consumo do alérgeno OVA (aversão) durante todo o período do desafio (figura 

5B).  Essa aversão é bastante acentuada e, nestes experimentos, mostramos que houve uma 

redução de 47% no consumo por parte dos camundongos alérgicos (figura 5C). 

 

 
Figura 5 - Níveis de IgE específica para OVA e consumo da solução contendo o alérgeno.  
Camundongos BALB/c foram imunizados i.p. com 20ug de OVA + 1mg de [Al(OH)3] 14 dias 
depois receberam imunização secundária: 20ug de OVA + 200 ul de salina e foram desafiados 
7 dias depois da imunização secundária com solução contendo solução de clara de ovo a 20% 
como única fonte de liquido por 7 dias. Níveis de IgE anti-OVA no soro dos animais medidos 
por ELISA 24 horas depois do final do desafio oral. O grupo controle água consistiu de animais 
não manipulados. Os grupos experimentais: NS + OVA (não sensibilizado que bebeu solução 
de clara de ovo 20%); OVA ip + Água (camundongos sensibilizados que ingeriram água); OVA 
ip + OVA (camundongos que foram sensibilizados e desafiados com solução de clara de ovo a 
20%). As barras representam a média + erro padrão da média (e.p.m). (n= 3-5) da absorbância 
obtida em soro total (sem diluir) e expressa em densidade óptica (A). Em (B) está representada 
a média do consumo líquido por animal durante o desafio ora. Em (C) está representada a 
variação total do consumo líquido por animal, considerando o grupo não sensibilizado + OVA 
como controle. *p<0,05. 

 

 



52 
 

5.3 Camundongos sensibilizados para BLG optaram por consumir solução contendo o 

alérgeno 

 

Os camundongos que são sensibilizados para a BLG e são desafiados com whey 

protein contendo BLG consumiram grandes quantidades dessa solução em mamadeiras como 

única fonte líquida.  Para confirmar essa preferência pela solução contendo whey protein, 

realizamos um experimento no formato denominado two bottle test (Luciana Mirotti et al., 

2010) em que foi oferecida aos animais a escolha entre ingerir água ou solução contendo o 

alérgeno para o qual foram imunizados durante as primeiras 24 horas iniciais do período de 

desafio oral. Os camundongos sensibilizados preferiram consumir whey protein (contendo 

BLG) mesmo apresentando altos níveis de IgE anti-OVA no soro (figura 6). As mamadeiras 

eram idênticas e havia troca de posição entre elas para evitar a preferência guiada por 

localização. 

 

 
Figura 6 - Teste de preferência alimentar. Camundongos BALB/c sensibilizados para BLG 
(BLG i.p) ou não sensibilizados (NS) foram individualizados em gaiolas contendo duas 
mamadeiras idênticas. Em uma delas foi ofertado solução de whey protein contendo BLG e a 
outra continha apenas água. (A). Durante as 24h iniciais do tempo de desafio oral foi mensurado 
o consumo de cada mamadeira. No dia seguinte ao teste de preferência, o sangue dos 
camundongos foi coletado para para o teste de ELISA específica anti BLG. Os resultados em 
(A) são expressos em média + e.p.m e em (B) os resultados foram expressos em média + e.p.m. 
p<0,05. N=4-5. 

5.4 Camundongos sensibilizados e desafiados oralmente com whey protein exibiram 

comportamento alterado em relação a camundongos não sensibilizados 

 

Como podemos perceber, os resultados demonstrados anteriormente nos sugerem que 

nem todos os alérgenos induzem o comportamento de aversão e a BLG parece ter efeito 

diferente da OVA embora ambas sejam igualmente alergênicas. 
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Para elucidar melhor os processos envolvidos no comportamento de aversão ao 

antígeno e o comportamento em nosso modelo, realizamos um teste em labirinto do tipo Zero 

Maze.  Quando analisamos o número de entradas nos braços fechados, não há diferença entre 

os grupos (figura 7A). Entretanto, os camundongos não sensibilizados que apenas ingeriram a 

solução de whey protein por 7 dias entram mais e gastam mais tempo no labirinto nos braços 

abertos quando comparados aos demais grupos (figura 7B,C). Não houve diferença entre as 

distâncias percorridas pelos animais dos dois grupos (figura 7D). Os braços abertos do labirinto 

são considerados áreas desafiadoras, onde o animal fica exposto ao ambiente externo, portanto, 

o comportamento padrão é o que animal evite permanecer nessa região (Carobrez & Bertoglio, 

2005).  

 
Figura 7 - Análise do comportamento de camundongos sensibilizados e não sensibilizados 
em labirinto do tipo Zero Maze. Camundongos BALB/c sensibilizados com BLG ou não 
sensibilizados foram colocados um a um em um labirinto do tipo Zero Maze por 15 minutos. 
As barras representam a média + e.p.m. de: (A) a distância total percorrida pelos animais, em 
(B) número de entradas nos braços fechados do labirinto, em (C), a porcentagem do tempo 
gasto pelos animais dentro dos braços abertos e em (D), a porcentagem de entradas nos braços 
abertos. P<0,05. N=10. 
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5.5 Camundongos sensibilizados e desafiados oralmente com whey protein tiveram 

níveis intermediários de C-fos quando comparados aos controles não sensibilizados 

e aos animais apenas sensibilizados 

 

Basso e colaboradores (2003) demonstraram que camundongos alérgicos para OVA 

apresentam duas áreas cerebrais mais ativas: núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) e 

núcleo central da amígdala. Essas áreas estão tipicamente mais ativadas em situações de 

ansiedade e estresse. Por meio da marcação da proteína intracelular c-Fos, os pesquisadores 

detectaram a ativação dos neurônios dessas áreas cerebrais em camundongos sensibilizados e 

desafiados oralmente quando comparados aos camundongos não sensibilizados (Basso et al., 

2003). A proteína codificada pelo protooncogene c-Fos pode ser rapidamente induzido em 

neurônios após minutos de estimulação com neurotransmissor, sendo conhecido como um gene 

de ativação precoce. C-Fos pode formar um complexo com c-Jun, outra proteína codificada por 

um protooncogene, e esse complexo se liga ao sítio do gene AP-1 para induzir a transcrição de 

outros genes envolvidos na ativação celular (Rauscher, Voulalas, Franza, & Curran, 1988). No 

caso dos neurônios, está bem estabelecido que a expressão de c-Fos é um bom marcador de 

atividade neuronal (Zimmermann & Herdegen, 1994). 

