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RESUMO

A deficiéncia de vitamina D pode estar relacionada a disturbios do sistema imunoldgico. A
avaliacdo dessa deficiéncia em criancas com alergia a proteina do leite de vaca (APLV)
residentes em locais ensolarados ainda é escassa, e restrita a forma IgE mediada. Esta
pesquisa teve como objetivo verificar se lactentes com APLV possuem menores niveis de
vitamina D, quando comparados aos lactentes saudaveis. A amostra foi composta por
lactentes atendidos nos ambulatérios de Gastroenterologia Pediatrica, Alergologia Pediétrica e
Puericultura, do Hospital das Clinicas- Universidade Federal de Pernambuco, situado em
regido ensolarada do Brasil. Foram avaliados os niveis de vitamina D de 59 lactentes com
APLV e de 61 saudaveis. Foram obtidas informac6es dos lactentes e dos pais, quanto as
caracteristicas socioecondmicas e bioldgicas, assim como da pratica do aleitamento materno,
da exposi¢do solar e do uso de suplementos. As varidveis foram expressas em frequéncia,
média e desvio-padrdo, mediana e quartis. Foram utilizados o teste de Kolmogorov Smirnov
para testar a normalidade das variaveis continuas, e o Qui-quadrado de Pearson ou teste exato
de Fisher, para as diferencas de frequéncia e associagdo entre as variaveis categoéricas. O nivel
de significancia empregado nos testes foi de 5%. Verificou-se que criangas com APLV
apresentaram menor média do nivel da vitamina D (30,93ng/ml vs 35,29ng/ml) (p=0,041) e
maior frequéncia de niveis deficientes (20,3% vs 8,2%) (p=0,049). Foi observada uma maior
frequéncia de niveis inadequados de vitamina D (p=0,002) nas criancas com APLV que
estavam em aleitamento materno exclusivo/predominante. Independentemente do periodo de
exposicao solar, a frequéncia de um status inadequado de vitamina D foi semelhante entre os
grupos (p=0,972). Conclui-se que menores niveis de vitamina D foram observados em
lactentes com APLV residentes de uma regido ensolarada, especialmente naquelas em
aleitamento materno exclusivo/predominante, configurando este como um possivel grupo de
risco para essa deficiéncia. Pode-se supor que a identificagdo e correcdo dos niveis de
vitamina D entre as criangas com APLV poderiam auxiliar na regulagdo imunoldgica futura
destes individuos. No grupo estudado, a suplementacdo vitaminica, pratica que poderia
reduzir a ocorréncia de deficiéncias, ndo foi realizada.

Palavras-chave: Hipersensibilidade a leite. Lactente. Vitamina D. Aleitamento materno. Luz

solar.



ABSTRACT

Vitamin D deficiency may be related to immune system disorders. There are very few
assessments of this deficiency in children allergic to cow milk protein (ACMP) living in
sunny places, and they restricted to the IgE-mediated type. This study verified whether
nurslings with ACMP have lower levels of vitamin D than healthy nurslings. The sample
consisted of nurslings attending the Pediatric Gastroenterology, Pediatric Allergology, and
Childcare outpatient clinic of the Clinics Hospital of the Federal University of Pernambuco,
located in a sunny region in Brazil. The vitamin D levels of 59 nurslings with ACPM and 61
healthy nurslings were measured. The parents’ and nurslings’ socioeconomic, biological,
breastfeeding, sunlight exposure, and vitamin supplement use data were collected. The
variables were expressed as frequency, mean and standard deviation, median, and quartiles.
The Kolmogorov Smirnov test determined whether the continuous variables had normal
distribution. Pearson’s chi-square test or Fisher’s exact test compared the frequencies and
associations of the categorical variables. All tests used a significance level of 5%. Children
with ACPM had lower mean vitamin D level (30.93ng/ml vs 35.29ng/ml) (p=0.041) and
higher frequency of deficiency (20.3% vs 8.2%) (p=0.049). Children with ACPM who
received exclusive or predominant breastfeeding had a higher frequency of inadequate
vitamin D level (p=0.002). The two groups had similar frequencies of inadequate vitamin D
status, regardless of duration of sunlight exposure (p=0.972). In conclusion, low levels of
vitamin D were found in nurslings with ACPM living in a sunny region, especially in those
receiving exclusive or predominant breastfeeding, making these children a possible risk group
for this deficiency. Determining and correcting the vitamin D levels of children with ACPM
may help to regulate the future immune function of these individuals. The study group did not

use vitamin supplements, a practice that could reduce the occurrence of deficiencies.

Keywords: Milk hypersensitivity. Infant. Vitamin D. Breastfeeding. Sunlight.
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1. APRESENTACAO

A deficiéncia de vitamina D é um importante problema nutricional da atualidade a
nivel mundial, atinge criangas pequenas e pode contribuir para 0 aumento do risco de alergias
alimentares nos lactentes, inclusive da alergia a proteina do leite de vaca (APLV), tendo em

vista que o leite de vaca muitas vezes é ofertado precocemente a crianca.

Niveis adequados de vitamina D parecem atuar de forma benéfica na regulacéo
imunolégica, tanto através da resposta imune inata quanto da adaptativa. Um de seus
principais papéis estd na capacidade de estimular a producédo de células T reguladoras (Tregs),
para que seja alcancado o equilibrio da resposta imunoldgica. Devido a essas funcgdes
exercidas pela vitamina D, é sugerido que a identificacdo precoce e correcdo de sua
deficiéncia possam auxiliar no desenvolvimento do sistema imunolégico. Vale salientar que a
maioria dos trabalhos existentes que estudaram essa relacdo, avaliaram outras doencas

alérgicas como a asma e dermatite atopica, sendo ainda escassos estudos com APLV.

Os baixos niveis da vitamina D nas criancas podem estar associados a fatores como:
consumo de alimentos pobres em vitamina D, ndo uso de suplementos e exposicdo solar
inadequada. Criangas amamentadas podem ndo atingir as necessidades diarias pela baixa
concentracdo de vitamina D no leite materno (LM), e em funcdo disso, a Sociedade Brasileira
de Pediatria (SBP) (2012) recomenda que lactentes amamentados, ndo expostos regularmente
ao sol ou gque recebam menos que 500ml/dia de férmula infantil, sejam suplementados com
400Ul/dia de vitamina D até os 18 meses de idade. De forma oposta, a SBP sugere que, tanto
as criancas que residem em regides ensolaradas e sdo expostas regularmente ao sol (mesmo
gue amamentadas exclusivamente), quanto aquelas que estejam utilizando um volume
adequado de formula infantil, ndo necessitam de suplementacdo. Assim, subtende-se que nédo
seja realizada a suplementacdo profilatica, rotineira, de vitamina D, para as criangas que

residem na regido Nordeste do Brasil, regido ensolarada na maior parte do ano.

Para nortear este estudo foi realizada a seguinte pergunta condutora: “Lactentes com
APLV apresentam menores niveis de vitamina D quando comparados aos de lactentes
saudaveis?”. Com o objetivo de avaliar se as criangas com APLV na faixa etéria de até dois
anos de idade, cursam com baixos niveis de vitamina D, investigamos a frequéncia dos graus

de suficiéncia nesse grupo e sua relacdo com a pratica alimentar e exposicao solar.
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Motivado pelo interesse de compreender melhor o status de vitamina D em lactentes
com APLYV, este estudo foi realizado dentro da linha de pesquisa “Avaliagao bioquimica,
gastrointestinal, molecular, sensério-motora e nutricional das doengas organicas e
funcionais”, do Programa de Pés-Graduagdo em Salde da Crianca e do Adolescente da
Universidade Federal de Pernambuco. Esta dissertacdo consta de um capitulo de revisdo da
literatura acerca da APLV, da vitamina D e da relacdo entre elas, além da descri¢do de outros
fatores que possam se relacionar com os niveis da vitamina D nas criancas com APLV.
Também apresenta o capitulo de métodos, no qual sdo detalhados os procedimentos para
realizacdo da investigacao, um capitulo de resultados, cujo produto foi a elaboracdo de artigo
original intitulado “Lactentes com alergia a proteina do leite de vaca apresentam niveis
inadequados de vitamina D?”, além das consideracdes finais baseadas nos achados deste

estudo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 INTRODUCAO

A deficiéncia de vitamina D vem sendo reconhecida como um problema comum nos
lactentes. Diversos sdo os fatores que podem estar associados a esse achado, dentre eles, a
exposicdo solar e praticas alimentares inadequadas, visto que essa vitamina € obtida
principalmente através da exposicdo a luz solar e € encontrada naturalmente em poucos
alimentos. O teor de vitamina D no LM, importante fonte alimentar do lactente, € considerado
baixo, sendo questionada a necessidade de suplementacdo durante o periodo de amamentagédo
(HOLICK; CHEN, 2008).

A vitamina D, anteriormente reconhecida por seu papel no metabolismo &sseo,
possui também uma importante funcdo imunomoduladora. Estudos sugerem que a deficiéncia
nos periodos iniciais da vida pode estar relacionada ao desenvolvimento das alergias
alimentares (MULLINS; CAMARGO, 2012). Dados epidemiolégicos atuais apontam que a
incidéncia de alergia alimentar vem crescendo no meio infantil, sendo a APLV a mais comum
na infancia (VASSALO; CAMARGO, 2010).

Devido a possivel importancia da vitamina D no desenvolvimento das alergias e sendo a
APLV problema frequente entre os lactentes, se faz necessario compreender de forma mais
detalhada os mecanismos envolvidos nessa associacao.

Nesta revisao abordaremos: a) a vitamina D e suas funcdes; b) a relacdo existente entre a
vitamina D e a APLV; ¢) APLV no lactente e o desenvolvimento de tolerancia; d) fatores que

podem influenciar no status da vitamina D nos lactentes.

2.2 VITAMINA D: METABOLISMO E FUNCOES

A vitamina D é considerada um horménio esteroide, suas principais fungdes sdo a

atuacio na homeostase do calcio e do fosforo, e a manutencio da satde dssea (JUNIOR et al.,
2011; JONES et al., 2012). A constatacdo da existéncia de receptores da vitamina D (RVD)
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em varios outros tecidos justifica as fun¢bes da vitamina D em outros sistemas, independente
da atividade especifica sobre o metabolismo mineral (BARRAL; BARROS; ARAUJO, 2007).

E a Unica vitamina capaz de ser produzida na pele dos humanos, desde que haja
exposicao suficiente a radiagdo ultravioleta (ZITTERMAN; GUMMERT, 2010). Também
pode ser obtida através de fontes alimentares sendo as melhores os peixes, principalmente o
arenque, cavala, sardinha, bacalhau e Oleos de figado extraidos dos mesmos. Menores
concentracdes sdo encontradas em alimentos como leite, ovos e produtos fortificados (leite e
derivados, suco de laranja, cereais matinais, massas, margarinas e formulas infantis)
(NORMAN; BOUILLON, 2010). Para os lactentes, as principais fontes alimentares séo o
leite humano e as férmulas infantis. No LM, as concentracdes da vitamina D sdo baixas e
dependem da ingestdo e reservas maternas (BALLARD; MORROW, 2013).

A vitamina D se expressa de duas formas, como ergocalciferol ou vitamina D, e como
colecalciferol ou vitamina Ds. A vitamina D, resulta da irradiagdo ultravioleta da luz solar
sobre o ergosterol e a vitamina D3 € resultante da conversdo do 7-dehidrocolesterol pela
atividade da radiacdo ultravioleta. Ao ser sintetizada na pele a vitamina D ainda € inativa,
precisando ser ativada no figado e no rim para originar a forma hormonal ativa predominante,
ou seja, 0 1,25-diidroxicolecalciferol ou calcitriol (BARRAL; BARROS; ARAUJO, 2007).

Apds serem incorporadas ao organismo, e devido a sua caracteristica lipossoluvel, as
vitaminas D, e D3 dependem da formacdo de micelas no Iimen intestinal para poderem ser
absorvidas. Ap6s absorcao, se ligam a uma proteina de transporte na corrente sanguinea e , ao
alcancarem o figado, sdo hidroxiladas, de forma que o colecalciferol origina o 25-hidroxi-D3
[25-(OH)D3] e o ergosterol se transforma no 25-hidroxiergocalciferol (25-(OH)D;). Esses
compostos possuem pouca atividade bioldgica e precisam de nova hidroxilacdo para se
tornarem ativos. Nos rins, sofrem a segunda hidroxilagdo resultando no 1,25-
diidroxicolecalciferol [1,25-(OH),Ds] e 1,25diidroxiergocalciferol [1,25-(OH),D;] (HOLICK,
2003; BARRAL; BARROS; ARAUJO, 2007).

A vitamina D atua mantendo os niveis séricos de calcio no organismo, entretanto, na
auséncia de niveis ideais de calcio e fosforo, a mineralizacdo do tecido osteoide é diminuida,
resultando em sinais classicos de raquitismo em criangas; e maior risco de fraturas,
osteoporose e osteomalacia em adultos. O progresso dessa deficiéncia leva a um aumento da
estimulagdo da glandula paratireoide, resultando em hiperparatireoidismo secundério
(JUNIOR et al, 2011).
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No metabolismo 6sseo, a 1,25(0OH),D3 atua juntamente com o horménio paratireoideo,
estimulando a reabsorcdo 0ssea pelos osteoclastos e aumentando as concentracdes séricas de
calcio. O efeito biolégico da 1,25(0OH),D3; é desencadeado a partir da conexao entre esse
hormonio e receptores celulares especificos, com afinidade mil vezes maior por esse
metabdlito em comparacao a 25(0OH)D3. Esse complexo interage com o elemento de resposta
da vitamina D no DNA levando a transcricdo dos genes e sintese de RNAm para varias
proteinas como a osteocalcina, a fosfatase alcalina e a calbindin, proteina especifica que tem
afinidade pelo célcio a nivel de células intestinais (BARRAL; BARROS; ARAUJO, 2007).

Aproximadamente trinta e seis tecidos do corpo possuem RVD, o que demonstra a
importancia da vitamina D em diferentes respostas bioldgicas. A presenca da enzima
responsavel pela conversdo da vitamina D na sua forma ativa em outros érgédos afora o rim,
reforca que ocorre uma producdo local deste hormoénio esteroide (NORMAN, 2008). As
evidéncias sugerem que a vitamina D module direta ou indiretamente cerca de 35% do
genoma humano participando do controle de funcGes essenciais @ manutencdo da homeostase
sisttmica (NORMAN, 2008; CASTRO, 2011). Foram descritas nos ultimos anos atividades
da vitamina D em diferentes tecidos do organismo, incluindo o sistema enddcrino,
cardiovascular, muscular, cerebral e o sistema imunitario (NORMAN; BOUILLON, 2010).
Ela também é considerada reguladora de varias vias metabdlicas celulares sendo importante
para a maturacao, diferenciacdo e apoptose celular (ZITTERMAN; GUMMERT, 2010).

