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RESUMO

A alergia as proteinas do leite de vaca (APLV) é definida como uma reagdo adversa
imunologicamente mediada. A complexidade da APLV é observada tanto no espectro de
apresentacgdes clinicas como na sua historia natural, e na sua etiologia, sobrepondo-se fatores
genéticos e ambientais. O objetivo deste estudo foi analisar a frequéncia de polimorfismos nos
genes das citocinas regulatdrias (TGF-p1 e IL-10), inflamatoria (IL-4) e no gene do receptor
de vitamina D (VDR) em criancas com e sem APLV. A amostra foi selecionada por
conveniéncia, com coleta de dados nos ambulatérios de Gastroenterologia Pediatrica, Alergia
e Imunologia Pediatrica e Puericultura do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco, entre abril de 2013 a junho de 2015. Foram avaliadas 154 criangas. Destas, 70
foram diagnosticadas com APLV (casos) e 84 eram saudaveis (grupo comparativo). O grupo
com APLYV apresentou maior propor¢do de criangas menores de um ano de idade (68,6% vs
35,7%; p=0,000), nascidos através de cesariana (85,7% vs 67,9%; p=0,010), com pais e maes
com nivel de escolaridade elevada e maior frequéncia de médes com atopia (55,7% vs 33,3%;
p=0,005), em relacdo ao grupo comparativo. Dentre os casos, 31 (44,3%) foram classificados
como portadores de sintomas predominantemente gastrintestinais e 39 (55,7%) com
manifestacdo de sintomas cutaneos/respiratdrios/anafilaxia. A idade (mediana) ao inicio dos
sintomas foi menor no grupo gastrintestinal (30 dias vs 90 dias, p= 0,000), quando comparado
ao grupo cutaneo/respiratorio/anafilaxia. Ao término do estudo, a auséncia de sintomas foi
identificada em 29 (41,4%) das 70 criancas com APLV. A idade (mediana) nesse periodo foi
menor no grupo gastrintestinal, em comparacdo ao grupo cutaneo/respiratério/anafilaxia (16
meses vs 20 meses; p= 0,036). A analise dos polimorfismos genéticos ndo apresentou
diferenca significante nas frequéncias genotipicas e alélicas para os genes das citocinas TGF-
B1 (-509), IL-10 (-1082, -819 e -592), IL-4 (-590), receptor de IL-4 (IL-4R) e VDR (Fok I e
Taq I) entre 0s casos e 0 grupo comparativo e entre os dois grupos de fen6tipos clinicos e o
grupo comparativo. Apos controle para possiveis fatores de confusdo, a cesariana (OR= 2,68;
IC95%: 1,16 — 6,20) e a atopia materna (OR= 2,45; 1C95%: 1,00 — 3,85) foram as variaveis
associadas a maior chance para desenvolver APLV no grupo estudado. Quando estratificadas
por fendtipo clinico, a menor duracdo do aleitamento materno exclusivo (OR= 4,85; 1C95%:
1,81 — 13,03) e a atopia materna (OR= 3,59; 1C95%: 1,44 — 8,92) foram associadas ao
fendtipo clinico gastrintestinal, enquanto a cesariana (OR= 3,50; 1C95%: 1,20 — 10,23) e 0
nascer prematuro (OR= 3,19; 1C95%: 1,07 — 9,49) foram associados ao aumento da chance
para o fendtipo clinico de reacBes cutaneas/respiratorias/anafilaxia. Concluiu-se que 0s
polimorfismos nos genes das citocinas tolerogénicas (TGF-p1 e IL-10), inflamatoria (IL-4) e
do gene VDR (Fok | e Taq I) ndo apresentaram associacdo estatistica com a APLV e 0s
respectivos fendtipos clinicos. Contudo, a atopia materna, a menor duracdo do aleitamento
materno exclusivo, a cesariana e a prematuridade apresentaram associagdo, podendo indicar
gue o ambiente pode exercer um efeito potencialmente maior sobre a patogénese dessa
enfermidade.

Palavras-chave: Hipersensibilidade a leite. Polimorfismo genético. Citocinas. Receptor de
vitamina D. Criangas.



ABSTRACT

Cow’s milk protein allergy (CMPA) is defined as an immunologically mediated adverse
reaction. The complexity of CMPA is demonstrated both in the range of clinical presentations
and its natural history as well as the etiology, with the overlapping of genetic and
environmental aspects. The aim of the present study was to analyze the frequency of
polymorphisms in the genes of regulatory (TGF-f1 and IL-10) and inflammatory (IL-4)
cytokines as well as the gene of the vitamin D receptor (VDR) in children with and without
CMPA. A convenience sample was used. Data were collected at the pediatric
gastroenterology and pediatric allergy and immunology clinics of the hospital pertaining to
the Federal University of Pernambuco (Brazil) between April 2013 and June 2015. A total of
154 children were evaluated, 70 of whom were diagnosed with CMPA (cases) and 84 were
considered healthy (comparative group). The group with CMPA had higher proportions of
children less than one year of age (68.6% vs. 35.7%; p=0.000), those born by cesarean section
(85.7% vs. 67.9%; p=0.010), those whose parents had a high level of schooling and those
whose mothers had atopy (55.7% vs. 33.3%; p=0.005) in comparison to the comparative
group. Among the cases, 31 (44.3%) were classified as having predominantly gastrointestinal
symptoms and 39 (55.7%) were diagnosed with skin/respiratory/anaphylaxis symptoms.
Median age at the onset of symptoms was lower in the gastrointestinal group in comparison to
the skin/respiratory/anaphylaxis group (30 days vs. 90 days, p=0.000). At the end of the study,
an absence of symptoms was found in 29 of the 70 children with CMPA (41.4%). Median age
in this period was lower in the gastrointestinal group than the skin/respiratory/anaphylaxis
group (16 months vs. 20 months; p=0.036). The analysis of genetic polymorphisms revealed
no significant differences in genotypic or allelic frequencies for the genes of the cytokines
TGF-B1 (-509), 1L-10 (-1082, -819 and -592), IL-4 (-590), IL-4 receptor (IL-4R) or vitamin D
receptor-VDR (Fok I and Taq I) between the case and comparative groups or between the two
clinical phenotype groups and comparative group. After controlling for possible confounding
factors, cesarean delivery (OR=2.68; 95%CI: 1.16-6.20) and maternal atopy (OR=2.45;
95%CI: 1.00-3.85) were associated with a greater chance of developing CMPA. When
stratified based on clinical phenotype, a shorter duration of exclusion breastfeeding
(OR=4.85; 95%CI: 1.81-13.03) and maternal atopy (OR=3.59; 95%CI: 1.44-8.92) were
associated with the gastrointestinal phenotype, whereas cesarean birth (OR=3.50; 95%CI:
1.20-10.23) and premature birth (OR=3.19; CI95%: 1.07-9.49) were associated with an
increased chance of the clinical phenotype of skin/respiratory/anaphylaxis reactions. In
conclusion, polymorphisms in the genes of tolerogenic (TGF-f1 and IL-10) and inflammatory
(IL-4) cytokines and the VDR gene (Fok | and Taq I) were not significantly associated with
CMPA or its clinical phenotypes. However, maternal atopy, a shorter duration of exclusion
breastfeeding, cesarean delivery and premature birth were associated, which indicates that the
environment can have a potentially greater effect on the pathogenesis of this disease.

Key words: Hypersensitivity to milk; Genetic polymorphism; Cytokines; Vitamin D receptor;
Child.
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1 APRESENTACAO

A alergia as proteinas do leite de vaca (APLV) é considerada a alergia alimentar mais
comum em lactentes e criangas, com manifestacfes clinicas variadas. Acredita-se que sua
prevaléncia estd aumentando em todo o mundo, em ambos o0s sexos e em diferentes
ragas/etnias (SACKESEN, 2011). Geralmente tem apresentacdo multisisttmica, com
mecanismos patogénicos complexos. Esta doenca configura um significante problema de
salde publica, em virtude do seu potencial para desenvolver varias complicacbes médicas e
nutricionais, podendo comprometer 0 crescimento e desenvolvimento das criangas
(GIBBONS et al., 2012).

O diagndstico da APLV ¢é dificil de ser obtido em virtude da diversidade de
manifestacdes clinicas, com sintomas inespecificos, principalmente quando acomete o trato
gastrintestinal. Atualmente, o conhecimento sobre o processo patogénico envolvido nas
diferentes apresentagdes clinicas da APLV e sua real prevaléncia é limitado (MARTORELL-
ARAGONES et al., 2015). Da mesma forma, o tratamento também é limitado em virtude das
poucas informacdes disponiveis, sendo estabelecido como padrdo a exclusdo das proteinas do
leite de vaca da dieta da crianca por periodo variavel, e o prolongamento desse tratamento
também pode trazer prejuizos a saude da crianca como déficit de crescimento e desnutricdo
energético-proteica, principalmente quando ndo é utilizada uma férmula substituta adequada
(HOST; HALKEN, 2014).

A complexidade da APLV é observada tanto no espectro das apresentac@es clinicas
como na sua histéria natural, e nos fatores que podem estar implicados no seu
desenvolvimento (CRITTENDEN; BENNETT, 2005). Acredita-se que ha uma sobreposicédo
de fatores na etiologia dessa doenca, incluindo as caracteristicas genéticas do individuo e a
interacdo com o ambiente (HOST; HALKEN, 2014).

Em relagéo aos fatores ambientais, destaca-se nos ultimos anos o volume crescente de
publicacdes pontuando as ac¢bes néo classicas da vitamina D, e uma delas seria a modulacéo
da resposta imune, através da interagdo com seus receptores que estdo presentes em células do
sistema imunoldgico, atuando tanto sobre a imunidade inata como a adaptativa, podendo ter
um papel na génese das alergias alimentares (SUAINI et al., 2015; WEY; CHRISTAKOS,
2015; MIRZAKHANI et al., 2014; BAEKE et al., 2010).
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Contudo, muitos estudos ainda sdo necessarios para identificar o real papel de cada
fator na etiologia das alergias alimentares. Alguns pesquisadores tém estudado polimorfismos
de genes relacionados com essas enfermidades. No entanto, muito pouco foi estudado até o
momento sobre polimorfismos nos genes envolvidos nas respostas imunoldgicas da APLV.
Esse tipo de estudo traz novas informagdes que podem contribuir para aumentar o

entendimento sobre a patogénese da doenca.

Durante a minha pratica de nutricionista, acompanhei criangas com APLV e constatei
a dificuldade no manejo dietético desses pacientes, em virtude da variedade de sintomas e
potenciais repercussdes nutricionais como ma evolucdo pdndero-estatural e deficiéncia de
nutrientes especificos. Além disso, a histéria natural pode variar de acordo com a
apresentacdo fenotipica, que em alguns casos pode perdurar por mais tempo que o esperado, 0
qgue me fez refletir se a genética poderia influenciar tanto o desenvolvimento da APLV como

a sua evolucdo nesses pacientes.

No ano de 2012, ao ser admitida no Curso de Doutorado do Programa de POs-
Graduacdo em Salde da Crianca e do Adolescente, fui convidada a participar do projeto de
pesquisa idealizado pela Prof? Dra. Maria Eugénia Farias Almeida Motta, visando investigar a
ocorréncia de polimorfismos genéticos em criangcas com APLV. Essa pesquisa foi inserida na
area de concentracdo Abordagens Quantitativas em Saude, e na linha de pesquisa Avaliagédo
bioquimica, molecular, sensério-motora e nutricional das doencas gastrintestinais organicas e
funcionais, do Programa de P06s-Graduacdo em Salde da Crianca e do Adolescente da
Universidade Federal de Pernambuco, sob orientacdo atual do Prof.° Dr. Emanuel Savio
Cavalcanti Sarinho. A pesquisa foi submetida ao Edital Universal do CNPq, foi aprovada e
financiada (nUmero do processo: 488488/2013-3).

Essa pesquisa foi desenhada para responder a seguinte pergunta condutora: A
frequéncia de polimorfismos nos genes das citocinas regulatorias (IL-10 e TGF-B1),

inflamatdria (IL-4) e no gene do receptor de vitamina D difere em criancas com e sem APLV?

A hipotese formulada é que criangas com APLV podem apresentar maior frequéncia
de polimorfismos nos genes de citocinas relacionadas com a tolerancia oral. Da mesma forma,
pode existir maior frequéncia de polimorfismos em genes relacionados com a resposta imune
do tipo Th2 e no gene do receptor de vitamina D, o que pode estar associado ao
desenvolvimento da APLV.
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Para responder a pergunta condutora e corroborar ou recusar a hipétese formulada foi

estipulado como objetivo geral: analisar a frequéncia de polimorfismos nos genes das

citocinas regulatérias (TGF-B1 e IL-10), inflamatoria (IL-4) e no gene do receptor de vitamina

D em criancas com e sem alergia as proteinas do leite de vaca.

1)

2)

3)

Para subsidiar o objetivo geral, foram construidos os seguintes objetivos especificos:

Determinar a frequéncia dos polimorfismos no gene TGF-B1, IL-10 e dos haplétipos
do gene IL-10 (-1082/-819/-592) de acordo com as apresentacbes fenotipicas da

alergia as proteinas do leite de vaca;

Determinar a frequéncia de polimorfismos no gene de citocina envolvida na resposta
imune do tipo Th2 (IL-4), no gene do seu receptor (IL-4R), e no gene do receptor de
vitamina D nas posicdes Fok | e Taq I, de acordo com as apresentacdes fenotipicas da

alergia as proteinas do leite de vaca;

Analisar as caracteristicas clinicas das criangas com alergia as proteinas do leite de
vaca, de acordo com as apresentacdes fenotipicas e os fatores associados ao seu

desenvolvimento.

A tese intitulada “Polimorfismos dos genes das citocinas regulatorias (IL-10 e TGF-

B1), inflamatoria (IL-4) e do receptor de vitamina D em relacdo aos fendtipos clinicos da

alergia as proteinas do leite de vaca” esta estruturada em capitulos. O primeiro capitulo é

constituido pela revisao da literatura, construido para fundamentar a base teérica e empirica

deste trabalho, abordando a magnitude, as apresentac6es fenotipicas, mecanismo imunoldgico

e histdria natural da APLV. Também sdo abordados conceitos de polimorfismos genéticos e a

relagdo entre os polimorfismos das citocinas regulatdrias, inflamatéria e do receptor de

vitamina D nas alergias alimentares.

O segundo capitulo é composto pela descricdio dos métodos utilizados no

planejamento, operacionalizacdo do estudo e andlise dos dados encontrados, com descri¢coes

detalhadas para permitir ao leitor analisar e reproduzir a pesquisa com precisao.

1)
2)

3)

O terceiro capitulo descreve os resultados da tese, estruturados em:
Caracterizacdo geral da amostra;
Polimorfismos dos genes das citocinas regulatérias (TGF-B1 e 1L-10);

Polimorfismos dos genes IL-4 e IL-4R;
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4) Polimorfismos do gene do receptor de vitamina D;
5) Caracteristicas das criangas com APLV;
6) Analise multivariada.

O quarto capitulo é constituido da discussado dos resultados encontrados, dialogando

com resultados de outras pesquisas cientificas acerca do tema.

O quinto capitulo apresenta a conclusdo da tese e as consideracoes finais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Introducao

O leite de vaca na maioria das vezes é o primeiro antigeno alimentar que as criancas séo
expostas (SACKESEN et al., 2011). Essa exposi¢do desencadeia uma resposta imunolégica
que, quase sempre, conduz a tolerdncia oral. No entanto, em alguns casos, pode desencadear
um quadro de APLV (SAVILAHTI; SAVILAHTI, 2013). A APLV é definida como uma
reacdo adversa imunologicamente mediada (SICHERER; SAMPSON, 2010), em que 0 sistema
imune reage a uma ou mais proteinas do leite, ocasionando danos ao organismo devido a
resposta inflamatoria exacerbada (JO et al., 2014; CRITTENDEN; BENNETT, 2005).

Entre as proteinas do leite de vaca, a caseina corresponde a 80% do total de proteinas, e
inclui as fragdes asl-caseina, os2-caseina, B-caseina e k-caseina. Os 20% restantes sdo
compostas pelas proteinas do soro do leite, que contém a-lactoalbumina ¢ B-lactoglobulina,
lactoferrina, albumina e imunoglobulina bovina. A caseina, a-lactoalbumina e B-lactoglobulina
sdo consideradas como as proteinas do leite de vaca mais alergénicas, sendo responsaveis pela
sensibilizacdo de mais de 50% dos pacientes (TSABOURI; DOUROS; PRIFTIS, 2014).

Em criangas com APLYV, os sintomas geralmente se manifestam quando é introduzida
férmula infantil a base de leite de vaca na alimentacdo, como alternativa para complementar o
aleitamento materno ou quando este é interrompido. Da mesma forma, os sintomas podem ser
desencadeados apds o consumo de alimentos contendo leite de vaca em sua prepara¢do como
as papinhas, na fase de alimentacdo complementar. E documentado que, em alguns casos, as
criangas manifestam sintomas de forma imediata ou até mesmo semanas apés a introducdo da
formula infantil, principalmente nos casos de rea¢fes predominantemente gastrintestinais
(HOST; HALKEN, 2014). No entanto, a crianca pode manifestar sintomas de APLV mesmo
em aleitamento materno exclusivo (JARVINEN; SUOMALAINEN, 2001). Esses fatos
explicam a maior incidéncia de APLV no primeiro ano de vida e, apenas em casos
excepcionais se manifesta apds dois anos de idade (MARTORELL-ARAGONES et al., 2015).

A prevaléncia da APLV é varidvel, a maior parte dos estudos é realizada em paises

desenvolvidos, nos quais acomete aproximadamente 2% a 3% das crian¢as no primeiro ano de
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vida (LIFSCHITZ; SZAJEWSKA, 2015; HOST, 2002). Quando sdo consideradas as
manifestacdes mediadas e ndo mediadas por IgE, pode corresponder a até 2,5% da populacéo
infantil, representando um quinto de todas as alergias alimentares da infancia (SAVAGE;
JOHNS, 2015). A prevaléncia estimada de APLV em escolares e adolescentes é de 0,3% e em
adultos € inferior a 0,5% (FIOCCHI et al., 2010).

A falta de padronizagdo de protocolos de estudos clinicos sobre alergias alimentares
dificulta a estimativa de tendéncia em ambito mundial (SACKESEN et al., 2011). Porém,
sugere-se que a prevaléncia vem aumentando nas ultimas décadas. Schoemaker et al. (2015)
afirmam que é dificil determinar a verdadeira prevaléncia de APLV, devido a heterogeneidade
de apresentacdes clinicas e critérios diagnosticos utilizados.

No Brasil, ainda ndo existem dados sobre a prevaléncia populacional de APLV. No
entanto, pode ser destacado um estudo observacional, realizado com 9.478 criancas avaliadas
por 30 pediatras gastroenterologistas em cinco regides geogréficas diferentes. Destas, 7,3%
apresentaram como motivo da consulta sintomas sugestivos de alergia alimentar, 77%
atribuidos ao leite de vaca. A andlise de casos novos e em acompanhamento possibilitou que
fosse estimada a incidéncia em 2,2% e a prevaléncia em 5,4% de pacientes com diagnostico
confirmado ou ainda para confirmagdo de APLV (VIEIRA et al., 2010).

Foi apontado que a percepcdo de alergia a leite pelos familiares € muito maior que a
APLV confirmada por teste diagndstico (FIOCCHI et al., 2010). Em estudo realizado em
Pernambuco, em um hospital universitario, das 65 criancas avaliadas com sintomas sugestivos
de APLV, em 46,8% dos casos o teste de provocacdo oral aberto ndo confirmou o diagnostico
(LINS et al., 2010).

Segundo Lifschitz e Szajewska (2015), a APLV é superdiagnosticada em muitos casos,
mas também € subdiagnosticada em outros, principalmente quando ndo sdo utilizados métodos
padronizados de diagnostico. Nos casos em que a crianca apresenta quadro sugestivo de
APLV, é indicada a implementacdo de dieta de exclusdo de proteinas do leite por até quatro
semanas, em seguida deve ser realizado o teste de provocacdo oral (TPO) para confirmar ou
descartar o diagndéstico (KOLETZKO et al., 2012). O teste duplo-cego placebo controlado
(TDCPC) com leite de vaca é considerado padrdo ouro para estabelecer o diagndstico bem
como identificar a aquisigdo de tolerancia as proteinas do leite. No entanto, é pouco realizado
na préatica clinica pelo custo elevado e pela dificuldade operacional (FIOCCHI et al., 2010;
BOYCE et al., 2010; NIGGEMANN; BEYER, 2007).
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Uma vez diagnosticado com APLV, a base do tratamento consiste em dieta de excluséo
de leite de vaca e derivados e utilizacdo de formula especial contendo proteina extensamente
hidrolisada ou a base de aminoacidos para aqueles com quadros mais graves de APLV e para
as criancas com alto risco de anafilaxia. Por outro lado, para criancas em aleitamento materno
exclusivo, € necessario o controle da dieta da mée, com exclusdo das proteinas do leite de vaca
e a continuacdo do aleitamento materno deve ser estimulada (KOLETZKO et al., 2012; DE
GREEF et al., 2012; FIOCCHlI et al., 2010).

O tratamento dietético adequado permite o0 suporte necessario para o0 crescimento e
desenvolvimento normal da criangca com APLV. De forma contréria, a dieta de exclusdo de
leite de vaca e derivados prescrita inadequadamente, a exemplo uma crianga ndo alérgica, ou
prescrita por tempo prolongado para aquela que ja desenvolveu tolerancia ao leite pode
prejudicar o seu crescimento, trazer prejuizos a sua qualidade de vida e da familia, além de
induzir a custos desnecessarios (KOLETZKO et al., 2012).

Assim, compreender melhor as manifestacGes clinicas, a historia natural e os fatores
que podem estar implicados na génese de desordens como a APLV sdo primordiais. Esta
revisao da literatura tem como objetivo analisar alguns aspectos relacionados a interacao entre
a natureza e o ambiente, com foco nos polimorfismos genéticos, mecanismos patogénicos dos
principais fen6tipos clinicos da APLV e o papel da quebra da tolerancia oral nesse processo.
Considerando a escassez de estudos sobre polimorfismos genéticos em pacientes com APLV e
seus mecanismos patogénicos, serdo revistos estudos relacionados a sensibilizacdo/alergia

alimentar, pontuando sempre que possivel, os estudos sobre APLV.

2.2 Alergia alimentar: Natureza vs Ambiente

Nas Ultimas décadas cresceu o interesse no estudo do componente genético em uma
ampla variedade de doencas, algumas das quais podem ser monogénicas na sua transmisséo e,
portanto, aderem aos principios mendelianos. Outras doencas sdo complexas, como as alergias
alimentares, e muitos genes podem estar implicados na sua patogénese. Os estudos de
associacdo tém sido realizados nessa area buscando elucidar os principais genes que podem
conferir maior suscetibilidade a doenca. A identificacio de multiplos locus génicos e a

interacdo entre eles representam um desafio consideravel (NOVANOVIC et al., 2010).
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Algumas evidéncias da relagéo entre a hereditariedade e a ocorréncia de doencas advém
de estudos como os que avaliam a histéria familiar de atopia. A atopia é usualmente definida
como ocorréncia de asma, dermatite atopica ou rinite alérgica em um ou mais parentes de
primeiro grau e é considerada como um fator de risco para alergias alimentares e outras
doencas alérgicas (LEE; KIM, 2016; DOGRUEL et al., 2016; KOPLIN et al., 2013; TAN et
al., 2011; SAARINEN et al., 2005; CASOLARO et al., 1996). O risco para alergia alimentar
pode ser aumentado de duas a dez vezes se a histdria familiar de atopia estiver presente (LI;
MAGGADOTTIR; HAKONARSON, 2016).

Segundo Koplin et al. (2013) é importante compreender a relagdo entre a histdria
familiar de atopia e alergia alimentar para identificar as criangas que possuem maior risco.
Dessa forma, poderiam ser criadas medidas direcionadas para 0s grupos classificados como de

risco visando a prevencdo da alergia alimentar.

Em um estudo realizado com 581 familias, se observou uma forte agregagdo familiar
para alergias alimentares, quando se avaliou mae-filho, pai-filho e principalmente entre irméos
(TSAI et al., 2009). Em um estudo com 58 pares de gémeos foi encontrada diferenca
significante na taxa de concordancia para alergia a amendoim entre 0os gémeos homozigoticos
(64,3%) e dizigoticos (6,8%). Nesta populacdo, a hereditariedade para alergia a amendoim foi
estimada em 81,6%, sendo sugerido que existe uma forte influencia do componente genético
nesta doenca alérgica (SICHERER et al., 2000).

A presenca de agregados familiares sugere que fatores genéticos contribuem para
explicar a génese do problema. Por outro lado, segundo Koplin; Mills e Allen (2015), as
evidéncias cientificas advindas dos estudos de agregacdo familiar sdo limitadas e insuficientes
para caracterizar o real papel da genética no desenvolvimento das alergias alimentares, tendo
em vista que a prevaléncia tem aumentado rapidamente nas Gltimas décadas, o que ndo pode
ser explicado por mutacdes genéticas, sugerindo que fatores ambientais possam ter um papel

fundamental nessas mudancas.

Estudos atuais vém sugerindo que a regulacao epigenética pode desempenhar um papel
critico no desenvolvimento de doencas alérgicas, incluindo as alergias alimentares (HONG;
WANG, 2014). A epigenética pode ser descrita como a “ponte” entre o genotipo e o fendtipo,
identificada como um fendmeno que altera o resultado final de um lécus cromossémico, sem
alterar a sequéncia de DNA (acido desoxirribonucleico) subjacente, além de ser passada a
proxima geracdo (GOLDBERG; ALLIS; BERNSTEIN, 2007).
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A maior parte dos fatores ambientais implicados no desenvolvimento de doengas
alérgicas (incluindo a exposicdo microbiana, fatores nutricionais, fumo e outros poluentes)
influencia a funcdo imune fetal durante a gravidez e contribui para um risco aumentado de
doenca alérgica subsequente. Esses fatores tém sido associados com efeitos epigenéticos,
modificando a programacdo imunoldgica, ativando ou silenciando genes relacionados ao
sistema imunoldgico (PRESCOTT; SAFFERY, 2011).