Para explorar a repercussão da alergia à BLG no sistema nervoso central, foi realizada 

a marcação por imunohistoquímica de neurônios em áreas cerebrais especialmente relacionadas 

a estresse e ansiedade. Ao medirmos c-Fos dos neurônios da região PVN, notamos que 

camundongos sensibilizados que ingeriram água tiveram mais neurônios ativados quando 

comparados aos camundongos naïve. Curiosamente, os camundongos que receberam apenas 

solução de whey protein (não sensibilizados) tiveram níveis mais baixos de c-Fos quando 

comparados aos camundongos naïve e àqueles sensibilizados. Os animais alérgicos 

(sensibilizados e desafiados com whey protein por 7 dias) apresentaram níveis intermediários 

de c-Fos (Figura 8).  

Provavelmente, a solução de whey protein tem algum efeito ansiolítico que é 

antagonizado pela sensibilização, uma vez que camundongos sensibilizados e desafiados 

oralmente (alérgicos) ainda mantiveram níveis mais elevados de c-Fos quando comparados 

animais não sensibilizados, porém, menores do que animais sensibilizados que receberam água 

durante o período de desafio oral. 
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Figura 8 - Neurônios ativados no núcleo paraventricular do hipotálamo de camundongos 
sensibilizados com BLG. (A) Camundongos sensibilizados e desafiados ou não com whey 
protein por 7 dias percorreram o labirinto do tipo Zero Maze por 15 minutos ao final do desafio 
oral. Noventa minutos após o teste do labirinto, os animais foram eutanasiados e perfundidos 
com salina e paraformaldeído 4% tiveram seus cérebros removidos para posterior confecção de 
lâminas e procedimento de imunohistoquímica. Os neurônios foram marcados com c-Fos na 
região do PVN foram contados. As barras representam quantidade de células positivas para c-
Fos.* p< 0,05, experimento realizado com 6 animais por grupo. (B) Imagem representativa da 
área do PVN em camundongo não sensibilizado. (C) Imagem representativa da área do PVN 
em camundongo sensibilizado com BLG e que recebeu água no período do desafio oral. (D) 
Neurônios marcados com cFos em camundongos não sensibilizados que receberam solução de 
whey protein (contendo BLG) por 7 dias. (E) Neurônios marcados com cFos em camundongos 
sensibilizados e desafiados com whey protein por 7 dias. 
 

5.6 Camundongos sensibilizados e desafiados com BLG purificada apresentaram níveis 

mais altos de IgE sérica anti-BLG mas sem comportamento clássico de aversão ao 

alérgeno  

 

Embora o modelo de alergia alimentar com BLG tenha seu desafio oral realizado com 

whey protein, um composto que contém alta concentração de BLG, e ele mimetize os sinais 

clínicos da alergia, nos questionamos se os outros componentes da whey protein poderiam 

interferir de alguma forma em nossos resultados. Era especialmente necessário esclarecer se os 

efeitos comportamentais da solução de whey protein se deviam à alteração do alérgeno (BLG) 

ou de outros componentes dessa solução. Para excluir essa possibilidade, padronizamos o 

mesmo modelo utilizando, desta vez, a BLG purificada no desafio antigênico por via oral. Uma 

vez que observamos que a aversão era mais evidente nos três primeiros dias de teste, 

reproduzimos nosso modelo de alergia alimentar à BLG utilizando um protocolo com as 

seguintes alterações: desafio oral realizado com BLG purificada (dose de 1mg/ml) e tempo 
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experimental de três dias de desafio oral. É importante ressaltar que a BLG é encontrada na 

fração whey protein do leite de vaca normalmente na concentração de 3,3 mg/ml (Paul Paquin, 

2009), ou seja, 3 vezes mais concentrada que a solução de BLG que utilizamos para o desafio 

oral. 

Foram medidos os níveis de IgE total no soro desses animais e mostramos que três 

dias de desafio oral com o antígeno purificado (BLG) foram suficientes para aumentar os níveis 

dessa imunoglobulina quando comparados àqueles apresentados pelos animais apenas 

sensibilizados que ingeriram água (Figura 9A) 

Camundongos sensibilizados com BLG e desafiados por via oral com BLG purificada 

ingeriram quantidade menor de líquido do que os camundongos do grupo controle (água). Os 

animais do grupo “BLG oral” (animais não sensibilizados que recebem BLG por via oral) 

consumiram quantidade da solução contendo o alérgeno semelhante aos camundongos naïve 

não sensibilizados que ingeriram apenas água. Esse dado indica que os camundongos 

apresentaram um comportamento natural com relação ao consumo de BLG. Além disto, o 

resultado demonstra que BLG, em concentrações baixas (1mg/ml), é capaz de alterar o consumo 

líquido dos camundongos BALB/c (Figura 9B). É interessante salientar que a redução no 

consumo de solução contendo BLG no grupo de camundongos sensibilizados é de apenas 12% 

(Figura 9C), um resultado completamente diferente quando comparado ao consumo de OVA 

pelos camundongos sensibilizados para OVA, em que a redução do consumo é de 58% (Figura 

5C) ou seja, uma aversão clássica e robusta. 
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Figura 9 - Níveis de IgE total para BLG e consumo líquido. Camundongos BALB/c foram 
sensibilizados com BLG e desafiados com BLG purificada na concentração de 1mg/ml. O 
grupo consistiu de camundongos naïve que apenas ingeriram água durante todo o experimento. 
O grupo BLG i.p. + água foram os camundongos sensibilizados que ingeriram água, sendo 
controles do processo de sensibilização. Os camundongos BLG oral foram aqueles não 
sensibilizados que beberam BLG 1mg/ml no desafio oral. (A) Depois do desafio oral, os 
camundongos foram sacrificados, o soro colhido e a concentração de IgE total foi medida por 
ELISA. (B) O consumo líquido total foi avaliado durante os 3 dias de consumo da solução 
contendo BLG.  (C) Variação do consumo de solução mostrando a porcentagem. As barras 
representam média + e.p.m. p<0,05. N=4-6. 

5.7 Camundongos não sensibilizados preferiram ingerir BLG. 

 

Esse conjunto de resultados nos oferecia a oportunidade de estudarmos em maior 

detalhe os correlatos neurológicos da aversão e da preferência na alergia alimantar ao alérgeno 

BLG. Nos estudos de CARA e colaboradores (Cara et al, 1994) e (Cara, Conde, & Vaz, 1997), 

foram ofertadas diferentes soluções para que os camundongos sensibilizados ou não, tivessem 

sua escolha alimentar quantificada.  Os pesquisadores observaram que houve preferência dos 

camundongos por soluções adocicadas. Nossa hipótese explicativa foi então que a BLG, mesmo 

em presença de alergia a esse antígeno, poderia estimular nesses animais uma preferência forte, 

comparável àquela despertada pelas soluções adocicadas. Para testar essa hipótese, nosso 

primeiro passo foi realizar um experimento de preferência alimentar em camundongos naïve 

para sabermos se, independentemente do processo de sensibilização, haveria preferência 
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alimentar pela BLG purificada. Para garantir que o nosso teste fosse acurado, optamos por 

realizar o teste de preferência por 48h, medindo o consumo das soluções de 6h em 6h. 