A nivel enddcrino, a vitamina D interfere na homeostase glicidica através de acdes
diretas nas células betapancreaticas, controlando a sintese e secre¢do da insulina (CASTRO,
2011). Sua atuagdo em suprimir citocinas pro-inflamatorias como 0 TNF-a, evita a destrui¢do
de células pancreéticas reduzindo a incidéncia de diabetes autoimune. E demonstrado que a
suplementacdo de vitamina D pode reduzir o risco de diabetes tipo 1 e 2 (ZITTERMAN,;
GUMMERT, 2010). No sistema cardiovascular, participa do controle da funcdo cardiaca e da
pressdo arterial através da regulacdo das células musculares lisas, do grau de contratilidade
miocérdica e da inibicdo da renina (CASTRO, 2011). A manutencdo de um status adequado
estd associada com a reducdo de aproximadamente 50% do risco de morbimortalidade
cardiovascular. Outra funcdo relevante da vitamina D é a neuromuscular, na qual ela atua
através de receptor especifico exercendo acBes que envolvem desde a sintese proteica até a
cinética da contragdo muscular, o que repercute na melhora da for¢a muscular e do equilibrio
(ZITTERMAN; GUMMERT, 2010).



19

No sistema imunologico desempenha papel em atividades importantes:
imunorregulacdo de células do sistema imunolégico (CD4+, CD8+, linfocitos T e células
apresentadoras de antigeno), regulacdo da diferenciacdo das células precursoras em células
mais especializadas do sistema monocitico-macrofégico, estimulo a expressao de genes que
codificam peptideos antimicrobianos (catelicidina e B-defensinas), assim como modula a
autoimunidade mantendo o equilibrio entre as respostas Th1l e Th2. Dessa forma, situacfes de
baixas concentracbes da vitamina poderiam predispor ao desenvolvimento de doencas
relacionadas a desregulacdo imune, como a artrite reumatoide, a esclerose multipla, doencas
inflamatorias intestinais, infeccdes e alergias (PEDROSA, CASTRO; 2005).

23 ATUACAO DA VITAMINA D NO SISTEMA IMUNOLOGICO E SUA
RELACAO COM A ALERGIA A PROTEINA DO LEITE DE VACA

Tém sido demonstradas funcdes da vitamina D sobre a resposta imune, entretanto, seu
papel ainda ndo estd completamente esclarecido. A presenca de RVD em células imunes,
reforca sua atuagdo no sistema imunolégico (BERTOLINI; TAZZANO-MARTINS, 2000).
Niveis insuficientes e deficientes nos periodos iniciais da vida sdo considerados como um dos
fatores de risco para a alergia alimentar (SUAINI et al.; 2015).

O efeito da vitamina D no sistema imunitario pode ser observado ao nivel da resposta
imune inata e adaptativa, dentre eles, a capacidade de reduzir o risco de infecghes, a
promocdo da tolerdncia imune e o0 aumento da integridade epitelial do intestino
(ZITTERMAN; GUMMERT, 2010; BERTOLINI; TAZZANO-MARTINS, 2000). O sistema
imune inato constitui a primeira barreira de defesa imunoldgica, confere protecdo contra a
invasdo microbiana e contribui para a manutencdo da homeostase imune. Sua interferéncia na
resposta imune inata ocorre pela capacidade de atuar nos mondcitos e macréfagos com
aumento da quimiotaxia e atividade fagocitaria, e de estimular a sintese de peptideos
antimicrobianos, como a cateleicidina ¢ f-defensina, levando a manutencao e integridade da
mucosa e fortalecimento da barreira epitelial (PERONI; BONER, 2013). A vitamina D
promove um incremento na producdo de 6xido nitrico pelos macréfagos e expresséo da 6xido
nitrico sintase. Também atua inibindo a producéo de citocinas pré-inflamatérias pelas células

dendriticas e células imunitarias inatas (SUAINI et al.; 2015).
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Em relag&o a resposta imune adaptativa, ela atua nas células dendriticas e promove um
fenotipo tolerogénico (JONES et al.; 2012). Varios estudos sugerem o potencial da vitamina
D em aumentar a sintese de células Tregs, e consequentemente, reduzir a sintese das células T
efetoras (Thl e Th2) (CANTORNA et al.; 2004). As células Tregs suprimem outras células
do sistema imunoldgico e contribuem para a homeostase imune por alguns mecanismos,
inclusive através do contato célula-célula e da secrecdo de componentes antinflamatdérios, tais
como a IL-10 e TGF-B. A diferenciagdo periférica das Tregs ¢ induzida pela vitamina D, a
qual reprime a maturacdo de células dendriticas para gerar células dendriticas imaturas
tolerogénicas. Outra funcdo descrita € a capacidade de se ligar a um receptor do acido
retindico para promover a diferenciacdo periférica de Tregs, de células T CD4+ naive em
Tregs T1 secretora de 1L-10 (SUAINI et al.; 2015).

A vitamina D também inibe a proliferacdo de linfocitos B, assim como a produgéo de
imunoglobulinas. Esses efeitos seriam mediados por acdo direta da vitamina D sobre essas
células ou atraves da atuacdo de outras células imunes que exercem efeito regular sobre o
linfécito B, como mondcitos, macrdfagos e linfocitos T auxiliares (BERTOLINI; TAZZANO-
MARTINS, 2000).

VariacBGes nos niveis da vitamina D podem estar implicadas no desenvolvimento de
alergias alimentares como a APLV. O National Health and Nutrition Survey (NHANES),
realizado em 2005-2006, mostrou que essa deficiéncia vitaminica foi associada a maiores
niveis de imunoglobulina E (IgE) e, consequentemente, a sensibilizagdo alérgica a alimentos e
ao ambiente em criancas e idosos. Esses achados foram reforgados por outros estudos, como o
gue constatou uma maior ocorréncia de sensibilizacdo alérgica em criancas cujas maes
tiveram baixa ingesta da vitamina D durante a gestacdo. Estudo realizado na Australia, cujo
objetivo foi avaliar o efeito de niveis de vitamina D no corddo umbilical de recém-nascidos e
seu impacto no desenvolvimento de sensibilizacdo alérgica, encontrou maior prevaléncia de
deficiéncia de vitamina D nas criangas com posterior desenvolvimento de alergia alimentar
mediada por IgE (PERONI; BONER; 2013).

Em outro estudo australiano, realizado por Allen et al. (2013), onde foram obtidos os
niveis de vitamina D de 481 criancas, foi constatada uma associacdo entre a deficiéncia de
vitamina D com alergia alimentar. Foi observada uma frequéncia 3 vezes maior de alergia
alimentar em lactentes deficientes de vitamina D, e de outra forma, observada também uma
maior frequéncia de deficiéncia de vitamina D entre os lactentes com alergia alimentar (20-

40%) quando comparados aqueles sem alergia (10%).
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Sendo assim, as atividades descritas da vitamina D no sistema imunoldgico e a
existéncia de pesquisas que avaliaram essa relacéo, reforcam que o status dessa vitamina em
lactentes pode estar associado a ocorréncia de APLV, havendo a necessidade de se estabelecer

os fatores que podem implicar na caréncia vitaminica nessa faixa etéria.

24 ALERGIA A PROTEINA DO LEITE DE VACA NO LACTENTE E
TOLERANCIA ORAL

A APLYV é definida como uma reacao imunoldgica a uma ou mais proteinas presentes
no leite de vaca. A suspeita clinica ocorre em 1% a 17% das criancas, mas a estimativa da
prevaléncia real varia entre 2% a 3% (GREEF et al., 2012).

O aumento da prevaléncia da APLV nas Gltimas décadas esteve associado a fatores
ambientais potencialmente modificaveis como o estilo moderno de vida (ALLEN, MARTIN;
2010), gerando um importante problema de saude no mundo, com um impacto negativo nos
aspectos financeiras, sociais, e na qualidade de vida das criangas e familiares (FERREIRA,
SEIDMAN, 2007). As restrices alimentares necessarias ao tratamento, bem como as
substituicdes inadequadas, podem repercutir em agravos a saude das criancas, como no
surgimento de caréncias vitaminicas (PEARSON, 2010).

A APLV ocorre normalmente nos primeiros meses de vida, podendo ser decorrente da
exposicdo precoce dos bebés as proteinas alergénicas do leite de vaca (CRITTENDEN;
BENNET, 2005), o qual é muitas vezes utilizado como fonte nutricional daqueles que nao sdo
exclusivamente amamentados. E preciso haver exposicdo a essas proteinas para que a
sensibilizacdo imune e posterior resposta alérgica ocorra (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
PEDIATRIA; ASSOCIA(;AO BRASILEIRA DE ALERGIA E IMUNOPATOLOGIA,
2007). Ha ainda relatos da possivel passagem de pequenas particulas alergénicas presentes no
leite de vaca através do LM (ZEIGER, 2003).

E classificada de acordo com o mecanismo imunoldgico envolvido em mediada por
IgE (ou imediata), mediada por células (ou tardia) e mediada por mecanismos imunologicos
mistos. Nas formas IgE mediadas os sintomas surgem de minutos até 2 horas apds a ingestdo
de produtos lacteos, sendo comuns as manifestagdes cutaneas (eczema, urticéria,
angioedema), gastrintestinais (nausea, vomito, sindrome da alergia oral) e respiratorias

(rinoconjuntivite, asma), podendo ainda ocorrer anafilaxia em casos mais raros. Quando néo-
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mediadas por IgE, os sintomas s&o subagudos ou cronicos, e séo supostamente mediadas por
células T (FERREIRA; SEIDMAN, 2007). Estes, podem ocorrer a partir de 2 horas a varios
dias apds ingestdo do leite de vaca (SABRA et al., 2003) e, comumente, sdo observadas
manifestacBes gastrointestinais. Lactentes e criancas podem apresentar nauseas, vOmitos,
regurgitacdo, distensdo abdominal, constipacdo, diarréia, aversao alimentar, irritabilidade e
até déficit de crescimento (ALLEN; MARTIN, 2010).

A APLV é considerada uma alergia transitoria e a maioria das criancas supera essa
condicdo por volta dos trés anos de idade, quando adquirem tolerancia as proteinas presentes
no leite de vaca. O desenvolvimento da tolerancia ocorre de forma mais precoce nas criancas
que apresentam a forma mediada por células quando comparadas as que possuem o tipo IgE
mediado (FERREIRA; SEIDMAN, 2007).

O desenvolvimento da APLV é resultante da incapacidade de se desenvolver
processos tolerogénicos. A tolerancia oral (TO), definida como um estado de auséncia de
resposta imunoldgica local e sistémica induzida por um antigeno, tal como por proteinas
alimentares, € mantida a custa de uma reacdo imunoldgica de supressdo continua ativa
(LAND; KIM; BURKS, 2011; PABST; MOWAT, 2012) .

Dentre os fatores que contribuem para o desenvolvimento da TO, destacam-se a
genética, a idade do individuo, o tipo e dosagem do antigeno, condicdes fisioldgicas do trato
gastrointestinal (barreira fisica do muco e epitélio intestinal, 0s movimentos peristalticos, a
acidez gastrica e de sucos digestivos), a flora intestinal e a acdo do sistema imune de mucosas
do trato gastrointestinal (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE ALERGIA E IMUNOLOGIA;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE ALIMENTA(}AO E NUTRIQAO, 2012).

A genética do hospedeiro pode influenciar no desenvolvimento da tolerancia mas o
papel dos fatores genéticos ainda ndo estd bem esclarecido (LAND; KIM; BURKS, 2011).
Estudos que examinaram a associagdo entre antigenos leucocitarios humanos e as alergias
alimentares sdo escassos, estando relacionados principalmente com os tipos IgE mediadas
(BJORKSTEN, 2005). Polimorfismos genéticos também poderiam contribuir para maior
suscetibilidade a alergia alimentar (SZCZAWINSKA-POPLONYK; BREBOROWICZ, 2012).
Embora ndo haja até o momento, testes diagnosticos especificos disponiveis para identificar
um gene especifico que se relacione a alergia alimentar, a historia familiar de atopia é
considerada o melhor indicativo do aumento desse risco (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
PEDIATRIA; ASSOCIACAO BRASILEIRA DE ALERGIA E IMUNOLOGIA, 2008).
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A crianga pequena apresenta fatores que favorecem a néo toleréncia e a resposta de
hipersensibilidade aos alimentos, fato que justifica a maior ocorréncia desse disturbio em
lactentes. A barreira intestinal mais permeavel é susceptivel a penetracdo de diferentes
antigenos ao sistema imunologico imaturo. A baixa producdo de IgA e o predominio de uma
resposta Th2 também contribui para a ocorréncia de reacbes alérgicas (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE PEDIATRIA; ASSOCIACAO BRASILEIRA DE ALERGIA E
IMUNOLOGIA, 2008).

Condic¢des ambientais como a exposi¢do a antigenos microbianos também influenciam
o desenvolvimento imunoldgico saudavel, e a teoria da higiene advoga que a menor exposicao
a contaminantes microbianos poderiam comprometer a adequada regulacdo do sistema imune
e explicar o aumento da incidéncia da doenca alérgica, incluindo a APLV (ALLEN;
MARTIN, 2010). A exposicdo a endotoxina bacteriana (lipossacarideo) estd associada a
reducdo da doencga alérgica por influenciar na regulacdo das respostas imunitarias através do
envolvimento com os receptores Toll-like. Os receptores Toll-like sdo capazes de interferir na
homeostase intestinal e na génese de células Tregs (STROBEL; MOWAT, 2006). Uma
reducdo na ocorréncia de infecgfes ou na exposicdo aos produtos microbianos na primeira
infancia pode impedir o desenvolvimento de respostas imunorreguladoras precoces, deixando
0 sistema imunoldgico mais suscetivel a inadequada reatividade a antigenos inocuos,
resultando numa reacdo alérgica (ALLEN; MARTIN, 2010).