Foi demostrado que a diferenciacdo de linfocitos T esta sob controle epigenético através
de mudancas na metilacdo de DNA e de histonas e/ou acetilacdo de histonas, o que prové
marcada plasticidade no desenvolvimento de células T, regulando a diferenciacéo de linfécitos
T helper (Th) virgens para um perfil Thl, Th2 ou T regulador (Treg). Em adicdo, a promocéo
da metilacdo é considerada como um pré-requisito para a expressao do fator de transcricédo
FoxP3 (do inglés: Forkhead box P3) e diferenciacdo de células Treg (MARTINO;
PRESCOTT, 2010). Estudos recentes, avaliando criancas com alergias alimentares
encontraram metilacdo diferenciada no DNA de genes relacionados com a diferenciacdo de
células T e com o equilibrio entre as populacdes de células Thl/Th2, sugerindo que esse
mecanismo epigenético em periodo critico da vida pode ser implicado na génese de alergias
alimentares (CANANI et al., 2015; MARTINO et al., 2014).

Em estudo realizado com 40 criangas (10 com APLV mediada por imunoglobulina E
(IgE) ativa, 20 que adquiriram tolerdncia ao leite de vaca e 10 controles) foi avaliada a
metilacdo do DNA da regido promotora do gene das citocinas interleucina (IL)-4, IL-5, IL-10 e
interferon gama (INF-y). Observou-se que a metilagdo do DNA do gene da IL-4 e IL-5 foi
significativamente menor e da IL-10 e INF-y foi maior em criangas com APLV ativa, em
comparacdo aos controles. As criangas com evidéncia de recente aquisi¢do de tolerancia oral
apresentaram uma metilacdo diferente, este perfil era semelhante, mas ndo idéntico ao
observado nos controles saudaveis. Os autores sugerem que a aquisicdo de tolerancia foi
caracterizada por um padréo distinto de metilacdo do DNA em genes de citocinas Thl e Th2
(CANANI et al., 2015).

Portanto, hd um reconhecimento crescente de que as modificacBes epigenéticas sdo
criticas para o desenvolvimento humano normal e desempenham um papel importante em
doengas complexas. No entanto, 0s mecanismos epigenéticos que afetam a programacao imune
e causam alergia alimentar ainda sdo amplamente inexplorados (QUAKE; NADEAU, 2015). A
epigenética representa uma area promissora de conhecimentos no campo da alergia alimentar.

Tendo em vista o inicio dos sintomas de alergias alimentares surgirem em fase precoce da vida,
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0s estudos com énfase nos mecanismos epigenéticos podem melhorar o entendimento sobre as
interacfes gene-ambiente e 0s mecanismos bioldgicos subjacentes durante as janelas criticas de
desenvolvimento da crianca (QUAKE; NADEAU, 2015; HONG; WANG, 2014).

Segundo Uitterlinden et al. (2004), estudos genéticos proporcionam excelentes
oportunidades de vincular conhecimentos moleculares com dados epidemioldgicos, 0 que
justifica 0 maior interesse nessa area. Muitos estudos genéticos avaliam o efeito de genes
isolados ou a interacdo entre varios genes no desenvolvimento das doencas alérgicas, tomando
como base a identificacdo de polimorfismos em loci génico especifico e esse campo também é
considerado como promissor (LI; MAGGADOTTIR; HAKONARSON, 2016).

E provavel que a suscetibilidade para doengas alérgicas resulte da heranca de muitos
genes. As pesquisas de base genética permitem associar 0s genes mutantes e os seus produtos
anormais a fenotipos clinicos e tém contribuido para aumentar a compreensao sobre os fatores

genéticos subjacentes nas alergias alimentares (HOLLOWAY et al., 2010).

2.2.1 Polimorfismos genéticos

Polimorfismo de nucleotideo Unico ou SNP (do inglés: Single Nucleotide
Polymorphisms) é definido como a substitui¢do de um Unico par de bases em uma sequéncia de
nucleotideos do DNA (BALASUBRAMANIAN et al., 2004). E a forma mais comum de
polimorfismo genético, podendo ocorrer com uma frequéncia tdo elevada quanto um em cada
500 a 1000 pares de bases, levando a um total de muitos milhdes de SNPs na populagéo global
(SRIPICHAI; FUCHAROEN, 2007). O SNP tem duas formas alternativas chamadas de alelos,
que podem conter diferentes informacgdes de um loci especifico dentro de um gene. Em uma
populagéo, o alelo que apresenta menor frequéncia ¢ chamado de “alelo menor” ou “alelo
raro”, e pode variar entre populagdes. Da mesma forma, o alelo com maior frequéncia ¢
chamado de “alelo selvagem” ou “alelo normal” de uma populacdo especifica (REID-

LOMBARDO; PETERSON, 2010).

Os SNPs podem ter uma ampla variedade de efeitos, a depender do local, podendo ndo
apenas influenciar na estrutura e/ou estabilidade da proteina, mas até (se localizado em um

dominio importante para a proteina) interferir em interacbes proteina-proteina ou na sua
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atividade e assim, interromper vias importantes de agdo (BALASUBRAMANIAN et al., 2004).
Os SNPs sdo Uteis porque apresentam elevada frequéncia, podendo atuar como marcadores
bioldgicos, uma vez que séo transmitidos junto a outros genes associados a doencas, que estao
localizados na regido proxima a eles, fendbmeno conhecido como “ligacdo” ou “linkage”
(ROCHA et al., 2007).

O estudo dos polimorfismos tem se tornado cada vez mais frequente, buscando
aumentar o entendimento sobre o papel e a relevancia da variabilidade genética para a salde,
tendo em vista que em doencas complexas, esses polimorfismos podem tanto ser neutros como
aumentar a suscetibilidade a doenca, gravidade da doenca, influenciar na resposta ao
tratamento ou até mesmo apresentar um papel protetor (WILLIAMS et al., 2011).

O impacto de fatores genéticos sobre a patogénese de doencas alérgicas € atualmente
uma area de intensa investigacdo. Algumas dessas pesquisas tém focado no papel das
citocinas envolvidas na resposta imune Thl, Th2 e Treg e tém relacionado as diferencas nos
niveis (altos ou baixos) dessas citocinas a varia¢Ges alélicas nos genes que codificam a sua
producdo, indicando que esses polimorfismos genéticos podem desempenhar um importante
papel na fisiopatologia dessas doencas (TRIFUNOVIC et al., 2015). Além disso, estudos
genéticos em doencas alérgicas podem contribuir para o aprimoramento do tratamento,
individualizando-o de acordo com o gendtipo especifico, visando melhorar os resultados
terapéuticos e minimizar efeitos adversos (ORTIZ; BARNES, 2015).

2.2.1.1 Polimorfismos dos genes da IL-10 e TGF-p1

As citocinas IL-10 e Fator Transformador de Crescimento beta ou TGF-B (do inglés:
Transforming Growth Factor-f) apresentam uma variedade de propriedades e atividades
pleiotropicas em diferentes células, desempenhando um papel regulador, principalmente no
tocante a supressdo da resposta imune (COMMINS; STEINKE; BORISH, 2008; MOSSER,;
ZHANG, 2008; WAN; FLAVELL, 2007). A variabilidade no gene dessas citocinas pode
modificar sua expressao e influenciar sua producdo, podendo ser associado ao desenvolvimento
e/ou gravidade de doencas relacionadas com o sistema imune (PANEK et al., 2014; LESIAK et
al., 2013; KINGO et al., 2003). A diminuicdo da producéo dessas citocinas pode contribuir
para o aumento da inflamag&o, como ocorre nas doencas alérgicas, e pode ter inicio em fase

inicial da vida, quando o sistema imune ainda esta em maturacdo (RAEDLER et al., 2013).
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O gene do TGF-B1 ¢ localizado no cromossomo 19, na posi¢ao 19q13.2 e muitos
polimorfismos foram encontrados nesse locus génico (ACEVEDO et al., 2010). Foi observado
que a troca de base nucleotidica na sequéncia do DNA (C— T), no inicio da regido promotora
do gene, na posi¢do -509C/T, foi associada com regulacdo negativa da transcricdo da proteina
(HOBBS et al., 1998). Da mesma forma, em estudo realizado com 38 individuos alérgicos e 25
controles, a presenca de homozigose para o alelo menor T (TT) na posic¢do -509 do gene TGF-

B1 foi associada com maior risco para alergia (MENG et al., 2005).

O gene que codifica a sintese de IL-10 esta localizado no cromossomo 1, na posi¢do
1g32.1, constituido de quatro introns e cinco éxons, e codifica uma proteina com 178
aminoéacidos. Os polimorfismos localizados na regido promotora do gene da IL-10 tém sido
mais estudados até agora, com pelo menos 23 SNPs diferentes identificados (BOCSAN;
MUNTEAN; BUZOIANU, 2015). A regido promotora proximal contém trés SNPs de
interesse, nas posi¢des -1082 G/A, -819C/T e -592C/A, pois estdo em estreita proximidade com
varios fatores de transcri¢do, podendo interferir na transcricdo do gene (REES et al., 2002). A

figura 1 apresenta a estrutura do gene da IL-10.

Estima-se que 50% a 75% das variagBes na sintese da IL-10 é atribuida a fatores
genéticos (REUSS et al., 2002). O polimorfismo da regido -1082 tem sido extensivamente
estudado e parece ter um importante papel na modulagéo da producdo da citocina (BOCSAN;
MUNTEAN; BUZOIANU, 2015).

O estudo dos polimorfismos no gene IL-10 e a sua relagdo com 0s seus nhiveis séricos
se mostraram relevantes, pois tanto a superproducdo como a deficiéncia, resultantes de
gendtipos especificos, podem acarretar em lesdes potenciais. A superproducdo da IL-10 pode
acarretar em aumento da susceptibilidade a infecg¢Bes virais. Por outro lado, a deficiéncia da
IL-10 determina a exacerbacdo da resposta inflamat6ria, podendo conduzir ao
desenvolvimento de doencas auto-imunes ou outras condi¢cdes alérgicas como as alergias
alimentares (BOCSAN; MUNTEAN; BUZOIANU, 2015; HAWRYLOWICZ, 2005).

Foi demonstrado in vitro e in vivo que varia¢fes na regido promotora do gene da IL-10
alteram a expressdo da proteina e, consequentemente, a producdo de IL-10 (KINGO et al.,
2003). O polimorfismo na posicdo -592 é indicado como regulador da expressdo da IL-10
(KARIMABAD et al., 2013).

Foi identificado que os SNP -819 e -592 ocorrem em forte desequilibrio de ligacdo com
o0 polimorfismo -1082, o que torna interessante o estudo dos haplétipos formados a partir dos
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genotipos deles. Geralmente, trés haplétipos existem em populagdes caucasianas (GCC, ACC e
ATA), um quarto haplétipo foi encontrado, mas é extremamente raro (GTA) (ESKDALE et L.,
1999). O estudo da frequéncia desses haplotipos mostrou que eles foram associados aos niveis
de IL-10 (CRAWLEY et al., 1999).

A presenca de polimorfismos na regido promotora do gene da IL-10 tem sido associada
a doencas atépicas (CHATTERJEE et al., 2005; LYON et al., 2004, HOBBS et al., 1998).
Polimorfismos da regido promotora da IL-10 também tém sido associados aos niveis de IgE em
criancas com alergia alimentar (NEGORO et al., 2006).

Os estudos avaliando a relacdo de polimorfismos no gene da IL-10 e alergias
alimentares ainda séo escassos, principalmente nos casos de alergias alimentares ndo mediadas
por IgE. Da mesma forma, muito pouco foi explorado em relacdo aos polimorfismos do gene
do TGF-B1 e o desenvolvimento de alergias alimentares, ¢ os estudos prévios falharam em

encontrar esta associacao.

FIGURA 1 — Representacdo esquematica da estrutura do gene 1L-10
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2.2.1.2 Polimorfismos do gene IL-4 e seu receptor

A IL-4 desempenha um papel importante na sintese de IgE por estimular células Th
virgens a se diferenciarem para um perfil de células Th2, que por sua vez desencadeia a
mudancga isotipica de IgM/1gG para IgE em células B (GEHA, 1992). Além disso, a IL-4 pode
ativar varias células da linhagem miel6ide, incluindo macréfagos, eosinéfilos e células
dendriticas (VAN DYKEN; LOCKSLEY, 2013).

Os efeitos da IL-4 dependem da ligacdo e sinalizacdo ao seu receptor (IL-4R), que
consiste em um complexo composto pela cadeia alfa (o) e cadeia gama comum (yc),
resultando numa série de acontecimentos de fosforilagdo mediada por cinases associadas ao
receptor. Por sua vez, estes causam o recrutamento de mediadores do crescimento celular, da
resisténcia a apoptose, ativacédo de genes e diferenciacdo celular (NELMS et al., 1999). Dessa
forma, o estudo de polimorfismos nos genes da IL-4 e IL-4R se tornaram de interesse devido
ao potencial em alterar a expressdo da IL-4 e, consequentemente, influenciar os niveis de IgE

e a resposta inflamatoria alérgica (MARSH et al., 1994).

O gene IL-4 € localizado no cromossomo 5, na posi¢do 5931.1. A substituicdo da base
nucleotidica (C—T) na posigdo -590, na regido promotora do gene foi associada & expresséo
aumentada do gene in vitro e a maiores niveis de IgE in vivo. Esse polimorfismo esta presente
em, aproximadamente, 27% dos caucasianos. Por outro lado, o gene IL-4R esté localizado no
cromossomo 16, no locus 16p12.1, uma regido ligada a aumento de resposta de IgE (FARIA
et al., 2008).

Em criangas canadenses, o alelo T para a regido promotora do gene IL-4 foi associada
um risco quatro vezes maior para asma e 0 genotipo TT foi associado a um risco duas vezes
maior de desenvolver rinite alérgica aos 12 meses de idade (ZHU et al., 2000). O gene IL-4Ra.
foi associado a maior chance de sibilancia e sensibilizacdo aos quatro anos de idade, sendo
sugerido que esse gene possa desempenhar uma maior influéncia na suscetibilidade para
atopia na infancia (MELEN et al., 2006).

O polimorfismo unico funcional na regido promotora do gene da IL-4 foi associado
aos niveis séricos de IL-4 e IgE em criangas asmaticas (HUANG; ZHONG; WU, 2012). Por
outro lado, em estudo realizado com criangas e adolescentes atopicas, 0os polimorfismos do

gene IL-4 -590 e IL-4R ndo foram associados a severidade da asma (FARIA et al., 2008).
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No entanto, Narozna et al. (2016) avaliaram polimorfismos nos genes IL-4, IL-4Ra e
IL-13 em criancas asmaticas polonesas e controles saudaveis. Os polimorfismos no gene IL-
4Ra foram associados a maior risco de alergia, asma leve e dermatite atopica, enquanto os
polimorfismos no gene IL-4 (-590) foram associados a atopia clinica, mas ndo foram
associados aos niveis de IgE. Em estudo realizado por Kayserova et al. (2012), foi encontrada
associacao entre o polimorfismo -590 (C/T) no gene da IL-4 e o diagndstico da dermatite
atopica. Em adicdo, o polimorfismo no gene do IL-4R foi associado a alergia respiratdria entre

as criangas com dermatite.

Liu et al. (2011) realizaram um estudo com 649 criangas e avaliaram 11 SNP
envolvidos na produgdo de IgE, incluindo o polimorfismo da IL-4 -590, e polimorfismos
relacionados com os niveis de vitamina D. Os autores observaram que a presenca do genotipo
CC para o gene da IL-4 -590 em criancas com deficiéncia de vitamina D aumentou o risco para

sensibilizagdo alimentar, indicando uma possivel interacdo aditiva.

Estudos de associacdo entre os genes IL-4 e IL-4R estdo sendo desenvolvidos mais
extensivamente em pacientes atopicos, no entanto, em pacientes com alergias alimentares,
principalmente na APLV ainda sdo pouco explorados (BROWN et al., 2012; LIU et al., 2011;
NEGORO et al., 2006).

2.2.1.3 Polimorfismos do gene do receptor de vitamina D

Estudos de associacdo genética tém sido desenvolvidos para estudar a relacdo entre a
vitamina D e o desenvolvimento de doencas alérgicas. Muitos destes estudos sao voltados para
0 gene do receptor de vitamina D ou VDR (do inglés: vitamin D receptor), pois estdo
amplamente distribuidos pelo corpo, inclusive em células do sistema imunoldgico, e o
polimorfismo desse gene poderia ter efeitos sobre as agdes bioldgicas dessa vitamina, incluindo
a regulacdo da resposta imune (VALDIVIELSO; FERNANDEZ, 2006).

O gene VDR é localizado no cromossomo 12, na posicdo 12913.1. A andlise da
organizacao gendmica do locus VDR tém mostrado que esse € um gene bastante grande, pouco

mais de 100kb, com uma vasta regido promotora (UITTERLINDEN et al., 2004). Esse gene é
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altamente polimdrfico, porém quatro SNPs sdo mais estudados na literatura: Fok | (éxon 2),
Bsm I, Apa | (intron 8) e Taq | (éxon 9). A figura 2 apresenta a estrutura do gene VDR.

Entre os polimorfismos do gene VDR, o SNP Fok I, na regido de inicio da traducdo, é o
unico que pode resultar em uma proteina VDR com uma estrutura diferente, em decorréncia da
troca da base nucleotidica (T—C) na sequéncia de bases do gene (ATG para ACG) no primeiro
de dois locais potenciais de iniciacdo de traducdo no éxon 2. Individuos com o alelo C,
designado F (alelo variante) iniciam a traducdo no segundo sitio ATG, resultando em uma
proteina mais curta, com trés aminoécidos a menos (424 aminoacidos), denominada de F-VDR.
Em contraste, individuos com o alelo T, designado f (alelo selvagem) iniciam a traducédo, no
primeiro local ATG e sintetizam o comprimento completo da proteina VDR (427
aminoacidos), denominada f-VDR (ZMUDA; CAULEY; FERRELL, 2000). O papel dessa
mudanca estrutural na funcdo da proteina ainda esta sendo estudada.

Estudos tém sido realizados avaliando a associacdo entre os polimorfismos do gene
VDR Fok | e varios tipos de doencas, incluindo aquelas relacionadas com o sistema imune.
Etten et al. (2007) avaliaram polimorfismos do gene VDR Fok | em estudo experimental com
células do sistema imunolégico de 28 individuos saudaveis. Foi observado que aqueles que
possuiam gendtipo homozigoto da proteina curta FF-VDR apresentavam elevada expressao de
IL-12 em mondcitos e células dendriticas, em comparacdo aos individuos com gendtipo
homozigoto para a proteina longa ff-VDR. Adicionalmente, os linfécitos daqueles com
genodtipo FF-VDR proliferaram mais fortemente em resposta a fitohemaglutinina, em
comparac¢do aos individuos com genotipo ff-VDR. Esses achados sugerem que o polimorfismo

do gene VDR Fok I altera o comportamento de células do sistema imune.

Outros estudos também avaliaram a relacdo entre os polimorfismos do gene VDR e seu
possivel efeito nos niveis séricos da vitamina D. Kitanaka et al. (2012) avaliaram 30 criancas
com idade inferior a quatro anos com deficiéncia de vitamina D e 66 controles. Neste estudo
encontrou-se uma diferenca significante na frequéncia alélica para o gene VDR nas posi¢des
Taq I, Apa I, Bsm I, NADSYNL1 e GC entre os dois grupos estudados.

Segundo McGrath et al. (2010), e possivel que as concentragdes séricas de vitamina D
possam variar de acordo com o gen6tipo do individuo. Os autores especulam que as curvas de
associacdo em forma de U em relacdo aos niveis de vitamina D e o risco de doencas, ja
relatado em alguns estudos, possam refletir uma mistura de subgrupos de genotipos

relacionados com o metabolismo da vitamina D.
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Estudo avaliando a relagdo entre os polimorfismos dos genes relacionados com o
metabolismo da vitamina D, dentre eles 0 gene VDR, e 0s niveis séricos da vitamina D também
foi desenvolvido por Suaini et al. (2014), com 563 criangas com um ano de idade, provenientes
de uma coorte de nascimento denominada HealthNuts, no qual avaliaram 28 SNPs em seis
genes. Os autores ndo encontraram diferenca significante na distribuicdo genotipica para os
SNPs do gene VDR Fok | e Taq | entre as criangas com e sem deficiéncia de vitamina D.

Os efeitos desses polimorfismos sobre o desenvolvimento de alergias alimentares ainda

é pouco explorado.

FIGURA 2 — Representacdo esquematica da estrutura do gene VDR.
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Nota: *Indica que esses polimorfismos estdo em area codificadora
Fonte: UITTERLINDEN et al., 2004.

2.2.2 O papel imunomodulador da vitamina D

Os efeitos bioldgicos da vitamina D na sua forma ativa, a 1,25-dihidroxivitamina D
(1,25(0H),D3) ou calcitriol, sdo mediados pelos seus receptores, que estdo presentes em uma
ampla variedade de tecidos corporais (RYAN; ANDERSON; MORRIS, 2015). A 1,25(0H),D;
atravessa livremente a membrana celular e se liga ao VDR, formando um heterodimero com o

receptor retindide X. Em seguida, interage com sequéncias especificas de DNA da célula-alvo,
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denominadas de elementos responsivos a vitamina D, na regido promotora do gene, modulando
a transcrigéo do gene (BIKLE, 2008).

A identificacdo de VDR em linfocitos atraiu o interesse para um possivel papel na
regulacdo do sistema imune (MIRZAKHAN et al., 2015; KAMEN; TANGPRICHA, 2010;
CANTORNA et al., 2004). E conhecido que todos os tecidos do corpo possuem VDR,
incluindo células do sistema imunoldgico como os linfécitos T e B ativados, neutréfilos e
células apresentadoras de antigenos como macrofagos e células dendriticas (BAEKE et al.,
2007; TAKAHASHI et al., 2002). A expressdao dos VDR nestas células é controlada por
sinalizacdo imune. Enquanto células T virgens exibem niveis baixos desses receptores, em
celulas T ativadas esses receptores sdo abundantes. Esses achados indicam que a vitamina D
pode desempenhar um importante papel como modulador da resposta imunoldgica (BAEKE et
al., 2010).

A vitamina D foi apontada como um importante mediador da resposta imune inata,
aumentando as propriedades antimicrobianas de células como mondcitos e macrofagos, com
aumento da quimiotaxia e atividade fagocitaria (HEWISON, 2012). Também foi descoberto
que a vitamina D induz a expressdo da proteina antimicrobiana catelicina, peptideo intracelular
antimicrobiano da classe das defensinas, considerada como um elemento essencial da
imunidade inata contra infeccdo viral e bacteriana. Ela é encontrada em lisossomos de
neutrofilos, em células mieldides, células do epitélio bronquial, epitélio intestinal,
queratindcitos e trofoblastos da placenta (WEI; CHRISTAKOS, 2015; ADAMS; HEWISON,
2008).

As células dendriticas foram reconhecidas como alvo central para 1,25(0OH),Ds,
direcionando a resposta imune adaptativa (HEWISON, 2012). A vitamina D atua inibindo a
maturacdo de células dendriticas e, dessa forma, promove um fenotipo tolerogénico, sendo
mais pronunciada em células dendriticas miel6ides. Esse efeito é refletido pela inibicdo da
expressao do Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC) de classe 11, de moléculas co-
estimulatorias (CD40, CD80 e CD86) e outros marcadores na superficie das células dendriticas
(SUAINI et al., 2015). Além disso, a 1,25(0OH),D3 também modula a producdo e expresséo das
citocinas produzidas pelas células dendriticas, por inibir a producdo de IL-12 e IL-23, citocinas
conhecidas por direcionar a diferenciacdo das células Th virgens em Thl e Thl7,
respectivamente, bem como a liberacdo das citocinas por elas expressadas (BAEKE et al.,

2010). Portanto, a vitamina D contribui para a redugdo do dano aos tecidos associados com a
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producdo excessiva de células Thl e Th17, desviando a resposta imune para um fenotipo Th2,
com elevacéo da producdo das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 (HEWISON, 2012).

Enquanto os efeitos imunossupressores da vitamina D em células Thl sdo claros, 0s
seus efeitos sobre a expressdo de citocinas Th2 sdo contraditérios e ainda precisam ser
esclarecidos. Alguns estudos mostraram que a 1,25(0OH),D; favorece células Th2 por
hiperregular a expressao da transcrigdo especifica dos fatores transcricionais GATA-3 e c-maf,
bem como de IL-4 em ratos (BOONSTRA et al., 2001).

Por outro lado, é destacada a capacidade da vitamina D em induzir a tolerancia por
estimular a producdo de células TregFoxP3" através do aumento da producdo de IL-10 pelas
celulas dendriticas (CHAMBERS; HAWRYLOWICZ, 2011).

A avaliacdo dos niveis de 25 hidroxivitamina D (25(OH)D), a forma circulante da
vitamina, no corddo umbilical de recém-nascidos mostrou que os niveis de vitamina D ao
nascimento estavam associados a proporgdo de células Treg CD25" que expressam FoxP3".
Sendo sugerido que os efeitos imunoldgicos dos niveis de vitamina D insuficientes no pré-natal

tém potencial para afetar o risco de desenvolver alergia na infancia (CHI et al., 2011).

Em experimento com linfécitos B ativados, a suplementacdo de vitamina D aumentou a
expressdo de IL-10 em mais de trés vezes, tanto pelo recrutamento de VDR no gene promotor
da IL-10, como por modulacdo de sinalizadores dependentes de célcio, sugerindo que a
vitamina D poderia ser utilizada como um modulador da resposta imune alérgica (HEINE et
al., 2008).

De acordo com Hewinson (2012), as celulas T podem ser um alvo importante para 0s
efeitos imunomoduladores da vitamina D de diferentes formas. Podem ser destacados quatro
mecanismos potenciais pelos quais a vitamina D pode influenciar a funcéo das células T: (i)
efeitos diretos sobre as células T via 1,25(0OH),D3 sistémico; (ii) efeitos indiretos sobre a
apresentacdo de antigenos para células T mediada pelas células apresentadoras de antigenos
que expressam CYP27B1 e sintetizam 1,25(0H),Ds; (iii) efeitos paracrinos diretos de
1,25(0OH),D3 nas celulas T apds a sintese da sua forma ativa pela enzima CYP27B1 por
monacitos ou células dendriticas; (iv) conversdo direta (intracrina) de 25(OH)D a 1,25(0OH),D3

por células T.

Experimentos também mostraram que a proliferacdo de células T e sua funcdo é
inibida por uma reducdo na producdo de IL-2 em resposta a 1,25(0OH),D3. As células T

tratadas diretamente com calcitriol ou seus analogos, na auséncia de células apresentadoras de
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antigenos, diminuiu a expressdo de células Thl, Th9 e Th22, mas aumentou a producdo de
citocinas produzidas por células Th2 (SUAINI et al., 2015).