Comparamos esse consumo entre animais de quatro grupos experimentais: Água x BLG 

purificada (1mg/ml); OVA x BLG (ambas a 1mg/ml), Água adocicada (1%) x BLG purificada 

e OVA adocicada x BLG purificada. Observamos que os camundongos preferem a solução 

contendo BLG purificada em relação à água ou à solução contendo a mesma concentração de 

ovalbumina (OVA) e não houve diferença significativa entre o consumo de solução contendo 

BLG purificada ou de soluções adocicadas (água + 1% sacarina sódica) ou OVA + 1% sacarina 

sódica (Figura 10). Esse resultado nos sugere, então, que a BLG teve um papel no 

comportamento de preferência alimentar do animal semelhante àquele desempenhado pela 

sacarina.  

 
Figura 10 - Teste de preferência por soluções contendo sacarina, OVA ou BLG. (A) 
Camundongos naïve foram separados individualmente em gaiolas e foram fornecidas a eles 
mamadeiras idênticas contendo mesma quantidade de líquido para que pudessem ter acesso a 
duas fontes diferente de consumo. Os camundongos foram dividos nos grupos: água x BLG 
(1mg/ml), OVA x BLG (1mg/ml), Água adocicada (1% sacarina sódica) x BLG (1mg/ml) e 
OVA adocicada (1% sacarina sódica) x BLG (1mg/ml). O gráfico mostra o consumo líquido 
durante o teste de preferência de 48 horas. *p<0,05. As barras representam média + e.p.m.  
Experimento realizado com 5 camundongos por grupo. 
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5.8 A preferência pelo consumo de BLG foi capaz de subverter o fenômeno da aversão 

ao alérgeno OVA 

 

Uma vez que os camundongos naïve apresentaram preferência pela solução de BLG, 

ainda na concentração de 1mg/ml, utilizamos um modelo clássico de alergia à OVA em que a 

aversão é claramente estabelecida (Cara et al, 1994; Saldanha et al, 2004) para verificar se a 

presença de BLG poderia alterar o comportamento dos animais em testes de preferência 

alimentar por três dias. Primeiramente, verificamos que os camundongos, como esperado 

apresentaram níveis elevados de IgE anti-OVA quando imunizados e desafiados com OVA por 

via oral (Figura 11A). Observamos que os camundongos sensibilizados com OVA e desafiados 

com OVA na concentração de 1mg/ml perderam peso, enquanto que os animais que receberam 

o desafio com os dois antígenos misturados (1mg/ml de BLG + 1mg/ml de OVA) não perderam 

peso, ainda que fossem sensibilizados para a OVA (Figura 11B). No que se refere ao consumo 

líquido de antígeno, os camundongos sensibilizados para OVA e desafiados com esse antígeno 

apresentam redução significativa do consumo de OVA (aversão) quando comparados aos seus 

controles.  

Curiosamente, no entanto, quando fornecidas mamadeiras contendo a mistura dos dois 

antígenos (1mg/ml de BLG + 1mg/ml de OVA), os camundongos ingeriram quantidades 

maiores da solução quando comparados àqueles que foram expostos a solução contendo OVA 

apenas. Dessa forma, foi possível concluir que a adição de BLG à solução levou ao aumento 

do consumo da solução contendo o alérgeno OVA (Figura 11C) sugerindo que a BLG 

desencadeou, nesse modelo, um efeito semelhante àquele desencadeado pela sacarina (ou pela 

sacarose). 
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Figura 11 - Parâmetros do modelo de alergia alimentar a OVA em camundongos. 
Camundongos BALB/c foram sensibilizados i.p para OVA e desafiados com OVA (1mg/ml) 
por três dias ou solução contendo OVA e BLG misturadas a 1mg/ml. O grupo NS + OVA não 
foi sensibilizado e recebeu apenas OVA oral, como controle do experimento. (A) Níveis de IgE 
específica para OVA expressos em absorvância a 492nm. (B) Variação do peso corporal por 
grupo durante o desafio oral (C) Média do consumo líquido por animal. Os resultados são 
expressos em média + e.p.m. p< 0,05. N=5. 

 

5.9 Camundongos sensibilizados para BLG e OVA apresentaram modificações na 

ativação de áreas do sistema nervoso 

 

O modelo de alergia alimentar à OVA é um modelo clássico no qual foi descrita a 

aversão ao antígeno em camundongos sensibilizados e desafiados com OVA, ou seja, os 

animais alérgicos (Cara et al, 1994). Porém, como visto anteriormente, ao se adicionar uma 

pequena quantidade de BLG (1mg/ml) na solução contendo OVA, os camundongos 

previamente sensibilizados com OVA passam a ingerir uma quantidade maior da solução. A 

partir desse resultado, procuramos investigar áreas cerebrais que poderiam estar relacionadas a 

esse comportamento biológico. Para isso, duas áreas foram avaliadas: o núcleo accumbens, 

responsável por um sistema de recompensa positivo e o núcleo central da amígdala, relacionado 

a comportamentos de ansiedade. 
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No núcleo accumbens de camundongos não sensibilizados, há menor expressão de 

neurônios positivamente marcados com cFos em animais que beberam solução de BLG 

(1mg/ml) quando comparados aos camundongos não sensibilizados que beberam solução de 

OVA (1mg/ml). Camundongos sensibilizados para OVA, ainda que tenham consumido 

soluções de OVA misturadas a BLG não tiveram expressão de cFos diferente quando 

comparados aos seus controles que foram sensibilizados com OVA e desafiados com esse 

mesmo antígeno. Curiosamente, quando se analisa a ativação de neurônios na região do núcleo 

central da amígdala (área relacionada a comportamentos aversivos e protetores), pode-se 

perceber que os camundongos sensibilizados com OVA e desafiados com esse mesmo antígeno 

apresentaram níveis mais elevados de expressão desse marcador de neurônios ativados quando 

comparados aos camundongos não sensibilizados que ingeriram OVA (Figura 12). 