Outros fatores também podem influenciar precocemente no processo de TO, dentre
eles, o periodo do AM e o status de vitamina D do lactente. O AM auxilia na maturagéo do trato
gastrointestinal e na adequada maturacdo imunoldgica, além de evitar a exposi¢do aos antigenos
alimentares precocemente. Assim, quanto mais tempo o lactente for amamentado exclusivamente,
maiores serdo os beneficios ao sistema imune (FIOCCHI et al., 2010). Dentre as funcdes da
vitamina D no processo tolerogénico, destaca-se o estimulo na producdo de células Tregs,
através do aumento da producdo de IL-10 pelas células dendriticas (PENNA et al., 2000).

O processo de TO tem inicio com a quebra das proteinas alergénicas pela acidez
géstrica e outras secregdes digestivas. Um pequeno percentual de particulas proteicas ndo séo
totalmente digeridas, e permanecem com estrutura molecular alergénica (particulas
antigénicas). Essas particulas antigénicas sdo absorvidas pela mucosa intestinal imatura,
alcancando a circulacéo sistémica, podendo induzir a resposta imune alérgica (sensibilizacéo)
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE ALERGIA E IMUNOPATOLOGIA; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE ALIMENTACAO E NUTRICAO, 2012).
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A particula alergénica na luz intestinal, pode ser capturada pela célula M, que
apresenta a particula a uma célula apresentadora de antigeno, sendo a célula dendritica a que
mais desempenha essa funcdo. A célula dendritica migra até o linfonodo mesentérico, e
apresenta o antigeno ao linfocito CD4+. (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE ALERGIA E
IMUNOPATOLOGIA; SOCIEDADE BRASILEIRA DE ALIMENTAQAO E NUTRIQAO,
2012). Para que a célula dendritica exerca essa o papel tolerogénico, ela precisa ser
diferenciada, sendo importante o papel da microbiota intestinal. As bactérias comensais e seus
produtos modulam as células dendriticas para um perfil de tolerancia através da interagdo com
os receptores de reconhecimento padrdo de células dendriticas (JO et al., 2014).

As células dendriticas CD103+ sdo capazes de converter o linfécito CD4+, em
FOXP3+ Treg através das células TGF-B e do acido retindico (AR). O AR CD103+ DC pode
atuar como um cofator na producédo de do TGF-B mediando a conversao de células CD4 em
células Tregs (PABST; MOWAT, 2012) .

O equilibrio entre o desenvolvimento da TO e a hipersensibilidade é regulado por
mecanismos imunoldgicos especificos que envolvem principalmente a diferenciacdo de
células T em células Tregs, as quais sdao produtoras de interleucinas imunomoduladoras
(TGF-1 e IL-10). Essas células também sdo capazes de suprimir as células T efetoras
(KOLETZKO et al., 2012). A atividade disfuncional de células Tregs foi identificada como
um fator para o desencadeamento de alergia através de ambos mecanismos, desempenhando
papel fundamental na falta de TO (KARLSSON; RUGTVEIT; BRANDTZAEG, 2004;
TIEMENSSEN et al., 2002). A melhor populacdo de células Tregs encontradas em outras
formas de tolerancia expressa FOXP3. Estas se apresentam de duas formas distintas, a natural
FOXP3+ (nTregs) e as Tregs induzidas (iTregs), as quais sdo produzidas a partir de células T
CD4 naive no sistema imune periférico (PABST; MOWAT, 2012).

Além disso, a chegada de antigenos alimentares ao figado através da veia porta, faz
com que esse orgao também exerca fungdo na TO. O figado contém subgrupos especializados
de células apresentadoras de antigenos. As células endoteliais sinusoidais hepaticas e as
células de Kupffer realizam essa funcdo, sendo mostrado que contribuem para a indugédo da
tolerancia em vez da imunidade ativa (PABST; MOWAT, 2012).

Dessa forma, considera-se que o processo de TO atenua uma série de respostas imunes
e parece desempenhar uma funcdo central na homeostase imune. Dentre seus efeitos estdo a

reducdo sisttmica de hipersensibilidade tardia, proliferagdo de células T tolerogénicas e
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producdo de citocinas. Anticorpos séricos também podem ser suprimidos como a IgE, assim
como ha a producdo de IgG e linfocitos T auxiliares (PABST; MOWAT, 2012).

No caso da APLV com manifestacdo mediada por IgE, ocorre uma deficiéncia na
sintese de células Tregs e polarizagdo de células T efetoras especificas para uma resposta Th2,
que conduzem a sinalizacdo de células B para produzir IgE especifica contra as proteinas do
leite, e aumento principalmente os niveis de IL-4 e IL-13 (SCHADE et al, 2003; BEYER et
al., 2002). Existem diferentes teorias para a patogénese das reacdes ndo mediadas por IgE
sendo descrito uma resposta mediada por células Thl e interacBes entre linfécitos T
(KARLSSON; RUGTVEIT; BRANDTZAEG, 2004; TIEMENSSEN et al., 2002).

Em contrapartida, sdo descritas mudancas nas respostas imunoldgicas das criancas
que passam a ser tolerantes as proteinas do leite de vaca com passar do tempo, ou seja,
qguando adquirem a tolerancia posteriormente e superam a condicdo da alergia. Nas criangas
que apresentam APLV do tipo IgE mediada, s&o observados uma menor producdo de IgE e
um incremento nos niveis de 1gG4, sendo esta alteracdo mediada por IL-10. O 1gG4 funciona
como um anticorpo de bloqueio através da competicdo com os alérgenos pela ligacdo aos
receptores da IgE e também atua como um fator anti-inflamatério (JO et al., 2014). Dentre
outras alteracGes, é descrita uma maior producdo de células Tregs do tipo CD4+CD25 e
reducdo da resposta proliferativa a proteinas ao leite de vaca (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DE ALERGIA E IMUNOPATOLOGIA; SOCIEDADE BRASILEIRA DE ALIMENTACAO
E NUTRICAO, 2012). Também ocorre normalizagio na producéo de IFN-y e na atividade de
células T supressoras, além de um aumento nas células Tregs que expressam FOXP3
(ALLEN; MARTIN, 2010; FIOCCHI et al., 2010).

25 FATORES DETERMINANTES DOS NIVEIS DE VITAMINA D NOS
LACTENTES

Os niveis de vitamina D nas criangas durante o periodo gestacional dependem
diretamente dos niveis maternos através da transferéncia transplacentaria. Apds o nascimento,
essas fontes s@o provenientes do leite humano, da exposicéo a luz solar, ou ainda, de formulas
infantis ou suplementos ofertados em situacdes especificas (DAWODU; TSANG, 2012).
Alguns fatores maternos estdo relacionados a baixos niveis de vitamina D e, dentre eles,

estariam: baixo nivel de escolaridade, ingestdo dietética insuficiente, ndo uso de suplementos
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contendo vitamina D na gestagdo e habitos de vestuario com redugdo da exposi¢do do corpo
ao sol. Um estudo realizado em nosso meio, encontrou um baixo percentual de gestantes que
utilizaram suplementos orais contendo vitamina D, e que nenhum deles atingia as
recomendacgdes da Recommendad Dietary Allowance (RDA) e da Endocrine Society (PENA,
2014).

Em relagdo aos fatores determinantes do status de vitamina D em lactentes, podem ser
citados o tipo de alimentacdo ofertada, incluindo o uso de férmulas infantis, a utilizacdo de
suplementos e a exposi¢do solar. O LM contém baixas concentracdes de vitamina D, apenas
cerca de 25UI/L (SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDIATRIA, 2012). Dessa forma,
criangas em AM exclusivo podem apresentar deficiéncia de vitamina D, principalmente se
ndo forem expostas adequadamente ao sol (TAYLOR; GEYER; FELDMAN, 2010). As
formulas infantis atuais sdo suplementadas e apresentam niveis suficientes de vitamina D
quando ingeridas em volumes adequados. Ja as formulas lacteas e o leite de vaca ndo séo
indicadas para alimentagéo de criangas no primeiro ano de vida, mas por vezes séo utilizadas
de forma inadequada, e ndo possuem concentragcdes adequadas de vitamina D (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE PEDIATRIA, 2012).

De acordo com o Departamento de Nutrologia da SBP, ndo ha necessidade de
suplementacédo de vitamina D para lactentes que se encontram em AM com exposic¢do regular
ao sol e para aqueles que recebem um volume de pelo menos 500ml diérios de férmula
infantil. Porém, nas demais situacdes, recomenda-se a suplementacdo de 400Ul/dia até os
dezoito meses de idade (SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDIATRIA; 2012).

A exposicao solar constitui uma dos principais determinantes do estado de vitamina D.
Sua producdo varia de acordo com a sazonalidade sendo maior no verdo em relacdo ao
inverno (RAJAKUMAR et al, 2011). Nos extremos de latitude, onde a intensidade de raios
UVB é insuficiente durante os meses de outono e inverno, ocorre prejuizo na producdo da
vitamina D (MULLINS, CAMARGO; 2012). Por outro lado, numa regido ensolarada,
subentende-se que as criangas estejam protegidas do risco da deficiéncia. Ainda assim,
estudos relatam a ocorréncia de hipovitaminose D em criancas que residem em areas
ensolaradas (MARWAHA et al., 2011; DAWODU, 2003). No Brasil, especialmente na regido
Nordeste, que é considerada ensolarada, sdo poucos 0s estudos existentes que avaliaram o
status de vitamina D em criangas. Numa pesquisa recente realizada na cidade do Recife

(PENA, 2014), que incluiram recém-nascidos e as maes, foi observada uma elevada
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frequéncia de niveis deficientes e insuficientes de vitamina D. Este estudo alerta para a

ocorréncia dessa deficiéncia mesmo no ensolarado Nordeste do Brasil.

Para estabelecer o status de vitamina D se verifica laboratorialmente a determinacéo
dos niveis séricos de 25(OH)D. Essa forma da vitamina D possui um tempo de meia vida
maior e é encontrada em elevada concentracdo na circulacdo (SUAINI et al.; 2015). Ha
controversas no estabelecimento dos pontos de corte que definam valores de normalidade para
essa vitamina. Para o Instituto de Medicina dos EUA (2010), os niveis suficientes sdo aqueles
superiores a 20ng/ml e adequados para manter a acdo da vitamina D sobre o metabolismo
6sseo (HEWISON, 2012). Porém, de acordo com a Sociedade de Endocrinologia Americana,
que leva em consideracdo as funcbes classicas e ndo classicas da vitamina D, niveis
deficientes sdo os que se encontram abaixo de 20ng/ml e suficientes aqueles iguais ou
superiores a 30ng/ml (HOLICK et al., 2011).

2.6 CONSIDERACOES FINAIS

A vitamina D exerce um papel fundamental no metabolismo 0sseo, e atualmente
também é dada uma grande importancia para outras atividades a ela atribuidas, como sua
atuacdo no desenvolvimento imunoldgico. A deficiéncia descrita em criancas é uma realidade
comum e pode acarretar em sérios agravos a saude.

O status da vitamina D é dependente da interacdo de um conjunto de fatores, dentre
eles, a exposicao solar e a pratica alimentar. A exposi¢do aos raios solares deve ser enfatizada
ja que a maior producdo de vitamina D ocorre na pele e € dependente da exposicao aos raios
UVB. Criangas ndo expostas ao sol regularmente sdo mais suscetiveis a cursar com essa
caréncia vitaminica, contudo niveis inadequados também sdo observados naquelas que moram
em regides ensolaradas. Além disso, quando submetidas ao AME, deve-se atentar ao fato de
que o LM possui baixas concentragdes dessa vitamina. O tipo, volume e uso de formulas
inadequadas para a faixa etaria infantil também pode prover um aporte inadequado para
manutencdo das necessidades nutricionais.

A APLV também é uma doenga prevalente na populagdo pediatrica, principalmente
entre lactentes. Ela ocorre devido a quebra da tolerancia imunoldgica aos alimentos.
Evidéncias sugerem a existéncia de uma associagdo entre a deficiéncia de vitamina D e as

alergias alimentares, sendo a mais frequente a APLV. Entende-se que niveis inadequados de
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vitamina D poderiam prejudicar a aquisi¢do de tolerancia imunoldgica nas criangas, estando
associada a menores niveis de células T reguladoras. Desta forma, os deficientes de vitamina
D teriam maior chance de evoluir para APLV e de outra forma, os portadores de APLV teriam
maior risco de apresentarem baixos niveis desta vitamina. Criancas com APLV poderiam
ainda apresentar niveis inadequados de vitamina D em funcdo das restri¢des alimentares
necessarias ao tratamento, bem como pelas substitui¢cdes inapropriadas dos alimentos.

Outras investigacdes devem ser realizadas para verificar a relacdo entre os baixos
niveis de vitamina D no grupo de criangas com APLV. Instituir na pratica ambulatorial a
investigacdo desse problema permitird uma intervencdo mais precoce no que diz respeito a
indicacdo de suplementacdo e orientacdo nutricional adequada. O desenvolvimento de uma
pesquisa com esse objetivo, numa cidade ensolarada do Nordeste, permitird conhecer um
pouco da realidade regional, possibilitando a proposta de medidas de vigilancia e tratamento.
Pode-se supor, que a correcdo da deficiéncia de vitamina D em criancas com APLV ja
instalada, poderia ser benéfica, ndo s6 para a salde 0ssea destas criancas, mas também como

um fator com potencial de auxiliar na melhor regulacdo imune destes individuos.

3. METODOS

3.1 LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

O estudo foi realizado no periodo de marco de 2013 a abril de 2015 nos ambulatérios de
Gastroenterologia Pediatrica, Alergologia Pediatrica e Puericultura do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE). O HC é uma unidade de saude
vinculada a UFPE que tem por objetivo oferecer atendimento médico e hospitalar a populagéo
nas mais diversas areas. E um 6rgdo suplementar, e tem como funcdo apoiar o ensino de
graduacéo e pos-graduacédo do Centro de Ciéncias da Saude (CCS).

Os ambulatérios de Gastroenterologia Pediatrica e Alergologia Pediatrica sao
considerados de referéncia para o atendimento de criangas com suspeita de APLV. Estes
servigos sdo credenciados pela prefeitura do Recife e governo do estado, para avaliacdo
técnica do diagnéstico de APLV e dispensacdo de laudo para obtencdo de formulas
especializadas junto a estas instituicdes. Devido a este fato, estes ambulatorios possuem um

perfil de pacientes diferente de outros setores do HC, uma vez que existe um maior
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contingente de pacientes com melhores condigfes socioeconémicas, provenientes da rede
privada, cujas familias desejam avaliacdo para obtencdo dos laudos. Também recebem
pacientes do sistema Unico de satude (SUS), encaminhados com a mesma finalidade.