Muitos mecanismos foram postulados para explicar os efeitos da vitamina D sob a
imunidade inata e adaptativa, como reduzir a inflamacdo, promover tolerancia imune e
aumentar a integridade do epitélio intestinal, mas os mecanismos da vitamina D que podem
influenciar o risco de alergia alimentar ndo sdo claros (SUAINI et al., 2015). O que levou
muitos pesquisadores a avaliarem a associacdo entre 0s niveis séricos de vitamina D e a

prevaléncia de alergias alimentares e sensibilidade a alérgenos alimentares.

Os resultados de alguns estudos mostram que a vitamina D pode ndo apresentar uma
resposta linear em relagdo ao desenvolvimento de alergia alimentar, sendo encontrada uma
associacdo em forma de U, entre baixos e altos niveis de vitamina D com elevacdo da IgE
sérica especifica para alérgenos alimentares (ROTHERS et al., 2011; HYPPONEN et al.,
2009).

Em estudo realizado por Weisse et al. (2013), os niveis séricos de vitamina D durante a
gestacdo foram associados com niveis elevados de IgE especifica para alimentos nas criangas
aos dois anos de idade. Também foi observado que os niveis de vitamina D no cordéo
umbilical foram negativamente correlacionados com o nimero de células Treg. Sugerindo-se
que elevados niveis de vitamina D na mae (>30ng/mL) possam ter inibido a diferenciacao de
células Treg ao nascimento, podendo ter contribuido para maior risco de sensibilizacdo/alergia

alimentar.

Contrariamente, Allen et al. (2013) observaram que a insuficiéncia de vitamina D em
criangas com um ano de idade aumentou a chance para ter multiplas alergias alimentares (>2),
sendo sugerido que a suficiéncia de vitamina D pode desempenhar um papel protetor contra a
doenca alérgica no inicio da vida. Achados similares foram encontrados por Sharief et al.
(2011), ao avaliarem os resultados do National Health and Nutrition Examination Survey
(2005-2006). Os niveis de 25(0OH)D <15ng/mL foram associados com altos niveis de IgE
especifica para 11 dos 17 alérgenos testados em criangas e adolescentes americanos.

Foi hipotetizado por Wjst (2009), em um estudo epidemioldgico, que a suplementacao
de vitamina D veiculada pelo 6leo de figado de bacalhau em cidades inglesas, para prevenir
raquitismo, pode ter contribuido para o aumento da prevaléncia de doencas alérgicas. Essa
hipdtese ainda ndo foi confirmada, bem como a hipdtese contraria, que a suplementacdo de

vitamina D na infancia poderia prevenir o desenvolvimento de doencas alérgicas. A World
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Allergy Organization (WAO), ap6s examinar as evidéncias atualmente disponiveis, ndo
encontrou apoio para a hipétese de que a suplementacdo de vitamina D reduz o risco de
desenvolvimento de doencas alérgicas em criancas. Por isso, a WAO ndo sugere a utilizacdo de
vitamina D em mulheres gravidas, lactantes ou criangas saudaveis como um meio de prevenir o
desenvolvimento de doencas alérgicas (YEPES-NUNEZ et al., 2016).

E importante destacar que embora muitos estudos experimentais tragam informagcdes
importantes acerca das acOes da vitamina D no sistema imune, alguns achados sé&o
inconsistentes. Vale salientar também que muitos desses estudos sdo realizados em animais ou
in vitro, e podem ndo refletir adequadamente as respostas da vitamina D em um ambiente
fisiolégico como o corpo humano. Da mesma forma, os resultados dos estudos abordando a
relacdo entre a vitamina D e alergias alimentares se revelaram muitas vezes conflitantes ou
inconsistentes, ndo permitindo ainda um consenso sobre o papel especifico dessa vitamina no
desenvolvimento de alergias alimentares (DELUCA, 2015; DELLA GIUSTINA et al., 2014).
Porém, alguns achados indicam que pode haver uma interacdo entre a vitamina D e a genética

do individuo no desenvolvimento das alergias alimentares (LIU et al., 2011).

2.2.3 Alergia alimentar: fatores associados

O aumento epidémico de doencas alérgicas e autoimunes, mais rapido do que poderiam
ocorrer alteragdes no genoma humano, sugere uma susceptibilidade associada do sistema
imune a modernas mudancgas ambientais. Além disso, a expressao clinica de doenca alérgica
em fase precoce da vida reforca fortemente a hipdtese que 0s eventos pré-natais e pos-natais
muito precoces sdo susceptiveis para desempenhar um papel critico na programacao
imunoldgica (PRESCOTT; ALLEN, 2011).

Fatores ambientais tém sido associados ao aumento de doencas alérgicas na infancia,
juntamente com evidéncias plausiveis de mecanismos imunoldgicos. Estes incluem poluentes
ambientais, duracdo do aleitamento materno, tipo de parto, colonizagdo microbiana,
alimentacdo materna durante a gestacao e da crianga no primeiro ano de vida, incluindo a idade
na introducdo da alimentagdo complementar e periodo de introducdo dos principais alérgenos
alimentares. Além disso, atencdo também tem sido dada a relagdo entre nutrientes especificos e

o desenvolvimento de doengas alérgicas como a vitamina D, antioxidantes, acido félico e
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acidos graxos poli-insaturados (LEE; KIM, 2016; JENNINGS; PRESCOTT, 2010; ROBISON;
KUMAR, 2010).

Outros fatores relacionados ao estilo de vida das sociedades modernas também estdo
sendo pontuados como o uso de antibidticos, melhora da purificacdo da agua (com reducédo de
infeccOes associadas), melhora da qualidade da alimentacdo (com redugdo da carga
microbiana), maior imunizacdo, redu¢do do tamanho das familias e obesidade. Esses fatores
ambientais podem atuar separadamente ou em conjunto, contribuindo para a falha no
desenvolvimento da tolerancia imune no primeiro ano de vida, periodo em que as alergias
alimentares geralmente se manifestam. No entanto, todos esses fatores ainda estdo sob debate
(ALLEN; MARTIN, 2010).

Segundo Tan et al. (2012), as exposi¢cbes ambientais podem interagir com a
predisposicdo genética para modificar o risco de doenca e/ou seu resultado, que no caso das

alergias alimentares poderia influenciar no desfecho clinico de toleréncia.

E amplamente aceito na literatura que o ambiente pode contribuir para a génese da
APLV. Entre os fatores ambientais, a exposicdo precoce as proteinas do leite de vaca no
periodo neonatal tem sido vista como um fator determinante (HOST; HALKEN, 2014). Esse
fato foi documentado em uma grande coorte de nascimento (6.209 lactentes) acompanhada por
18 a 34 meses. Neste estudo, a alimentacdo complementar iniciada nos primeiros dois meses de
vida com férmula infantil aumentou o risco para APLV em comparagdo a complementacéo

com leite materno pasteurizado e soro de leite hidrolisado (SAARINEN et al., 1999).

Segundo Host e Halken (2014), a absor¢do de proteinas alimentares, como as proteinas
do leite de vaca, através da mucosa intestinal é um fendmeno normal e a formacgdo de
anticorpos contra essas proteinas é uma resposta fisioldgica. Porém, ndo esta claro ainda se o
aumento da absorcdo de macromoléculas é parte de uma predisposicdo alérgica ou é devido a
uma lesdo temporaria da mucosa, embora a relevancia do aumento da absorcdo para o

desenvolvimento de condigdes clinicas como a APLV ja esté clara.

Em alguns casos, a sensibilizacdo para as proteinas do leite de vaca pode ocorrer
durante o aleitamento materno exclusivo, podendo ser atribuida a exposicdo a minimas
quantidades de proteinas do leite de vaca no leite materno (entre 0,9-150ng/mL). No entanto,
especula-se que outros fatores estdo mais relacionados como o contato com as maos
contaminadas com leite ou inalagdo de vapor do cozimento de alimentos contendo leite de
vaca (HOST, 1994).
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Em estudo realizado por Monjaraz et al. (2015) com 101 criangas com APLV e 90
controles, atendidos em Centro de Gastroenterologia e Nutricdo do México, a prematuridade,
a duracdo menor do aleitamento materno, com consequente introducéo precoce de formula
infantil e o uso de antibidticos no terceiro trimestre da gestacdo foram considerados como

fatores de risco para o desenvolvimento da APLV.

O leite materno possui fatores imunomoduladores importantes na fase inicial da vida
da crianca, dentre esses se destaca o papel do TGF-B1, por ser responsavel pela produgido de
IgA especifica, inibicdo da ativacdo de células T e inducdo de tolerancia oral (MINNITI et al.,
2014). As concentragdes dessa citocina sdo mais elevadas no colostro, em comparagéo ao leite
maduro (HRDY et al., 2012; PROKESOVA et al., 2006). Postula-se que a IgA presente no
leite materno, quer isoladamente ou como um complexo com antigenos secretados, pode
desempenhar um papel protetor para alergias alimentares, por modular as respostas imunes da
mucosa intestinal, limitando a quantidade de antigenos disponiveis (NOWAK-WEGRZYN et
al., 2015).

No leite humano também se destaca o papel da molécula CD14 soldvel. E um receptor
de reconhecimento padrdo de lipopolissacarideo, que se liga a componentes microbianos,
iniciando a secrecdo de niveis elevados de IL-12, portanto, possui um papel importante no
desenvolvimento da imunidade inata (SOHI; WARNER, 2008). Essa molécula esta presente
em grandes quantidades no leite humano, 0 que sugere que esta citocina possa desempenhar
um papel adjuvante no efeito protetor da amamentacdo no desenvolvimento da alergia
(MAVROUDI; XINIAS, 2011).

Segundo Bjorkstén (2005), a mée é o principal fator ambiental ao qual a criancga esta
em contato direto, tanto na fase gestacional como nos meses subsequentes, durante a
amamentacdo. Estudos relatam que a exposicdo as bactérias da mae durante o parto influencia
no tipo de bactérias que colonizam o intestino da crianga; essas bactérias apresentam papel
ativo na maturagédo do intestino e influenciam o sistema imunolégico local (TSABOURI et al.,
2014; CAO; FEEHLEY; NAGLER, 2014).

O uso de antibidticos apds o parto, em alguns casos se faz necessario. Além da
reducdo na taxa de microbios, seus efeitos sobre a estrutura da colonizagdo intestinal podem
persistir aléem do periodo do tratamento (CANANI; GILBERT; NAGLER, 2015).

A relagdo entre a microbiota intestinal e o sistema imune nos primeiros meses de vida

parece ser de grande importancia, uma vez que é um periodo conhecido como "janela
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imunologica”, durante o qual a microbiota intestinal infantil pode influenciar eventos
imunolégicos essenciais que alteram a sensibilizacdo alérgica. Nessa fase, a maturacdo do
sistema imune ndo estd completa e ainda esta sendo desenvolvida a tolerancia imunolégica
contra alérgenos alimentares e antigenos microbianos. Dessa forma, as bactérias comensais
intestinais e 0 seu estabelecimento sequencial desempenham um papel crucial no
desenvolvimento do tecido linfoide associado ao intestino ou GALT (do inglés: Gut-Associated
Lymphoid Tissue) e na modulacdo do equilibrio entre células Th1/Th2/Treg, constituindo um
importante fator no desenvolvimento de tolerancia oral (TSABOURI et al.,, 2014). A
microbiota intestinal interage com componentes da imunidade inata e adaptativa no sistema
imune mucoso e através desses mecanismos conduz a diferenciacdo de células Treg. A
colonizacdo do hospedeiro pela microbiota comensal e a presenca de multiplos componentes da
dieta sdo a chave para a funcdo celular imunitaria mucosa adequada. As espécies bacterianas
individuais promovem a diferenciacdo de populacBes de células T intestinais distintas
(HARRISON; POWRIE, 2013; MCLOUGHLIN; MILLS, 2011).

Outro fator ambiental que vem sendo destacado na génese das alergias alimentares é a
vitamina D. De acordo com Vassalo e Camargo Jr. (2010), a deficiéncia de vitamina D em um
periodo critico como nos primeiros meses de vida, pode aumentar a suscetibilidade para
colonizacdo de flora microbiana anormal e infec¢bes gastrintestinais, contribuindo para uma
perda da integridade da barreira intestinal e exposi¢cdo excessiva do sistema imune aos
alérgenos alimentares, levando a quebra da tolerdncia oral e desenvolvimento de alergias
alimentares. Ly et al. (2011) também destacam que a vitamina D pode ser uma via importante
para conduzir a homeostase por modificar a relacdo entre a microbiota intestinal e o sistema

imune do hospedeiro.

2.3 APLV: Fenétipos clinicos e mecanismos imunol6gicos

A complexidade da APLV esta relacionada ao espectro de patogénese que varia de
acordo com o mecanismo imunoldgico envolvido (GIBBONS et al., 2012). Na resposta aos
antigenos alimentares como as proteinas do leite de vaca, observa-se a interacdo entre a
imunidade inata e adaptativa, podendo desencadear respostas de diferentes intensidades (JO et
al., 2014).
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As ceélulas do sistema imune inato desempenham um papel crucial na iniciagdo e na
direcdo posterior da resposta imune adaptativa como as células apresentadoras de antigenos
que véo induzir os linfécitos T a se diferenciarem (JANEWAY et al., 2001). Mastocitos,
basofilos e eosinodfilos sdo consideradas como as principais células efetoras sobre a exposicédo a
alérgenos. Nas reagcdes mediadas por IgE, os mastécitos, basofilos e eosinofilos representam
um papel crucial devido a sua expressdo na superficie de receptores de alta afinidade para IgE
(FceRI) e sua capacidade para secretar mediadores de inflamacdo alérgica apos a ligacao
cruzada com alérgenos especificos. Por isso, estas células contribuem para as reacGes de inicio
imediato e nas reacfes de inicio tardio (horas apds a exposi¢do) (JO et al., 2014). Os
mediadores liberados ap6s a degranulacdo dos mastdcitos, particularmente a histamina, pode
estimular células endoteliais ou epiteliais a liberar um potente quimioatrator de eosindéfilos,
denominado de eotaxina (MENZIES-GOW et al.,, 2004). Outros mediadores recém-
sintetizados, tais como leucotrienos (LTC), por exemplo, LTC,; prostaglandinas (PGD), por
exemplo, PGD, e citocinas, por exemplo, IL-3, IL-5, conduzem ao recrutamento de células
inflamatdrias responsaveis pela resposta de fase tardia mediada por IgE (SUAINI et al., 2015).
A IL-5 liberada atrai os eosindfilos, prolongam a sua sobrevivéncia, aumentam a adesdo as
células endoteliais e sua funcdo efetora. O tecido infiltrado de eosinofilos, posteriormente,
libera proteinas toxicas que contribuem para o prolongamento da resposta inflamatoria e pode
resultar em gastroenteropatias eosinofilicas (JO et al., 2014).

Em adicdo, o sistema imune adaptativo, atraves da atuacdo dos linfécitos Th determina
a resposta contra o alérgeno alimentar. Tendo como caracteristica a plasticidade, podendo se
diferenciar para um perfil Thl, Th2 ou Treg. As células Thl foram caracterizadas pela sua
capacidade de produzir IFN-y, fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) e IL-2. S&o eficientes na
estimulacdo de macrofagos e ativacdo de células T citotoxicas (Tc), induzindo, dessa forma, o
que é chamado de imunidade mediada por células, tendo como caracteristica um inicio de
resposta mais lento. Em contraste, as células Th2 sdo produtoras de IL-4, IL-5 e IL-13,
eficazes em estimular as células B a produzirem IgE e contribuem para a patogénese das
reacOes imediatas (JO et al., 2014; BONILLA; OETTGEN, 2010; CLARK; KUPPER, 2005).
Por outro lado, os linfécitos responsaveis pelo controle de uma variedade de respostas imune
sdo as células Treg. As citocinas por elas produzidas sdo IL-10 e TGF-B, consideradas cruciais
para a manutencdo da homeostase imune (SAKAGUCHI et al., 2009). Dessa forma, a
supressdo da diferenciacdo de células Treg conduz para a polarizagdo de células Th para um
perfil inflamatorio, geralmente Th2 (MELO; CARVALHO, 2009).
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A caracterizacdo do tipo de resposta imunoldgica envolvida na APLV, através do
estudo da histdria clinica de sintomas, associada a dosagens dos marcadores bioldgicos
disponiveis, auxiliam na conducdo do tratamento e na estimativa do prognostico para o
paciente (SHEK et al., 2005). Na APLV, a resposta imunoldgica pode ser mediada por IgE, ndo
mediada por IgE ou mista e apresenta um espectro de fenétipos que inclui sintomas clinicos
leves, moderados e graves, podendo causar risco a vida da crianca (DU TOIT et al., 2010).

A APLV mediada por IgE tem sido mais estudada do que as rea¢des ndo mediadas por
IgE, sendo classificada como reacdo de hipersensibilidade do tipo | ou hipersensibilidade
imediata. O inicio dos sintomas é réapido, ocorrendo em minutos a até duas horas apo6s a
exposicdo as proteinas do leite de vaca (CRITTENDEN; BENNETT, 2005). E caracterizada
por dois estagios: o primeiro é chamado de fase de sensibilizacdo, na qual os alérgenos sdo
ingeridos, internalizados e expressados na superficie das células apresentadoras de antigenos.
Estas por sua vez, interagem com os linfocitos Th virgens, polarizando-os para um perfil Th2,
com producdo de citocinas como a IL-4 e promovem a ativacao de linfocitos B. Esses mais
tarde produzem anticorpos IgE contra as proteinas do leite. A segunda fase é iniciada ap6s uma
exposicdo subsequente as proteinas do leite, chamada de fase de ativacdo. Nesta fase, a IgE
ligada a receptores de alta afinidade na superficie de mastdcitos e baséfilos se ligam a epitopos
alergénicos de proteinas do leite. Essa interacdo promove uma cascata de eventos intracelulares
que desencadeia a liberacdo de histamina, fator ativador de plaquetas (PAF) e outros
mediadores inflamatorios que promovem 0s sintomas alérgicos como edema, eritema e prurido
(HUANG,; KIM, 2012; ALLEN; MARTIN, 2010; BENHAMOU et al., 2009).

E importante destacar que muitas criancas podem apresentar sensibilizacio para as
proteinas do leite de vaca, com presenca de anticorpos IgE especificos no sangue, porém nédo
sdo consideradas alérgicas. Segundo Martorrell-Aragonés et al. (2015), apenas a producédo de
IgE especifica, que pode ser evidenciada em testes cutaneos de hipersensibilidade ou pela
dosagem seérica, ndo caracteriza alergia. Porem, o individuo € considerado alérgico quando,
além da presenca de IgE especifica para o alérgeno, reproduz sintomas quando exposto ao

alérgeno.

Na APLV mediada por IgE, os sintomas mais comumente apresentados Sdo 0sS
cutaneos, como prurido na boca e labios, eczema, urticaria e angioedema, associados a
sintomas gastrintestinais como vOmitos imediatos, dor abdominal, nausea e diarreia. No
entanto, pode ser acometido o trato respiratorio, com rinoconjuntivite, sibilancia e asma ou até

mesmo acometer mais de um Orgao ou sistema, a exemplo do comprometimento do sistema
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cardiovascular e respiratorio evidenciado na anafilaxia grave (MARTORREL et al., 2015;
CALDEIRA; CUNHA; FERREIRA, 2011; KATTAN; COCCO; JARVINEN, 2011).

A anafilaxia é definida como uma reacdo sisttmica ou generalizada de
hipersensibilidade grave, de inicio rapido e potencialmente fatal, devido aos problemas
circulatorios ou respiratorios causados, e é geralmente associada a alteracGes na pele e/ou
mucosas (MURARQO et al., 2014). Em pacientes com APLV, a anafilaxia se caracteriza como o
quadro clinico mais grave de sintomas, podendo estar presente em até 9% dos casos (HUANG;
KIM, 2012). Criangas com APLV que ndo toleram preparac6es contendo leite extensivamente
aquecido, como as preparacOes assadas (biscoitos e bolos), apresentam um maior risco para
reacOes mais graves (MEHR et al., 2014).

Pacientes com APLV mediada por IgE apresentam um maior risco de desenvolverem
alergias alimentares maultiplas e condicGes atopicas como a asma alérgica em fase futura da
vida, fendbmeno conhecido como “marcha atopica”, principalmente quando a alergia alimentar
é persistente (HOST et al., 2002). Sampaio et al. (2005), avaliando 76 criancas com APLV
mediada por IgE, mostraram que aguelas com quadro clinico de sintomas persistente (>36
meses de tempo de doenca) apresentaram maior prevaléncia de asma, em comparagdo as

criangas com quadro clinico transitério (<24 meses de tempo de doenca).

Estima-se que a maioria dos quadros clinicos de APLV com sintomas
predominantemente gastrintestinais seja ndo mediado por IgE (NOWAK-WEGRZYN, 2015).
O mecanismo imunolégico da APLV ndo mediada por IgE ndo é tdo bem descrito como nas
reacOes mediadas por IgE. Sinais e sintomas digestivos podem ser decorrentes da inflamacao,
dismotilidade ou a combinacdo de ambos (KOLETZKO et al., 2012). Seu diagnéstico é
desafiador, devido a auséncia de marcadores biolégicos disponiveis (GIBBONS et al., 2012;
DU TOIT et al., 2010). Segundo Vandenplas; Marchand; Meyns (2015), € dificil separar as
“alergias ndo mediadas por IgE” das “desordens funcionais gastrintestinais” em lactentes com

reacOes adversas a formulas infantis.

Nesse tipo de fenotipo da APLV séo implicados mecanismos imunologicos que incluem
reacOes envolvendo linfocitos Thl, com ativagdo de células inflamatdrias via producgéo de IFN-
v (hipersensibilidade do tipo 1V), formacdo de imunocomplexos com IgA e I9gG
(hipersensibilidade do tipo Il1) levando a ativagdo do sistema complemento ou a resposta de
linfocitos T (VITALITI et al., 2012; CRITTENDEN; BENNETT, 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vandenplas%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26239112
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vandenplas%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26239112
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meyns%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26239112
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Em criancas com APLV mediada por células, as manifestagdes clinicas tendem a ser
tardias, com o inicio dos sintomas ocorrendo apds duas horas a até mesmo dias apds a
exposicao as proteinas do leite de vaca. Os sintomas se sobrepdem, podendo ser diversos e de
intensidade  variavel (LIFSCHITZ; SZAJEWSKA, 2015). Pode-se destacar como
manifestacBes gastrintestinais de APLV de inicio tardio o refluxo gastroesofagico (RGE),
diarreia (com ou sem mé& absorcdo proteica), sangue e/ou muco nas fezes, dor abdominal,
colicas graves, aversdo/recusa alimentar (saciedade precoce por esvaziamento gastrico
retardado), constipacdo intestinal, eritema perianal e fissuras anais. Outros problemas que
podem estar associados aos distdrbios gastrintestinais, podendo trazer consequéncias
importantes sdo a anemia ferropriva e ma evolucdo péndero-estatural (FERREIRA et al., 2014;
KOLETZKO et al., 2012).

A enterocolite induzida por proteina alimentar ou FPIES (do inglés: food protein-
induced enterocolitis syndrome) é uma manifestacdo rara, porém potencialmente grave. O leite
de vaca é considerado o mais comum causador dessa sindrome em criancas (YANG et al.,
2016). Caracteriza-se por vomitos recorrentes (inicio entre 1-3 horas ap0s a ingestdo), letargia,
palidez, diarreia (inicio entre 5-10 horas apds a ingestdo), desidratacdo com progressao para
choque hipovolémico em 15-20% dos casos, hipoalbuminemia e deficiéncia de crescimento
(em um quadro crénico). Podendo ser desencadeada nos primeiros meses de vida ou até um
ano de idade. O inicio tardio dos sintomas pode ser atribuido a atraso na introducdo de leite de
vaca em criangas amamentadas (NOWAK-WEGRZYN, 2015). Embora rara, a FPIES pode se
manifestar durante o aleitamento materno exclusivo (MICELE SOPO et al., 2014). O atraso no
diagndstico € comum, levando a desnutricdo e repercussGes negativas sobre o crescimento
(YANG et al., 2016). Varias alteracdes imunoldgicas tém sido descritas em pacientes com
FPIES. As células T podem desempenhar um papel central na fisiopatogenia dessa sindrome.
Um deficit na resposta do TGF-B1 e aumento do TNF-o intestinal foram encontradas na
FPIES. A resposta imunolédgica humoral também pode estar envolvida, com aumento dos
niveis de IgA especifica e uma diminuicdo da 1gG4 especifica. A secrecdo de citocinas e
quimiocinas diferentes durante a reagdo inflamatdria pode justificar a leucocitose com desvio a
esquerda (BERIN, 2015).

A enteropatia induzida por proteinas do leite de vaca se caracteriza por diarreia
prolongada com sangue e voémitos ocasionais, podendo acarretar em ma absorcédo de nutrientes,
com hipoproteinemia, anemia e retardo do crescimento; em alguns casos pode causar acidose
metabolica (FERREIRA et al., 2014; MEYER; SCHWARZ; SHAH, 2012). O mecanismo
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imune envolvido ndo é claro, sabe-se, no entanto, que ha envolvimento de células T (NOWAK-
WEGRZYN et al., 2015). No diagnostico, observa-se a melhora clinica ap6s a dieta de
exclusdo de leite de vaca seguida de teste confirmatdrio. Também pode ser realizado exame
endoscopico com biopsia do intestino, sendo observada, além da inflamagdo da mucosa, uma
desorganizacdo da arquitetura das vilosidades intestinais, que podem ser confundidas com
doenca celiaca ndo tratada (DU TOIT et al., 2010).

A proctocolite alérgica induzida por proteina alimentar é reconhecida como uma doenca
da infancia. O inicio dos sintomas se da nas primeiras semanas a meses de vida, com célicas e
presenca de sangue e muco nas fezes, no entanto, é considerada como um quadro benigno, pois
ndo é observada alteragdo no padrdo das dejecdes ou pode ocorrer diarreia ocasional e as
criancas apresentam boa evolucdo ponderal (FERREIRA et al., 2014). O mecanismo
fisiopatoldgico ainda ndo foi totalmente identificado. Porém, sabe-se que envolve a presenca de
linfocitos T CD8, bem como linfécitos do tipo Th2 e infiltrado eosinofilico em todas as
camadas da mucosa col6nica. Também foi observada presenca de linfécitos T circundantes,
associada a secrecdo de TNF-a pelos linfocitos ativados (FAGUNDES-NETO; GANC, 2013).