 

 

 
Figura 12 - Avaliação da expressão de cFos em camundongos. Camundongos BALB/c 
foram divididos entre camundongos naïve (não sensibilizados) que ingeriram OVA (NS + 
OVA); camundongos não sensibilizados que ingeriram BLG (NS+ BLG); camundongos que 
foram sensibilizados i.p. com OVA e desafiados oralmente com OVA (OVA ip + OVA),  
camundongos que foram sensibilizados i.p com OVA, porém desafiados com uma solução 
misturada de OVA + BLG por via oral (OVA ip + OVA + BLG) e, finalmente, camundongos 
que foram sensibilizados i.p para BLG e desafiados com BLG (BLG i.p + BLG). 24 horas 
depois do desafio oral, os camundongos foram anestesiados e submetidos à perfusão cardíaca. 
O cérebro foi removido e armazenado em pfa 4% por 24h e depois em sacarose 30% até serem 
fatiados no micrótomo criostato (40um). As fatias cortadas foram armazenadas em solução 
crioprotetora à -20°C e submetidas ao protocolo de imunohistoquímica. As barras azuis 
simbolizam a média + e.p.m.  *p<0,05. N=4-6. 
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6 Discussão 
 

  



63 
 

A alergia alimentar é uma reação exacerbada do sistema imune frente a antígenos 

ingeridos na dieta (Sicherer & Sampson, 2010). O leite de vaca é introduzido precocemente na 

vida das crianças contribuindo para que a alergia ao leite de vaca seja a principal e mais 

frequente (Gomes-Santos et al., 2015). Entre os alérgenos do leite, a proteína β-lactoglobulina 

(BLG) é considerada a mais imunogênica (Lindholm Bøgh et al., 2013). O leite humano é 

bastante rico, contendo proteínas de soro de leite, frações de caseína, IgA e outras, porém, não 

possui BLG naturalmente em sua composição (Fields & Demerath, 2012). A transferência de 

proteínas como a BLG por meio da amamentação é controversa: alguns autores encontraram 

proteínas bovinas no leite humano, enquanto outros acreditam em uma reatividade cruzada 

entre as proteínas do leite humano e do leite bovino (Denis, Loras-Duclaux, & Lachaux, 2012) 

não contribuindo para o estabelecimento da tolerância oral à BLG. 
Dentre as muitas alterações clínicas típicas da alergia alimentar, mudanças 

comportamentais também têm sido descritas em indivíduos alérgicos, dentre elas, as reações de 

ansiedade (F A Costa-Pinto & Basso, 2012). No presente trabalho, utilizamos um modelo de 

alergia alimentar para investigar os mecanismos neuro-imunológicos envolvidos na aversão e 

na preferência ao antígeno na alergia alimentar à b-lactoglobulina (BLG). 

Inicialmente, demonstramos que camundongos da linhagem BALB/c sensibilizados 

com BLG e desafiados posteriormente com uma solução de 20% de whey protein (contendo 

BLG) desenvolveram alergia apresentando vários dos sinais característicos de alergia 

alimentar: perda de peso, inflamação na mucosa intestinal com aumento de eosinófilos, células 

caliciformes e linfócitos intraepiteliais no intestino delgado. Além disso, camundongos 

alérgicos tiveram níveis de IgA secretória maior no desafio prolongado com solução contendo 

BLG. Quanto ao perfil de citocinas, a IL-4 e IL-5 estavam aumentadas em camundongos 

alérgicos e houve diminuição da IL-10 nos mesmos. Mais que todos esses sinais, os animais 

apresentavam níveis séricos elevados de IgE específica para BLG quando ingeriram a solução 

contendo whey protein por 7 ou 14 dias. Observamos que a exposição prolongada da solução 

contendo o alérgeno (BLG) por 14 dias elevou ainda mais os níveis de IgE quando comparados 

com 7 dias de ingestão (Lemos, 2015).  Esse resultado nos chamou bastante a atenção, pois ele 

é diferente do que foi já foi descrito por Batista e colaboradores (2014) em camundongos 

BALB/c sensibilizados para OVA e desafiados com dieta contendo o mesmo antígeno por 

tempo prolongado.  Esses autores sensibilizaram camundongos BALB/c com OVA adsorvida 

em hidróxido de alumínio por via subcutânea (s.c.) administrando também um reforço s.c. com 

OVA diluída em salina e desafiaram, posteriormente, os animais pela oferta exclusive de ração 

contendo OVA por um período de 7 ou 14 dias. De forma semelhante ao que ocorria no modelo 
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de alergia descrito anteriormente pelo mesmo grupo utilizando uma solução líquida contendo 

OVA como desafio oral, os camundongos sensibilizados e desafiados com OVA na dieta 

tiveram níveis elevados de IgE específica anti-OVA quando comparados aos seus controles não 

sensibilizados, o mesmo correndo com a IgG1 anti-OVA. A ingestão de OVA nos 

camundongos sensibilizados foi associada também ao aumento das citocinas IL-6 e TNF-a no 

tecido adiposo e à perda de peso entre o primeiro dia de desafio oral até o sétimo dia. 

Curiosamente, no entanto, quando os camundongos consumiam a ração contendo OVA (desafio 

oral) por um tempo maior, 14 dias, os níveis dessas citocinas diminuíam no tecido adiposo, e 

os níveis séricos de IgE anti OVA ficaram reduzidos a níveis comparáveis aqueles detectados 

antes do desafio oral e não sofreram anafilaxia quando provocados sistemicamente com o 

antígeno (Batista et al., 2014). Esse fenômeno de aparente dessensibilização ao alérgeno OVA 

apresentado pelos camundongos quando desafiados de forma continuada (14 dias) com a dieta 

contendo OVA sugere: 1) que diferentes antígenos geram consequências imunológicas distintas 

no organismo ou 2) que a forma de apresentação do desafio oral (solução líquida versus dieta) 

seja relevante para a resposta imune inflamatória na alergia alimentar. 

Por outro lado, diferentemente do que havia sido descrito para o modelo de alergia 

alimentar à OVA, os camundongos alérgicos à BLG apresentaram inicialmente aversão ao 

consumo da solução contendo BLG, mas, a partir do dia 7 do desafio oral, esses animais 

aumentaram o consumo da solução contendo o alérgeno. Durante os primeiros 7 dias de desafio 

oral, a redução do consumo nos camundongos sensibilizados e desafiados com whey protein 

foi de 30%. Porém, entre o tempo de 7 a 14 dias, a redução no consumo da solução foi de 10%. 

Isto ocorreu apesar da BLG induzir níveis progressivamente altos de IgE específica no soro, 

comparáveis àqueles induzidos na alergia alimentar à OVA. Já havia sido descrito por Basso e 

colaboradores, que o fenômeno da aversão depende da produção de IgE e a depleção de IgE 

por anticorpos anti-IgE anteriormente ao desafio oral impede o desenvolvimento do 

comportamento aversivo (Basso et al., 2003). O modelo de alergia alimentar à BLG introduziu, 

assim, uma nova questão à discussão sobre as relações entre a alergia e seus correlatos 

comportamentais e neurais. O objetivo desse trabalho foi desvendar os mecanismos 

neurológicos envolvidos na alergia alimentar à BLG capazes de modificar o fenômeno da 

aversão ao consumo do alérgeno.  