O Ambulatério de Puericultura realiza o acompanhamento de criangas saudaveis, para
vigilancia e recebimento de orientacGes preventivas em satde. O perfil socioecondmico destes
pacientes é semelhante ao encontrado em outros setores do HC, caracterizado pela quase
totalidade dos pacientes portadores de menores niveis socioeconémicos, recebendo

atendimento médico exclusivamente através do SUS.

3.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO E SUJEITOS DO ESTUDO

Foi realizado um estudo observacional, de corte transversal, onde foram comparados 0s
niveis de vitamina D de um grupo de lactentes portadores de APLV (casos) e lactentes
saudaveis (controle).

Os participantes foram separados em dois grupos sendo um de caos e outro controles. O
grupo de casos foi formado por 59 criancas com idade até dois anos, de ambos 0s sexos, com
diagnostico de APLV estabelecido pelos médicos especialistas nos ambulatérios de
Gastroenterologia pediatrica e Alergologia pediatrica do HC. O diagnostico de APLV foi
construido levando em conta a histdria clinica, o exame fisico e os antecedentes, e confirmado
pelo teste de desencadeamento oral aberto, sempre que indicado. A necessidade do teste de
desencadeamento foi baseada nas principais diretrizes vigentes - ESPGHAN e DRACMA
(FIOCCHI et al.,2010; KOLETZKO et al., 2012). O teste de desencadeamento oral aberto foi
realizado para confirmar o diagnéstico e para sua indicacdo foram levadas em consideracao a
presenca de manifestacGes clinicas tardias (mais de 2 horas ap0s exposic¢ao ao leite de vaca)
ndo graves (gastrointestinais, cutaneas ou respiratorias) e de manifestacfes clinicas imediatas
associadas a um teste de IgE negativo. O teste foi considerado positivo quando ocorreu o
surgimento de sintomas compativeis com a APLV durante a realizacdo do teste, até um
periodo de quatro semanas ap0s a realizagcdo do mesmo. Nos casos de manifestacdes tardias
com potencial gravidade para o paciente (principalmente quando sintomas compativeis,
associados a desnutricdo e episddios recorrente de colite, sem outra justificativa) e na
presenca de reagOes imediatas associadas a um resultado de IgE positivo, o teste ndo foi

indicado. O grupo controle foi formado por 61 criangas acompanhadas no ambulatorio de
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Puericultura, com as mesmas caracteristicas do grupo de casos, com excecdo dos sintomas
sugestivos de APLV.
Os critérios de exclusdo utilizados foram a suspeita clinica de outras patologias ou

fatores que pudessem influenciar nos niveis de vitamina D, como doengas infecciosas agudas

ou crbnicas, outras doencas inflamatorias intestinais, doengas renais ou gastrointestinais.

3.3 VARIAVEIS DO ESTUDO

As variaveis do estudo seguem descritas no quadro abaixo (Quadro 1).

Quadro 1 — Descricdo das variaveis do estudo

momento da entrevista

Variaveis Definicéo Resultados permitidos
Sexo Autoexplicativa Masculino / Feminino
Idade atual Idade em meses no 0-24 meses

Grau de escolaridade
materna

Grau de escolaridade da
mae

Ensino fundamental
Ensino médio
Ensino superior

Renda familiar

Renda familiar em
numeros de salarios
minimos de acordo com o
IBGE

> 0 salarios minimos

Presenca de atopia nos pais

Presenca de doenca atdpica
pelos pais (rinite alérgica,
asma, medicamento,
urticaria, dermatite
atdpica, alimento)

Sim / Néo

Tipo de parto

Via de nascimento da
crianga

Transvaginal / Cesareo

materno exclusivo até o
momento da entrevista

Idade gestacional < 37 semanas Pré-termo
37 - 41 semanas Termo
> 42 semanas Pds-termo
Tempo de AME Periodo da oferta de leite 0 - 6 meses

Avaliagdo antropométrica
(P)
(WHO, 2006)

< -2 score z
> -2 < +2scorez
>+2 score z

Baixo peso para a idade
Peso adequado para a idade
Peso elevado para a idade
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Vitamina D Concentracédo da 25(OH)D >0 ng/mL
em ng/ml
Status da vitamina D > 30 ng/mL Suficiente
(HOLICK, 2009) 21-29,9 ng/mL Insuficiente
<20 mg/MI Deficiente
Pratica atual do aleitamento Oferta ou ndo do leite AM exclusivo
materno materno no momento da AM parcial
(BRASIL, 2009) entrevista de acordo com AM predominante
os critérios da OMS AM complementar
N&o amamentada
Exposicao solar Frequéncia semanal de > 0 minutos/semana
exposicdo da crianca a luz
solar

P/l = Relacdo peso/idade; 25(OH)D=25-hidroxivitamina D3. AM = Aleitamento materno;
IBGE-= Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica; OMS= Organizacdo Mundial da Saude

3.4 OPERACIONALIZACAO DO ESTUDO

3.4.1 RECRUTAMENTO DOS SUJEITOS E COLETA DOS DADOS

As criancas foram recrutadas apds as consultas nos ambulatérios de Gastroenterologia,
Alergologia Pediatrica e Puericultura do HC/UFPE, de acordo com a demanda livre do
Servico.

O recrutamento e a coleta de dados foram realizados pela pesquisadora, por uma aluna
do doutorado e por duas alunas bolsistas do curso de medicina. Durante a coleta de dados, as
pesquisadoras aplicaram o formulario com os pais ou responsaveis pelas criancas, aferiram o
peso e estatura, e identificaram os tubos das amostras de sangue.

Antes da obtencdo dados, os responsaveis pelas criangas que aceitaram participar da
pesquisa receberam orientagdes quanto a realizagdo do estudo e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A).

3.4.2 APLICACAO DO FORMULARIO

Foi aplicado formulario especifico estruturado (ANEXO B) investigando informacoes
acerca da crianca e dos pais, onde foram obtidos dados do lactente quanto ao sexo, idade, peso
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atual e uso de suplemento de vitamina D. Dados das maes também foram coletados como
grau de escolaridade, duracdo da gestacdo, via de nascimento da crianga, presenca de doencas
alérgicas e uso de suplemento de vitamina D. Dados a respeito de doencas alérgicas do pai
também foram obtidos. Quanto a APLV, foram registradas informacdes acerca da idade de
inicio dos sintomas, manifestacdo clinica predominante e tipo de reacdo apresentada pela
crianca. Quanto a pratica da amamentacao, foram colhidas informacGes acerca do periodo do
AM exclusivo e prética atual do AM. Também foram obtidas informacdes acerca do tempo de

exposicdo do lactente ao sol.

3.4.3 TESTE DE TOLERANCIA ORAL

O teste de desencadeamento alimentar oral aberto foi realizado em ambiente hospitalar
para confirmar o diagnostico de APLV. Antes da realizagdo do teste, as mdes das criangas em
AM exclusivo foram orientadas a seguir uma dieta de exclusdo de leite de vaca e derivados
por um periodo de duas semanas. Para as criancas que ndo se encontravam em AM exclusivo,
foi orientado o uso de férmula com proteina do leite extensamente hidrolisada ou a base de
aminoacidos, de acordo com a prescricdo médica, por mesmo periodo, adquirida junto ao SUS
através do encaminhamento do laudo emitido pelas médicas especialistas.

As criangas que ndo apresentaram os sintomas da APLV durante o periodo da dieta de
exclusdo foram admitidas no HC/UFPE para realizacao do teste de desencadeamento. Aquelas
que eram acompanhadas no ambulatério de Gastropediatria foram admitidas na enfermaria de
Clinica Pediatrica enquanto que as acompanhadas na Alergologia, realizaram o teste
ambulatorialmente, sob a supervisdo da equipe médica.

Durante o teste as criangas receberam leite de vaca com concentragfes que variaram de
acordo com o tipo de reacdo apresentada. Para criangas com reacdes tardias, foram oferecidas
doses progressivas de 1, 3, 10, 30 e 100mL em intervalos de 30 minutos. No caso das criangas
com reacgdes imediatas, foram dadas doses iniciais menores, de 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30 e 100mL
em intervalos de 30 minutos. Quando os sintomas ndo aparecerem durante a observagédo
médica, o paciente foi orientado a continuar o consumo da formula adequada para a idade em
casa, com visita semanal de retorno até quatro semanas (KOLETZKO et al., 2012). O teste foi
suspenso sempre que a crianga reproduzia o sintoma referido pela familia, quando surgiram
outros sintomas compativeis com a APLV ou ainda mediante sintomas graves como

anafilaxia.
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3.4.4 AVALIACAO ANTROPOMETRICA

A obtencdo do peso atual foi realizada com a finalidade de caracterizar a amostra. O
peso foi obtido em quilogramas, sendo utilizada para afericdo uma balanca mecanica
pediatrica com capacidade total para 16Kg e divisdes de 10g. Durante a aferi¢do, a crianca foi
posicionada deitada, sem roupas, no centro da concha anatdbmica da balanca, com os pés
juntos e bracos estendidos ao longo do corpo. (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
PEDIATRIA, 2009). O peso da crianca foi comparado com os valores em escore Z das tabelas
de referéncia, de acordo com a idade e sexo. De acordo com a OMS foram consideradas
desnutridas as criancas com indice P/l inferior a —2 escores Z; aquelas com valores superiores
a +2 escores Z acima da mediana de referéncia foram classificadas como em excesso de
peso/obesidade e as que apresentarem resultados entre -2 e +2 escores Z foram consideradas
com estado nutricional adequado (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006).

3.4.5 DOSAGEM DA VITAMINA D

As dosagens dos niveis de vitamina D foram solicitadas pelos médicos especialistas
através de requisicGes. A coleta da amostra de sangue para realizacdo dessa analise foi
realizada no laboratério do HC, no laboratério conveniado a pesquisa (Marcelo Magalh&es)
ou ainda em outros laboratorios particulares, quando por op¢do da familia. Foi coletada uma
amostra de 4ml de sangue utilizando-se um tubo para coleta de sangue a vacuo contendo gel
separador, com capacidade para 4ml. Quando a coleta foi realizada nos laboratérios ndo
conveniados a pesquisa, a amostra obtida foi armazenada em condi¢Bes adequadas e
transportada imediatamente até o laboratorio Marcelo Magalh&es.

A andlise da vitamina D foi realizada no laboratorio conveniado a pesquisa, onde foi
verificada a dosagem da 25(OH)D através do ensaio comercial LIAISON® 250H Vitamin D
Total (310600), da Diasorin Inc (EUA), o qual utiliza a técnica de quimioluminescéncia. Este
ensaio determina tanto a 25(OH)D, quanto a 25(OH)D3; no plasma ou soro, com intervalo de
medicédo entre 4,0 e 150ng/mL. Foram seguidas rigorosamente as orientac0es do fabricante

(LIAISON®), desde a coleta até a mensuragdo da vitamina D.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Na construcdo do banco de dados foi utilizado o programa Epi-Info versao 6.04d (Epi-
info 6.04, WHO/CDC, Atlanta, USA). As analises estatisticas foram realizadas com o
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 13.0 for windows (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).

As variaveis continuas foram testadas quanto a normalidade da distribuicéo pelo teste
de Kolmogorov Smirnov, sendo expressas por média e desvio-padrdo quando de distribuicdo
simétrica, e mediana e quartis se distribuicdo assimétrica. As diferencas de frequéncia e a
associacdo entre as variaveis categoricas foram testadas pelo método Qui-quadrado de
Pearson ou teste exato de Fisher quando indicado. O nivel de significancia empregado em

todos os testes foi de 5%.

3.6 ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa original intitulado “Interacdo entre polimorfismo genético,
aleitamento materno e vitamina D na transitoriedade ou persisténcia da alergia a proteina do
leite de vaca” foi registrado na Comissio Nacional de Ftica em Pesquisa —
CONEP/Plataforma Brasil e submetido a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco,
com CAAE: 12878313.4.0000.5208 (ANEXO C).

Antes da aplicacdo do questionario, as maes que aceitaram participar desse estudo
assinaram TCLE (ANEXO A) e ficaram cientes de que estava assegurado a confidencialidade
e o sigilo acerca das informacdes prestadas.

O estudo apresentou um risco minimo, tendo em vista que a coleta de sangue foi
realizada por um profissional de enfermagem com treinamento e experiéncia em pediatria e 0
volume de sangue coletado para a determinagdo dos niveis de vitamina D foi considerado
baixo, sem acarretar prejuizos em relagdo ao volume sanguineo total da crianga. Os demais
procedimentos como afericdo de peso e aplicacdo do formulario foram realizados durante a
consulta por uma equipe treinada. O teste de desencadeamento alimentar oral aberto foi
realizado de forma segura, em ambiente hospitalar, sendo a crianga monitorada pelo

enfermeiro, pediatra e nutricionista durante 0 mesmo.
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N&o houve nenhum custo financeiro por parte dos pais ou responsaveis, 0s quais
puderam desistir da participacdo em qualquer momento do estudo, sem que iSSO acarretasse
em prejuizo ao acompanhamento clinico e nutricional da crianca.

Apos identificadas as criangas que cursavam com 0s niveis de vitamina D

inadequados, os pais receberam orientagdes sobre a dieta e suplementacao vitaminica.

3.7 PROBLEMAS METODOLOGICOS

Por se tratar de um estudo transversal, ndo pode ser avaliado se houve uma relacédo de
causalidade entre os niveis de vitamina D e o desenvolvimento de APLV. A complexidade do
problema a ser estudado constituiu uma das principais dificuldades encontradas na pesquisa,
alguns fatores que poderiam estar relacionados aos niveis de vitamina D ndo foram
controlados.

A heterogeneidade da amostra foi considerada um dos problemas devido as diferencas
individuais da doenca. O maior fluxo de pacientes para 0 ambulatério de Gastopediatria pode
ter influenciado no perfil do grupo dos casos no que diz respeito aos sintomas apresentados,
sendo mais frequentes os gastrointestinais. Também pode ter ocorrido viéis de classe social
devido a procura do ambulatério de Gastropediatria por familias de melhor condicdo
socioecondbmica com o objetivo de obter laudo médico para receber as foérmulas
especializadas fornecidas pelo servigo publico.