Essencialmente, todas as manifestacfes gastrintestinais de alergias alimentares néo
mediadas por IgE apresentam alteragcGes na motilidade, sendo denominada de dismotilidade
alérgica, incluindo vémitos, RGE, colicas, diarreia e constipagdo intestinal (MEYER,;
SCHWARZ; SHAH, 2012). Os mecanismos imunoldgicos responsaveis por esses distlrbios
ndo estdo claramente elucidados, no entanto, estudos preliminares apontam a interacdo de
células inflamatdrias como mastdcitos e eosinofilos com o sistema nervoso entérico, chamada
de interacdo neuroimune, podendo explicar as mudancas no peristaltismo do trato
gastrintestinal durante a resposta inflamatéria alérgica (MEYER; SCHWARZ; SHAH, 2012;
DU TOIT et al., 2010).

A APLV deve ser considerada como uma possivel causa de constipacdo intestinal em
lactentes que desenvolvem fezes duras e pouco frequentes, durante o periodo de introducdo de
formula infantil (MEYER; SCHWARZ; SHAH, 2012). O mecanismo patogénico proposto
para explicar a relacdo entre APLV e constipacdo intestinal seria 0 aumento da presséo do
esfincter anal interno em repouso decorrente da resposta inflamatoria alérgica com infiltracéo
de mastdcitos e eosindfilos, de modo que a crianga precisaria fazer um esforgo excessivo ao
evacuar (DU TOIT et al., 2010).
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2.4 Histéria natural da APLV

O prognéstico da APLV ¢ favoravel, uma vez que, na maioria dos casos, se comporta
como uma condicdo transitoria. A tolerancia as proteinas do leite deve-se a maturacdo do trato
gastrintestinal e do sistema imunoldgico. Na maioria dos pacientes, a tolerancia é adquirida
ainda na infancia ou até o inicio da adolescéncia. Contudo, uma minoria persiste até a fase

adulta, predominantemente os casos de reac6es mediadas por IgE (SAVAGE; JOHNS, 2015).

Pesquisas tém sido realizadas em muitos paises, com enfoque na evolucéo da APLV,
relatando diferentes taxas de resolucdo. Estudos mais antigos como o publicado por Host e
Halken (1990), avaliando 39 crian¢as da Dinamarca com reacdes mediadas e ndo mediadas por
IgE, encontraram uma taxa de tolerancia de 56% em um ano, 77% em dois anos, 87% em trés
anos, 92% em cinco anos e 97% aos 15 anos de idade. Em outro estudo do mesmo ano, com
100 criancas da Austrélia, a toleréncia as proteinas do leite de vaca foi alcancada em 28% dos
pacientes aos dois anos de idade, 56% aos quatro anos e 78% aos seis anos (BISHOP; HILL;
HOSKING, 1990).

Menores taxas de resolugdo na infancia também foram observadas em estudo
retrospectivo com 807 pacientes com APLV mediada por IgE nos Estados Unidos da América
(EUA). A tolerancia oral foi identificada em 19% aos quatro anos, 42% aos oito anos, 64% aos
12 anos e 79% aos 16 anos de idade (SKRIPAK et al., 2007). Da mesma forma, Dias; Santos e
Pinheiro (2010), realizaram um estudo retrospectivo com 79 criancas com APLV em Portugal.
Destas, 93% tinham reacdes imediatas. A tolerancia ao leite de vaca foi identificada em 17,7%
aos quatro anos, 31,6% aos seis anos e 39,2% aos oito anos. Aos 10 anos de idade, 40% das

criancas permaneciam com sintomas de APLV.

Em estudo realizado com 148 criangcas com APLV IgE mediada na Turquia, seguidas
por até 3,5 anos, 44,6% desenvolveram toleréncia ao leite de vaca ao fim do estudo (YAVUZ
et al., 2013). Em contraste, 82% das 170 criancas espanholas com APLV mediada por IgE,
acompanhadas por 48 meses apresentaram tolerancia ao leite de vaca no fim do estudo
(MARTORREL-ARAGONES et al., 2008). Achados similares foram encontrados em um
estudo polonés, com 291 pacientes com APLV mediada por IgE, com idades entre dois a 14
anos. A tolerancia ao leite de vaca foi diagnosticada em 212 (72,9%) pacientes, com idade
média de 5,2 anos (KACZMARSKI et al., 2013).
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No estudo realizado por Elizur et al. (2012), com 54 criangas com APLV mediada por
IgE, 57,4% desenvolveram toleréncia ao leite de vaca entre quatro a cinco anos de idade. No
entanto, a maioria (70,9%) desenvolveu tolerancia nos primeiros dois anos. Dados similares
foram encontrados em estudo com 293 pacientes a partir de uma coorte dos EUA. A resolucédo
da APLYV foi identificada em 154 (52,6%) criancas com idade média de cinco anos. Destes, 56
apresentaram teste de tolerdncia ao leite de vaca negativo e 98 ndo apresentaram

sintomatologia apds a introducdo domestica de leite e derivados na dieta (WOOD et al., 2013).

Na Alemanha, um estudo retrospectivo com 52 criangas com rea¢6es mediadas por IgE
(90% apresentando dermatite atdpica) encontrou-se uma taxa de resolucéo da APLV de 61,5%
(AHRENS et al., 2012).

Segundo Spergel (2013), a heterogeneidade da histéria natural da APLV esta
fortemente relacionada com o fendtipo clinico de sintomas apresentados pela crianca. Muitos
estudos mostram uma tendéncia para o desenvolvimento de tolerancia mais cedo em criancas
com APLV mediada por células, em comparacdo aquelas com sintomatologia mediada por IgE
(SKRIPAK et al., 2007; SAARINEN et al., 2005; VANTO et al., 2004; HOST; HALKEN,
1990).

Ao se avaliar a historia natural de acordo com sindromes clinicas relacionadas com
APLV, observa-se que a proctocolite alérgica apresenta elevada taxa de resolucdo entre um a
trés anos, no entanto, a maioria alcanca tolerancia ja no primeiro ano de vida (NOWAK-
WEGRZYN, 2015). Estudos relatando a evolucdo de pacientes com FPIES relacionada a
APLV, mostraram que a tolerancia pode ser alcangada entre um ano de idade (YANG et al.,
2015) a dois anos de idade (MICELI SOPO et al., 2012).

Em algumas dessas pesquisas, foram avaliadas variaveis que poderiam ajudar a predizer
0 progndstico de tolerancia ao leite de vaca. Dentre eles, os niveis de IgE especifica para o leite
de vaca, tanto no momento do diagndstico como durante a conducdo do tratamento,
sensibilizacdo a outros alérgenos alimentares, o tamanho da papula apos o teste cutédneo de
hipersensibilidade, a existéncia de outras condic¢Ges alérgicas como asma, dermatite atopica e
rinite alérgica foram considerados como bons indicadores para o desfecho clinico da APLV
(YAVUZ et al., 2013; AHRENS et al., 2012; WOOD et al., 2013; SKRIPAK et al., 2007;
SAARINEN et al., 2005; VANTO et al., 2004). Wood et al. (2013) criaram uma calculadora
online para predizer a historia natural da APLV, disponivel no enderegco eletronico

www.cofargroup.org, a partir dos resultados encontrados no estudo.
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A ampla variabilidade observada nas taxas de resolucdo relatadas nos estudos
publicados pode ser explicada por diferencas nas caracteristicas das populacGes estudadas
(heranca genética, historia clinica e gravidade dos sintomas), bem como no desenho dos
estudos, tendo em vista que alguns foram realizados a partir de uma coorte de nascimento,
enquanto outros foram realizados com criancas atendidas em centros de salde, que
possivelmente podem ter quadros clinicos mais graves. Além disso, os métodos seguidos para
identificar o progndstico clinico indicam que ainda ndo é possivel realizar uma estimativa
global da histéria natural da APLV (NICOLAOU; TSABOURI; PRIFTIS, 2014).

25 APLV: Quebra da tolerancia oral

A tolerancia oral é um processo ativo, no qual o sistema imune ndo responde a
antigenos administrados oralmente, como as proteinas dos alimentos (COMMINS, 2015;
PABTS; MOWAR, 2012). O estado de tolerancia induzida por antigenos alimentares contrasta
com a resposta imune ativa, necessaria para proteger o intestino contra o bombardeio continuo
por patdgenos ou seus produtos (STROBEL; MOWAT, 2006). A falha em induzir toleréncia
desencadeia uma série de doencas, dentre elas as alergias alimentes (VICKERY et al, 2011).

Para manter a tolerancia, o sistema imunoldgico deve ndo apenas ser habil em distinguir
0s antigenos préprios dos ndo proprios, mas também deve ser capaz de discriminar 0s
antigenos ndo proprios indcuos daqueles que podem trazer riscos (CHINTHRAJAH et al.,
2016). A grandiosidade desta tarefa € indiscutivelmente mais crucial nas superficies epitelial e
mucosas, tais como a pele, trato respiratorio e trato gastrointestinal, nas quais o organismo
encontra um grande numero de proteinas, tanto indcuas como potencialmente patogénicas
(PELZ; BRYCE, 2015). A exposicao a antigenos no intestino leva a protecdo local e resposta
imune sistémica (BURKS; LAUDACH; JONES, 2008).

A integridade do trato gastrintestinal é apontada como fator primordial na indugédo da
tolerancia oral. Este, € considerado como o maior érgdo imunoldgico do corpo, compreende
cerca de 300 metros quadrados de area de superficie, o qual é exposto de forma continua a uma
vasta quantidade de antigenos exogenos, incluindo as bactérias comensais e proteinas da dieta
(CHEHADE; MAYER, 2005). O trato gastrintestinal recebe cerca de 70g a 100g de proteinas
provenientes da dieta a cada dia. O sistema imune mucoso desenvolveu mecanismos

sofisticados, através dos quais ele pode determinar quando uma resposta imune é necessaria,
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bem como as formas de manter o controle sobre respostas aberrantes, e o equilibrio entre esses
mecanismos é fundamental para a satde (PELZ; BRYCE, 2015). Um funcionamento adequado
do sistema imunoldgico intestinal elimina agentes patogénicos, tolera antigenos ambientais
inofensivos, tais como as proteinas dos alimentos, e mantém a flora bacteriana comensal. Estas
tarefas sdo perfeitamente conseguidas com inflamagcdo minima do tecido (SAVILAHTI;
SAVILAHTI, 2013).

A barreira intestinal € composta por uma Unica camada de epitélio colunar que separa
0 limen do resto do corpo, sob a qual é produzida uma camada viscosa de muco para
revestimento e protecdo. As juncdes entre as células epiteliais sustenta a integridade da
barreira e reduz a permeabilidade paracelular (YU; YANG, 2009). As células M presentes no
epitélio intestinal atuam como via de acesso ao sistema imune por transferir antigenos por
pinocitose a lamina propria (NEUTRA, 1998).

No intestino também esta presente uma estrutura linfoide especializada (GALT),
incluindo as placas de Peyer no duodeno e foliculos linfoides que séo incorporados na lamina
prépria de todo o trato intestinal (MOWAT, 2003). Trés tipos de células especializadas
existentes no trato gastrintestinal e sdo capazes de processar proteinas dietéticas que
sobrevivem ao processo digestivo, e estas incluem as células M, células das microvilosidades e
as células dendriticas. As células M sdo capazes de translocar antigenos do limen intestinal
para as células apresentadoras de antigenos por mecanismo transcelular (PELZ; BRYCE,
2015).

As células epiteliais participam ativamente na resposta imune a antigenos alimentares.
Elas sdo uma fonte rica de quimiocinas que recrutam células efetoras na mucosa gastrintestinal
(STEELE; MAYER; BERIN, 2012).

As células dendriticas sdo reconhecidas como potentes indutoras de tolerancia oral e
ndo responsividade a antigenos corporais e estranhos (RESCIGNO, 2011). Estas células estdo
localizadas entre as células M e as placas de Peyer. Dessa forma, quando células M transferem
antigenos para as células dendriticas, esta Ultima produz citocinas favoraveis para o
desenvolvimento de células Treg e subsequente tolerancia (CHAHINE; BAHNA, 2010).

Em condig0es fisiologicas normais, as celulas dendriticas sdo quiescentes ou imaturas,
mas sdo suficientemente responsivas a estimulos inflamatdrios, quando necessario, embora
com capacidade limitada. Contudo, a maturacdo dessas células é necessaria para adequada

estimulagdo das células Th virgens no desenvolvimento de tolerdncia ou inicio da resposta
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imune (TAN; O'NEILL, 2005). Existem varios tipos diferentes de células dendriticas na
mucosa do trato gastrintestinal. Porém, uma classe especifica, que expressa as integrinas
CD103" mostraram ser preferencialmente mais envolvidas na apresentagdo de antigeno a
células T e induzir a sua maturacdo em celulas Treg para uma resposta imune tolerogénica
(BERIN; SHREFFLER, 2015; PELZ; BRYCE, 2015).

Na superficie da mucosa, a imunoglobulina A secretoria (IgAs) é a primeira linha de
defesa contra antigenos por inibir a adesdo de microorganismos e prevenir a absorcdo de
proteinas intactas (WIJK; KNIPPELS, 2007). Em estudo realizado por Jéarvinen (2000),
observou-se que os niveis de anticorpos IgA total e especifico para o leite de vaca no colostro e
leite materno maduro foram menores no leite das mées cujos bebés desenvolveram APLV. Os
autores afirmam que os baixos niveis de IgAs podem levar a defeitos na exclusdo de antigenos

alimentares e, assim, predispor ao desenvolvimento da alergia alimentar.

O processo de digestdo dos alimentos também desempenha um papel na geracdo da
tolerdncia. O &cido gastrico e as enzimas digestivas ajudam a quebrar as proteinas dietéticas,
transformando-as em pequenos peptideos e aminoacidos para a sua absorcao pelos enterdcitos.
Este processo também reduz alguns dos epitopos lineares e conformacionais das proteinas em
cadeias menos imunogénicas (PELZ; BRYCE, 2015). No entanto, uma pequena porcentagem
de proteinas intactas escapa da digestdo e sdo absorvidas através da barreira mucosa. Nesta
forma sdo imunologicamente ativas, ou seja, podem ser apresentadas por células
apresentadoras de antigenos e desencadear resposta imune alérgica (BERIN; SHREFFLER,
2015).

Ainda ndo esta claro se existe um periodo critico para a exposicao a antigenos ou um
tipo ideal de exposicdo do antigeno para o desenvolvimento de tolerancia. Muitos acreditam
gue o primeiro contato com antigeno na mucosa gastrintestinal ou para o GALT pode

promover respostas tolerogénicas a proteinas alimentares (CHINTHRAJAH et al., 2016).

Na captacéo e apresentacéo de antigenos alimentares, tem sido observado que as placas
de Peyer podem apresentar alguns antigenos de forma seletiva. No entanto, ao se estudar o
papel de diferentes estruturas linféides organizadas no desenvolvimento de tolerancia oral,
sugere-se que as placas de Peyer sdo dispensaveis para a inducéo de tolerancia oral, ao passo
que os linfonodos mesentéricos sdo necessarios (BERIN; SHREFFLER, 2015). Uma vez que
0s macrofagos presentes na mucosa do intestino, incluindo a lamina prépria, devem captar
antigenos do ldmen intestinal e leva-los a linfonodos para apresentacdo as células T
(SHAKHAR; KOLESNIKOV, 2014).
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Varios mecanismos envolvendo as células T no desenvolvimento de tolerancia oral tém
sido descritos, incluindo a excluséo clonal, anergia (estado de né&o responsividade) e supresséo
ativa de células T (FARIA; WEINER, 2005). Acredita-se que a dose administrada influencia
nos mecanismos responsaveis pela tolerancia, na qual elevadas doses do antigeno causam
anergia ou delecdo de linfdcitos T, enquanto maltiplas doses baixas do antigeno resultam em
ativacdo de células Treg (CHEHADE; MAYER, 2005).

Existem varios fatores que podem estar envolvidos na quebra do processo de tolerancia
oral nos lactentes. No inicio da vida a barreira intestinal ainda ndo esta totalmente
desenvolvida. A secrecdo de enzimas proteoliticas e secrecdo &cida do estbmago podem ser
subdtimas, 0 que pode resultar em maior exposicao a antigenos alergénicos como as proteinas
do leite de vaca. Deficiéncia de IgAs pode estar implicada no desenvolvimento de alergias
alimentares pela incapacidade de combater adequadamente patégenos. A flora microbiana
intestinal pode influenciar tanto o desenvolvimento de tolerdncia como a resposta imune
alérgica. Em adicdo, o sistema imunoldgico durante a gravidez e na infancia é desviado para
um perfil Th2. Nessa fase critica, os fatores genéticos como a ocorréncia de polimorfismos em
genes relacionados com o sistema imune e fatores ambientais podem impedir que se alcance o
equilibrio entre a producdo de células Th1/Th2, podendo levar ao desenvolvimento de APLV
(SAVILAHTI; SAVILAHTI, 2013).

2.5.1 O papel das células Treg na tolerancia oral

As células Treg desempenham um papel crucial no controle das respostas
imunoldgicas, conduzindo para um perfil tolerogénico (MOSER; SALZER; KRAUSE, 2011).
Sao definidas como uma populacéo heterogénea de células T com propriedades supressivas e
imunes que sdo essenciais para a manutencdo da tolerancia a substancias inofensivas e
prevencao de respostas imunes excessivas ou mal orientadas contra patogenos (PALOMARES,
2013).

Embora seja conhecido que existem multiplos subtipos de células Treg e que estas
populacbes podem exibir plasticidade fenotipica, os papéis dos subtipos de células Treg
individuais na tolerancia oral ainda ndo estdo bem definidos. Ambas células Treg, que

expressam (+) ou ndo (-) o fator de transcricdo Foxp3 podem ser encontradas no intestino e,
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muitas células Treg Foxp3™ sdo susceptiveis a induzir perifericamente células regulatérias tipo
I, que produzem grandes quantidades de IL-10 e TGF-B (CHINTHRAJAH et al., 2016).

O Foxp3 ¢é um fator de transcricdo vital para a inducdo e manutencao de um fenétipo de
células Treg (HARRISON; POWRIE, 2013). O timo é a origem de uma populacdo de células
Treg que expressam FoxP3 e sdo denominadas células Treg naturais (nTreg). Estas sdo
distintas de outra populacdo de células Treg CD4", que sdo induzidas na periferia e também
expressam FoxP3, denominada de células Treg induzidas (iTreg). Em experimentos, as células
nTreg foram consideradas dispensaveis para a inducao de tolerancia oral. Em contraste, células
iTreg (CD4"CD25'FoxP3") sdo necessarios para a inducdo de tolerancia oral (BERIN;
MAYER, 2013). Células iTreg que secretam IL-10 sdo muitas vezes referidas como células IL-
10-Treg ou ceélulas Trl, no entanto, aqueles que segregam TGF-B tém sido referidas como
células Th3 (HAWRYLOWICZ, 2005).

A observacdo de casos da Sindrome de imunodesregulacdo, poliendocrinopatia,
enteropatia ligada ao X ou IPEX (do inglés: Immune dysregulation, Polyendocrinopathy,
Enteropathy, X-linked), uma doenca rara em que o fator de transcricdo FoxP3 é deficiente
devido a uma mutacdo no gene que codifica esse fator de transcricdo, mostra que existe uma
elevada incidéncia de alergias alimentares nesses pacientes, com elevados niveis de IgE,
eosinofilia e eczema grave. Além disso, modelos animais também evidenciam o papel das
células Treg FoxP3" na tolerancia oral (CHINTHRAJAH et al., 2016).

Uma classe importante de células Treg é a CD4"CD25" que expressam altos niveis do
fator de transcricdo FoxP3, que é essencial para o seu desenvolvimento e funcédo
(HAWRYLOWICZ, 2005). S&o originarias do timo e migram para 0rgdos linfoides,
principalmente para o baco, sugerindo papel importante na proliferacdo e diferenciacdo de
células Th virgens. Apresentam a caracteristica de reconhecimento do que € proprio do
organismo e, portanto, tém sido associadas com a manutencdo da auto-tolerancia periférica
(COMMINS, 2015). Em estudo realizado com criangas com APLV que adquiriram tolerancia,
observou-se o desenvolvimento de uma populagio de células Treg CD4*CD25" circulantes, em
comparagdo com criangas que permaneciam clinicamente alérgicas. Sugerindo que a indugéao
de tolerancia clinica a antigenos dietéticos esta associada com o desenvolvimento de células
Treg CD4"CD25" (KARLSSON; RUGRVEIT; BRANDTZAEG, 2004).

A IL-2 parece ter papel importante no desenvolvimento das células Treg.

Experimentos com animais demonstraram que a deficiéncia tanto da citocina quanto do
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receptor, resultou em defeitos graves em células Treg. O que também foi observado em
pacientes com deficiéncia congénita da molécula CD25 (MELO; CARVALHO, 2009).

Os mecanismos utilizados pelas células Tregs para exercer a funcdo supressora ainda
ndo foram esclarecidos. Porém, foram identificados mecanismos diferentes, incluindo a
secre¢do da citocina anti-inflamatéria IL-10, de TGF-B e, mais recentemente, em estudos
realizados em ratinhos, de IL-35. Mecanismos adicionais podem incluir citolise direta de
células alvo (DIMELOE et al., 2010).

2.5.2 O papel das citocinas regulatorias IL-10 e TGF-p

IL-10 e TGF-B sdo citocinas anti-inflamatorias que modulam a imunidade celular e
inflamaco alérgica. E sabido que essas citocinas desviam a producdo de anticorpos, de IgE
para isotipos IgA e 1gG4, respectivamente, conhecidamente anti-inflamatorios. Além de
suprimir células Thl e Th2 especificas para alergenos (CAMPOS ALBERTO et al., 2008).

A 1L-10 foi inicialmente reconhecida pela sua capacidade de inibir a ativacdo e funcédo
efetora de células T, mondcitos e macrofagos. E uma citocina pleiotropica multifuncional com
efeitos diversos na maioria das células hematopoiéticas. Sua atividade esta relacionada com a
regulacdo do inicio e término da resposta inflamatoria, além de regular o crescimento e
diferenciacdo de células B, células Natural Killer (NK) citotoxicas, células Treg, mastdcitos,
granulécitos, células dendriticas, queratindcitos e células endoteliais (MOORE et al, 2001).
Além de ser associada a anergia de células T CD4" (GROUX et al., 1996). Essa citocina pode
ser produzida por mondcitos e macréfagos, linfécitos T e B, células dendriticas, outros
leucdcitos (mastdcitos, neutréfilos e eosinofilos) e algumas células epiteliais, incluindo
queratinécitos. Em células T, a expressdo de IL-10 define um subconjunto de células Treg que
pode se desenvolver a partir de células precursoras CD4*CD25'FoxP3* ou CD4*CD25 FoxP3
(CHO; ELLEBRECHT; PAYNE, 2015).

A IL-10 foi a principio denominada como citocina fator inibidor da sintese, baseada em
sua atividade bioldgica, porque inibe a producdo de citocinas por linfécitos Thl e Th2,
fagocitos mononucleares e células NK. Esse efeito € mediado através da inibi¢do da funcao de
células apresentadoras de antigenos porque ela bloqueia a maturacao das células dendriticas e
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regula negativamente a expressdo do MHC de classe 1l e moléculas co-estimulatérias como
CD80 e CD86. Consequentemente, diminui a producdo das citocinas pré-inflamatorias 1L-1p,
IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a e Fator estimulador de col6nias de granuldcitos e macrofagos (GM-
CSF). Além disso, previne a apoptose de células B (READLER et al., 2012; MOSSER,;
ZHANG, 2008).

O TGF-p consiste em uma familia de citocinas pleiotropicas que também regulam as
multiplas funcdes celulares como a proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e sobrevivéncia. A
familia de citocinas TGF- é codificada por genes individuais e consiste em trés isoformas:
TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3. Destas, destaca-se o papel dominante para TGF-B1 na inducdo de
tolerdncia imunoldgica (HARRISON; POWRIE, 2013). As células Treg sdo reguladas pela
sinalizacdo do TGF-B, fato evidenciado em estudos com ratos deficientes em TGF-f1 (WAN;
FLAVELL, 2007).

O TGF-B demonstra atividade autdcrina, estimulando as células, através da qual ela foi
produzido para intensificar essa producdo. Suprime a proliferagdo de linfocitos B e a producéo
de 1gG e IgM. Por outro lado, esta citocina estimula linfocitos B para produzirem IgA. Em
adicdo, TGF-B interfere na producdo de IL-12 por macrofagos, limitando assim o tipo de
resposta imune celular (Thl). Auxiliado por células NK, o TGF-B aumenta o efeito
imunossupressor das células CD8 efetoras. Os linfécitos Th3 produzem TGF-$ e contribuem
para supressdo ativa e desenvolvimento de tolerancia a antigenos alimentares (MAREK et al.,
2002).

Uma reducdo na producdo de TGF-B1 devido a estimulagdo inadequada da imunidade
inata por microflora intestinal pode contribuir para o quebra de tolerancia oral. Em estudo
realizado com criancas com mdltiplas alergias alimentares e controles, foi observada reducéao
de linfocitos TGF-B1™ na lamina propria e no epitélio intestinal e a reducio da expressdo de
TGF-B1 também foi observada em células mononucleares das criangas com alergia alimentar
(PEREZ-MACHADO et al., 2003).

2.6 Consideracdes finais

E sabido que a APLV ocorre em individuos geneticamente predispostos como
consequéncia de uma resposta imunoldgica indesejada (HOST; HALKEN, 2014). A literatura

revisada revela que existem multiplos fatores que podem estar implicados na tolerancia oral as
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proteinas do leite de vaca, incluindo a interacdo de fatores naturais e ambientais. Esses fatores
influenciam ndo s6 o desenvolvimento da sensibilidade mediada por IgE mas também o
desenvolvimento de sintomas clinicos em uma variedade de tecidos, incluindo a pele, pulmao,
epitélio nasal e intestinal (HOLLOWAY et al., 2010).

A contribuicdo especifica de cada fator na manutencdo do equilibrio da resposta
imune, bem como no desencadeamento do quadro clinico de APLV ainda esta sob debate.
Contudo, ¢é apontado que os fatores genéticos como os polimorfismos do tipo SNP podem
estar associados ao desenvolvimento do fenoétipo alérgico. Em virtude disto, foi elaborado um
modelo explicativo dos fatores que podem estar relacionados com a quebra da tolerancia oral

e desenvolvimento da APLV na infancia, como mostra a figura 3.