Nossa hipótese de trabalho foi que a solução de whey protein (contendo BLG) 

apresentaria sabor associado a um comportamento de preferência alimentar nos animais. Cara 

e colaboradores demonstraram que camundongos da linhagem B6D2F1 apresentam uma 

preferência natural por soluções adocicadas artificialmente quando comparadas com água (Cara 
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et al, 1994). Porém, em camundongos sensibilizados para OVA e que recebiam a solução 

adocicada contendo o antígeno, esse comportamento era alterado e os animais mudavam sua 

preferência para uma solução que não continha OVA de forma a evitar o contato com o 

alérgeno, ainda que a solução estivesse adocicada, demonstrando um conflito entre a 

preferência natural (sabor adocicado) e a aversão ao antígeno. Esse comportamento foi 

associado aos níveis elevados de anticorpos IgE específicos. Por outro lado, Mirotti e 

colaboradores mostraram que a adição de 4% de sacarose na solução contendo o alérgeno para 

o qual camundongos da linhagem C57BL/6 haviam sido sensibilizados era capaz de abolir o 

comportamento de aversão ao consumo da solução (Luciana Mirotti et al., 2010). Em 

camundongos da linhagem BALB/c, no entanto, a adição de 4% ou 8% de sacarose não 

apresentava o mesmo efeito sugerindo que os níveis de IgE, mais altos nos camundongos 

BALB/c, interferiam nesse efeito da sacarose sobre a aversão ou, alternativamente, que outros 

fatores ligados às duas linhagens de camundongos estavam envolvidos nessa diferença.  

Nos experimentos utilizando o modelo de alergia alimentar à BLG, ainda que os 

camundongos alérgicos consumissem grandes quantidades da solução de whey protein a 20% 

(contendo BLG), os animais recebiam oferta exclusiva da solução. Para verificar se os 

camundongos apresentavam de fato preferência pela BLG semelhantemente ao que já havia 

sido relatado com relação à solução adocicada, realizamos um teste denominado “Two bottle 

test” (Luciana Mirotti et al., 2010). Camundongos sensibilizados e não sensibilizados para BLG 

foram individualizados em gaiolas e, para esse teste, utilizamos mamadeiras idênticas: uma 

delas contendo solução com o antígeno e a outra contendo água. O teste foi realizado nas 

primeiras 24h do período do desafio oral. A cada quatro horas, foi mensurado o consumo 

líquido das mamadeiras e suas posições trocadas, de forma a evitar preferência por localização. 

Constatamos, com esse teste, que, apesar da presença de níveis séricos altos de IgE nos 

camundongos sensibilizados, esses animais optaram por ingerir soluções contendo o alérgeno, 

rompendo o padrão de aversão clássica demonstrada nos modelos com OVA (Cara et al, 1994; 

Cara et al, 2004; Mirotti et al., 2010). Esse resultado também nos permite inferir que a 

preferência alimentar por BLG é estabelecida precocemente, pois nas primeiras 4h já houve 

uma diferença no consumo entre os grupos sensibilizados e não sensibilizados para BLG, ainda 

que os níveis de IgE já estivessem elevados. Esse experimento nos levou a pensar que diferentes 

antígenos provocam diferentes reações com relação a preferência e que esta está relacionada a 

componentes possivelmente emocionais e não apenas fisiológicos. 

O desencadeamento de comportamentos de aversão e preferência alimentar estão 

relacionadas à ativação de áreas emocionais do cérebro. Camundongos expostos pela primeira 
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vez a um labirinto, como o Zero Maze composto de braços abertos e fechados, não se aventuram 

a percorrer as áreas de forma livre. O medo e a aversão são componentes que guiam o 

comportamento dos animais de evitar explorar áreas abertas em que estão vulneráveis a fatores 

do ambiente (Ennaceur, Michalikova, van Rensburg, & Chazot, 2008). Para verificar o 

comportamento de camundongos alérgicos e não alérgicos para BLG, submetemos os animais 

a um teste no labirinto Zero Maze. Curiosamente, os camundongos não sensibilizados que 

apenas ingeriram exclusivamente a solução de whey protein por 7 dias permaneceram mais 

tempo nas regiões de braços abertos do labirinto quando comparados aos demais grupos. Os 

braços abertos do labirinto são considerados áreas desafiadoras, onde o animal fica exposto ao 

ambiente externo; portanto, o comportamento padrão é evitar permanecer nessa região como 

forma de proteção (Carobrez & Bertoglio, 2005). Esse comportamento exploratório sugere que 

os camundongos, ao ingerirem a solução de whey protein, permaneceram mais tempo nos 

braços abertos por estarem mais receptivos a esse desafio do labirinto. De forma semelhante, o 

número de entradas nos braços abertos também foi maior, indicando que o consumo de whey 

protein tinha uma ação ansiolítica nos animais.  

A digestão enzimática de proteínas naturais, incluindo as derivadas de leite, gera uma 

gama de peptídeos bioativos que já foram isolados (Yamada et al., 2014). Sabe-se que, em 

média, as proteínas do soro de leite (whey protein) possuem 50% de BLG (Bahna, 2002). 

Alguns peptídeos bioativos podem interagir com o sistema nervoso e apresentar atividade 

ansiolítica. A b-lactotensina (His-Ile-Arg-Leu, HIRL) é um peptídeo que foi isolado da digestão 

por quimiotripsina da BLG (Yamauchi et al., 2003) com efeito ansiolítico em camundongos 

frente a testes comportamentais em labirinto em cruz elevado (Hou et al., 2011) e efeito  anti-

stress (Yamauchi et al., 2003). É possível que os componentes da whey protein, em especial, a 

BLG, influenciem a mudança de comportamento dos camundongos não sensibilizados por ação 

de peptídeos desse tipo. É interessante o fato de que alguns peptídeos bioativos derivados de 

alimentos, como as proteínas do soro de leite (whey), tenham atividade inibitória da enzima 

conversora da angiotensina (ACE) que atua regulando a pressão sanguínea e que a inibição 

dessa enzima está relacionada à atividade ansiolítica em ratos submetidos a testes 

comportamentais (Welderufael, Gibson, & Jauregi, 2012). Existe a possibilidade de que a BLG 

atue de forma ansiolítica, mas, se isto realmente ocorre, o mecanismo permanece desconhecido. 

Na alergia alimentar, os eventos de ansiedade estão presentes. Basso (1999), em seu 

trabalho de tese, testou os efeitos de um fármaco da classe dos benzodiazepínicos, o diazepam, 

na aversão que acompanha a alergia alimentar à OVA. Esse fármaco apresenta efeito ansiolítico 

associado a intensificação da transmissão gabaérgica pós-sináptica nos receptores GABAA. 
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Seria esperado que o efeito do ansiolítico inibisse a aversão, porém o tratamento com o 

diazepam não foi capaz de fazer com que os camundongos sensibilizados ingerissem 

quantidades maiores da solução de clara. Curiosamente, o diazepam foi capaz de alterar a 

preferência natural dos camundongos por soluções. Os camundongos sensibilizados preferiram 

ingerir água, enquanto os camundongos não sensibilizados e tratados com diazepam 

apresentaram rejeição ao consumo de soluções de clara de ovo adocicada. Esses resultados 

demonstram que o tratamento com ansiolítico não alterou a aversão à OVA durante a alergia, 

demonstrando que, para esse antígeno, a aversão é bastante robusta. 