A falta de consenso sobre os valores que definem os graus de suficiéncia/deficiéncia
da vitamina D foi um dos problemas. Existem pontos de corte diferentes para essa
classificagdo, que dependem dos aspectos a serem considerados. O Instituto de Medicina dos
EUA reconhece a funcdo da vitamina D na salde Ossea para essa determinagdo, e adotou
como ponto de corte os niveis iguais ou superiores a 20ng/ml como seguros (HEWISON,
2012). Ja a diretriz do Endocrine Society Clinical Practice Guidelines considera que esses
niveis podem ndo assegurar a saude 0ssea e leva em consideracdo situacdes especiais que
podem demandar maiores necessidades (gestacdo, lactagdo e obesidade), e dessa forma,
assume 30 ng/ml como ponto de corte (HOLICK, 2011).
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4. RESULTADOS - ARTIGO ORIGINAL

Lactentes com alergia a proteina do leite de vaca apresentam niveis

inadequados de vitamina D?

RESUMO

Objetivo: Verificar os niveis de vitamina D em lactentes com alergia a proteina do leite de
vaca (APLV). Método: Estudo transversal, com 120 criancas de até 2 anos de idade, sendo
um grupo com APLV e outro controle. Foi aplicado um formulario e coletadas amostras
sanguineas para a analise da vitamina D, sendo considerados inadequados os niveis < 30
ng/mL. Niveis de vitamina D foram expressos em média e desvio padrdo, e a frequéncia dos
graus de suficiéncia e demais varidveis, em proporcoes. Resultados: Os lactentes com APLV
guando comparados aos saudaveis, apresentaram uma menor média do nivel da vitamina D
(30,93 vs 35,29ng/ml) (p=0,041) e maior frequéncia de deficiéncia (20,3% vs 8,2) (p=0,049) .
Maior frequéncia de niveis inadequados de vitamina D foi observada nas criangas com APLV
gue estavam em aleitamento materno exclusivo/predominante (p=0,002). Independentemente
do periodo de exposicdo solar, a frequéncia de um status inadequado de vitamina D foi
semelhante entre os grupos (p=0,972). ConclusGes: Menores niveis de vitamina D foram
observados em lactentes com APLV residentes de uma regido ensolarada, especialmente
naquelas em aleitamento materno exclusivo/predominante, configurando este como um
possivel grupo de risco para essa deficiéncia. Pode-se supor que a identificacdo e correcdo dos
niveis de vitamina D entre as criancas com APLV poderiam auxiliar na regulacdo
imunolégica futura destes individuos. No grupo estudado, a suplementacdo vitaminica, pratica

que poderia reduzir a ocorréncia de deficiéncias, ndo foi realizada.

Palavras-chave: Hipersensibilidade a leite. Lactente. Vitamina D. Aleitamento materno. Luz

solar.

Artigo de acordo com as normas do periddico Jornal de Pediatria
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ABSTRACT

Objective: To verify the vitamin D levels of nurslings with allergy to cow milk protein
(ACMP). Method: This cross-sectional study included 120 children aged two years or less,
one group with ACMP and a control group. A form was used for collecting data. Blood
samples were collected for vitamin D quantification; levels < 30 ng/mL were considered
inadequate. Vitamin D levels were expressed as mean and standard deviation, and the
frequency of the degrees of sufficiency and other variables, as proportions. Results:
Compared with healthy nurslings, nurslings with ACMP had lower mean vitamin D level
(30.93 vs 35.29ng/ml) (p=0.041) and higher deficiency frequency (20.3% vs 8.2) (p=0.049).
Children with ACMP receiving exclusive or predominant breastfeeding had a higher
frequency of inadequate vitamin D level (p=0.002). The two groups had similar frequencies
of inadequate vitamin D status, regardless of duration of sunlight exposure (p=0.972).
Conclusions: Nurslings with ACMP living in a sunny region had lower levels of vitamin D,
especially those who received exclusive or predominant breastfeeding, making this a possible
group risk for this deficiency. Determining and correcting the vitamin D levels of children
with ACMP may help to regulate the future immune function of these individuals. The study
group did not use vitamin supplements, a practice that could reduce the occurrence of

deficiencies.

Keywords: Milk hypersensitivity. Infant. Vitamin D. Breastfeeding. Sunlight.
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INTRODUCAO

A deficiéncia de vitamina D vem sendo reconhecida atualmente como um problema
frequente em criangas pequenas e gestantes, e diversos séo os fatores que podem contribuir
com esse achado’. Dentre os determinantes do status dessa vitamina, s&o referidos: idade, cor
da pele, obesidade, pratica alimentar, utilizacdo de suplementos vitaminicos e exposi¢éo solar.
O leite materno (LM) n&o é fonte de vitamina D e criancas em aleitamento materno exclusivo
podem apresentar deficiéncia, principalmente se ndo forem expostas adequadamente ao sol %

Niveis insuficientes dessa vitamina podem interferir no desenvolvimento da
imunidade em criangas pequenas, Vvisto que, a vitamina D, anteriormente reconhecida apenas
por seu papel no metabolismo &sseo, possui também uma importante funcdo
imunomoduladora. Atualmente é sugerido que sua deficiéncia nos periodos iniciais da vida
pode estar relacionada na patogénese de algumas doencas, como as alergias alimentares®. A
vitamina D atua no desenvolvimento tanto da resposta imune inata como adaptativa, sendo
mais elucidado o estimulo das células T reguladoras (Tregs) para o alcance do equilibrio da
resposta imunolégica®.

Dados epidemiologicos demonstram que o aumento na incidéncia da alergia a
proteina do leite de vaca (APLV) na populacdo infantil pode ser consequéncia de uma
exposicao precoce as proteinas do leite de vaca, sendo esse grupo também considerado de
risco para a deficiéncia de vitamina D°. Além disso, as restricdes alimentares durante o
tratamento, podem proporcionar uma baixa oferta da vitamina D e contribuir para que niveis
adequados ndo sejam alcangados®. Vale ressaltar que a maioria dos estudos que analisaram os
niveis de vitamina D em criangcas com APLV foram conduzidos naquelas com apresentacdo
da forma IgE mediada, sendo ainda escassos os dados no tipo mediado por células. Além
disso, poucas pesquisas foram realizadas em regides ensolaradas, onde se pressupde haver
exposicdo adequada aos raios ultravioletas e, consequentemente, um menor risco de
deficiéncia.

Considerando a importancia do problema e de suas repercussdes para a saude, se faz
necessario investigar o status da vitamina D em lactentes com APLV, bem como os possiveis

fatores que possam estar relacionados aos niveis encontrados.
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METODO

Estudo observacional, de corte transversal, onde foram comparados o0s niveis de
vitamina D de um grupo de lactentes portadores de APLV (casos) e lactentes saudaveis
(controle). A pesquisa foi realizada no periodo de marco de 2013 a abril de 2015, nos
ambulatérios de Gastroenterologia Pediatrica, Alergologia Pediatrica e Puericultura do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE).

O grupo de criancas com APLV foi obtido nos ambulatérios de Gastroenterologia
Pediatrica e Alergologia Pediatrica do HC, e composto por 59 lactentes de ambos 0s sexos,
que apresentaram sintomas adversos relacionados a APLV. O diagnostico foi construido
levando em consideracdo a historia clinica, o exame fisico e os antecedentes, e confirmado
pelo teste de desencadeamento oral aberto, sempre que indicado. A necessidade do teste de
desencadeamento foi baseada nas principais diretrizes vigentes - ESPGHAN (2012) e
DRACMA (2010)"®. Na prética, o teste foi indicado nos casos de manifestacdes clinicas
tardias (mais de 2 horas apOs exposicdo ao leite de vaca) ndo graves (gastrointestinais,
cuténeas ou respiratorias) e nos casos de manifestacbes clinicas imediatas associadas a um
teste de IgE negativo. O resultado foi considerado positivo quando ocorreu o surgimento de
sintomas compativeis com a APLV durante a realizacdo do teste, até um periodo de quatro
semanas apos a realizacdo do mesmo. O teste ndo foi indicado nas seguintes situacfes: nos
casos de manifestagOes tardias com potencial gravidade para o paciente (principalmente
guando sintomas compativeis, associados a desnutricdo e episodios recorrente de colite, sem
outra justificativa) e na presenca de reacGes imediatas associadas a um resultado de IgE
positivo. O grupo controle foi formado por 61 criancas saudaveis, de ambos os sexos e da
mesma faixa etéaria do grupo com APLV, provenientes do ambulatério de Puericultura. Foram
excluidas as criangas com suspeita clinica de outras patologias ou fatores que pudessem
influenciar nos niveis de vitamina D, como doencas infecciosas agudas ou cronicas, outras
doencas inflamatorias intestinais, doencas renais ou gastrointestinais.

Na coleta dos dados foi utilizado um formulario especifico contendo todas as
perguntas referentes a caracterizacdo da amostra e demais varidveis do estudo. A entrevista
foi realizada com os responsaveis pela crianga em local reservado apds a consulta
ambulatorial. Antes de responder as perguntas, 0sS responsaveis assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido e ficaram cientes de que estava assegurado a

confidencialidade e o sigilo acerca das informagdes prestadas.
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A amostra foi caracterizada segundo as condigdes socioeconémicas da familia,
caracteristicas dos pais e do lactente (idade do lactente, escolaridade materna, renda familiar,
tipo de parto, idade gestacional, tempo de aleitamento materno exclusivo, presenca de
doencas alérgicas nos pais, avaliacdo antropométrica). Também foram coletadas informacGes
acerca do uso de suplemento de vitamina D pelo lactente e da mde no periodo gestacional.
Outros dados dos lactentes com APLV foram obtidos, como a idade de inicio dos sintomas,
manifestacdes clinicas predominantes e tipo de reacdo apresentada. Para a avaliacéo
antropométrica foi obtido o peso do lactente e utilizado o indicador peso/idade (P/I) proposto
pela Organizagdo Mundial da Salde (OMS). Para avaliagdo do P/I, foram adotados os
seguintes pontos de cortes: < -2 escore z para peso baixo para a idade, > -2 e < +2 escore z
para peso adequado para a idade e > +2 escore z para peso elevado para a idade®.

Em relacdo a vitamina D, foram analisados os niveis e graus de suficiéncia,
categorizados em insuficiente/deficiente e suficiente. Foi considerada deficiéncia quando a
25(0OH)D foi igual ou inferior a 20ng/mL, insuficiéncia quando os niveis se encontravam entre
21-29ng/mL e suficiéncia quando foram iguais ou superiores a 30ng/mL'°. Para essa analise,
foi coletada uma amostra de sangue (4ml), por profissional capacitado, que foi armazenada
em tubo com gel separador e posteriormente levada para o laboratério conveniado a pesquisa.
A dosagem da 25(OH)D foi realizada pela técnica de quimioluminescéncia sendo utilizado o
kit comercial LIAISON®. Para as criangas que cursaram com niveis inadequados de vitamina
D, foram prestadas orientagdes aos pais sobre a necessidade de suplementagéo.

Para a classificacdo da pratica atual do aleitamento materno (AM) foi utilizada a
categorizacdo da OMS, sendo considerado AM exclusivo (quando a crianga recebe so leite
materno sem outros liquidos ou sélidos, com excecdo de gotas ou xaropes contendo
vitaminas, sais de reidratacdo oral, suplementos minerais ou medicamentos), AM
predominante (quando a crianca recebe, além do leite materno, agua ou bebidas a base de
agua, sucos de frutas e sucos rituais), AM complementado (quando a crianca recebe, além do
leite materno, qualquer alimento sélido ou semi-solido com a finalidade de complementéa-lo, e
ndo substitui-lo) e AM misto ou parcial (quando a criancga recebe leite materno e outros tipos
de leite)™.

Na avaliacdo da exposicdo solar, foi utilizada as orientagbes da Sociedade Brasileira
de Pediatria (SBP), que recomenda que a crian¢a deve receber exposi¢do direta da pele a luz
solar a partir da segunda semana de vida, sendo suficiente a quota semanal de 30 minutos de

exposicao solar com a crianca usando apenas fraldas'?.
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A construcdo do banco de dados foi realizada utilizando o programa Epi-Info verséo
6.04d (Epi-info 6.04, WHO/CDC, Atlanta, USA). As analises estatisticas foram realizadas
com o Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versao 13.0 for windows (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). As varidveis continuas foram testadas quanto a normalidade da
distribuicdo pelo teste de Kolmogorov Smirnov, sendo expressas por média e desvio-padrdo
quando de distribuicdo simétrica, e mediana e quartis se distribuicdo assimétrica. As
diferencas de frequéncia e a associacdo entre as variaveis categéricas foram testadas pelo
método Qui-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher quando indicado. O nivel de
significancia empregado em todos os testes foi de 5%.

O projeto de pesquisa foi registrado na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa —
CONEP/Plataforma Brasil e submetido & aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco,
com CAAE: 12878313.4.0000.5208.

RESULTADOS

A amostra foi composta por 120 criancas, das quais 59 tinham o diagnéstico de APLV
e 61 constituiram o grupo controle. A mediana de idade do total da amostra foi de 8,5 meses
(P25: 6,0; P75: 14,0), sendo que nas criancas com APLV a mediana foi de 7,0 meses (P25: 4;
P75: 13) e no controle de 9,0 meses (P25: 6,0; P75: 16,0) (p=0,02). Dentre os lactentes com
APLV, 67,8% comecaram a apresentar os sintomas sugestivos da doenca com idade entre 1 e
3 meses de vida. As manifestac@es clinicas mais frequentes foram do tipo imediatas (59,3%) e
0s sintomas gastrointestinais, associados ou nao aos cutaneos, foram os mais comuns (84,7%).

Caracteristicas socioeconémicas e bioldgicas da amostra sdo apresentadas na Tabela
1, e, dentre elas, observa-se diferenca significativa entre os grupos no que diz respeito ao grau
de escolaridade materna (p<0,001), renda familiar (p<0,001) e tipo de parto (p=0,005) e
atopia familiar p=0,002 (mae) e p=0,041 (pai). As mdes de criangas com APLV tinham um
melhor grau de escolaridade em relacdo as das criancas do grupo controle (69,5% vs 27,9%
ensino superior), sendo maior também a renda familiar (51,7% vs 18%, > 4 salarios minimos).
Quanto a renda observa-se ainda que 70,5% das familias das criancas saudaveis possuiam
renda inferior a 2 salarios minimos. Quando avaliado o tipo de parto, observa-se que houve

predominancia do parto cesariano (89,8%) no grupo das criancas com APLV. Verificou-se
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também uma maior frequéncia de atopia entre as maes (62,7% vs 34,4%) e pais (46,6% vs
28,3%) das criancas com APLV, porém a atopia materna foi ainda mais significativa (p<0,01
vs p=0,04). Em relacdo ao tempo de AM exclusivo, ndo houve diferenca entre os grupos, e
aproximadamente 50% das criancas de cada grupo foi amamentada exclusivamente por um
periodo inferior a trés meses. Quando avaliado o estado nutricional atraves da avaliagdo
antropomeétrica (indicador P/I), observou-se um maior percentual de eutrofia na amostra, com
frequéncias semelhantes em ambos os grupos (91,5% no grupo com APLV e 96,6% no grupo
controle).