FIGURA 3 — Modelo explicativo dos possiveis fatores relacionados ao desenvolvimento da
APLV.
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3 METODOS

3.1 Local e periodo do estudo

O estudo esta vinculado ao Programa de Pos-graduacdo em Salde da Crianca e do
Adolescente da Universidade Federal de Pernambuco (PPGSCA/UFPE) e a coleta de dados
foi realizada nos ambulatorios de Gastroenterologia Pediatrica, Alergia e Imunologia
Pediatrica e Puericultura do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
(HC/UFPE), localizado na cidade de Recife, considerado um centro de referéncia no
tratamento de criancas com alergias alimentares. A coleta de dados foi realizada entre abril de
2013 a junho de 2015 e as analises de genotipagem foram realizadas no Laboratorio de

Biologia Molecular do Instituto do Figado de Pernambuco (LBM/IFP).

3.2 Delineamento do estudo

Neste estudo foram recrutadas criancas com sintomas atribuidos a APLV e criangas

sem sintomatologia relacionada com a ingestéo de leite de vaca (grupo comparativo).

3.3 Sujeitos do estudo

Para esse estudo inicialmente foram recrutadas 169 criancas. Destas, 84 apresentavam
quadro sugestivo de APLV e 85 ndo apresentavam sintomatologia relacionada com a
exposicao as proteinas do leite de vaca. As criangas foram incluidas em cada grupo de acordo
com os critérios de elegibilidade estabelecidos para 0s casos e 0 grupo comparativo. A figura

4 apresenta o fluxograma com a distribui¢do dos casos e grupo comparativo.



FIGURA 4 - Fluxograma da distribuicdo dos participantes da pesquisa em seus grupos de

estudo
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3.3.1 Definigéo de casos

Foram incluidas no grupo de casos as criangas que atendiam aos seguintes critérios:

idade inferior a dois anos, que apresentaram diagnostico de APLV através de teste de

provocacdo oral (TPO), exposicédo repetida as proteinas do leite de vaca com sintomatologia

positiva (edema, urticaria e/ou anafilaxia) ou diagnostico médico de colite alérgica apds

exposicao repetida as proteinas do leite de vaca em lactentes em aleitamento materno.
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N&o foram incluidas no estudo as criangas que possuiam comorbidades (doencas
congénitas, neuroldgicas, genéticas e do trato gastrintestinal como doenca inflamatoria
intestinal, doenca celiaca e intolerdncia a lactose). Das 84 criancas inicialmente recrutadas,
foram excluidas 11 criangas sem confirmacdo diagndstica e trés criancas sem material
suficiente para a extracdo de DNA. Dessa forma, foram incluidas 70 crian¢as no grupo de
casos.

Apols a avaliacdo dos sintomas apresentados pelas criancas, as mesmas foram
subdivididas em dois grupos (fenétipos clinicos):

1) Grupo caso com fen6tipo gastrintestinal — constituido pelos pacientes com
manifestacBes gastrintestinais: refluxo gastroesofagico, vémitos, constipacdo intestinal,
diarreia com e sem sangue, distensdo abdominal e proctite;

2) Grupo caso com fenotipo cutaneo/respiratorio/anafilaxia — foram incluidos
pacientes com sintomas cutdneos (eritema, prurido, urticéria, angioedema e eczema) e/ou
respiratdrios (tosse, dispneia, estridor, sibilancia, prurido nasal, espirros e rinorreia) ou que
tenham apresentado quadro de anafilaxia apds ingestdo ou contato com leite de vaca.

As criangas que apresentaram sintomas mistos (sintomas gastrintestinais tardios e
apresentaram reacOes cutaneas apds o TPO para diagnostico) foram incluidas, para efeito de

analise, no grupo com fendétipo cutdneo/respiratorio/anafilaxia.

3.3.2 Definicdo de grupo comparativo

No grupo comparativo foram incluidas criancas com os seguintes critérios: idade
inferior a cinco anos, sem sintomas relacionados com a ingestdo continua de leite de vaca e
derivados ou portador de outro tipo de alergia alimentar. Os critérios de exclusdo foram:
portadores de doencas congénitas, neurologicas, genéticas e do trato gastrintestinal como
doenca inflamatdria intestinal, doenca celiaca e intolerancia a lactose. Das 85 criancas incluidas

inicialmente, uma foi excluida apds confirmagéo diagndstica de intolerancia a lactose.
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A selecdo da amostra foi realizada por conveniéncia, sendo utilizada a demanda

espontanea de pacientes que eram atendidos nos ambulatérios de pediatria do HC/UFPE.

3.5 Variaveis de estudo

Os participantes da pesquisa foram caracterizados de acordo com as seguintes

variaveis:

a) Variaveis dos pais: escolaridade, renda familiar, idade gestacional, tipo de parto e

presenca de atopia nos pais;

b) Varidveis da crianca: sexo, peso ao nascer e atual e comprimento atual, duracdo do

aleitamento materno exclusivo, sintomas associados ao consumo de leite de vaca,

idade de inicio dos sintomas, idade na introdugdo de férmula infantil, idade que a

crianga foi exposta ao leite de vaca e ndo apresentou sintomas e distribuicdo

genotipica dos genes estudados.

O quadro 1 apresenta o tipo, nome utilizado no banco de dados, definicdo,

categorizacao e resultados permitidos de cada variavel.

QUADRO 1 - Descricdo das variaveis de estudo.

Tipo

Nome de
codificacdo no
banco de dados

Definigéo

Categorizacdo

Resultados permitidos

Caracterizacao
da amostra

Sexo Autoexplicativa Qualitativa Masculino (1)
nominal Feminino (2)
dicotdmica
Faixa etaria Classificada a partir Qualitativa <lano (1)
da idade em meses no ordinal >1 ano (2)
momento da entrevista
Escolaridade Grau de escolaridade Qualitativa Ensino fundamental (1)
materna e paterna da mée e do pai ordinal Ensino médio (2)
segundo o0s anos de Ensino superior (3)
estudo
Renda familiar E definida como o Qualitativa <1 salario minimo (1)
somatorio da renda de ordinal >1 salario minimo (2)

todos os moradores da
casa, tomando-se
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como base o salario
minimo nacional de
R$ 788,00 estipulado
em 29 de dezembro de
2014

Historia de atopia | Presenca de doenca Qualitativa Sim (1)
materna e paterna atdpica pelos pais nominal Néo (2)
(rinite alérgica, asma, dicotbmica
urticéaria, dermatite
atdpica, alergia
alimentar e
medicamentosa)
Tipo de parto Via de nascimento da Qualitativa Transvaginal (1)
crianca nominal Cesariana (2)
dicotdmica
Idade gestacional | Classificado a partir Qualitativa Pré-termo (<37 semanas) (1)
da semana gestacional ordinal A termo (37 a 41 semanas 6 dias)
no momento do (2)
nascimento
Peso ao nascer Classificada a partir Qualitativa Baixo peso (<2500g9) (1)
do peso ao nascimento ordinal Peso insuficiente (2500-2999q) (2)
Peso adequado (>3000g) (3)
Estado Classificacdo do Qualitativa Baixo peso para a idade (< -2
nutricional da estado nutricional ordinal escore-Z) (1)
crianga de acordo | baseado na medida do Peso adequado para a idade (> -2 a
com o indicador | peso atual (em quilos), < +2 escore-Z) (2)
Peso/ldade (P/I) levando-se em Peso elevado para a idade (> +2
consideracdo a idade escore-Z) (3)
em Meses e 0 Sexo,
comparado com o
escore Z da Curva de
crescimento do
indicador P/l da OMS
(2006).
Estado Classificacdo do Qualitativa Baixa estatura para a idade (< -2
nutricional da estado nutricional ordinal escore-Z) (1)
crianga de acordo | baseado na medida da Estatura adequada para a idade (> -
com o indicador estatura (em 2 escore-Z) (2)
Estatura/ldade centimetros), levando-
(EM) se em consideracéo a
idade em meses e o
sexo, comparado com
0 escore Z da Curva
de crescimento do
indicador E/I da OMS
(2006).
Duracéo do Foi considerado como Qualitativa 0 a 3 meses (1)
aleitamento em aleitamento ordinal >4 meses (2)
materno materno exclusivo o
exclusivo lactente que recebe
apenas leite materno e
ndo recebe outros
liquidos ou alimentos
s6lidos, com excecdo
de medicamentos e
vitaminas.
Idade de Idade da crianca na Qualitativa <1 més (1)
introducdo de época de introducdo ordinal 1-6 meses (2)

formula infantil

de formula infantil.
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Fenotipo clinico Apresentacdo clinica Qualitativa Gastrintestinal (1)
Definidora de dos sintomas nominal Cuténeo/respiratério/anafilaxia (2)
caso associados ao multicotdmica Grupo comparativo (3)
diagndstico de APLV.
De analise Frequéncia dos Determinagao Qualitativa GG (1)
genétipos do genotipica no gene nominal GA (2)
SNPs Fok | RVD na posicdo Fok | multicotdmica AA (3)
l.
Frequéncia dos Determinacdo Qualitativa AA (1)
genétipos do genotipica no gene nominal GA (2)
SNPs Taq | RVD na posicdo Taq multicotdmica GG (3)
1.
Frequéncia dos Determinagéo Qualitativa cc(@
genatipos dos genotipica dos genes nominal CT (2
SNP IL-4-590 e | IL-4, na posigdo -590 multicotdmica TT (3)
ILAR elL-4R.
Frequéncia dos Determinagdo Qualitativa AA (1)
genotipos do genotipica no gene da nominal GA (2)
SNP IL-10 -1082 IL-10 na posicéo - multicotdmica GG (3)
1082.
Frequéncia dos Determinagéo Qualitativa CC (1)
genétipos do genotipica no gene da nominal TC (2)
SNP IL-10-819 | IL-10 na posi¢do -819. | multicotdmica TT (3)
Frequéncia dos Determinagéo Qualitativa CC (1)
genétipos do genotipica no gene da nominal AC (2)
SNP IL-10-592 | IL-10 na posi¢do -592. | multicotbmica AA (3)
Frequéncia dos Determinagéo Qualitativa GG (1)
genotipos do genotipica no gene do nominal GA (2)
SNP TGF-B1 - TGF-B1 na posi¢do multicotdmica AA (3)
509 -509.
Haplotipos da IL- Juncdo das bases Qualitativa GCC (1)
10 genotipicas das nominal ACC (2)
posicdes -1082, -819 e | multicotbmica ATA (3)
-592 do gene da IL-10

3.6 Operacionalizacdo da pesquisa

3.6.1 Recrutamento

O recrutamento das criancas foi feito apés a realizacdo das consultas nos ambulatdrios

de Gastroenterologia Pediéatrica, Alergia e Imunologia Pediatrica e Puericultura do HC/UFPE.

3.6.2 Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada pela pesquisadora responsavel, por uma aluna de
mestrado e por duas alunas do Curso de Medicina, bolsistas do Programa Institucional de
Bolsa de Iniciacdo Cientifica (PIBIC), sendo uma da Fundagdo de Amparo a Ciéncia e
Tecnologia do Estado de Pernambuco (FACEPE) e uma do Conselho Nacional de
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Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq). Durante a coleta de dados, as
pesquisadoras recrutaram os pacientes, aplicaram os formulérios com os pais ou responsaveis
pelas criancas e identificaram os tubos com as amostras de sangue e swab dos participantes.

A coleta de sangue foi realizada em laboratorio conveniado, por profissional da
unidade, tendo em vista que muitas vezes a crianca seria submetida a coleta de sangue para a
realizacdo de exames solicitados pela equipe medica, e nesse momento eram coletadas duas
amostras de sangue para a pesquisa. Uma amostra foi destinada a dosagem da vitamina D
(dosagem utilizada na pesquisa de mestrado), que foi realizada no préprio laboratorio; a
segunda amostra de sangue foi transportada em recipiente térmico até o Laboratorio de
Biologia Molecular do Instituto do Instituto do Figado de Pernambuco (IFP), onde foi
armazenada para posterior extracdo do DNA e genotipagem (determinacéo dos polimorfismos

genéticos).

3.6.3 Ildentificacdo

Cada participante da pesquisa foi identificado com um ndmero de trés digitos, na
ordem em que foi inserido na pesquisa. Esse numero foi utilizado no formulario de coleta de
dados da pesquisa e nos tubos de coleta de material bioldgico (sangue ou swab), bem como as

iniciais do nome de cada participante.

3.6.4 Coleta, transporte e armazenamento do material bioldgico

As criancas foram submetidas a puncdo venosa de cerca de 5 mL de sangue nas
unidades do Laboratério Marcelo Magalhdes (laboratério conveniado). Para esse
procedimento utilizou-se agulha e tubo para a coleta. Para a determinagdo dos polimorfismos
genéticos utilizou-se tubo para a coleta do tipo micro, com capacidade para 0,8mL, contendo
nticoagulante EDTA (do inglés: Ethylenediamine tetraacetic acid).

Os tubos contendo EDTA foram acondicionados em uma caixa térmica e
transportados até o Laboratorio de Biologia Molecular do IFP para a extracdo do DNA, e

armazenados em freezer a temperatura de -20 °C.
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Nos casos de impossibilidade de obtencdo de amostra de sangue para a extracdo de
DNA foi utilizada a técnica de coleta de células bucais por esfregaco com swab estéril sem
meio de cultura, sendo realizada em 53 pacientes, correspondendo a 34% da amostra final.

A coleta de celulas bucais foi realizada pela pesquisadora responsavel, nos
ambulatérios do HC/UFPE como técnica complementar. A coleta foi feita utilizando-se swab
estéril sem meio de cultura, luvas de procedimento descartaveis e tubo pléstico estéril. A
coleta de células foi obtida esfregando-se levemente a ponta de algoddo estéril do swab na
mucosa bucal da crianca, tanto no lado esquerdo como no lado direito da mucosa (pelo menos
cinco vezes em cada lado). A amostra foi acondicionada em tubo pléstico estéril, armazenada
em caixa térmica contendo gelo quimico e transportada até o Laboratério de Biologia
Molecular do IFP, onde foi realizada a extracdo do DNA, em um prazo maximo de 48 horas

da coleta. O DNA extraido foi armazenado em freezer a temperatura de -20 °C.

3.6.5 Coleta de informacdes

3.6.5.1 Formulario

Na coleta de dados foi utilizado um formulario especifico (Apéndice A) contendo
informac@es acerca da identificacdo da crianca quanto ao sexo (masculino e feminino), idade
(em meses), do periodo perinatal (tipo de parto e tempo de gestacao) e de lactente (duracédo do
aleitamento materno exclusivo, sintomatologia sugestiva de APLV e a idade de inicio dos
sintomas), além de avaliacdo do estado nutricional (peso ao nascer e atual e comprimento
atual). Também foram coletadas informacGes acerca do grau de escolaridade dos pais, renda
familiar e historia de atopia dos pais. No formulario também foi anotado o genétipo para cada

gene avaliado.

3.6.5.2 Avaliagado nutricional antropométrica

A avaliacdo antropométrica foi realizada mediante a afericdo do peso (em quilos) e
comprimento das criancas (em centimetros) no dia da entrevista para a pesquisa. As afericdes
de peso e comprimento foram realizadas de acordo com as recomendacdes da Sociedade

Brasileira de Pediatria (2009). O peso e o comprimento das criancas com idade inferior a dois
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anos foram mensurados utilizando-se balanca infantil digital, marca Filizola ® e infantdmetro
horizontal portétil. No caso das criangas com idade igual ou superior a dois anos, utilizou-se
balanca digital tipo plataforma e fita com haste de metal acoplada a balanca.

Para a classificacdo do estado nutricional utilizou-se os indicadores peso/idade (P/1) e
estatura/idade (E/I), propostos pela Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) no ano de 2006. O
peso e comprimento da crianga foram comparados com os valores em escore Z das tabelas de
referéncia, de acordo com a idade e sexo, e a classificacdo foi feita segundo os pontos de corte
propostos pela OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006).

3.6.6 Teste de provocacao oral

O teste de provocacao oral (TPO) foi realizado para confirmar o diagndstico de APLV,
em ambiente hospitalar, em 21 criancas. As maes foram orientadas a oferecer dieta de
exclusdo de leite de vaca e derivados por, no minimo duas semanas, sendo prescrito 0 uso de
férmula infantil com proteina extensamente hidrolisada ou férmula de aminoacidos até o dia
do teste. As mées das criangas em aleitamento materno exclusivo foram orientadas a seguir
uma dieta de exclusdo do leite de vaca e derivados até o dia do teste. Nesses casos, o teste foi
realizado com a mée.

O teste foi realizado da seguinte forma: a) para criancas com reac@es tardias, foram
oferecidas doses progressivas de 1, 3, 10, 30 e 100mL em intervalos de 30 minutos; b) para
criangas com reacdes imediatas, foram oferecidas doses iniciais menores de 0,1, 0,3, 1, 3, 10,
30 e 100mL em intervalos de 30 minutos. Se os sintomas ndo aparecessem durante a
observacdo médica, 0s pais ou responsaveis pelas criancas foram encorajados a continuar a
oferta de leite de vaca em casa, com um minimo de 200 ml por dia, com consultas periédicas
de retorno (KOLETZKO et al., 2012). O TPO foi interrompido sempre que 0 paciente
apresentava sintomas durante a execucao do teste (reagdes imediatas).

Tanto nos casos em que as criangas apresentavam reacgdes imediatas como nos €asos
em que as criancas apresentavam reacOes tardias, as criancas foram incluidas em um dos

subgrupos de casos, com fenotipo gastrintestinal ou cutaneo/respiratorio/anafilaxia.
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3.6.6.1 Acompanhamento

As criancas com diagnostico provavel de APLV foram acompanhadas periodicamente,
de forma regular, com atendimento por gastroenterologista ou alergologista pediatrico e
nutricionista, mantidos em dieta de exclusdo de leite de vaca e derivados e usando formula
infantil para tratamento da APLV.

Os lactentes foram submetidos a novo TPO com leite de vaca para identificar se ja
adquiriu toleréncia ao leite de vaca. O periodo de realizagdo do TPO foi estipulado pela
equipe médica que acompanhava a crianga, de acordo com a evolucgéo clinica e exames como
as dosagens de IgE especificas para as proteinas do leite de vaca; todas as criangas com
APLV foram submetidas a pelo menos seis meses de dieta de exclusdo de leite de vaca e
derivados antes da realizacdo do referido teste.

Foram consideradas como ‘“sem sintomas” as criancas com APLV que foram
submetidas ao TPO com leite de vaca e ndo apresentaram sintomas ou aquelas que foram
expostas as proteinas do leite via leite materno ou alimentacdo e ndo apresentaram sintomas
ao final de 30 dias.

Foram considerados como portadores de APLV ativa ou “com sintomas” aqueles que
foram submetidos ao TPO com leite de vaca com resultado positivo (reproducéo de sintomas),
bem como os que foram submetidos a exposicdo acidental ou intencional as proteinas do leite
e apresentaram sintomas. Também foram consideradas como portadoras de APLV ativa
aquelas criancas que, ao final do periodo de acompanhamento, ndo tinham indicacdo clinica

de serem submetidas ao teste com leite de vaca.

3.6.7 Polimorfismos genéticos

A identificacdo dos polimorfismos genéticos foi realizada no Laboratério de Biologia
Molecular do Instituto do Figado de Pernambuco (LBM/IFP).
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3.6.7.1 Extragéo de DNA

Para a extracdo de DNA das amostras de sangue acondicionadas em tubo com EDTA
utilizou-se o kit Wizard Genome (Promega, Madison, MA), conforme instrucdes do
fabricante.

Para a extracdo de DNA das amostras de swab bucal acondicionadas em tubo plastico
estéril sem meio de cultura utilizou-se o kit DNA IQ™ System (Promega, Madison, MA),

conforme instrugdes do fabricante.

3.6.7.2 Genotipagem

Todos os polimorfismos estudados foram do tipo SNP. A determinacdo dos SNPs foi
realizada por meio da reacdo de cadeia de polimerase (PCR) em tempo real, utilizando sondas
fluorogénicas alelo-especificas pré-desenhadas tipo “TagMan®”. Para a reacdo de
genotipagem foi utilizado Master Mix especifico para genotipagem com sondas TagMan® e
plataforma de PCR em tempo real ABI PRISM (7500) (Applied Biosystems, Warrington,
UK).

A escolha dos SNPs utilizados nesse estudo foi realizada com base em um
levantamento bibliogréfico, no qual foram relacionados os resultados de pesquisas publicadas
nos ultimos 10 anos abordando polimorfismos no gene de citocinas e no gene dos receptores de
vitamina D em pacientes com alergias alimentares.

Para 0 gene TGF-B1 foi escolhido estudar a posigdo -509 por se tratar do inicio da
regido promotora do gene, que pode interferir no processo de transcricdo da proteina e,
consequentemente, influenciar na producdo da citocina (HOBBS et al., 1998). Para o gene da
IL-10, foram escolhidas as posi¢Oes na regido promotora proximal do gene -1082, -819 e -592,
amplamente estudadas na literatura pelo potencial em interferir na transcricdo génica. O SNP
IL-10 -1082 é o mais estudado, alguns trabalhos associaram os polimorfismos dessa posi¢do
aos niveis de IL-10, ao maior risco de alergia alimentar e ao quadro de APLV persistente
(JACOB et al., 2013; CHEN et al., 2012). Para o gene da IL-4 foi escolhida a regido promotora
-590. Essa regido é a mais estudada em virtude do potencial para interferir na expressao do
gene e, consequentemente, na producdo da IL-4 (HUANG; ZHONG; WU, 2012). Para o gene
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do seu receptor (IL-4R) foi escolhida a posigéo rs3024547, com base nos resultados de estudo
que mostra um papel desse SNP no aumento de IgE (HONG et al., 2011). Para o gene VDR
foram escolhidos os SNP Fok | e Tag I. O SNP Fok I, localizado préximo a regido onde é
iniciada a transcricdo do gene (regido 5° UTR), € o mais estudado na literatura devido ao seu
potencial para influenciar no tamanho da proteina produzida e, possivelmente causar mudancas
funcionais nos receptores de vitamina D (ETTEN et al., 2007). O SNP Taq | € localizado
proximo ao fim da transcricdo (regido 3'UTR) e estudos mostraram associa¢do entre
polimorfismos dessa regido e maior risco de alergia alimentar em criancas (SENTSOVA et al.,
2014; KITANAKA et al., 2012).

O quadro 2 apresenta os SNP estudados e sua localizagdo cromossémica.

Uma vez que os polimorfismos do gene IL-10 nas posi¢cdes -819 e -592 estdo em
desequilibrio de ligacdo completa em relacdo ao SNP -1082, os genotipos da posicdo -592
foram determinados por inferéncia. Foram construidos os haplétipos da IL-10 nas posic¢des -
1082, -819 e -592, a partir dos genotipos de cada posicdo cromossémica. Os hapl6tipos
formados foram GCC, ACC e ATA.

QUADRO 2 - Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) avaliados na pesquisa

Genes Locus cromossémico SNPs
TGF-B1 (-509) 19q13.2 rs1800469
IL-10 (-819) 1g32.1 rs1800871
IL-10 (-592) 1g32.1 rs1800872
IL-10 (-1082) 1g32.1 rs1800896
IL-4 (-590) 5031.1 rs2243250
IL-4R 16p12.1 rs3024547
RVD (Fok I) 12913.1 rs2228570
RVD (Taq I) 12913.1 rs731236

3.7 Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio dos programas Statistical
Package for Social Sciences (SPSS), versao 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) e GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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O teste de Kolmogorov Smirnov foi usado para verificar a distribuicdo normal da
variavel idade. A idade no periodo de inicio dos sintomas e no periodo do TPO para
identificar se ja adquiriu tolerancia ndo apresentaram distribuicdo normal, sendo expressas em
mediana. Foi utilizado o teste de Mann-Whitney para comparar as medianas de idade entre 0s
dois grupos de fendtipos clinicos.

As varidveis categéricas como a distribuicdo dos genotipos e alelos dos genes
estudados (IL-10, TGF-B1, IL-4, IL-4R e VDR) e a variavel definidora de caso foram
comparadas entre os grupos avaliados com a aplicacdo do teste Qui-quadrado ou Exato de
Fisher, quando apropriado.

Foi utilizado o software ARLEQUIN, versdo 3.11 (Berna, Suica) para a construcéo
dos haplotipos da IL-10 nas posicdes -1082, -819 e -592. Também foi verificado o equilibrio
de Hardy-Weinberg, com auxilio do software, para todos os polimorfismos analisados, e todos
os polimorfismos apresentaram equilibrio na distribuicéo.

Anédlise de regressdo logistica multivariada foi realizada para determinar os fatores (se
hereditarios ou ambientais) que podem ter contribuido para a ocorréncia de APLV na amostra,
bem como para os fendtipos clinicos. As varidveis do formulario referentes ao periodo
neonatal e do lactente e os polimorfismos genéticos que apresentaram p <0,20 entre 0 grupo
com APLV e o grupo comparativo e entre cada grupo de fendtipo clinico e o grupo
comparativo foram selecionados para construir um modelo explicativo para possiveis
preditores da APLV e das apresentacdes fenotipicas. Os testes estatisticos foram bicaudais, e

foram considerados significantes quando o valor de p foi inferior a 0,05 (p<0,05).

3.8 Consideracoes éticas

Este projeto de pesquisa foi registrado na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa —
CONEP/Plataforma Brasil e foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal de Pernambuco,
com CAAE sob o nimero 12878313.4.0000.5208 (Anexo A).

Cabe ressaltar que foram adotados os principios éticos da resolucdo 466/12, do

Conselho Nacional de Salde, que normatiza as pesquisas que envolvem seres humanos.
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Os pais ou responsaveis foram esclarecidos verbalmente sobre os objetivos,
operacionalizacdo e aspectos éticos da pesquisa. Dessa forma, aqueles que aceitaram
participar assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice B).

Durante todo o periodo de execucdo da pesquisa, os familiares tiveram acesso
facilitado as pesquisadoras por meio de telefones (fixo e celular), bem como pessoalmente nos
dias das consultas agendadas de retorno aos ambulatérios. Este estudo ndo acarretou em
nenhum custo financeiro ao responsavel pelas criancas, como também ndo possui fins
lucrativos. Os pais ou responsaveis das criancas poderiam desistir da participacdo da pesquisa
em qualquer momento sem que issSO acarretasse em prejuizo ao acompanhamento clinico da

crianga.