Para verificar se esse comportamento revelado no labirinto Zero Maze era 

acompanhado por mudanças neuronais, medimos a ativação de neurônios através da avaliação 

da expressão de c-Fos na região do núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN), uma região 

cerebral associada a emoções,  responsável por modular comportamentos afetivos e participar 

de respostas ao stress, promovendo a ativação  do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) 

(Costa-Pinto et al., 2006). Em nosso trabalho, os camundongos não sensibilizados que 

ingeriram solução de whey protein tiveram níveis menores de c-Fos nessa região quando 

comparados aos camundongos não sensibilizados que ingeriram apenas água ou os 

camundongos que foram sensibilizados com BLG, mas não foram desafiados com o alérgeno. 

De forma bastante interessante, os camundongos alérgicos apresentaram níveis intermediários 

de ativação. É provável que a solução de whey protein apresente um efeito ansiolítico capaz de 

se sobrepor ao efeito comportamental gerado no processo de sensibilização ao antígeno que 

precisa ser melhor investigado. Ficou claro que o consumo da solução de whey protein levou a 

uma mudança de comportamento dos camundongos, que exploraram os braços abertos do 

labirinto quando não estavam sensibilizados. Porém, podemos inferir que o grupo de animais 

alérgicos passou, indiretamente, por um conflito: a sensibilização eleva os níveis de IgE, que 

podem estar relacionados à ansiedade, porém, os componentes da whey protein podem ser 

capazes de promover maior conforto nos camundongos, diminuindo a ativação dos neurônios 

do PVN. Esses resultados precisam ser reproduzidos e analisados, uma vez que o teste do 

labirinto foi inicialmente realizado após uma semana de desafio oral, sendo assim, ao 

avaliarmos a ativação neuronal por meio do C-fos, analisamos a consequência da passagem 

pelo teste do labirinto sob efeito ou não da solução contendo BLG (crônica, por 7 dias) e não o 

efeito propriamente dito da BLG. Em um futuro teste, o desafio oral deverá ser realizado de 

forma aguda e não crônica, por exemplo, através da administração intragástrica de solução 

contendo BLG e análise de C-fos precocemente.  
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Em nossos experimentos, então, ficou evidente que o consumo da solução de whey 

protein estava associado a mudanças comportamentais em camundongos. Porém, essa solução 

apresenta, em sua composição, outros componentes que poderiam interferir nas análises 

comportamentais. Para evitar esse viés, realizamos os mesmos experimentos utilizando BLG 

(1mg/ml/dia) purificada no desafio oral. Observamos que esse protocolo gerou efeitos 

semelhantes àqueles detectados quando a solução contendo whey protein foi utilizada: elevação 

dos níveis de IgE em camundongos sensibilizados e desafiados com BLG purificada e leve 

diminuição (12%) do consumo da solução contendo BLG quando comparado aos seus 

controles. É importante salientar que essa diferença no consumo é menor quando comparada 

ao desafio com whey protein e que provavelmente isto tem relação direta com a quantidade de 

BLG ofertada, pois na solução de whey protein (contendo BLG) a quantidade deste alérgeno é 

3 vezes maior do que o desafio com a BLG purificada.  

No trabalho de Cara e colaboradores, um experimento importante mostrou que quando 

eram oferecidos, para camundongos, pares de mamadeiras contendo água ou água adocicada, 

leite, clara de ovo ou solução de gamaglobulinas bovinas, a preferência dos camundongos era 

pela ingestão da solução adocicada. Entretanto, uma vez imunizados para OVA, os 

camundongos apresentavam aversão à ingestão desse antígeno ainda que ele estivesse diluído 

em soluções adocicadas (Cara et al., 1997). Naturalmente havia uma preferência pelo sabor 

adocicado, que era perdida mediante ao processo de sensibilização. Em nosso trabalho, 

mostramos que o consumo de soluções contendo BLG era alto, ainda que os camundongos 

estivessem sensibilizados para esse antígeno. Para verificar se havia preferência natural por 

BLG, realizamos o Two Bottle test em camundongos não sensibilizados. Camundongos 

individualizados em gaiola receberam opção de ingerir água versus água adocicada com 

sacarina (1%); água versus BLG; OVA versus BLG; água adocicada com sacarina (1%) versus 

BLG; OVA adocicada com sacarina (1%) versus BLG. A mensuração do consumo líquido nos 

mostrou que, assim como descrito por Cara e colaboradores, havia uma preferência natural pelo 

consumo da solução adocicada, como esperado. Mas, ao compararmos a preferência dos 

animais pela ingestão de água versus solução com BLG ou de solução com OVA versus solução 

com BLG, os camundongos optaram por ingerir soluções contendo BLG. Mais que isto, a 

comparação da preferência de ingestão de solução adocicada versus solução contendo BLG 

mostrou que os animais consomem igualmente as duas soluções. Esse resultado foi interessante 

e nos motivou a novas investigações.  

Nossa pergunta, a partir desse resultado, foi: em um contexto clássico de aversão na 

alergia alimentar, a BLG teria algum efeito capaz de interferir no consumo líquido dos 
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camundongos alérgicos? Para isso, utilizamos o modelo de alergia à OVA (Saldanha et al., 

2004) e, durante o desafio oral, criamos um grupo que foi desafiado com solução misturada de 

OVA e BLG purificadas (1mg/ml). Curiosamente, os camundongos que ingeriram essa solução 

tiveram menor perda de peso, fato que requer maior investigação e cujo mecanismo ainda não 

foi ainda elucidado. Surpreendentemente, a solução contendo OVA misturada com BLG 

promoveu diferença no consumo líquido: camundongos alérgicos ingeriram maior quantidade 

da solução mistura de BLG e OVA (1mg/ml) quando comparados aos camundongos alérgicos 

a OVA que ingeriram apenas OVA durante o desafio oral. A adição de BLG na solução de 

OVA foi suficiente para alterar o consumo e a aversão à OVA. 

Diante dos achados anteriores, nosso próximo passo foi verificar se haveria algum 

correlato cerebral associado à ingestão dos alérgenos OVA e BLG durante os eventos 

inflamatórios de alergia. 