A média dos niveis de vitamina D entre as criancas com APLV foi de 30,93ng/ml (=
12,33 DP) e de 35,29 (x 10,74 DP) nas criancas saudaveis, tendo sido essa diferenca
estatisticamente significante (p=0,041). A Figura 1 mostra as frequéncias dos diferentes
graus de suficiéncia da vitamina D nos dois grupos, onde se observou que dentre o total das
criancas, houve uma maior frequéncia de niveis deficientes naquelas com APLV (20,3% vs
8,2%; p=0,049). A frequéncia de criancas com niveis insuficientes/suficientes foi de 79,7%
nos lactentes com APLV e de 91,8% no grupo das criangas saudaveis. Vale salientar que
nenhuma crianga se encontrava em uso de suplemento de vitamina D no momento da
entrevista e apenas 9 das maes de criangas com APLV relataram ter feito suplementagdo com
vitamina D durante o periodo gestacional.

A Tabela 2 mostra que dentre as criancas com APLV, as que eram submetidas a AM
exclusivo/predominante no momento da entrevista, tiveram uma maior frequéncia de
deficiéncia de vitamina D, tendo sido observado 25,9% de individuos deficientes e apenas
3,1% de individuos suficientes. O mesmo foi notado naquelas em AM parcial (25,9% vs
6,3%). De outra forma, criancas com APLV e ndo amamentadas, ou seja, que estavam em uso
de férmulas infantis, apresentaram em sua maioria niveis de suficiéncia (78,1%) com
diferenga significativa comparada as demais préaticas alimentares. Essas diferengas foram
estatisticamente significantes (p=0,002). No grupo controle, ndo houve associacdo das
diferentes praticas alimentares e os graus de suficiéncia da vitamina D (p=0,189).

No total da amostra, foi maior a frequéncia de deficiéncia de vitamina D nas alérgicas
com inadequada exposic¢do solar em comparagdo aos controles na mesma condicéo (46,1% vs
21,1%). Além disso, dentre as criangas com APLV com niveis suficientes dessa vitamina, a
frequéncia das que recebiam exposicdo solar adequada e inadequada foi semelhante (56,7% vs
43,3%). No grupo das criancas alérgicas, a frequéncia da exposic¢do solar ndo interferiu no

grau de suficiéncia da vitamina D, tendo sido os resultados semelhantes naquelas com graus
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de deficiéncia/insuficiéncia e nas suficientes (p=0,972). Observou-se também que dentre as
criancas com adequada exposicdo solar foi encontrado uma maior frequéncia de niveis
suficientes da vitamina naquelas saudaveis (73,8%). Ressalta-se a baixa adesdo as
recomendacdes de exposicao solar definidas pela SBP em ambos os grupos, pois em torno de
63% das criangas eram expostas adequadamente ao sol (Tabela 3).

DISCUSSAO

A deficiéncia de vitamina D é comum em criancas de todo o mundo e pode implicar
em consequéncias graves sobre a saude, como interferir na regulacdo do sistema
imunolégico®®. Niveis inadequados estdo particularmente associados ao desenvolvimento de
doencas alérgicas**. Subtende-se que a manutencdo de um status adequado de vitamina D
podera contribuir no processo imune, podendo auxiliar no desenvolvimento da tolerancia oral.

Nesta pesquisa foram encontrados niveis de inadequacdo de vitamina D em ambos os
grupos, porém as criangas com APLV apresentaram um maior percentual de deficiéncia
quando comparadas as criangas saudaveis (20,3% vs 8,2%; p=0,049). Uma menor média dos
niveis de vitamina D também foi observada nas criancas alérgicas (30,93 vs 35,29; p=0,041).
Contudo deve ser considerado que, apesar de terem sido verificados niveis de deficiéncia de
vitamina D nos lactentes com APLV, o desenho do estudo, transversal, ndo permitiu
estabelecer a existéncia de uma relagdo causal entre a deficiéncia de vitamina D e a alergia.
Apenas pOde-se supor que houve uma contribuicdo dos niveis inadequados no
desenvolvimento da doenca ou ainda que a propria patogénese da alergia pode ter tido relacao
com as baixas concentragdes de vitamina D. A resposta inflamatéria sistémica gerada durante
0 processo alérgico pode estar associada as baixas concentracfes de vitaminas lipossoluveis,
ja que a vitamina D também se encontra ligada & albumina, a qual pode ter sua concentragédo
reduzida nessa situagdo. Outro fator contribuinte seria que durante o processo inflamatorio, a
vitamina D também pode ser absorvida por macréfagos'®. Mecanismos envolvidos na
patogénese da alergia incluem a liberagdo imediata de mediadores inflamatorios. Na alergia
mediada por IgE, a interagdo com os antigenos alimentares pode levar a liberagdo de
mediadores inflamatérios pré-formados (histamina), e de outros mediadores (leucotrienos),

proteases, citocinas inflamatdrias e moléculas quimiotaticas™.
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Alguns estudos investigaram a relacdo entre a deficiéncia de vitamina D e alergia, mas
a maioria deles foi conduzido em criancas com atopia e poucos em criangcas com APLV,
sendo estudada mais frequentemente a forma IgE mediada’’. No presente estudo, foram
investigadas tanto criangas com a forma IgE mediada quanto ndo mediada. Um estudo
envolvendo 3136 criangas e adolescentes americanos foi um dos primeiros a relacionar a
deficiéncia de vitamina D e a ocorréncia de alergia a alimentos, sendo a presenca da alergia
alimentar avaliada pelos niveis das IgE especificas para diferentes alimentos. Foi encontrada
uma associagao entre os baixos niveis de vitamina D e sensibiliza¢des alérgicas a maltiplos
alimentos'’. Da mesma forma, Allen e colaboradores, ao estudar criancas australianas de 1
ano de idade, verificou que os graus de deficiéncia e insuficiéncia foram maiores naquelas que
tinham diagndstico de alergia alimentar, comprovado por teste cutaneo e desafio oral. Esse
grupo de autores evidenciou que um nivel suficiente dessa vitamina foi um fator de protecéo
no primeiro ano de vida®.

As principais fontes de vitamina D para os lactentes sdo a dieta, exposicao solar e 0s
suplementos vitaminicos'®. O LM pode conferir um efeito protetor no desenvolvimento de
varios tipos de alergias devido a presenca de fatores imunoldgicos e nutrientes funcionais que

favorecem um microambiente saudavel para o desenvolvimento imunitario e maturacdo
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intestinal ™. Entretanto, como possui baixas concentracdes de vitamina , as criancas em
AM, principalmente quando amamentadas de forma exclusiva e sem receber exposi¢éo solar
adequada, podem representar um grupo de maior risco para a deficiéncia de vitamina D?..
Baixos niveis de vitamina D foram observados nas criancas alérgicas que eram
submetidas ao AM. Chamou atencdo a frequéncia consideravel de niveis
deficientes/insuficientes da vitamina D dentre as criangas com APLV que estavam submetidas
ao AM exclusivo/predominante (25,9%). O oposto foi visto naquelas que recebiam férmulas,
as quais apresentaram um melhor status dessa vitamina. Isto provavelmente ocorreu porque as
formulas infantis sdo suplementadas com vitamina D, e, quando ingeridas em quantidades
adequadas, podem atingir as recomendacOes infantis de 400Ul/dia. Evidéncias também
sugerem que criancas que desenvolvem APLV, mesmo em AM exclusivo, possuem fatores
genéticos que as predispdem a esse desfecho®. E possivel que no lactente em AM exclusivo
que ja possui uma predisposicdo genética para a APLV, a ocorréncia de deficiéncia de
vitamina D, atue como um gatilho para o desenvolvimento da doenca. Nesse sentido, foi
observado que dos 8 bebés que estavam em AM exclusivo/predominante e desenvolveram

APLV (a maioria colite alérgica), 7 encontravam-se com niveis inadequados de vitamina D.
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Outros estudos realizados em diversas regides do mundo, inclusive em regides ensolaradas ou
durante o verdo, também demonstraram deficiéncia de vitamina D em bebés em AM
exclusivo?. Num estudo indiano, ao se analisar 97 bebés em AM exclusivo foi observado
uma elevada frequéncia de deficiéncia de vitamina D tanto nos bebés, quanto nas mées. Foi
encontrado que, com 10 semanas de vida, cerca de 55% dos bebés e 70% das mées
apresentavam niveis deficientes de vitamina D, e ainda, aos 6 meses, cerca de 16% dos bebés
tinham raquitismo. Os autores afirmam que os bebés indianos receberam baixo aporte de
vitamina D intradtero e também nos primeiros meses de vida, através do LM, devido ao baixo
estoque de vitamina D de suas maes®.

A suplementacdo materna com vitamina D durante o periodo da lactacdo pode
aumentar a concentracdo da mesma no LM, sendo uma op¢éo para otimizar o aporte para 0s
bebés'®. Estudos realizados em diferentes paises, sugerem a necessidade de suplementagéo, do
bebé em AM, e por vezes de sua mie, mesmo quando residente em regido ensolarada®*?°,
Contudo, o departamento de Nutrologia da SBP nao indica a suplementacdo para criangas em
AM com adequada exposicdo solar e nem para os lactentes que recebem pelo menos
500ml/dia de féormula infantil, e apenas recomenda uma suplementacdo de 400Ul/dia até os
18 meses nas demais situacdes'?. Nenhuma das criancas desse estudo estava realizando
suplementacdo vitaminica, e apenas 9 mdes das criangas com APLV (15,3%) e 4 maes das
criancas saudaveis (6,6%) estavam em uso de suplemento. Foi verificado que em nosso meio,
a indicacdo de suplemento de vitamina D no periodo pré-natal e durante o aleitamento ainda
ndo é uma pratica comum e talvez fosse necessario considera-la, tendo em vista que estudos ja
realizados encontraram melhores niveis de vitamina D em criancas quando suplementadas.
Estudo realizado na Califérnia, local ensolarado, com 173 criancas sendo a maioria na faixa
etaria de 9 a 12 meses, mostrou que a amamentacdo nao associada a suplementacdo de
vitamina D, foi o fator de risco mais comum para essa deficiéncia vitaminica?’. Outro dado
mostra que a suplementagdo materna e infantil de forma simultadnea durante o0 a AM, parece
aumentar em cerca de trés vezes as concentragdes séricas de vitamina D de lactentes?.

A exposigdo solar e considerada um dos determinantes mais importantes do status da
vitamina D®. Os niveis de vitamina D do bebé tendem a diminuir ao longo dos primeiros
meses de vida, caso ele ndo seja exposto a luz solar ou receba, por via digestiva, o adequado
aporte de vitamina D. A SBP sugere como adequada a exposi¢do da crianga aos raios solares
por 30 minutos semanais (quando expostas apenas de fraldas), e recomenda que aquelas que

residem em locais ensolarados, quando expostas adequadamente ao sol, ndo possuem
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indicagdo de suplementagdo de vitamina D, mesmo quando amamentadas'?. Sabe-se,
entretanto, que a exposicdo solar depende de uma conjuntura de fatores, como a localizagédo
geografica, horario do dia, estagdo do ano e area do corpo exposta ao sol. As diferencas
sazonais podem influenciar na exposicdo aos raios solares e consequentemente na producao
de vitamina D>, porém esse fator parece ter tido pouca influéncia no presente estudo, pois na
localizagd@o geogréafica da regido Nordeste do Brasil, ocorrem raios solares abundantes durante
quase toda parte do ano. Entretanto, o fato de residir em regido ensolarada pode ndo proteger
os lactentes desta deficiéncia vitaminica. Ao analisar a relacdo da exposicdo solar com 0s
niveis de vitamina D nessa pesquisa, foi verificado que a exposi¢do solar adequada ndo se
relacionou a niveis suficientes de vitamina D em ambos os grupos (APLV (p=0,972);
saudaveis (p=0,666)). Em estudo recente realizado nesta mesma regido, niveis insuficientes de
vitamina D também foram observados no bindmio mée/recém-nascido®®, corroborando com
outros dados que apontam para o fato de que, mesmo em cidades com elevada irradiacdo
solar, podem ocorrer frequéncias elevadas de hipovitaminose D. Pesquisa realizada na
California, com 173 lactentes de idade entre 6 e 18 meses, encontrou niveis deficientes de
vitamina D e concluiu que, mesmo numa regido de clima ensolarado, essa deficiéncia
permanece sendo um risco para criancas nessa faixa etaria®’. Niveis deficientes de vitamina D
foram encontrados em 68,8% das criancas, com idade de 0 a 15 anos, estudadas no Qatar
(n=458)%'. Estas pesquisas chamam atencéo para a ocorréncia de deficiéncia de vitamina D
mesmo em locais ensolarados. O fato da exposicdo solar ndo ter se relacionado aos niveis
adequados de vitamina D nesta pesquisa, pode ter sido devido a influéncia de outros fatores,
como o horario em que a crianca foi exposta, a cor da pele e 0 uso de protetor solar, 0s quais
ndo foram possiveis de ser analisados.

A literatura sugere uma triangulacdo entre o surgimento de APLV, deficiéncia de
vitamina D e exposicdo inadequada aos raios solares®. Embora os dados sobre este aspecto
sejam limitados, foi evidenciada uma maior frequéncia praticas inadequadas de exposicao
solar entre as criangas alérgicas (46,1%) do que entre os controles (21,1%), sugerindo que, a
ndo adesdo as recomendacdes de exposicao solar possa ter colaborado para um maior risco de
hipovitaminose e suas consequéncias no grupo de criangas com APLV e fazendo pensar que,
talvez ndo seja prudente confiar na exposi¢do solar pela familia, como fonte segura de
vitamina D, particularmente nos grupos de risco.