3.9 Recursos financeiros

Este projeto recebeu financiamento do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPq), por meio de auxilio financeiro do edital universal de
2012/2013, sob 0 numero de registro 488488/2013-3.

3.10 Problemas metodoldgicos e limitacoes

A confirmacdo do diagndstico de APLV de forma padronizada foi um dos principais
problemas encontrados nesse estudo, devido a dificuldade em realizar o teste de provocacéo
oral em varios pacientes. O teste ndo foi indicado pela equipe médica nos casos em que as
criangas apresentaram reagdes potencialmente graves como anafilaxia, bem como nos casos de
sangramento persistente nas fezes associado a dificuldade de ganho de peso. Esses pacientes
foram classificados como portadores de APVL por critérios clinicos, de acordo com o0 consenso
da equipe médica que acompanhou a crianca.

Segundo a European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and
Nutrition (ESPGHAN) e a WAO, o TPO pode ser dispensado nas situacbes em que 0 risco é
maior que o beneficio de realizar o teste, a exemplo, nas crian¢as que apresentam urticaria

aguda, angioedema, estridor, sibilos ou anafilaxia imediatamente ou apds duas horas da
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ingestdo de produtos lacteos, associado a um teste de IgE positivo para proteinas do leite de
vaca (KOLETZKO, 2012; FIOCCHlI et al., 2010).

Portanto, o diagndstico de APLV nos participantes pode ter sido superestimado devido
a nao realizacdo do TPO em alguns pacientes. Vale considerar que os pacientes preencheram
0s critérios para omisséo do teste de acordo com os Guidelines vigentes.

Outro problema metodoldgico foi a dificuldade em classificar os casos em subgrupos
de fendtipos clinicos porque muitas vezes os sintomas apresentados pelas criangas eram
comuns aos dois fenotipos clinicos (gastrintestinal e cutaneo/respiratorio/anafilaxia), o que
pode ter ocasionado em viés de selecdo. No entanto, tentando-se minimizar esse risco, foi
considerada a classificacdo do tipo de fen6tipo clinico anotado no prontuario da crianca e, em
caso de duvidas foram considerados também os resultados de exames complementares
solicitados pela equipe médica como as dosagens das IgE especificas para as proteinas do
leite e testes de hipersensibilidade imediata.

Identificou-se que as criangcas com APLV apresentaram um perfil socioeconémico
superior em comparacdo as criangas do grupo comparativo, 0 que tornou 0S grupos ndo
homogéneos. Acredita-se que esse achado seja atribuido ao local da coleta de dados, que € um
hospital pablico considerado como centro de referéncia no atendimento a criangas com alergia
alimentar, o que acarreta em grande procura de atendimento para a obtencao de laudo médico
para aquisicdo das férmulas infantis para tratamento da APLV, até mesmo por familias com
elevado poder aquisitivo.

Outro problema identificado foi a diferenca nas idades das criancas entre o grupo de
casos e 0 grupo comparativo, 0 que contribuiu para a ndo homogeneidade quanto a esse
aspecto. Essa diferenca se deve a dificuldade em captar criangas saudaveis menores de dois
anos em virtude da recusa de muitos pais/responsaveis pela necessidade de coleta de sangue
para extracdo de DNA. Por isso, foi aumentado o critério de idade para inferior a cinco anos
para inclusdo no grupo comparativo, tendo em vista que a idade ndo influencia na
determinacéo dos polimorfismos genéticos.

Foi necessario instituir uma técnica complementar para obtencdo de DNA dos
pacientes, em virtude de se tratar de uma amostra de lactentes e criangcas menores de cinco
anos, que possuem vasos sanguineos de fino calibre, o que dificultou o acesso venoso e, em
alguns casos, a quantidade de sangue obtida foi insuficiente. Por isso, optou-se como
alternativa, incluir uma técnica adicional de extracdo de DNA, a coleta de células bucais por
esfregaco com swab estéril. Essa técnica é pratica, menos invasiva, reconhecida e amplamente

utilizada cotidianamente para extracdo de DNA, e permitiu aumentar a amostra, porém,
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também aumentou os custos da pesquisa. Foi coletado sangue ou células bucais para a
extragdo do DNA das 154 criangas que participaram do estudo, no entanto, em alguns
pacientes a quantidade de DNA extraida foi insuficiente para a genotipagem dos oito
polimorfismos estudados. As perdas foram maiores para os polimorfismos do gene IL-10 (-
1082, -819 e -592), o que pode ter influenciado nos resultados encontrados, principalmente
para esse gene. No quadro 3 estdo relacionadas as perdas de genotipos.

QUADRO 3 - Perdas de genotipagem

Genes Perdas

n= 154 %
TGF-B1 (-509) 06 04
IL-10 (-819) 29 19
IL-10 (-592) 29 19
IL-10 (-1082) 29 19
RVD (Taq I) 05 03

Outro problema identificado foi a escassez de estudos com enfoque em polimorfismos
genéticos das citocinas regulatérias (IL-10 e TGF-B), dos genes IL-4, IL-4R e VDR em
criancas com alergias alimentares, principalmente com APLV, o que dificulta a comparacao
dos resultados encontrados. Foi encontrado apenas um artigo publicado estudando os
polimorfismos do gene VDR na area de alergia alimentar.

O tamanho da nossa amostra foi compativel com as de outras pesquisas,
principalmente quando foram avaliados pacientes com APLV. Contudo, a amostra foi
considerada pequena para um estudo genético. Estudos que avaliam variabilidade genética,
geralmente necessitam de grandes amostras populacionais para identificar as variacGes que
muitas vezes estdo presentes em um percentual reduzido de individuos.

A auséncia de associacdo entre os polimorfismos genéticos e a APLV e entre 0s seus
fenotipos clinicos pode ser resultante do tamanho pequeno da amostra, das perdas de
genotipagem, ou provavelmente do menor efeito desses polimorfismos sobre a suscetibilidade
para o desenvolvimento dessa enfermidade, tendo em vista a ampla gama de fatores que
podem influenciar na expressdo génica e manifestacdo do fenotipo alérgico.

Em nosso estudo ndo foi avaliada e expressao génica, o que limita a interpretacdo do

papel funcional dos polimorfismos identificados em cada paciente. Também ndo foram
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dosados os niveis séricos das citocinas as quais os polimorfismos foram identificados, o que
também poderia limitar a interpretacdo dos resultados encontrados.

E importante considerar que outros genes também estdo implicados na resposta
imunolodgica e ndo foram incluidos nesta pesquisa, a exemplo dos genes relacionados com a
imunidade inata (INF-y e IL-12), resposta inflamatéria (IL-2, IL-3, IL-5, e IL-13), resposta
tolerogénica (fator transcricional FoxP3). Da mesma forma, também ndo foram incluidos
outros genes relacionados com a atividade metabdlica da vitamina D, a exemplo o gene
CYP27B1. E possivel que os polimorfismos desses genes possam ter um papel na patogénese
da APLV. No entanto, o numero reduzido de publicacdes sobre os polimorfismos desses
genes em pacientes com alergias alimentares contribuiu para que ndo fossem escolhidos para
esta pesquisa.

As variaveis identificadas como possiveis preditoras da ocorréncia de APLV e dos
seus fendtipos clinicos podem ndo refletir de forma fidedigna os principais fatores que sao
implicados no aumento da chance para os lactentes desenvolverem esta enfermidade. E
possivel que outras variaveis, que ndo foram avaliadas neste estudo, possuam um efeito maior
sobre a génese da APLV na populacdo estudada. Vale destacar também que os relatos dos
pais/responsaveis sdo dependentes da memoria, e que em situacdes de forte emoc¢do, como
nos casos de doencas nos filhos, esta pode ser comprometida e, consequentemente, pode

influenciar nas informacdes relatadas.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo geral da amostra

Foram avaliadas 154 criancas. Destas, 70 foram diagnosticadas com APLV (casos) e
84 eram saudaveis (grupo comparativo). As criangas com APLV e saudaveis apresentaram
mediana de idade igual a sete e 16,5 meses, respectivamente.

A tabela 1 apresenta as caracteristicas gerais da amostra. O grupo com APLV
apresentou maior proporcdo de criangas menores de um ano de idade (68,6% vs 35,7%),
nascidos através de cesariana (85,7% vs 67,9%), com pais e maes com nivel de escolaridade
mais elevada e maior frequéncia de maes com historia positiva para atopia (55,7% vs 33,3%),

em relacdo ao grupo comparativo.
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TABELA 1 - Caracteristicas pessoais e familiares de lactentes com alergia as proteinas do
leite de vaca e grupo comparativo.

VARIAVEIS APLV GRUPO

COMPARATIVO

n=70 % n= 84 % p*

Sexo
Masculino 36 51,4 41 48,8 0,746
Feminino 34 48,6 43 51,2
Faixa etaria
<1 ano 48 68,6 30 35,7 0,000
>1 ano 22 31,4 54 64,3
lIdade gestacional
Prematuro 11 15,7 08 9,5 0,245
A termo 59 84,3 76 90,5
Tipo de parto
Transvaginal 10 14,3 27 32,1 0,010
Cesariana 60 85,7 57 67,9
Duracéo do aleitamento materno
exclusivo
0-3 meses 41 58,6 37 44,0 0,073
>4 meses 29 41,4 47 56,0
Idade na introducéo de formula
infantil
<1 més 20 28,6 16 19,0 0,164
1-6 meses 50 71,4 68 81,0
Renda familiar®
<I salario minimo 15 22,1 22 27,8 0,420
>1 salario minimo 53 77,9 57 72,2
Escolaridade materna
Ensino fundamental 04 5,7 15 17,9 0,001
Ensino médio 24 343 42 50,0
Ensino superior 42 60,0 27 32,1
Escolaridade paterna®
Ensino fundamental 05 7,4 16 20,0 0,002
Ensino médio 28 41,2 44 55,0
Ensino superior 35 51,4 20 25,0
Atopia materna
Sim 39 55,7 28 33,3 0,005
N&o 31 44,3 56 66,7
Atopia paterna®
Sim 27 39,7 31 37,8 0,812
Né&o 41 60,3 51 62,2
Peso a0 nascer®
Baixo peso 08 11,8 09 11,3 0,877
Peso insuficiente 14 20,6 14 17,5
Peso adequado 46 67,6 57 71,2

Estado nutricional atual segundo
Peso/ldade®

Baixo peso 03 45 01 1,6 0,634
Peso adequado 63 94,0 61 96,8
Peso elevado 01 15 01 1,6

Estado nutricional atual segundo

Estatura/ldade®

Baixa estatura 05 8,1 03 5,0 0,494
Estatura adequada 57 91,9 57 95,0

APLV= Alergia as proteinas do leite de vaca; *Teste Qui-quadrado; % valores perdidos (1 caso e 5 controles); °6
valores perdidos (2 casos e 4 controles); 4 valores perdidos (2 casos e 2 controles); “24 valores perdidos (3 casos
e 21 controles); ®32 valores perdidos (8 casos e 24 controles)
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4.2 Polimorfismos dos genes das citocinas requlatérias (TGF-B1 e IL-10)

Na tabela 2 é apresentada a distribui¢do dos genotipos e alelos do gene TGF-B1 (-509).
N&o houve diferenca significante nos genotipos e alelos entre os casos totais e 0 grupo
comparativo, bem como ndo houve diferenca nas distribuices entre os grupos de fendtipos
clinicos e o grupo comparativo. Contudo, embora néo significante, observa-se no grupo casos
totais uma prevaléncia do gendtipo heterozigoto CT, enquanto no grupo comparativo é

prevalente o genotipo homozigoto selvagem CC (p= 0,124).

TABELA 2 - Frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos do gene TGF-1 em criangas

com APLYV, de acordo com os fendtipos clinicos e no grupo comparativo.

Fenétipos Clinicos Casos Totais Grupo p' p’
Gastrintestinal Cutaneo/ Comparativo
Respiratério/
Anafilaxia

n=31 % n=39 % n=70 % n=84 %
TGF-p1 -509
Genotipo?
cC 09 31,0 18 47,4 27 40,3 41 50,6 0,124 0,201
CT 17 58,6 17 44,7 34 50,7 28 34,6
TT 03 10,4 03 7,9 06 9,0 12 14,8
Alelos
C 35 60,3 53 69,7 88 65,7 110 67,9 0,685 0,478
T 23 39,7 23 30,3 46 34,3 52 32,1

p* Teste Qui-quadrado (casos totais vs grupo comparativo)
p? Teste Qui-quadrado (fenétipos clinicos vs grupo comparativo)
%6 valores perdidos (3 casos e 3 controles)

Na tabela 3 é apresentada a distribuicdo dos polimorfismos do gene IL-10. Pode-se
observar que ndo houve diferenca significante nas distribuicdes genotipicas e alélicas para 0s
SNPs -1082, -891 e -592. Da mesma forma, ndo foi detectada diferenca na distribuicdo dos
haplotipos formados a partir dos genotipos das posi¢bes -1082/-819/-592 do gene 1L-10,
quando avaliados os casos totais em relacdo ao grupo comparativo, bem como quando
comparados os grupos de fendétipos clinicos e o grupo comparativo. No entanto, observa-se
que o grupo cutaneo/respiratério/anafilaxia apresentou maior proporcdo do genotipo variante
TT e AA para as posicdes -819 e -592, em relacdo ao grupo gastrintestinal e o grupo
comparativo, respectivamente (35,3% vs 8,3% vs 26,9%; p= 0,082).
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TABELA 3 - Frequéncia genotipica, alélica e haplotipica do gene IL-10 em criancas com
APLV, de acordo com os fenotipos clinicos e no grupo comparativo.

Fenotipos Clinicos Casos Totais Grupo p' p’
Gastrintestinal Cutaneo/ Comparativo
Respiratdrio/
Anafilaxia

n=31 % n=39 % n=70 % n=84 %
IL-10 -1082
Genotipo®
AA 09 37,5 18 52,9 27 46,6 33 49,3 0,375 0,496
GA 10 41,7 11 32,4 21 36,2 28 41,8
GG 05 20,8 05 14,7 10 17,2 06 9,0
Alelos
A 28 58,3 47 69,1 75 64,7 94 70,2 0,355 0,309
G 20 41,7 21 30,9 41 35,3 40 29,8
IL-10 -819
Genotipo?
CcC 08 33,3 09 26,5 17 29,3 27 40,3 0,266 0,082
CT 14 58,4 13 38,2 27 46,6 22 32,8
TT 02 8,3 12 35,3 14 24,1 18 26,9
Alelos
C 30 62,5 31 45,6 61 52,6 76 56,7 0,513 0,159
T 18 37,5 37 54,4 55 47,4 58 43,3
IL-10 -592
Genotipo?
CcC 08 33,3 09 26,5 17 29,3 27 40,3 0,266 0,082
AC 14 58,4 13 38,2 27 46,6 22 32,8
AA 02 8,3 12 35,3 14 24,1 18 26,9
Alelos
C 30 62,5 31 45,6 61 52,6 76 56,7 0,513 0,159
A 18 37,5 37 54,4 55 474 58 43,3
Hapl6tipos do
gene IL-10
(1082/819/592)
GCC 20 41,7 21 30,9 41 35,3 40 29,9 0,184 0,156
ACC 10 20,8 10 14,7 20 17,2 36 26,9
ATA 18 37,5 37 54,4 55 47,4 58 43,2

p* Teste Qui-quadrado (casos totais vs grupo comparativo)
p? Teste Qui-quadrado (fenétipos clinicos vs grupo comparativo)
329 valores perdidos (12 casos e 17 controles)

4.3 Polimorfismos dos genes IL-4 e IL-4R

Na tabela 4 € mostrada a distribuicdo dos polimorfismos dos genes IL-4 e IL-4R. Nao
foi encontrada diferenca significante nas frequéncias dos gendtipos e alelos para os genes IL-4
(-590) e IL-4R entre os grupos de fenotipos clinicos da APLV e o grupo comparativo, bem
como entre 0s casos totais e 0 grupo comparativo. Contudo, em relacdo ao gene 1L-4 (-590),
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embora ndo tenha sido detectada diferenca estatistica, observa-se que o grupo comparativo
apresentou maior propor¢do do alelo variante T em relacdo ao grupo casos totais (36,3% vs
27,1%; p= 0,086). Pode ser destacado também que apenas 0 grupo comparativo apresentou o

gendtipo variante TT para o gene IL-4R.

TABELA 4 - Frequéncia genotipica e alélica dos genes IL-4 e IL-4R em criangas com APLV,

de acordo com os fenotipos clinicos e no grupo comparativo.

Fendtipos Clinicos Casos Totais Grupo p' p’
Gastrintestinal Cutaneo/ Comparativo
Respiratdrio/
Anafilaxia

n=31 % n=39 % n=70 % n=384 %
11-4 -590
Gendtipo
CcC 17 54,8 23 59,0 40 57,1 35 41,7 0,157 0,231
CT 12 38,7 10 25,6 22 31,4 37 44,0
TT 02 6,5 06 15,4 08 11,5 12 14,3
Alelos
C 46 74,2 56 71,8 102 72,9 107 63,7 0,086 0,219
T 16 25,8 22 28,2 38 27,1 61 36,3
II-4R
rs3024547
Gendtipo
CcC 18 58,1 22 56,4 40 57,1 51 60,7 0,128 0,389
CT 13 41,9 17 43,6 30 42,9 29 34,5
TT 0 0 0 0 0 0 04 4.8
Alelos
C 49 79,0 61 78,2 110 78,6 131 78,0 0,900 0,985
T 13 21,0 17 21,8 30 21,4 37 22,0

p* Teste Qui-quadrado (casos totais vs grupo comparativo)
p? Teste Qui-quadrado (fenétipos clinicos vs grupo comparativo)

4.4 Polimorfismos do gene do receptor de vitamina D

Na tabela 5 séo apresentados os polimorfismos do gene VDR nas posicdes Fok | e Taq
I. Ndo foi encontrada diferenca estatistica significante na distribuicdo dos gendtipos e alelos
para 0s dois SNPs entre 0s casos totais e 0 grupo comparativo e entre os grupos de fen6tipos

clinicos e o grupo comparativo.
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TABELA 5 - Frequéncia genotipica e alélica do gene do receptor de vitamina D em criangas

com APLV, de acordo com os fen6tipos clinicos e no grupo comparativo.

Fendtipos Clinicos Casos Totais Grupo p' p’
Gastrintestinal Cutaneo/ Comparativo
Respiratério/
Anafilaxia

n=31 % n=39 % n=70 % n=384 %
VDR Fok |
Genotipo
cC 15 48,4 24 61,5 39 55,7 43 51,2 0,722 0,720
CT 13 41,9 11 28,2 24 34,3 34 40,5
TT 03 9,7 04 10,3 07 10,0 07 8,3
Alelos
C 43 69,3 59 75,6 102 72,9 120 71,4 0,781 0,685
T 19 30,7 19 24,4 38 27,1 48 28,6
VDR Taq |
Genotipo?
TT 14 46,7 15 38,5 29 42,0 33 41,3 0,945 0,965
TC 18 46,7 21 53,8 35 50,7 40 50,0
cC 02 6,6 03 7,7 05 7,3 07 8,7
Alelos
T 46 67,7 51 65,4 93 67,4 106 66,3 0,835 0,958
C 22 32,3 27 34,6 45 32,6 54 33,7

VDR = Receptor de vitamina D

p* Teste Qui-quadrado (casos totais vs grupo comparativo)

p? Teste Qui-quadrado (fenétipos clinicos vs grupo comparativo)
%5 valores perdidos (1 caso e 4 controles)

45 Caracteristicas das criancas com APLV

Das 70 criancas com APLV, 31 (44,3%) foram classificadas como portadoras de
sintomas predominantemente gastrintestinais e 39 (55,7%) com manifestacdo de sintomas

cutaneos/respiratdrios/anafilaxia.

A tabela 6 apresenta as caracteristicas das criangcas com APLV estratificadas por
fendtipo clinico. Observa-se que o0 grupo gastrintestinal apresentou maior propor¢do de
criangas com menor duracdo de aleitamento materno exclusivo, em comparagdo ao grupo com

fenotipo cutaneo/respiratorio/anafilaxia (77,4% vs 43,6%; p=0,004).
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TABELA 6 — Caracteristicas das criangas com alergia as proteinas do leite de vaca de acordo

com o fendtipo clinico.

Variaveis Grupo Grupo
Gastrintestinal Cutaneo/Respiratorio/
Anafilaxia
n=31 % n=39 % p*
Sexo
Masculino 14 45,2 22 56,4 0,350
Feminino 17 54,8 17 43,6
Idade gestacional
Prematuro 02 6,5 08 20,5 0,168"
A termo 29 93,5 31 79,5
Tipo de parto
Transvaginal 05 16,1 05 12,8 0,694
Cesariana 26 83,9 34 87,2
Peso ao nascer
Baixo peso 04 13,3 04 10,5 0,796
Peso insuficiente 07 23,3 07 18,4
Peso adequado 19 63,3 27 71,1
Duragdo do
aleitamento materno
exclusivo
0-3 meses 24 77,4 17 43,6 0,004
>4 meses 07 22,6 22 56,4

Idade na introducéo

de formula infantil

<1 més 12 38,7 08 20,5 0,094
1-6 meses 19 61,3 31 79,5

*Teste Qui-quadrado; "Teste Exato de Fisher

A mediana de idade ao inicio dos sintomas foi menor no grupo gastrintestinal (30 dias
vs 90 dias, p= 0,000), quando comparado ao grupo cutaneo/respiratorio/anafilaxia, como
mostrado na Figura 5.

Ao término do estudo, a auséncia de sintomas (possivel tolerancia ao leite de vaca) foi
identificada em 29 (41,4%) das 70 criancas com APLV (16 (51,6%) de 31 que pertenciam ao
grupo  gastrintestinal e 13 (33,3%) de 39 que pertenciam ao grupo
cuténeo/respiratorio/anafilaxia). Foi identificada auséncia de sintomas através do TPO em 16
criangas, e 13 criangas foram submetidas a exposi¢do doméstica as proteinas do leite de vaca.
A mediana de idade nesse periodo foi menor no grupo gastrintestinal em comparagdo ao
grupo cutaneo/respiratorio/anafilaxia (16 meses vs 20 meses, p= 0,036), como apresentado na
Figura 5.
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FIGURA 5 — Idade ao inicio dos sintomas e no periodo de identificagdo da auséncia de

sintomas de APLV, de acordo com o fen6tipo clinico.
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*Teste Mann-Whitney

4.6 Analise Multivariada

Para a regressdo logistica multivariada, foram avaliadas as variaveis que compunham a
caracterizacdo da amostra e de analise, comparando-se 0s casos e controles e 0s grupos de
fendtipos clinicos isoladamente em relacdo ao grupo controle. As varidveis que apresentaram
p<0,20 foram incluidas nos modelos explicativos. As variaveis: faixa etaria, escolaridade
materna e escolaridade paterna ndo foram incluidas nos modelos por serem consideradas
potenciais fatores de confusdo, em virtude que o local da coleta de dados provavelmente

contribuiu para as diferencas significantes dessas variaveis entre 0s grupos.

Para o modelo explicativo dos possiveis fatores preditores da APLV, foi comparado o

grupo APLV em relacdo ao grupo controle e foram incluidas as co-variaveis:
a) Hereditarias: atopia materna, gendtipos dos genes IL-4 (-590), IL-4R e TGF-f (-509);

b) Ambientais: idade na introducdo da formula infantil, tipo de parto e duracdo do

aleitamento materno exclusivo.

Como mostrado na tabela 7, o parto através de cesariana e a atopia materna foram as
varidveis associadas a maior chance para desenvolver APLV no grupo estudado. O

aleitamento materno se apresentou no limite da significancia estatistica.
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TABELA 7 - Regressdo logistica multivariada para possiveis preditores da ocorréncia de
alergia as proteinas do leite de vaca em relacdo ao grupo comparativo.

VARIAVEIS APLV Grupo OR bruto p' OR ajustado? p’
Comparativo (ICos5%) (ICy50)
n (%) n (%)
Ambientais
Tipo de parto
Transvaginal 10 (14,3) 27 (32,1) 1,00 0,010 1,00 0,021
Cesariana 60 (85,7) 57 (67,9) 2,84 (1,26 — 6,39) 2,68 (1,16 — 6,20)
Duragéo do
Aleitamento
Materno
Exclusivo
>4 meses 29 (41,4) 47 (56,0) 1,00 0,073 1,00 0,051
0 a 3 meses 41 (58,6) 37 (44,0) 1,80 (0,95 - 3,41) 1,96 (1,00 - 3,85)

Hereditarias

Atopia materna
Néo 31(44,3) 56 (66,7) 1,00 0,005 1,00 0,010
Sim 39 (55,7) 28 (33,3) 2,52 (1,31 — 4,84) 2,45 (1,00 — 3,85)

OR = Odds Ratio; 1Cqsy, = Intervalo de Confianca de 95%; “ajustado pelas demais variaveis explicativas; p* =

valor de p da analise univariada; p® = valor de p da analise multivariada

Para a analise dos possiveis preditores para o fenétipo gastrintestinal foram incluidas

as co-variaveis:
a) Hereditarias: atopia materna, gendtipos dos genes TGF-B1 (-509), IL-10 (-819 e -592);
b) Ambientais: duracdo do aleitamento materno exclusivo, tipo de parto e idade na

introducdo da formula infantil.

Pode-se observar que a menor duracdo do aleitamento materno exclusivo (0-3 meses)
e a atopia materna foram associadas a elevagdo da chance em 4,85 e 3,59 vezes,
respectivamente, para o fen6tipo clinico gastrintestinal, como mostrado na Tabela 8.
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TABELA 8 - Regressdo logistica multivariada para possiveis preditores da ocorréncia de
fendtipo clinico gastrintestinal da alergia as proteinas do leite de vaca.

VARIAVEIS Grupo Grupo OR bruto p' OR ajustado? p’
Gastrintestinal  Comparativo (ICo50) (ICos50)
n (%) n (%)
Ambientais
Duragéo do
Aleitamento
Materno
Exclusivo
>4 meses 07 (22,6) 47 (56,0) 1,00 0,001 1,00 0,006
0 a 3 meses 24 (77,4) 37 (44,0) 4,36 (1,69 —11,21) 4,85 (1,81 - 13,03)
Hereditarias
Atopia
materna
Né&o 12 (38,7) 56 (66,7) 1,00 0,007 1,00 0,002
Sim 19 (61,3) 28 (33,3) 3,17 (1,35 - 7,43) 3,59 (1,44 —8,92)

OR = Odds Ratio; 1Cqsy, = Intervalo de Confianca de 95%; “ajustado pelas demais variaveis explicativas; p* =

valor de p da analise univariada; p® = valor de p da analise multivariada

Para a analise dos possiveis preditores para o fenétipo cutaneo/respiratorio/anafilaxia
foram incluidas as co-variaveis:
c) Hereditarias: atopia materna, gendtipo do gene IL-4 (-590);

d) Ambientais: tipo de parto e nascimento.