Basso e colaboradores mostraram que camundongos sensibilizados para OVA e 

desafiados com solução de clara de ovo apresentavam níveis mais elevados de neurônios 

ativados na região central da amígdala quando comparados aos camundongos não 

sensibilizados (Basso et al., 2003).  O núcleo central da amígdala (CeA) está relacionado a 

predição de estímulos aversivos e desempenha um papel importante nos sistemas cerebrais 

relacionados a medo e ansiedade. O CeA envia informações relacionadas ao estímulo aversivo 

esperado para a substância cinza periaquedutal (PAG) que, por sua vez, recebe aporte sensorial 

aferente sobre o potencial estímulo aversivo. Acredita-se que esse sinal seja realimentado em 

vários subnúcleos, incluindo amígdala lateral, local onde também há modulação de respostas 

aversivas dos neurônios ali encontrados (Fadok, Markovic, Tovote, & Lu, 2018). Os relatos de 

que a região do CeA está relacionada a comportamentos defensivos existem há muitas décadas 

(Representation, Affective, In, & Amygdala, 1958). Já foi demonstrado, por alguns grupos, que 

a manipulação do CeA altera respostas defensivas não condicionadas, por exemplo o freezing, 

comportamento inato diante de um estímulo aversivo (Ciocchi et al., 2010; Fadok et al., 2017; 

H. Li et al., 2013). A estimulação por meio de optogenética dessa área é capaz de regular 

comportamentos clássicos de ansiedade frente ao teste de campo aberto ou LCE (Botta et al., 

2015). Por outro lado, lesões na amígdala produzem déficits em animais submetidos a testes de 

comportamento condicionado ao medo (Iwata, LeDoux, Meeley, Arneric, & Reis, 1986). 

Os sinais emitidos a partir do CeA também podem originar respostas comportamentais 

diferentes, dependendo dos estados funcionais de outras áreas cerebrais e de acordo com o 

contexto interno e externo, como fome, sede e ansiedade. Ainda é difícil especular o mecanismo 

exato que o CeA teria na aversão e ansiedade, uma vez que ele é conectado a sistemas 
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dopaminérgico, colinérgico, noradrenérgico e serotoninérgico, e essas viam podem regular 

processos de alerta ou de atenção aos estímulos externos associados a variados estados no 

organismo, dependendo do contexto inserido (H. J. Lee, Gallagher, & Holland, 2010; McCall 

et al., 2015). 

 Outra região cerebral associada a comportamentos emocionais é o Núcleo 

Accumbens (NAc). Sabe-se que o NAc atua como uma interface límbico-motora, onde as 

associações aprendidas que possuem significância motivacional são convertidas em 

comportamento direcionado por objetivos a serem conquistados (Mogenson, Jones, & Yim, 

1980). Estudos neurofisiológicos e neuroanatômicos revelaram potenciais mecanismos neurais 

pelos quais o NAc e sua inervação dopaminérgica podem selecionar e integrar os estímulos 

límbicos e corticais que atuam sobre o comportamento (French & Totterdell, 2002; Goto & 

Grace, 2005; Gruber, Hussain, & O’Donnell, 2009; Pennartz, Groenewegen, & Lopes da Silva, 

1994). O NAc é composto de pelo menos duas regiões anatômica e funcionalmente distintas, o 

núcleo e a concha, com padrões diferentes, porém sobrepostos, de conectividade límbica 

(French & Totterdell, 2002). Assim, enquanto a concha de NAc recebe estímulos límbicos 

convergentes da amígdala basolateral (BLA) e do subículo ventral, a principal região de saída 

hipocampal, o núcleo NAc recebe informações das regiões da BLA e para-hipocampo (French 

& Totterdell, 2002; Voorn, Vanderschuren, Groenewegen, Robbins, & Pennartz, 2004). Além 

disso, há evidências que implicam a concha do NAc no controle do comportamento de busca 

por recompensa ou por drogas recreativas geradoras de sensação de recompensa (Ito, Robbins, 

Pennartz, & Everitt, 2008). 

Camundongos e outros animais apresentam o comportamento inato de buscar 

situações prazerosas, evitando sensações que possam causar desconforto. Entretanto, conflitos 

motivacionais podem ocorrer face a esse objetivo. Os animais, em algumas ocasiões, precisam 

suportar estímulos desagradáveis para que possam obter prazer como recompensa ou, 

alternativamente, precisam abandonar o prazer para evitar situações consideradas 

desagradáveis. Esse foi o conflito observado no nosso modelo experimental de alergia quando 

camundongos sensibilizados para OVA foram desafiados com o alérgeno (estímulo aversivo) 

associado a algo prazeroso ou ansiolítico (a BLG). Sabemos que, a despeito do estímulo atrativo 

da sacarose, pequenas doses desse açúcar não foram suficientes para que camundongos 

alérgicos a OVA optassem por beber a solução contendo o antígeno (Mirotti et al., 2010). Nesse 

aspecto, embora não tenha havido diferença significativa no teste de preferência entre BLG e 

sacarose, observamos que a presença da BLG na solução contendo o alérgeno (OVA) foi capaz 

de abolir a aversão ao consumo dessa solução. Isto mostra que a BLG, seja pelo seu sabor ou 
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por possíveis efeitos de peptídeos ansiolíticos presentes na sua composição, tem ação mais 

robusta que a sacarose no comportamento de preferência alimentar dos camundongos BALB/c.  

Ao analisarmos a ativação do Nac, percebemos que camundongos não sensibilizados 

que beberam BLG não possuem níveis elevados de neurônios ativados quando comparados aos 

camundongos sensibilizados e desafiados. Este fato foi contrário à nossa hipótese inicial de 

que, provavelmente, durante o contexto da alergia à BLG, áreas emocionais relacionadas ao 

sistema de recompensa estariam mais ativadas, fazendo com que os camundongos persistissem 

consumindo a solução contendo o alérgeno, ou seja, a recompensa subverteria a aversão. 

Quando avaliamos a ativação do núcleo central da amígdala, região relacionada à aversão e 

ansiedade, percebemos que não há número maior de células ativadas no grupo de camundongos 

alérgicos para BLG quando comparados aos seus controles não sensibilizados. Os 

camundongos alérgicos para OVA apresentaram maior ativação do CeA quando comparados 

aos seus controles não sensibilizados. A solução contendo a mistura de OVA e BLG não 

provocou mudança em nenhuma das duas regiões. Sugerimos que esses experimentos e análises 

precisam ser realizados com uma estratégia diferente da que foi feita, pois a quantificam da 

expressão de C-fos é relativa à exposição crônica ao alérgeno. É possível que a administração 

intragástrica de BLG e subsequente mensuração das células positivas para C-fos (de forma 

aguda) altere a ativação do núcleo accumbens e do núcleo central da amígdala. 