Deve ser levado em consideragdo que o risco de um status de deficiéncia de vitamina

D em lactentes com APLV aumenta quando é realizada uma substituicdo inapropriada do leite
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de vaca e seus derivados por outros alimentos durante o periodo de dieta de exclusdo. Muitas
vezes se buscam alternativas que ndo sdo fontes de vitamina D ou ndo sdo devidamente
enriquecidas®, o que pode requerer a associacdo de suplementos & dieta da crianca. Uma
pesquisa que avaliou o consumo de vitamina D em criangas com APLV mostrou que aquelas
que recebiam suplementacdo tiveram uma oferta maior da vitamina, havendo uma correlagao
positiva entre o fornecimento da vitamina D e as concentracdes séricas®. De outra forma, o
fato das mdes das criangcas com APLV em AME ja se encontrarem com a dieta de restri¢do de
leite de e vaca e derivados, antes mesmo da primeira consulta no ambulatério de
gastropediatria, também pode ter contribuido com a deficiéncia nesse grupo. Isso reforca que
nesse grupo de lactentes a suplementacdo pode ser necessaria, tendo em vista que
independente da pratica alimentar, nenhuma crianca era suplementada no momento de entrada
no estudo.

Na andlise dos resultados deste estudo devem ser consideradas as suas limitagdes. A
complexidade do problema a ser estudado constituiu uma das principais dificuldades
encontradas, e outros fatores que poderiam estar relacionados aos niveis de vitamina D nao
foram controlados. A heterogeneidade da amostra foi considerada um dos problemas devido
as diferencas individuais da doenca. O maior fluxo de pacientes para o ambulatorio de
Gastropediatria pode ter influenciado no perfil do grupo dos casos no que diz respeito aos
sintomas apresentados, sendo mais frequentes os gastrointestinais. Também pode ter ocorrido
viés de classe social devido a procura do ambulatério de Gastropediatria por familias de
melhor condicdo socioeconémica com o objetivo de obter laudo médico para receber as
formulas especializadas fornecidas pelo servi¢o pablico. Considera-se ainda que um maior
namero amostral poderia permitir que os lactentes com APLV fossem agrupados e analisados
de acordo com as manifestacdes clinicas apresentadas (imediatas e tardias), levando em conta
os diferentes mecanismos imunologicos envolvidos na patogénese da APLV.

A falta de um consenso em relagcdo aos pontos de cortes que definem o status de
vitamina D também foi considerado um dos vieses. Enquanto que Sociedade de
Endocrinologia Norte Americana, estabelece que niveis deficientes sdo aqueles inferiores a
20ng/ml e suficientes os iguais ou acima de 30ng/ml*, o Instituto de Medicina dos EUA
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(2010), considera como adequados 0s niveis superiores a 20ng/ml°°. Nessa pesquisa, 0s hiveis

suficientes foram aqueles a partir de 30ng/ml.
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CONCLUSAO

Os achados deste estudo sugerem um maior risco de niveis inadequados de vitamina D em
lactentes com diferentes formas de APLV. A préatica do AM exclusivo/predominante se
relacionou com os niveis inadequados principalmente nas criangas alérgicas, enquanto que a
exposicdo solar parece ndo ter conferido um efeito protetor de niveis inadequados nesse
grupo. O fato dos lactentes alérgicos ndo utilizarem suplemento de vitamina D pode ter
contribuido com os achados do estudo. Também devem ser consideradas as limitacGes da
pesquisa, vieses de selecdo e o pequeno numero da amostra, a qual pode ndo ter sido
representativa da realidade.
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Tabela 1 - Caracteristicas socioeconémicas e biolégicas dos lactentes com APLV e do
grupo controle atendidos ambulatorialmente em hospital universitario, Recife-PE
(2013-2015).

APLYV + APLYV -
Variaveis n (%) n (%) ps
(59) (61)
Sexo
Masculino 25 42,4 30 49,2 0,454
Feminino 34 57,6 31 50,8
Idade (meses)
<6 26 44,1 19 31,1 0,093
6 <12 18 30,5 19 31,1
12<18 13 22,0 13 21,4
18 <24 2 34 10 16,4
Grau de escolaridade
materna
Ensino fundamental/médio 18 30,5 44 72,1 <0,001
Ensino superior 41 69,5 17 27,9
Renda em SM*
<2 15 25,9 43 70,5 <0,001
2<4 13 22,4 7 11,5
4 <10 23 39,6 6 9,8
>10 7 12,1 5 8,2
Atopia mée
Sim 37 62,7 21 34,4 0,002
Né&o 22 37,3 40 65,6
Atopia pai*/**
Sim 27 46,6 17 28,3 0,041
Né&o 31 53,4 43 71,7
Tipo de parto
Transvaginal 6 10,2 19 31,1 0,005
Cesareo 53 89,8 42 68,9
Idade gestacional*
Pré-termo 10 17,2 11 18 0,612
Termo/Pds-termo 48 82,8 50 82
Tempo de AME (meses)
<1 17 28,8 12 20 0,483
1<3 15 25,4 15 25
3<6 27 45,8 33 55
Avaliacdo
antropomeétrica (P/1)***
Baixo peso 5 8,5 2 3,4 0,439
Eutrdfico 54 91,5 57 96,6

Excesso de peso - - - -

¥ Qui-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher
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Figura 1. Frequéncias dos graus de suficiéncia da vitamina D nos
lactentes com APLV e no grupo controle, atendidos ambulatorialmente
em hospital universitario, Recife — PE (2013 — 2015).
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Tabela 2 - Status da vitamina D dos lactentes com APLV e do grupo controle em relacédo a pratica
alimentar, atendidos ambulatorialmente em hospital universitario, Recife — PE (2013-2015).

APLV+ APLV-
Vitamina D Vitamina D
Deficiéncia/ Suficiéncia Deficiéncia/ Suficiéncia
Variavel Insuficiéncia Insuficiéncia
n % n % . n % n % .

IC 95% IC 95% p IC 95% IC 95% p
Pratica atual
do AM
Exclusivo/ 7 (25,9) 1(3,1) 0,002 3 (15,7) 1(2,4) 0,189
Predominante 11,9-46,6 0,2-18,0 4,2-40,5 0,1-141
Parcial 7 (25,9) 2 (6,3) - 2 (4,7)

11,9-46,6 1,1-22,2 0,8-17,4
Complementar 4 (14,9) 4 (12,5) 4 (21,1) 12 (28,6)

4,8-34,6 4,1-29,9 7,0-46,1 16,2-44,8
N&o amamenta 9 (33,3) 25 (78,1) 12 (63,2) 27 (64,3)

17,2-54,0 59,6-90,1 38,6-82,8 48,0-78,0
TOTAL 27 (100) 32 (100) 19 (100) 42 (100)

S Qui-quadrado de Pearson
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Tabela 3 - Status da vitamina D em lactentes com APLV e do grupo controle em fungdo da
exposicao solar, atendidos ambulatorialmente em hospital universitario, Recife — PE (2013-
2015).

APLV + APLYV -
Vitamina D Vitamina D
Deficiéncia/  Suficiéncia Deficiéncia/  Suficiéncia
Variavel Insuficiéncia Insuficiéncia
n (%) n (%) p n (%) n (%) P’

Frequéncia
da exposicao
solar (minutos/
semana)
>30 14 (53,8) 17 (56,7) 0,972 15 (78,9) 31(73,8) 0,666

33,7-72,9 37,7-74,0 53,9-93,0 57,7-85,6
<30 3(11,5) 3(10,0) - -

3,0-31,3 2,6-27,7
N&o é exposta 9 (34,6) 10 (33,3) 4 (21,1) 11 (26,2)

17,9-55,6 17,9-52,9 7,0-46,1 14,4-42,3
TOTAL 26 (100) 30 (100) 19 (100) 42 (100)

% Qui-quadrado de Pearson
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo constatamos que lactentes com APLYV, residindo numa regido ensolarada
do Nordeste, apresentaram niveis inferiores de vitamina D quando comparados aos lactentes
saudaveis. Desta forma, podemos supor que, possa existir uma correlacdo entre
hipovitaminose D nos lactentes e APLV. Embora ndo seja possivel estabelecer uma relagdo de
causalidade, pode-se advogar que, a deficiéncia de vitamina D possa colaborar para a
ocorréncia de diferentes formas de APLV em lactentes. Embora seja mais destacada na
literatura a hipovitaminose nas formas imediatas, IgE mediadas, normalmente com
manifestacOes sistémicas e cutaneas, podemos observar que nesta pesquisa que as criangas
com formas tardias, gastrointestinais, ndo mediadas por IgE, também podem cursar com esta
deficiéncia. Além da correlacdo dos baixos niveis de vitamina D com o favorecimento a
alergia, as criancas com APLV também podem estar mais susceptiveis a outras consequéncias
dessa caréncia vitaminica, como as classicas consequéncias sobre 0 metabolismo dsseo.

Consideramos ainda a indicacdo de suplementacdo de vitamina D para os lactentes em
AM exclusivo, para aqueles em AM que ndo estejam consumindo um volume ideal de
formula, e para as gestantes e nutrizes. Sugerimos que uma investigacdo na rotina
ambulatorial durante o acompanhamento de lactentes com APLV poderé auxiliar de forma
preventiva e permitir intervengdes precoces.

Seria interessante a realizacao de estudos mais controlados e com um maior nimero de
participantes, tendo em vista os varios fatores envolvidos nesse contexto. Consequentemente,

novas estratégias poderdo ser implementadas na conducao do tratamento dessas criancas.
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ANEXOS

ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCA E DO
ADOLESCENTE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o(a) seu/sua filho (a) gque esta sob sua responsabilidade para participar,
como voluntério (a), da pesquisa intitulada INTERACAO ENTRE POLIMORFISMO GENETICO,
ALEITAMENTO MATERNO E VITAMINA D NA TRANSITORIEDADE OU PERSISTENCIA DA
ALERGIA A PROTEINA DO LEITE DE VACA EM CRIANCAS. Esta pesquisa é orientada pelo pela
Prof2 Dra. Maria Eugénia Farias Almeida Motta e esta sob a responsabilidade das
pesquisadoras Silvia Alves da Silva, residente na Rua Joaquim Elisio Maia e Silva, 215, Bairro
Novo, Olinda, CEP: 53.130-140. E-mail: silviaalvessilva@hotmail.com e Cristiane Marrocos
Silva, residente na Rua Copacabana, 580, Boa Viagem, Recife, CEP: 51030-590. E-mail:
cris.marrocos@yahoo.com.br . Seguem contatos dos pesquisadores responsaveis (inclusive
ligactes a cobrar): Silvia (81) 9297-1269 / Cristiane (81) 9601-8061.

Apos ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar a fazer parte do
estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma
delas € sua e a outra € do pesquisador responsavel. Em caso de recusa o (a) 5r.(a) ndo sera
penalizado (a) de forma alguma.

INFORMAGCOES SOBRE A PESQUISA:

Esta pesquisa pretende avaliar a interagdao entre os polimorfismos dos genes
relacionados com os tipos de sintomas da alergia ao leite de vaca e posterior tolerancia. Além
disso, serdo avaliados outros fatores relacionados a doenca, bem como verificados os niveis de
vitamina D dessas criangas.

Os dados serdo coletados a partir da aplicacao de um questionario durante a consulta
médica e nutricional e mediante a coleta de SmL de sangue para a realizacdo da dosagem dos
niveis da vitamina D e identificacdo de polimorfismos genéticos, além da realizacdo de testes
de desencadeamento alimentar com leite de vaca, necessario para o diagnostico da alergia a
proteina do leite de vaca e posteriormente para a identificacdo do desenvolvimento da
talerancia ao leite.

As informacoes aqui obtidas serdo utilizadas para avaliar e, posteriormente, melhorar
0 nivel de conhecimento sobre o impacto de polimorfismos genéticos sobre os sintomas
apresentados e o tempo que se leva até a tolerancia ao leite.
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Com relagao aos riscos da pesquisa, durante a coleta de amostra de sangue, a crianca
pode sentir um pequeno desconforto durante a puncdo venosa, podendo apresentar
vermelhidao e dor local. No entanto, esse risco serda minimizado em vista que a coleta de
sangue sera realizada por um profissional de enfermagem com treinamento e experiéncia em
pediatria. Da mesma forma, durante a realizacao do teste de desencadeamento alimentar oral
aberto com leite de vaca, realizado com a finalidade de confirmar o diagndstico de APLV e,
posteriormente, identificar o desenvolvimento de tolerdncia ao leite, a crianga pode vir a
apresentar os sintomas alérgicos durante o decorrer do teste. Se esse fato ocorrer, o teste sera
interrompido imediatamente e a crianca sera medicada com antialérgicos para minimizar os
sintomas, em virtude que o teste sera realizado em ambiente hospitalar e a crianca sera
monitorada por enfermeiro, médico pediatra e nutricionista, durante as 24 horas de duracao
do teste. Em relacdo a aplicacdo do questionario da pesquisa, o familiar ou responsavel pela
crianca pode se sentir constrangido durante os questionamentos acerca do perfil
socioecondmico. Visando minimizar essa situacdo, a aplicacdo do questionario sera realizada
em sala reservada e sera garantida a confidencialidade das informacdes prestadas.

Este estudo nao acarretard nenhum custo financeiro ao responsavel das criancas,
como também nado possui fins lucrativos. Os pais ou responsaveis das criancas poderao desistir
da participacao da pesquisa em qualguer momento, sem que isso acarrete em prejuizo ao seu
acompanhamento clinico e nutricional.

0s questiondrios contendo as informacgoes coletadas serdo armazenados por um prazo
de 5 anos no Departamento da Pds-Graduacdo em Saude da Crianca e do Adolescente da
Universidade Federal de Pernambuco, sob a responsabilidade da orientadora da pesquisa Prof2
Dra. Maria Eugénia Farias Almeida Motta e apds esse prazo serao incinerados.

Sera garantindo sigilo e privacidade em relacdo ao seu nome, obedecendo dessa
maneira as normas estabelecidas pela Resolucio n? 196/96, do Conselho Nacional de Saude,
que trata sobre a conducdo das pesquisas envolvendo seres humanos (BRASIL, Conselho
Nacional de Saude, 1996).

Informamos ainda que os dados coletados poderdo ser apresentados em eventos

cientificos de ambito nacional e internacional e divulgados em revistas cientificas.

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da
Engenharia s/n — 12 Andar, Sala 4 — Cidade Universitdria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.:
2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.hbr).