Neste modelo explicativo, observa-se que apenas o nascimento através de cesariana e
0 nascer prematuro foram associados com aumento da chance para o fenétipo clinico de
reacOes cutaneas/respiratérias/anafilaxia em 3,50 e 3,19 vezes, respectivamente, como

mostrado na Tabela 9.
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TABELA 9 - Regressdo logistica multivariada para possiveis preditores da ocorréncia de
fendtipo clinico cutaneo/respiratério/anafilaxia da alergia as proteinas do leite de vaca.

VARIAVEIS Grupo Grupo OR bruto p' OR ajustado® p’
Cutaneo/ Comparativo (ICo50) (ICy50)
Respiratdrio/
Anafilaxia
n (%) n (%)
Ambientais
Tipo de parto
Transvaginal 05 (12,8) 27 (32,1) 1,00 0,023 1,00 0,022
Cesariana 34 (87,2) 57 (67,9) 3,22 (1,13 -9,15) 3,50 (1,20 - 10,23)
Nascimento
A termo 30 (76,9) 76 (90,5) 1,00 0,043 1,00 0,037
Prematuro 09 (23,1) 08 (9,5) 2,85 (1,00 — 8,08) 3,19 (1,07 — 9,49)

OR = Odds Ratio; ICqsy, = Intervalo de Confianca de 95%; “ajustado pelas demais variaveis explicativas; p* =

valor de p da analise univariada; p? = valor de p da analise multivariada
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5 DISCUSSAO

A APLV é uma enfermidade caracteristica da infancia, com elevada prevaléncia no
primeiro ano de vida, sendo atribuida ao fato do leite de vaca ser um dos primeiros alimentos
introduzidos na dieta complementar do lactente (DE GREEF et al., 2012; DU TOIT et al.,
2010). Em adicdo, nesta fase precoce da vida da crianga o sistema imune é relativamente
imaturo e suscetivel a desenvolver resposta alérgica contra antigenos ambientais como as
proteinas alimentares (CRITTENDEN; BENNETT, 2005).

Na presente pesquisa, 0 grupo de criangas com APLV apresentou mediana de idade
igual a sete meses e foi igualmente prevalente em ambos os sexos. O grupo de criangas com
APLV foi estratificado por fendtipo clinico de sintomas, em dois tipos fundamentais, de
acordo com o possivel mecanismo imunoldgico envolvido: grupo gastrintestinal (reacdes ndo
mediadas por IgE) e grupo cutaneo/respiratorio/anafilaxia (reacfes mediadas por IgE). Esses
grupos foram avaliados em relacdo as caracteristicas pessoais, clinicas e aos polimorfismos

genéticos.

Sabe-se que ha uma miriade de fatores que podem estar implicados na génese dessa
doenca complexa. Porém, hipéteses atuais que buscam explicar a distribuicdo das alergias
alimentares apontam para a interacdo de fatores que incluem polimorfismos genéticos
especificos, a natureza dos alérgenos envolvidos e a exposicdo Unica a grandes quantidades de
alérgenos alimentares através do intestino (COCHRANE et al., 2009). Sendo assim, a
identificacdo de polimorfismos genéticos pode ser importante para um entendimento mais
amplo dessa enfermidade. Por isso, procuramos estudar os polimorfismos dos genes das
citocinas regulatorias (IL-10 e TGF-B1), da citocina inflamatéria do tipo Th2 mais estudada

(IL-4) e o seu receptor (IL-4R) e do receptor de vitamina D.

5.1 Polimorfismos dos genes das citocinas regulatorias, inflamatoria e do receptor de

vitamina D

A resposta imune tolerogénica é dependente da produgdo de células Treg, e muitas
delas suprimem a diferenciacéo de celulas T para o perfil Thl e Th2 atraves da secrecdo das
citocinas TGF-B e IL-10 (NGOC et al., 2005). Segundo Alam (1994), a citocina TGF-$
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desempenha um papel crucial na resposta imunoldgica, podendo ajudar a prevenir o
desenvolvimento de inflamacdo alérgica pela sua capacidade em inibir a sintese de IgE e a
proliferacdo de mastocitos. Devido a essa importante acdo, especula-se que as variagdes na
regido promotora do gene dessa citocina poderiam estar relacionadas a maior suscetibilidade

para doencas alérgicas ou a persisténcia dos sintomas.

E apontada associagio entre os polimorfismos do gene TGF-B1 e asma. Uma meta-
analise relata que o SNP -509(C/T) pode ser um fator de risco para asma em adultos (OR=
1,26; 1C95%= 1,02-1,56; p= 0.035) e criangas (OR= 1,19; 1C95%= 1,01-1,40; p= 0.034),
sugerindo que os polimorfismos desse gene podem, de alguma forma, interferir na resposta
alérgica (CHE et al., 2014).

Em criancas com APLV mediada por IgE, a homozigoze para o alelo C do gene TGF-
B1 -509(C/T) foi associada ao fenotipo de APLV persistente (p= 0,047), ap6s analise
multivariada (JACOB et al., 2013). E importante destacar que esse estudo selecionou apenas
50 criangas com APLV, que foram subdivididas em 14 tolerantes e 36 persistentes. Portanto,
as andlises comparativas podem ter sido comprometidas pela amostra reduzida e,

consequentemente, pode ter limitado o poder do estudo.

Na presente pesquisa, a tabela 2 apresenta a frequéncia genotipica e alélica dos
polimorfismos do gene TGF-B1 (-509). Nao foi encontrada diferenga significante nas
distribuicbes dos polimorfismos desse gene entre as criangas com APLV e 0 grupo
comparativo. Da mesma forma, as frequéncias dos genotipos e alelos ndo se mostraram

diferentes entre os fendtipos clinicos e o grupo comparativo.

Algumas pesquisas também ndo encontram associacao entre os polimorfismos do gene
TGF-B1 (-509) e a presenca de doencas alérgicas em geral (asma, rinite e outras) (FARIA et
al., 2008; HEINZMANN et al., 2005; BUCKOVA et al., 2001). Da mesma forma, no estudo
realizado com 111 criangas com alergias alimentares e 115 criancas com sensibiliza¢do para
alérgenos ambientais (grupo controle), também n&o foi encontrada associacdo entre 0S
polimorfismos do gene TGF-B1, incluindo a posicdo -509, e a ocorréncia de alergias
alimentares (CAMPOS ALBERTO et al., 2008).

As evidéncias desses estudos sugerem que, embora esta citocina desempenhe um
importante papel na toleréncia oral, os polimorfismos da regido promotora desse gene podem

ndo influenciar de forma significante a patogénese das alergias alimentares.
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A outra citocina produzida pelas células Treg é a IL-10. E relatado na literatura a sua
capacidade de inibir a diferenciacdo de células ThO para as classes Thl e Th2, e com isso
inibir a producdo das citocinas por elas produzidas. Essa acdo bioldgica da IL-10 é atribuida,
em grande parte, a sua atuacdo em bloquear a maturacdo das celulas dendriticas que
apresentam antigenos as células T virgens e, consequentemente, inibem a resposta
inflamatoria, conferindo a essa citocina um papel regulatério da resposta imune (MOSSER,;
ZHANG, 2008). Portanto, os polimorfismos do gene desta citocina poderiam conferir uma

maior suscetibilidade para doencas alérgicas como as alergias alimentares.

Em estudo conduzido por Chen et al. (2012), ndo se encontrou diferenca nas
frequéncias genotipica e alélica do gene IL-10 (-1082 e -592) entre as 37 criangas com alergia
alimentar e 52 controles. Contudo, o genotipo AA para a posicdo -592 foi associado a
menores niveis séricos de IL-10 no grupo com alergia alimentar. Sendo sugerido que esses

polimorfismos podem desempenhar um papel critico na patogénese da doenca.

Nesta pesquisa, ndo foi encontrada diferenca significante nas distribuicdes dos
gendtipos e alelos para os trés SNPs do gene IL-10 nos grupos estudados. Mas, observou-se
que o gendtipo AA para o0 SNP -592 e TT para o SNP -819 foram mais frequentes nas
criangas com fendtipo clinico cutaneo/respiratorio/anafilaxia, embora ndo tenha sido

detectada diferenca estatistica.

No estudo desenvolvido por Campos Alberto et al. (2008), citado previamente, ndo foi
encontrada associacdo entre os polimorfismos do gene 1L-10 -819 e alergia alimentar. Porém,
o alelo selvagem AA da posi¢do -1082 do gene IL-10 foi associado a um risco aumentado
para alergia alimentar (OR= 2,5; 1C95%: 1,0 — 6,4). Deve ser destacado que esse estudo
utilizou criancas alérgicas como controles, o que compromete a comparacdo com estudos

como 0 Nnosso, que incluiu apenas criangas saudaveis como grupo comparativo.

Outras duas pesquisas avaliaram criancas com APLV agrupadas em tolerantes e
persistentes. Jacob et al. (2013) encontrou associagéo entre o genétipo GG para o gene IL-10 -
1082 (G/A) e o fendtipo de APLV persistente. Em contraste, em estudo realizado com 148
criangas turcas, os polimorfismos no gene IL-10 -1082, -819 e -592 n&o apresentaram
diferencga significativa entre aquelas que desenvolveram tolerancia e as que permaneciam com
sintomas ao final do estudo (YAVUZ et al., 2013).
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Observa-se que os resultados dos estudos que analisam os polimorfismos do gene IL-
10 em criancas com alergias alimentares, em geral, ndo s&o consistentes e os diferentes

desenhos dificultam a comparacgéo entre os dados.

Em relacdo aos haplétipos formados a partir dos SNPs da regido promotora proximal
do gene IL-10 (-1082/-819/-592), nédo foi detectada diferenca significante quando avaliados os
casos e 0 grupo comparativo, bem como entre os fenétipos clinicos da APLV.

Esses haplotipos tém sido relacionados a atividade transcricional do gene, podendo
interferir na producdo da citocina IL-10. Estudo experimental, com estimulacdo in vitro
mostrou associacdo das variantes GCC, ACC e ATA e a producdo da citocina. O haplétipo
ATA foi relacionado a menor producdo de I1L-10 e GCC foi associado a elevada producgédo
(CRAWLEY et al., 1999). Esse achado foi considerado estimulante para estudos clinicos, e
esses haplotipos foram implicados no desenvolvimento e no curso de doencas relacionadas
com o sistema imune (ZHENG et al., 2014, GADDAM et al., 2012; SHIN et al., 2005;
KINGO et al., 2003).

Em estudo realizado por Hayden et al. (2011), com criancas de uma coorte australiana
ndo selecionada, a presenca do haplotipo ATA foi associada a aumento nos niveis de citocinas
inflamatorias (IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13) apds estimulacdo in vitro, sugerindo um papel desse
haplétipo em conferir menor produgdo de IL-10 e maior resposta inflamatoria.

Em pacientes com alergias alimentares, o estudo desses haplo6tipos ainda € um campo
muito pouco explorado, ndo sendo encontrado estudo similar para comparagdo. Assim, essa
pesquisa foi uma das primeiras a estudar a associacdo dos haplotipos do gene IL-10 com a
APLV. O fato de ndo ter sido detectada associacdo sugere que, no contexto clinico, a
importancia desses hapl6tipos para a patogénese da APLV nestes pacientes pode ser muito

pequena.

Nas alergias alimentares, outra citocina que merece destaque € a IL-4, pelo papel
crucial na patogénese da resposta inflamatoria alérgica. Essa citocina € responsavel pela
regulacdo da diferenciagdo de células T virgens para o perfil Th2 e induz as células B a
produzirem IgE. Sua atuagdo é dependente da ligagdo aos seus receptores (NAROZNA et al.,
2016). Portanto, as variag0es nesses genes podem aumentar a suscetibilidade para doencas
alérgicas a custa do desequilibrio na producéo da citocina IL-4 e mudanca funcional dos seus
receptores (BROWN et al., 2012).
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O gene dessa citocina inflamatdria e do seu receptor também foram incluidos nesta
pesquisa, no entanto, ndo foi observada diferenca significante na distribuicdo genotipica e
alélica para o gene IL-4 (-590) e para o gene IL-4R (rs3024547), quando comparados 0s casos
de APLV e o grupo controle saudavel e os grupos de fendtipos clinicos em relacdo ao grupo

controle.

Os estudos avaliando os polimorfismos nos genes IL-4 e IL-4R em paciente com
alergias alimentares apresentam desenhos bem distintos, o que dificulta compara¢6es. Brown et
al. (2012) nao encontraram associacdo entre as frequéncias dos polimorfismos do gene IL-4 (-
590) nos pacientes com alergias alimentares, separados em IgE positivos (RAST+) e negativos
(RAST-).

Negoro et al. (2006), avaliando 176 criancas japonesas sensibilizadas a alérgenos
alimentares e 306 controles, ndo encontraram diferenca na distribuicdo dos genotipos para o
gene IL-4 (-590) entre os casos e controles, e também ndo encontraram associagdo entre 0s
polimorfismos desse gene e a gravidade dos sintomas. Contudo, encontraram associacgao entre
0 gendtipo CT e niveis elevados de IgE. Mas, essas criangas com sensibilizacdo alimentar
possuiam outras condicdes alérgicas associadas como asma, rinite e conjuntivite alérgica e

93% apresentavam dermatite atopica.

A interacdo entre os polimorfismos da regido promotora do gene IL-4 e fatores
ambientais também esta sendo foco de investigacdo. Liu et al. (2011), apontaram uma possivel
interacdo entre os polimorfismos do gene IL-4 (-590) e menores niveis de vitamina D na
infancia com uma maior chance para sensibilizacdo alimentar. Os autores concluiram que em
individuos com uma predisposicdo genética para desenvolver alergia alimentar, quando
exposto a condi¢cdes desfavoraveis como os baixos niveis da vitamina D, apresentam maior

chance de desenvolver o quadro de sensibilizacdo/alergia alimentar.

Ja é reconhecido que a vitamina D desempenha mdltiplas acdes no organismo humano,
além dos efeitos sobre o metabolismo 0sseo (BIKLE, 2009). A vitamina D apresenta um
potencial para modular o sistema imunologico tanto para aumentar a resposta com perfil Th2
como para um perfil tolerogénico (HEWISON, 2012; CHAMBERS; HAWRYLOWICZ, 2011;
BAEKE et al., 2010). Porém, as a¢des da vitamina D sob o sistema imunoldgico sdo intrigantes
e a sua real funcdo no tocante a patogénese da alergia alimentar ndo esta clara e um nexo de
causalidade ainda ndo foi estabelecido (DELLA GIUSTINA et al., 2014).
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O gene dos receptores de vitamina D passou a ser alvo de estudos de associagdo com
doencas alérgicas nos ultimos anos, tendo em vista a atuacdo fundamental desses receptores em
mediar as acdes biologicas dessa vitamina. Dessa forma, as variacdes no gene desses
receptores poderiam influenciar nas fungdes dessa vitamina, contribuindo para aumentar a

suscetibilidade para doengas relacionadas com a imunidade.

Esse gene também foi escolhido como gene candidato nesta pesquisa pelo seu
potencial em modular a resposta imune, o que poderia contribuir de forma direta ou indireta
para o fenotipo APLV. Portanto, foi investigada a associacao entre os polimorfismos Fok | e
Taq | do gene VDR e a APLYV e as suas apresentacGes fenotipicas. Porém, ndo foi detectada
diferenca estatisticamente significante nas distribuices desses polimorfismos entre 0s grupos

avaliados, como mostrado na tabela 5.

Foi encontrado apenas um estudo avaliando a frequéncia dos polimorfismos no gene
VDR em criangas com alergia alimentar. Sentsova et al. (2014) avaliaram 59 criangas com
alergia alimentar e nove controles. A frequéncia do alelo A para o gene VDR Bsm | e do alelo
C para o gene VDR Taq | foram significativamente maiores nas criancas com alergia
alimentar em comparacdo ao grupo controle. Os autores concluem que os polimorfismos no
gene VDR podem estar relacionados com o diagnostico de alergia alimentar. Porém, deve-se
ser destacado que 0 grupo comparativo se mostrou muito pequeno para se estabelecer
qualquer inferéncia estatistica.

Em outras doencas alérgicas, pesquisadores tém encontrado associacdo entre 0S
polimorfimos no gene VDR e maior suscetibilidade para a doenca. Em um estudo meta-
analise, os polimorfismos do gene VDR Fok I, Taq | e Apa | foram associados com maior
risco para asma, sugerindo-se que esses polimorfismos poderiam ser considerados como

biomarcadores para a susceptibilidade a doenca (HAN et al., 2016).

Em estudo realizado com 75 criancas asmaticas e 227 controles, foi encontrada uma
possivel associagdo entre o estado de suficiéncia de vitamina D e a presenca do alelo C (alelo
variante), também conhecido como F, para o gene VDR Fok | e maior exigéncia de terapia
para alcancar o controle da asma, sugerindo que esse polimorfismo pode estar envolvido na
resposta ao tratamento (EINISMAN et al., 2015).

Por outro lado, em adolescentes gregos, foi detectada uma associacdo significativa
entre 0 gendtipo TT do gene VDR Taq | com sibilancia e asma, apenas naqueles com

suficiéncia de vitamina D (>20ng/mL), mas ndo em adolescentes com baixos niveis de
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vitamina D. Sendo aceito pelos autores que esse polimorfismo pode contribuir para maior
susceptibilidade para asma, principalmente sob condicGes de niveis normais de vitamina D
(PAPADOPOULOU et al., 2015).

Em contraste, em estudo de associacdo dos polimorfismos do gene VDR e dermatite
atépica, os SNPs Fok I, Tag | e Apa | ndo foram associados com o risco para a doenga, mas 0
polimorfismo Bsm | foi associado a aumento do risco na populagéo turca (KILIC et al., 2016).

Com base nos achados desses estudos, parece que os polimorfismos do gene VDR
podem conferir um papel na etiologia da asma, mas em alergia alimentar muitos estudos
populacionais ainda se mostram necessarios para que se possa estimar o efeito desses SNPs na
patogénese dessa enfermidade.

Na presente pesquisa, as hipoteses de associacao entre os polimorfismos genéticos e a
APLYV e seus fen6tipos clinicos ndo foram confirmadas. E possivel que o tamanho da amostra
possa ter influenciado nesses resultados, tendo em vista que as variagdes genéticas que podem
aumentar a suscetibilidade a doencas muitas vezes s6 sdo detectadas em largas amostras
populacionais como observado em estudos de base populacional e multicéntricos. E possivel
também que os polimorfismos encontrados ndo confiram mudanca funcional, ou seja, se
comportem como polimorfismos neutros em relagcdo a homeostase imune na amostra estudada,

ndo determinando maior suscetibilidade para a APLV.

A interpretacdo dos resultados dos estudos de marcadores genéticos como 0s
polimorfismos se mostra uma tarefa desafiadora, em virtude que apenas a presenca do
polimorfismo ndo determina mudancas funcionais, sendo necessario para iSso a expressao
génica e esse aspecto muitas vezes ndo é contemplado. Além disso, muitos estudos apresentam
resultados divergentes, com estratificacfes diferentes e os critérios diagnosticos de alergias
alimentares ndo sdo consistentes em todos os estudos (LI; MAGGADOTTIR;
HAKONARSON, 2016).

Outro aspecto importante é que a heranca genética pode ser diversificada em funcéo das
etnias, assim, as frequéncias dos polimorfismos podem variar entre populacbes, 0 que pode
dificultar comparacGes de resultados. A sele¢do do grupo comparativo também pode causar um
impacto nos resultados, e esse aspecto também ndo é uniforme na maioria dos estudos
(NOVANOVIC et al., 2010). Além disso, as alergias alimentares sdo altamente submetidas a
impactos ambientais que precisam ser considerados (LI; MAGGADOTTIR; HAKONARSON,
2016).
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5.2 Caracteristicas das criancas com APLV

Ao se avaliar as caracteristicas das criangcas com APLV, mostradas na tabela 6,
observa-se que aquelas com fenotipo gastrintestinal apresentaram duragdo significativamente
menor do aleitamento materno exclusivo. Essa diferenga pode estar diretamente relacionada
ao periodo de introducdo de formula infantil a base de leite de vaca na alimentacdo dos
lactentes. Foi observado que a introducéo de formula infantil ocorreu antes de 30 dias de vida
em elevada parcela das criancas desse grupo, em comparagcdo as criangas com fen6tipo
cutaneo/respiratorio/anafilaxia, embora ndo tenha sido detectada diferenca significante.
Contudo, a introducéo de férmula infantil precocemente no intestino imaturo pode explicar a
menor duracdo do aleitamento materno exclusivo no grupo gastrintestinal e pode ter
contribuido para o aparecimento da intolerdncia ao leite de vaca em periodo precoce nesse
grupo.

Foi mostrado também que a idade no inicio da manifestacdo de sintomas atribuidos a
APLV diferiu entre os grupos de fenétipos clinicos. As criangas com fenotipo gastrintestinal
apresentaram os primeiros sintomas com mediana de 30 dias de vida, enquanto que aquelas
com fendtipo cutdneo/respiratorio/anafilaxia manifestaram sintomas em um periodo mediano

de 90 dias (trés meses).

Segundo Berg (2013), a exposicdo a alérgenos na vida pds-natal precoce de um
lactente com uma predisposicdo genética para a alergia, pode ser considerado como um fator
de risco essencial para o desenvolvimento posterior de doencas alérgicas. E os alérgenos mais
importantes no inicio da vida derivam da nutricdo precoce do bebé&, por exemplo, a exposi¢cdo
as proteinas do leite de vaca. Essa exposicdo precoce, associada a auséncia de fatores
imunomoduladores presentes no leite materno, como a citocina TGF-f, que promove o
desenvolvimento de células T regulatorias, poderia conduzir a falha da toleréncia oral
(PALMER; PRESCOTT, 2012; JENNINGS; PRESCOTT, 2010).

Caldeira; Cunha e Ferreira (2011) tambeém identificaram diferenca significante no
periodo de inicio dos sintomas de acordo com o mecanismo de reacdo imune envolvido na
APLV. As criancas com APLV mediada e ndo mediada por IgE manifestaram sintomas com

mediana de dez e seis semanas de vida, respectivamente.
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Em uma revisdo da literatura, Host (2002) relatou que a maioria das criangas com
APLYV desenvolvem sintomas antes de um més de vida, muitas vezes dentro de uma semana
apos a introducdo da férmula infantil a base de leite de vaca. No entanto, esses achados
provavelmente se referem as manifestagdes de sintomas resultantes de uma
imaturidade/intolerancia gastrintestinal, enquanto os pesquisadores atuais relatam inicio dos
sintomas proximo aos trés meses de idade, sendo avaliadas em maioria criangas com reacdes
mediadas por IgE (SOMMANUS et al., 2014; DIAS; SANTOS; PINHEIRO, 2010;
MARTORELL et al., 2008).

Na presente pesquisa, em 41,4% das criangas com APLV foi verificada auséncia de
sintomas posteriormente a exposi¢do as proteinas do leite de vaca em TPO ou através do
consumo dessas proteinas na alimentacdo doméstica. Sendo observado que as criangas com
manifestacdes predominantemente gastrintestinais apresentaram auséncia de sintomas mais

cedo, em comparacao as criangas com reacdes cutaneas/respiratdrias/anafilaxia.

Segundo Nicolau; Tsabouri e Priftis (2014), o mecanismo imune envolvido na APLV
também pode influenciar no periodo de resolucdo dos sintomas. Essa afirmacédo é embasada
nos resultados dos estudos que avaliaram a histdria natural da APLV, sendo mostrada uma
tendéncia para a recuperacdo do quadro alérgico de forma precoce nas criancas com reacdes
ndo mediadas por IgE (HOST; HALKEN, 2014; SAMPAIO et al., 2005).

Em recente estudo publicado a partir do Euro Prevall birth cohort, das 55 criancas
diagnosticadas com APLV, 32 foram reavaliadas um ano apos o inicio do acompanhamento.
Destas, 22 (68,8%) ndo apresentaram mais sintomas. Observou-se que 100% das criancas com
APLV ndo mediada por IgE e apenas 13 (56,5%) das 23 reavaliadas com rea¢6es mediadas por
IgE se tornaram tolerantes as proteinas do leite de vaca (SCHOEMAKER et al., 2015).
Similarmente, Vanto et al. (2004), acompanharam 162 criangas com APLV na Finlandia (95
com reacOes imediatas e 67 com reacgdes tardias), e observou-se que as criangas com reacdes
tardias desenvolveram tolerdncia mais cedo, em comparacdo as criangas com reagoes
imediatas, quando avaliadas aos dois, trés e quatro anos (64%, 92% e 96% vs 31%, 53% e

63%, respectivamente).

Esses achados mostram que 0s nossos resultados sdo compativeis com 0s previamente
relatados na literatura. E importante considerar também que, com base na historia natural
observada neste estudo e em estudos prévios, observa-se que as criangas com manifestacdes
predominantemente gastrintestinais (reagdes ndo mediadas por IgE) apresentam um quadro

alérgico transitério, com maturagdo imunologica geralmente nos primeiros dois anos de vida.
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Essas caracteristicas sugerem que possivelmente esse grupo de criangas possui intolerancia as
proteinas do leite de vaca (IPLV). Em contraste, as criangas que manifestam reacdes mediadas
por IgE, com sintomas de maior intensidade e gravidade apresentam uma condicdo alérgica
com maior tendéncia a persisténcia, e nesses casos possivelmente possuem o quadro clinico
real de APLV.

5.3 Fatores associados a APLV e seus fenétipos clinicos

Muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas abordando os aspectos genéticos e
ambientais, de forma isolada ou combinada, visando aumentar o entendimento sobre 0s
fatores que poderiam causar um impacto maior na génese das alergias alimentares, no entanto,

muito ainda precisa ser esclarecido.