Camundongos que recebem OVA por via intragástrica apresentam ativação cerebral 

de áreas que se relacionam à emoção desencadeada aumentando os níveis de ansiedade e a 

expressão de genes relacionados a ela (Basso et al., 2003). Quando existe a opção de escolha 

entre beber ou não soluções contendo o antígeno em testes de preferência, os animais evitam 

ingerir as soluções com os alérgenos, preferindo beber água. Esse fenômeno, chamado de 

aversão, é um exemplo claro das conexões entre eventos imunológicos e neurológicos com 

consequências diretas no comportamento (Basso et al., 2003; Cara et al., 1997). No entanto, as 

vias aferentes e os circuitos acionados na mucosa intestinal que desencadeiam mudanças no 

sistema nervoso central capazes de alterar o comportamento dos animais frente ao alérgeno 

ainda não são conhecidos. 

Recentemente, várias interações entre neurônios e sistema imune têm sido descobertas, 

principalmente por causa da proximidade entre fibras nervosas e células imunes os tecidos 

associados à mucosa. Os mastócitos, células essenciais nos processos alérgicos, estão em 

contato íntimo com nervos na pele, no trato gastrointestinal (Schemann et al., 2005; Van 

Nassauw, Adriaensen, & Timmermans, 2007) e no trato respiratório (Le et al., 2017). Alguns 

mastócitos são capazes de estabelecer contato direto com nervos através de moléculas de adesão 
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celular do tipo 1 (CADM1) (Furuno et al., 2012; Hagiyama et al., 2011). Os eosinófilos, células 

inatas efetoras importantes nas reações alérgicas, também são encontradas próximas a nervos 

colinérgicos em animais que são desafiados com antígeno na alergia respiratória (Sawatzky et 

al., 2002). A interação entre o sistema imune e nervoso é ilustrada facilmente no contexto 

alérgico, no qual células do sistema imune atuam em neurônios sensoriais para promover 

respostas originadas pelo sistema nervoso, como coceira e broncoconstrição. Os neurônios 

sensoriais possuem receptores para citocinas, fatores de crescimento e mediadores 

inflamatórios que são secretados por células participantes do processo alérgico. Por outro lado, 

neurônios secretam mediadores como neuropeptídeos e neurotransmissores que atuam em 

receptores cognatos nas células imunes que participam da alergia. Provavelmente essa interação 

neuroimunológica bidirecional ocorre de forma precoce, tendo grande impacto na inflamação 

alérgica (Voisin, Bouvier, & Chiu, 2017). 

Os mastócitos, além de possuírem um papel fundamental na alergia, também atuam 

diretamente em neurônios do sistema nervoso entérico (Voisin et al., 2017).  Um estudo 

demonstrou que uma combinação de mediadores provenientes de mastócitos humanos 

estimulados foi capaz de ativar neurônios da submucosa de humanos e de cobaias (Schemann 

et al., 2005). Da mesma forma, leucotrienos LTC4, PGE2 e histamina são capazes de sinalizar 

para neurônios.  Em neurônios da submucosa de cobaias sensibilizadas para proteínas de leite, 

a estimulação com a b-lactoglobulina induziu despolarização dos neurônios simular àquela 

induzida pela degranulação dos matócitos, sugerindo que neurônios sensoriais e mastócitos 

possuem similaridades em suas funções, detectando estímulos e transferindo informações para 

os circuitos neurais, a diferença é que os mastócitos utilizam funções imunológicas para 

detectar antígenos (Frieling, Cooke, & Wood, 1994; Liu et al., 2003).   

 Em modelo de alergia alimentar à OVA, foi demonstrado que a expressão do 

RNAm para o neuropeptídeo CGRP  estava aumentada no cólon de camundongos enquanto 

que a distribuição das fibras nervosas não sofreu alteração, sugerindo que a liberação de CGRP 

pode ser aumentada durante as alergias (J. Lee, Yamamoto, Hayashi, Kuramoto, & Kadowaki, 

2013). O CGRP é um marcador para neurônios primários aferentes intrínsecos e extrínsecos no 

intestino de camundongos (Qu et al., 2008).  Outro trabalho mostrou que a densidade de fibras 

nervosas imunorreativas para CGRP aumentou na mucosa do cólon de camundongos com 

alergia alimentar induzida e essas fibras se localizavam próximas aos mastócitos (J. Lee et al., 

2013). Esses trabalhos demonstram que neurônios podem diretamente se comunicar com 

células imunes por meio de neurotransmissores como Ach ou neuropeptídios como CGRP ou 

SP para contribuir com respostas do tipo Th2 (Voisin et al., 2017).  
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 No trabalho aqui apresentado, percebemos que o fenômeno da aversão observado na 

alergia alimentar à OVA não se aplica a todos os antígenos. No modelo de alergia alimentar à 

BLG, demonstramos que, embora apresentando níveis séricos altos de IgE e vários sinais de 

inflamação da mucosa intestinal, camundongos alérgicos continuaram ingerindo soluções 

contendo o alérgeno, mesmo quando lhes é oferecida opção por outros líquidos. Nossos dados 

sugerem, então, que a BLG apresenta características especiais, sejam relacionadas ao sabor, 

sejam relacionadas a peptídeos neurologicamente ativos presentes na sua estrutura, que 

conseguem subverter o comportamento evolutivamente preservado de rejeição a substâncias 

potencialmente tóxicas desencadeado pelas reações alérgicas dependentes de IgE. Ainda não 

conseguimos desvendar os mecanismos responsáveis por essa alteração de comportamento e, 

embora nossos resultados nas áreas cerebrais relacionadas à emoção não tenham sido 

conclusivos com relação a este, é provável que haja um conflito entre a aversão e a recompensa 

e é razoável supor que esta última tenha prevalecido.  
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7 Conclusão 
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Em nosso trabalho, camundongos sensibilizados para BLG e desafiados com whey 

protein ou BLG purificada se tornaram alérgicos e, durante o período de desafio oral, os níveis 

de IgE aumentaram durante 7 ou 14 dias de consumo da solução contendo o alérgeno. 

Demonstramos que a preferência por BLG é natural e também ocorre durante a alergia e que a 

solução de whey protein (contendo BLG) tem efeito ansiolítico quando os camundongos 

sensibilizados e desafiados com whey protein passam pelo labirinto em cruz elevado. O efeito 

da BLG é robusto, uma vez que essa proteína, quando misturada à OVA durante o desafio oral, 

foi capaz de reduzir a aversão e aumentar o consumo de OVA em animais sensibilizados para 

esse alérgeno. 

Nossos dados sugerem que os fenômenos aversivos não são absolutos e dependem do 

alérgeno. É possível que a BLG tenha características especiais que interferem no 

comportamento no que se refere a dois fenômenos distintos: a aversão e a preferência. Mais 

estudos são necessários para descrever os possíveis mecanismos pelos quais a BLG (se for o 

caso) intervém nesses conflitos. 
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