Cristiane Marrocos Silva

Silvia Alves da Silva

63



CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, ,  RG/CPF ,
abaixo assinado, responsavel pelo(a) menor

, autorizo a sua participacdo na presente

pesquisa como voluntario(a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo (a)
pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis
riscos e beneficios decorrentes da participacao dele (a). Foi-me garantido que posso retirar o
meu consentimento a qualguer momento, sem que isto leve a qualguer penalidade ou
interrupcio de seu acompanhamento/

assisténcia/tratamento.

Local e data

Nome e Assinatura do (da) responsavel:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do
sujeito em participar.

02 testemunhas (nao ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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ANEXO B — Formulario da Pesquisa

CENTRO DE CIENCTAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCA E DO
ADOLESCENTE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO *I*il
il

FORMULARIO DA PESQUISA: STATUS DE VITAMINA D EM LACTENTES
COM ALERGIA A PROTEINA DO LEITE DE VACA

Numero do questionario: Ambulatério:
Data da entrevista: / / Prontuario:
Nome da crianga:

Nome da mae/responsavel:
Sexo: 1 Masculino [] 2. Fermnino []

Data de nascimento: / / Idade (anos e meses):

Endereco:

Telefone para contato: ()

DADOS SOCIOECONOMICOS DA FAMILIA
Grau de escolaridade da mae:

Nao estudou [

Ensino fundamental I incompleto []
Ensino fundamental I completo ]
Ensino fundamental II incompleto []
Ensino fundamental II completo []
Ensino médio incompleto []

Ensino médio completo []

Ensino superior incompleto []
Ensino superior completo []

[Nolie'- T Bie NI RN SRS B S =

Grau de escolaridade do pai:

1. Nao estudou [_]

2. Ensino fundamental I incompleto []

3. Ensino fundamental I completo []

4. Ensino fundamental IT incompleto []

5. Ensino fundamental IT completo []

6. Ensino médio incompleto []

7. Ensino médio completo []

8. Ensino superior incompleto []

9. Ensino superior completo []

Profissao do pai: Trabalha atualmente: 1.Sim [] 2 Nao [
Profissao da mae: Trabalha atualmente: 1.Sim [—] 2. Nao []

Qual a renda da familia?
Quantas pessoas moram na casa?
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DADOS PERINATAIS
A mae fez acompanhamento médico pré-natal? 1. Sim [] 2. Nao[J
Usou suplemento polivitaminico durante a gestagao? 1. Sim [] 2.Nao [
Usou suplemento de vitamina D durante a gestacao? 1. Sim [ 2.Nao [
Se sim, qual a dose tomada? Por quanto tempo?
Tempo de gestacdo:
Gestacdo: 1. atermo [] 2. Pré-maturo [ ] 3. pos-termo []
Tipo de parto: 1. Normal [] 2. Cesario []
A mae da crianca tem algum tipo de alergia? 1. Sim [] 2. Nao [
Se sim, qual o tipo? 1. Rinite alérgica [] 2. Asma [] 3. Medicamento []
4. Urticarial—] 5. Dermatite atopica L1 6. Alimento 1 7. Outro -
O pai da crian¢a tem algum tipo de alergia? 1. Sim [] 2.Nao [
Se sim, qual o tipo? 1. Rinite alérgica [] 2. Asma [ 3. Medicamento [
4. Urticaria[] 5. Dermatite atopica [ 6. Alimento [_] 7. Outro —J
DADOS DA CRIANCA
Peso ao nascimento: g  Comprimento ao nascimento: cm

A crianga toma algum polivitaminico? 1.Sim [1 2. Nao [

A crianga foi alimentada com leite materno? 1.8im [1 2. Nao []

Se sim, por quanto tempo for  alimentada  apenas com  leite
materno?

Com que 1dade comegou a introduzir outros liquidos como sucos, chas e agua?

Com que idade comegou a introduzir alimentos solidos
(frutas/verduras/sopa)?
Se sim, com que idade comecou a introduzir outro tipo de leite?

Qual 0 tipo de leite oferecido a crianga
inicialmente?
Qual 0 tipo de leite oferecido a crianga atualmente?

A crianga € expostaao sol? 1.Sim [] 2. Nao []
Se sim, quantas vezes na semana? Quanto tempo?

AVALIACAO ANTROPOMETRICA DA CRIANGA
Peso atual: g Comprimento atual:
P/ Classificagao:




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCA E DO

ADOLESCENTE

DADOS DA MANIFESTACAO CLINICA DA APLV

Quais os sintomas da crianga associados com o consumo de leite de vaca/leite materno?

1. Vomitos []

. Diarreia [

. Distensdo abdominal []
. Constipagéo intestinal ]
. Refluxo []

. Dermatite atopica []

. Edema nos labios []

. Urticaria [

9. Tosse[]

10. Sangramento nas fezes []
10. Cansago/falta de ar [
11. Crise anafilatica [_]

12. Outro

GO =1 O h = W

Qual a idade da crianca no inicio dos sintomas?

Tempo de manifestacdo: 1. Tmediata ] 2. Tardia[]

CONDUTA NUTRICIONAL

DADOS LABORATORIAIS
Dosagem sérica da 25 hidroxivitamina Ds:

Classificagdo: 1. Deficiéncia[] 2. Insuficiente []

3. Adequado [
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ANEXO C — Parecer do Comité de Etica e Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W"‘ o
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Interac&o entre polimorfismo genético, aleitamento materno e vitamina D na
transitoriedade ou persisténcia da alergia a proteina do leite de vaca

Pesquisador: Silvia Alves da Silva

Area Tematica:

Versio: 1

CAAE: 12878313.4.0000.5208

Instituicio Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Patrocinador Principal: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico ({(CNPq))

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 237 609
Data da Relatoria: 03/04/2013

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um projeto de Pos-Graduagao em Salde da Crianga e do Adolescente do CCS da UFPE. O
projeto tem como titulo: Interagdo entre polimorfismo genético, aleitamento materno e vitamina D na
transitoriedade ou persisténcia da alergia a proteina do leite de vaca.

O estudo sera desenvolvido nos Servicos de Gastroenterologia e Alergologia Pediatrica do Ambulatorio de
Pediatria do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE). A populacao de
estudo sera constituida por lactentes menores de um ano de idade com APLV nos fenotipos gastrintestinal e
cutaneo/respiratorio/anafilaxia e lactentes da mesma faixa etaria sem APLV. Na coleta de dados sera

utilizado um formulario especifico contendo informagdes acerca da identificacdo da crianca gquanto ao

género, idade, cor da pele, do periodo perinatal (suplementacao de vitamina D pela mae, tipo de parto,

tempo de gestacdo, peso e comprimento de nascimento) e de lactente (duracdo do aleitamento materno
exclusivo, predominante e total, exposicao solar, suplementacgao de vitamina D, uso de antibidtico e historia
de reacdes alérgicas). Além de avaliagdo antropométrica (peso atual e comprimento), também serdo
coletadas informacdes acerca do grau de escolaridade dos pais, renda familiar, condigcdes de moradia da
familia e histéria de atopia familiar. Os lactentes menores de um ano de idade com suspeita de
apresentarem sintomas gastrintestinais, cutaneos, respiratorios ou anafilaxia pelo consumo de leite de vaca
serdo convidados a participar da pesquisa, apds esclarecimentos do protocolo de estudo, e assinarao o

termo de consentimento livre e esclarecido para sua inclusdo. Esses

Enderego: Av. da Engenharia sin® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-800

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-8568 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe br
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pacientes serdo submetidos ao teste de desencadeamento oral aberto com leite de vaca, em ambiente
hospitalar, apds duas semanas de exclusdo completa do leite de vaca da alimentacdo e usando formula
infantil para tratamento de APLV, conforme protocolo estabelecido por Niggemann & Beyer, modificado no
tempo de observacdo para definicdo diagndstica: a) para lactentes com reacao tardia, doses progressivas
ate 100 ml (1,0 3,0 10,0 30,0 100,0 ml a cada 30 minutos); b) para lactentes com reacao imediata, doses
menores progressivas ate 100 ml (0,1 0,3 1,0 3,0 10,0 30,0 100,0 ml) a cada 30 minutos. Se os sintomas
ndo aparecerem durante a observacdo meédica, o paciente continuara o consumo de leite em casa, com um
minimo de 200 ml por dia, com visita semanal de retorno até quatro semanas. Lactentes confirmados com
APLV serdo acompanhados mensalmente, de forma regular, com atendimento por gastroenterologista e
alergistas pediatricos e nutricionista, mantidos em dieta de exclusdo de leite de vaca e derivados e usando
formula infantil para tratamento de APLV. A fim de determinar o desenvolvimento de toler@ncia ao leite de
vaca, sera realizado novo teste de desencadeamento oral aberto com leite de vaca a cada dois meses para
lactentes com sintomas iniciais do trato digestdrio e a cada seis meses para lactentes com sintomas iniciais
de outros orgdos e sistemas. O acompanhamento inicial sera de até 12 meses. Sera considerada
transitoriedade da APLV gquando o teste de desencadeamento oral aberto com leite de vaca for negativo até
o final dos 12 meses de acompanhamento, assumindo-se como amadurecimento do sistema imune e
obtenc&o da tolerdncia oral. Persisténcia da APLY sera admitida quando o teste continuar positivo até o final
dos 12 meses de acompanhamento, assumindo-se como auséncia de tolerancia oral. A conclusao de
transitoriedade ou persisténcia sera definida para cada fenotipo clinico, relacionando-os com o polimorfismo
genético para resposta imune Th1, Th2 e tolerdncia oral. Os pacientes atendidos no Ambulatério de
Pediatnia e Puericultura do HC-UFPE que irdo coletar sangue e nao tenham sintomas gastrintestinais,
respiratorios ou eczema também serdo convidados a participar da pesquisa, ap6s esclarecimentos do

protocolo de estudo e assinatura do termo de consentimento para sua inclusdo no grupo controle.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a intera¢do entre os polimorfismos dos genes que codificam as respostas imunes Th1 (IFN-;) e Th2
(IL-4) com a presenca de polimorfismos nos genes que codificam a reposta imune tolerogénica (IL-10 e
receptor para a vitamina D) e o aleitamento materno no desenvolvimento e persisténcia de alergia as
proteinas do leite de vaca (APLV) em lactentes menores de um ano de idade, considerando o fenotipo dos
sintomas.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos: O presente projeto apresenta risco minimo (dor local), em vista que a coleta de sangue sera

Endereco: Av. da Engenharia s/in® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-8588 Fax: (B81)2126-8588 E-mail: cepces@uipe br
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realizada por um profissional de enfermagem com treinamento e experiéncia em pediatria e o volume de 5
mL de sangue puncionado para a dosagem da vitamina D e determinacdo dos polimorfismos genéticos &
considerado baixo e ndo acarretara em prejuizos ao volume sanguineo total da crianca. Além disso, os
demais procedimentos como acompanhamento de peso, comprimento e aplicacdo de questionario serdo
realizados durante a consulta com a equipe medica/nutricionista em sala reservada garantindo a
confidencialidade das informacdes prestadas. O teste de desencadeamento alimentar oral aberto sera
realizado em ambiente hospitalar, e a crianga sendo monitorada por enfermeiro, médico pediatra e
nutricionista, durante as 24 horas de durac&o do teste e 0 mesmo sera suspenso caso a crianca apresente
os sintomas referidos pela familia. O teste segue o protocolo recomendado atualmente pela Sociedade
Europeia de Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia e Nutricdo (ESPGHAN)

Beneficios: As informagdes obtidas na pesquisa trardo beneficios para as criangas com APLY, pois ajudara
a conhecer melhor o impacto dos polimorfismos genéticos e sua interagdo com o aleitamento materno no
desenvolvimento de tolerancia ao leite de vaca. Também ajudara a criar estratégias terapéuticas mais
especificas, de acordo com o polimorfismo genético apresentado e o fendtipo dos sintomas, o que pode
contribuir para um menor custo no tratamento e melhorar a qualidade de vida da crianca. Para a
comunidade cientifica, esses dados serdo publicados na forma de artigos cientificos de circulagéo

internacional.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um projeto bem escrito, com clareza em todos os seus itens. Esta aprovado financeiramente
pelo CNPg. De acordo com o projeto, atualmente, as dietas de exclusiao de leite de vaca na APLV sao
realizadas por periodos padronizados e prolongados, superiores a seis meses, indiscriminadamente,
independente do fenotipo clinico. Muitos pacientes acabam apresentando repercussdes nutricionais, desde
desnutricdo energético-protéica, até hipocalcemia. Sera atil para tracar medidas preventivas e terapéuticas
dingidas a cada fenétipo clinico, assim como ensaios clinicos que contemplem a duracdo 6tima da dieta de
exclusdo e suas repercussdes nutricionais. Faz-se necessario o entendimento da contribuicdo genética para
o surgimento das doencas seja corroborado por estudos realizados em populac8es/etnias variadas, visto
que os perfis genéticos podem diferir entre elas. As propriedades imunologicas do leite materno séao
indubitaveis, mas nas sociedades modemnas, essa pratica ocorre por periodos cada vez mais curtos. Assim
a resposta tolerogénica precisa ser esclarecida para permitir orientagdes nutricionais personalizadas quanto
a pratica ideal do aleitamento materno visando reduzir o risco de APLV e outras alergias futuras na crianga.

Parece um projeto de relevancia na area da saude infantil porque visa reduzir o surgimento de

Enderego: Av. da Engenharia s/n°® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: s50.740-500

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@uipe.br
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doencas graves advindas da desnutricdo infantil devido a alimentacdo inadequada juntamente com a

auséncia desnecessaria do leite de vaca nesta alimentacéo.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

O requerente apresentou toda a documentacdo exigida pelo programa. Inclusive a folha de rosto
devidamente assinada, a carta de anuéncia e a carta do CNPq de aprovacdo do projeto no valor de R$
29.999 66.

Recomendagodes:

Recomendo aprovacdo do projeto sem nenhuma restricdo.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovado sem restrigdes.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer do protocolo em questdo e o pesquisador esta autorizado para iniciar a
coleta de dados.

Projeto foi avaliado e sua APROVACAO definitiva sera dada, apds a entrega do relatério final, através da
PLATAFORMA BRASIL ou por meio de oficio impresso emitido pelo Comité de Etica em Pesquisa/UFPE.

RECIFE, 04 de Abril de 2013

Assinador por:
GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
(Coordenador)

Endereco: Av. da Engenharia s/in® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: s5p.740-600

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe br