Na presente pesquisa, foram criados modelos explicativos simplificados dos possiveis
fatores preditores para o desenvolvimento da APLV e dos dois fenotipos clinicos,
comparando-0s ao grupo sem APLV. Foi observado que a histéria de atopia na familia,
particularmente na mde, o tipo de parto, especialmente a cesariana, a menor duracdo do
aleitamento materno exclusivo e a prematuridade foram associados a APLV e/ou a um dos
fendtipos clinicos. Vale salientar que foram incluidos alguns polimorfismos genéticos e
variaveis ambientais, mas s6 permaneceram no modelo final as variaveis que apresentaram
significancia estatistica. Contudo, é importante destacar que os modelos explicativos podem
ndo ser representativos dos reais fatores envolvidos na génese da APLV, tendo em vista a
diversidade de fatores que podem estar implicados e ndo foram contemplados neste estudo.

Na presente pesquisa, a atopia materna auto-referida apresentou diferenca significativa
entre 0s casos e 0 grupo comparativo, sendo associada a uma chance 2,5 vezes maior para

desenvolver APLV. A atopia paterna ndo foi associada a APLV na amostra estudada.

Em estudo realizado com 180 criangas polonesas com APLV, identificou-se que
91,1% dos familiares apresentavam algum tipo de alergia, sendo associada ao
desenvolvimento da APLV (KOROL; KACZMARSKI, 2001). Em pesquisa recente
conduzida por Dogruel et al. (2016), com 1.377 criangas acompanhadas do nascimento até um
ano de idade na Turquia. Destas, 33 casos (2,4%) foram diagnosticadas com alergia alimentar,
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sendo a APLV a mais prevalente, e demonstrou-se que a histdria familiar de atopia foi o
principal fator de risco para alergia alimentar.

A historia familiar é reconhecida como uma medida indireta do risco hereditario para
o desenvolvimento de doencas alérgicas. No caso das alergias alimentares, ha evidéncias de
que a heranca familiar tenha um papel na génese dessas doengas, principalmente quando sé&o
levados em consideracdo os estudos realizados com familias, mostrando que a
sensibilizacdo/alergia alimentar € mais comum em pessoas gque possuem um parente de

primeiro grau com alergia (TSAI et al., 2009).

Em um estudo de base populacional, observou-se que a histéria positiva de atopia em
apenas um membro da familia causou um aumento modesto (OR: 1,4; 1C95%: 1,1 -1.7),
enquanto que a existéncia de dois ou mais membros da familia alérgicos causaram um
impacto maior no risco (OR: 1,8; 1C95%: 1,5-2,3) para alergia alimentar. Com base nos seus
resultados, os autores sugerem que o conceito de “alto risco” para alergia alimentar deveria
ser empregado nos casos das criangas que possuem dois ou mais membros da familia
alérgicos (KOPLIN et al., 2013). Contudo, no estudo em questdo foram avaliadas criancas

com alergia a ovo, amendoim e gergelim.

Segundo Oyoshi et al. (2014), a alergia materna € um fator de risco para doenca
alérgica na crianca. Os mecanismos pelos quais a heranca de atopia materna causa um
impacto maior no risco de doencas alérgicas na crianca ainda sdo mal compreendidos. No
entanto, € relatado que os estimulos para o desenvolvimento da atopia iniciam durante o
periodo gestacional, onde o ambiente materno influencia o sistema imunolédgico do feto
(PRESCOTT, 2010). Assim, a combinacdo da heranca materna de atopia associada ao
ambiente estimulante pode contribuir para o desenvolvimento da alergia alimentar na
infancia.

Por outro lado, Goldberg et al. (2013), avaliando 66 criancas com APLV IgE mediada
e 156 controles selecionados a partir de um estudo de base populacional ndo encontraram
diferencas significantes no auto-relato dos pais em relacdo ao estado atopico entre as criangas
com APLYV e o grupo controle. No entanto, no subgrupo de criangas com APLV persistente, a
atopia materna, mas ndo a atopia paterna apresentou maior frequéncia, quando comparados ao

grupo controle.

E amplamente aceito na literatura que os fatores ambientais conferem forte influencia

sobre a programacdo imunoldgica no inicio da vida, e dentre esses o tipo de parto tém sido
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destacado. Estudos de revisdo sistematica e meta-analise relatam que o tipo de parto pode ser
parcialmente responsavel pelo aumento das sensibilizacdo/alergias alimentares e outras
doencas alérgicas na infancia como rinite alérgica e asma (MARRS et al., 2013; KOPLIN et
al., 2008; BAGER; WOHLFAHRT; WESTERGAARD, 2008).

Na presente pesquisa, 0 nascimento através de cesariana foi significantemente
associado com a APLV (OR: 2,68) e ao aumento da chance para o fen6tipo clinico de reacoes

possivelmente mediadas por IgE (OR: 3,5), como mostrado nas tabelas 7 e 9.

O parto cesario tem sido apontado como um dos fatores relacionados com aumento de
doencas alérgicas na infancia, por favorecer a disbiose intestinal. Segundo Di Costanzo;
Amoroso e Canani (2016), a maturagdo de uma flora intestinal saudavel no inicio da vida
permite um equilibrio na populacédo de células Th1/Th2, favorecendo as respostas do tipo Thil,
enquanto a disbiose altera a homeostase entre o hospedeiro-microbiota, 0 que acarreta em
mudanga no padrdo da resposta imune para um perfil Th2. Sendo assim, poderia explicar a
associacao encontrada em nosso estudo entre a cesariana e 0 aumento do risco para o fenétipo

cutaneo/respiratério/anafilaxia.

Os bebés nascidos por meio de cesariana tém colonizacdo menos frequente com
lactobacilos e apresentam menor quantidade de Bifidobacterium e espécies de Bacteroides.
Em contrapartida, eles sdo mais frequentemente colonizados por Clostridium difficile. Estas
alteracdes da flora intestinal sdo aparentes na primeira semana de vida precedendo sintomas
clinicos, sugerindo assim um papel em doencas alérgicas. Além disso, a cesariana esta
associada com o aumento de IL-13 e INF-y em neonatos, o que pode contribuir para o
desenvolvimento de atopia (TSABOURI et al., 2014).

Por outro lado, durante o parto transvaginal a crianga é exposta as bactérias vaginais e
fecais da mde como a Streptococcus B., Escherichia coli e Lysteria monocytogenes, que
atuam de forma benéfica, estimulando a maturacdo do sistema imune local, protegendo as
criancas de quadros alérgicos (CONROY; SHI; WALKER, 2009).

Outros estudos abordando sensibilizacdo/alergias alimentares também encontraram
forte associacdo com o tipo de parto. Eggesbo et al. (2005) relataram que a APLV foi duas
vezes mais frequente em criancas que nasceram através do parto cesareo, em comparagdo
aquelas que nasceram atraves do parto transvaginal, principalmente as criancas nascidas de

maées alergicas.
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Achados similares foram encontrados em estudo seccional aninhado a uma coorte de
nascimento espanhol, que encontrou maior risco de APLV mediada por IgE em criangas
nascidas através da cesariana, quando comparadas a criangcas com manifestacdes de APLV
ndo mediadas por IgE (OR: 2,14; 1C95%: 1,02 — 4,49). Foi sugerido que o parto cesareo cause
um atraso na colonizacdo intestinal da crianga, que pode durar ao longo dos primeiros meses
de vida e a auséncia de colonizagdo por Bifidobactérias pode favorecer a resposta
imunoldgica do tipo Th2 que confere as reacdes mediadas por IgE (SANCHEZ-VALVERDE
et al., 2009).

Em estudo prospectivo recente, que acompanhou 459 criancas até 36 meses de idade,
identificou-se que as criancas com pelo menos um dos pais alérgico e nascidos por cesariana
apresentaram maior probabilidade de desenvolver alergia alimentar, quando comparadas as
criancas nascidas através de parto transvaginal com pais ndo-alérgicos (PAPATHOMA et al.,
2016).

Ao contrario da cesariana, 0 parto transvaginal foi associado com reducdo de atopias
na infancia, principalmente o domiciliar, reduzindo o risco de dermatite atdpica,

sensibilizacdo a alérgenos alimentares e asma (NIMWEGEN et al., 2011),

Por outro lado, em estudo retrospectivo finlandés, que avaliou 3.181 criangas com
idades entre um e quatro anos, nao foi encontrada associacao significativa entre o tipo de
parto e alergias alimentares (PYHHONEN et al., 2013).

Além do tipo de parto, outro fator ambiental que tem merecido destaque é o aleitamento
materno. E reconhecido que o colostro e o leite humano fornecem véarios nutrientes e
componentes da imunidade humoral e celular, necessarios para 0 crescimento e
desenvolvimento normal do recém-nascido. Fornece também um adequado microambiente para
a maturacdo morfoldgica, microbioldgica e imunoldgica do intestino nos primeiros dias de
vida. Dessa forma, pode desempenhar um papel importante na prevencdo de alergias
(MINNITI et al., 2014).

De acordo com Brandizaeg (2010), o efeito protetor da amamentacdo pode ser
atribuido a fatores como a diminuic¢do da exposicao a antigenos exdgenos como 0s antigenos
alimentares, protecdo contra infeccOes, tendo em vista que o leite materno transfere
imunidade da mae para a crianga, além de favorecer o desenvolvimento de flora bacteriana

intestinal benéfica que atuaria modulando a resposta imune.
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Em nossa populagdo, o periodo de aleitamento materno exclusivo foi pequeno em
quase 60% dos casos de APLV. O grupo com fendtipo gastrintestinal foi o que apresentou
maior percentual de criancas com menor duracdo do aleitamento materno. Na analise
multivariada, essa variavel foi considerada como contribuinte para a crianca desenvolver
APLV, embora tenha se apresentado no limiar de significancia estatistica. No entanto, foi
associada significativamente para o desenvolvimento da APLV com fenétipo clinico

gastrintestinal, como mostrado nas tabelas 7 e 8.

Os resultados de estudos prévios se mostram conflitantes em relacdo ao efeito protetor
do aleitamento materno na prevencéo de alergias na infancia. Em uma reviséo da literatura,
Odijk et al. (2003) analisaram artigos publicados entre 1966-2001 sobre a amamentacao e sua
relacdo com alergias, e concluiram que a amamentacdo parece proteger contra o
desenvolvimento dessas doencas, principalmente nos casos de criangcas com maior risco de
atopia estimada pela presenca de atopia familiar. Em contraste, em uma revisdo sistematica e
meta-anélise recente, ndo foi encontrada associacdo entre aleitamento materno e alergia
alimentar. A conclusdo foi atribuida a elevada heterogeneidade e baixa qualidade dos estudos
analisados (LODGE et al., 2015).

Em estudo prospectivo realizado com 335 criangas, foi avaliada a duragdo do
aleitamento materno exclusivo no desenvolvimento de sensibilizagdo para 12 inalantes
comuns e 10 alérgenos alimentares. Os pesquisadores ndo encontraram associa¢do entre a
duracdo do aleitamento materno exclusivo e sensibilizacdo nos primeiros seis meses, 18
meses, quatro e seis anos (JELDING-DANNEMAND; SCHOOS; BISGAARD, 2015).

No entanto, em um estudo de coorte com 258 criangas taiwanesas comparou-se
aquelas que foram alimentadas exclusivamente com leite materno por periodo igual ou
superior a quatro meses, aquelas com periodo inferior a quatro meses e aquelas parcialmente
amamentadas, mostrando-se que a amamentagdo exclusiva por mais tempo diminuiu o risco
de sensibilizagéo as proteinas do leite de vaca em menores de dois anos. Sendo sugerido que a
amamentacao exclusiva por quatro meses ou mais poderia retardar ou reduzir a exposicdo as
proteinas do leite de vaca e, com isso, resultar em menor sensibilizagdo (LIAO et al., 2014).
De forma similar, encontrou-se efeito protetor do aleitamento materno exclusivo por quatro
meses ou mais contra asma e sensibilizacdo, em comparacao as criangas amamentadas por

periodo inferior a quatro meses (KULL et al., 2010).

Katz et al. (2010), em um estudo prospectivo, com 13.019 criancas israelitas

detectaram que aquelas que receberam férmula infantil complementar ao aleitamento materno



99

nos primeiros 15 dias de vida apresentaram um menor risco para APLV mediada por IgE, em
comparagao as criancas que receberam suplementacao depois dos 15 dias, sendo sugerido que
a exposicao precoce a elevada quantidade de proteinas do leite de vaca promoveu tolerancia

oral nessa populacéo.

Friedman e Zeiger (2005) afirmam que os alérgenos presentes do leite materno podem
em muitos casos causar sensibilizacdo e em outros casos possuirem efeito protetor,
dependendo de uma variedade de fatores como a predisposicdo genética da crianca, e a
composicdo do leite materno, podendo variar de acordo com a alimentacdo materna, o que
pode contribuir para os resultados conflitantes das pesquisas abordando aleitamento materno e
a suscetibilidade para alergias.

A Academia Americana de Pediatria (AAP), avaliando achados de estudos sobre
amamentacdo e prevencdo de doencas alérgicas na infancia relata que em recém-nascidos de
alto risco, a amamentacdo exclusiva por, pelo menos, quatro meses previne ou retarda a
dermatite atopica, APLV e sibilancia no inicio da vida (THYGARAJAN; BURKS, 2008). No
entanto, a ESPGHAN recomenda que o aleitamento materno exclusivo deve ser continuado
até os seis meses de vida para criancas com histéria familiar de alergia (AGOSTONI et al.,
2009). E amplamente aceito que o aleitamento materno ¢ a forma ideal de nutrir a crianca,
com intmeros beneficios para o lactente e para a mae (FRIEDMAN; ZEIGER, 2005).
Contudo, ndo existe um consenso no periodo de duracdo ideal e no efeito protetor contra as

doencas alérgicas na infancia.

A imaturidade da barreira mucosa intestinal vem sendo apontada como um dos
mecanismos que poderia explicar a elevada incidéncia de alergias alimentares em lactentes e
criancas (FERREIRA; SEIDMAN, 2007). Segundo Corpeleijn et al. (2011), as criancas que
nascem prematuramente apresentam um aumento da permeabilidade intestinal, em
comparagdo aos recém-nascidos a termo. A quantidade de proteinas intactas absorvidas pode
ser 100 vezes maior, quando comparada ao recém-nascido a termo. Esse fendbmeno pode
elevar a chance de desenvolver alergias alimentares, principalmente as reagdes mediadas por
IgE (HONG; WANG, 2012). Contudo, esse distarbio é inversamente proporcional a idade
gestacional (WEAVER; LAKER; NELSON, 1984).

E neste sentido imp&e-se avaliar a prematuridade no presente estudo, e observou-se
que o nascimento prematuro foi mais frequente no grupo de lactentes com APLV,
principalmente entre aqueles que apresentavam fenotipo clinico

cutaneo/respiratério/anafilaxia, embora ndo tenha sido detectada significancia estatistica.
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Contudo, a prematuridade foi associada a uma chance 3,19 vezes maior para a crianga

manifestar esse fendtipo clinico, como apresentado na tabela 9.

Dados obtidos em estudo populacional mostram que os prematuros de muito baixo
peso ao nascer (500g-1500g) apresentam uma probabilidade maior de alergia alimentar,
quando comparados aos nascidos com peso adequado (3000g-3500g) (CHANDRAN et al.,
2013). Em estudo conduzido com 61 recém-nascidos prematuros observou-se que 0 uso de
formula infantil a base de leite de vaca causou sensibilizacdo alimentar, em comparacdo aos
alimentados com leite materno. A sensibilizacdo foi maior nos prematuros com baixo peso ao
nascer (LUCAS; MCLAUGHLAN, COOMBS, 1984).

No entanto, os resultados de outros estudos sdo contraditérios em relacéo ao efeito da
prematuridade sobre a alergia alimentar. Em estudo de base populacional do Japéo, o baixo
peso ao nascer foi associado a um risco significativamente menor de alergia alimentar e
dermatite atdpica aos 18 meses de idade, assumindo-se que a imaturidade ndo causou um

prejuizo ao ganho de tolerancia oral (HIKINO et al., 2001).

Por outro lado, em estudo de base populacional canadense, incluindo 13.980 criancas,
ndo foi encontrada associacdo entre 0 nascimento prematuro e o baixo peso ao nascer com
alergia alimentar (LIEM et al., 2007). Estudo realizado com 24 neonatos com quadro
sugestivo de APLV com manifestacbes predominantemente gastrintestinais, ndo observou
diferenca significativa entre os nascidos a termo e prematuros em relagéo ao desenvolvimento
da alergia alimentar (MORITA et al., 2013).

Da mesma forma, em estudo realizado com 80 prematuros e 80 nascidos a termo, com
idades entre nove e 24 meses, pareados por sexo e idade, avaliados por teste cutaneo de
hipersensibilidade para oito alérgenos alimentares e seis alérgenos inalantes, ndo foi
encontrada diferenca significativa entre os prematuros e nascidos a termo em relacdo a
sensibilizacdo alimentar. Os autores sugerem que a permeabilidade intestinal aumentada nao
causou um efeito sobre a sensibilizacdo alimentar no grupo estudado, tendo em vista que a
tolerancia oral pode ser alcangada com elevada concentracdo de antigenos no sistema imune
mucoso dos prematuros (MARTINO et al., 1989).

Taylor et al. (2009) mostraram que o aleitamento materno causou uma reducdo
significativa na permeabilidade intestinal em prematuros, quando comparados aos prematuros

recebendo formula infantil, principalmente nos primeiros 14 dias de vida. O efeito da
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prematuridade sobre a ocorréncia de alergias alimentares em algumas condi¢es pode ser

suprimido, como naqueles em aleitamento materno exclusivo ou predominante.
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6 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os polimorfismos nos genes das citocinas tolerogénicas (TGF-B1 e IL-10),
inflamatdria (IL-4) e do gene VDR (Fok | e Tag I) ndo apresentaram associacdo estatistica
com a APLV e seus fenotipos clinicos. Contudo, a atopia materna, a menor duracdo do
aleitamento materno exclusivo, a cesariana e a prematuridade apresentaram associa¢do com a
APLV e/ou as suas apresentacfes fenotipicas, sugerindo-se que 0s genotipos analisados néo
apresentaram um impacto importante e 0 ambiente pode exercer um efeito potencialmente

maior sobre a patogénese dessa enfermidade.

Os resultados mostraram que as criancas com fendtipo gastrintestinal apresentaram
menor duracdo do aleitamento materno exclusivo, inicio dos sintomas atribuidos a ingestéo de
leite de vaca em periodo precoce, porém com resolucdo dos sintomas mais cedo, em
comparagdo as criangas com fenotipo clinico cutaneo/respiratorio/anafilaxia, confirmando o
carater transitorio desse fendtipo clinico, revelando também a heterogeneidade das

apresentacdes fenotipicas da APLV.

E importante considerar que a amostra pequena e as perdas de genotipagem podem ter
influenciado nos resultados encontrados, por diminuir a possiblidade de detectar as
variabilidades genotipicas em um grupo maior de individuos. Deve ser destacado também
que esses polimorfismos genéticos podem conferir maior impacto quando avaliados em
ambito populacional, enquanto que em estudos clinicos exploratorios como este, essas

pequenas variabilidades genéticas podem ndo apresentar importancia.

Compreendemos a necessidade de novos estudos de associagéo, relacionando os genes
participantes da imunidade inata, das respostas com perfil Thl, Th2, Treg e outros genes
envolvidos no metabolismo da vitamina D em criangas brasileiras com APLV para permitir
maiores informacGes do componente genético no desenvolvimento dessa patologia,
principalmente estudos de base populacional, com grandes amostras, tanto em Pernambuco
como em outras regides brasileiras. Assim, talvez seja detectada de forma mais segura a
influéncia desses polimorfismos sobre as alergias alimentares em criangas brasileiras. Da
mesma forma, sdo necessarios mais estudos que relacionem os polimorfismos com a
expressao dos genes, 0 que permitiria uma interpretacdo mais ampla das consequéncias

funcionais das variagdes genéticas encontradas.
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E possivel que novos estudos de base populacional analisando os polimorfismos da
regido promotora do gene IL-10 em criangas com APLV consigam obter dados mais robustos
sobre o seu efeito na quebra da tolerancia oral e sobre a persisténcia do quadro alérgico. Da
mesma forma, novas pesquisas populacionais que explorem os polimorfismos do gene do
receptor de vitamina D, associados a sua expressdo génica, poderiam trazer novas evidéncias
da possivel influencia dessas variagdes na atuagdo bioldgica da vitamina como a modulagéo

imunolodgica para um perfil tolerogénico ou APLV.
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FORMULARIO DA PESQUISA
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INTERACAO ENTRE POLIMORFISMO GENETICO, ALEITAMENTO MATERNO
E VITAMINA D NA TRANSITORIEDADE OU PERSISTENCIA DA ALERGIA A

PROTEINA DO LEITE DE VACA EM CRIANCAS

NUmero do questionario: Ambulatério:

Data da entrevista: / / Prontuario:

Nome da crianca:

Nome da mée/responsavel:

Sexo: 1.Masculino [] 2. Feminino []
Data de nascimento: / / Idade (anos e meses):

Endereco:

Telefone para contato: ()

DADOS SOCIOECONOMICOS DA FAMILIA
Grau de escolaridade da mae:

1. N&o estudou []

Ensino fundamental | incompleto []
Ensino fundamental | completo []
Ensino fundamental Il incompleto []
Ensino fundamental Il completo ]
Ensino médio incompleto []

Ensino médio completo []

Ensino superior incompleto []
Ensino superior completo ]

©CoNoRWN

Grau de escolaridade do pai:

1. N&o estudou []

2. Ensino fundamental I incompleto ]
3. Ensino fundamental I completo []

4. Ensino fundamental Il incompleto []
5. Ensino fundamental Il completo ]
6. Ensino médio incompleto ]

7. Ensino médio completo []

8. Ensino superior incompleto []

9. Ensino superior completo []
Profissdo do pai: Trabalha atualmente: 1.Sim [1 2. Nado

Profissdo da mée: Trabalha atualmente: 1.Sim [1 2. Néo

Qual a renda da familia?
Quantas pessoas moram na casa?
Sua casa é: 1. Propria ] 2. Alugada [] 3. Cedida por outros []
Outro ]

Recebe beneficios sociais do governo? 1.Sim [] 2.Ndo [

Se sim, qual?

[
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DADOS PERINATAIS
A mée fez acompanhamento médico pré-natal? 1. Sim [] 2.Nao [

Usou suplemento polivitaminico durante a gestacdo? 1. Sim [] 2.Nao [
Usou suplemento de vitamina D durante a gestagdo? 1. Sim [] 2.Néao [
Se sim, qual a dose tomada? Por quanto tempo?

Tempo de gestacao:
Gestacdo: 1. atermo [] 2.Pré-maturo []  3.pls-termo  []
Tipo de parto: 1. Normal ] 2. Cesario []

A mée 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 [_16. Alimento [] 7. Outro ]

O pai da crianga tem algum tipo de alergia? 1. Sim [] 2.Néo [

Se sim, qual o tipo? 1. Rinite alérgica[] 2. Asma [] 3. Medicamento []
4. Urticarial_] 5. Dermatite atopica [16. Alimento [] 7. Outro ]

DADOS DA CRIANCA

Peso ao nascimento: g Comprimento ao nascimento: cm
A crianca toma algum polivitaminico? 1.Sim [_1 2. Nado []

A crianga foi alimentada com leite materno? 1.Sim [1 2. Ndo [

Se sim, por quanto tempo foi alimentada apenas com leite materno?
Com que idade comecou a introduzir outros liquidos como sucos, chas e agua?

Com que idade comecgou 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 o tipo de leite oferecido a crianga atualmente?
Com que idade comecou a adicionar massas no leite?
A crianca é expostaao sol? 1.Sim [] 2.Néo []

Se sim, quantas vezes na semana? Quanto tempo?
Dieta da crianca:

AVALIACAO ANTROPOMETRICA DA CRIANCA (12 AVALIACAO)

Peso atual: g Comprimento atual: cm PC: cm  PT: cm
P/A: Classificacdo:
P/I: Classificacao:

All: Classificacao:
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DADOS DA MANIFESTACAO CLINICA DA APLV

Quais os sintomas da crianca associados com o consumo de leite de vaca/leite materno?
. Vomitos []

. Diarreia ]

. Distensio abdominal [

. Constipagdo intestinal []

. Refluxo []

. Dermatite atopica []

. Edema nos labios/olhos []

. Urticéaria ]

. Tosse[]

10. Sangramento nas fezes []

10. Cansaco/faltade ar []

11. Crise anafilatica []

12. Outro ]

Qual a idade da crianca no inicio dos sintomas?
As manifestacfes comegavam quanto tempo apos o inicio dos sintomas?

OO ~NOo ol WN -

CONDUTA NUTRICIONAL

TESTE DE DESENCADEAMENTO ALIMENTAR ORAL ABERTO (TRIAGEM)
Data do teste: / /

A crianca apresentou sintoma (s) de reacdo alérgica ap6s 2 semanas de dieta isenta de leite de
vaca e derivados? 1.Sim  [] 2.Néo [

Se sim, qual o sintoma apresentado?
Se sim, quantas vezes a crianca apresentou o(s) sintoma (s)?
Resultado do teste: 1. Positivo [] 2. Negativo [
Em caso de positivo, qual o sintoma apresentado?

DADOS LABORATORIAIS
Dosagem sérica da 25 hidroxivitamina Dj: Data:
Classificagdo: 1. Deficiéncia [ 2. Insuficiente [] 3. Adequado []

1° ENTREVISTA (ACOMPANHAMENTO POS TESTE)

DATA DA ENTREVISTA: / /

AVALIACAO ANTROPOMETRICA DA CRIANCA (22 AVALIACAO)

Peso atual: g Comprimento atual: cm PC: cm  PT: cm
P/A: Classificacao:

P/ Classificagao:

All: Classificacao:

A crianga apresentou sintomas apos a realizagdo do teste? 1. Sim  [1 2.Ndo []
Se sim, qual o sintoma apresentado?
Se sim, em quanto tempo depois a crian¢a comegou a apresentar o sintoma?
Se sim, por quantas vezes a crianca apresentou o sintoma?
Dieta atual da crianca:
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APENDICE B
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o(a) seu/sua filho (a) que estd sob sua responsabilidade para participar,

como voluntario (a), da pesquisa intitulada INTERACAO ENTRE POLIMORFISMO
GENETICO E VITAMINA D NA TRANSITORIEDADE OU PERSISTENCIA DA
ALERGIA A PROTEINA DO LEITE DE VACA EM CRIANCAS. Esta pesquisa é orientada
pelo pela Prof® Dr. Emanuel Savio Cavalcanti Sarinho e estd sob a responsabilidade da
pesquisadora Silvia Alves da Silva, residente na Rua Joaquim Elisio Maia e Silva, 215, Bairro
Novo, Olinda. E-mail: silviaalvessilva@hotmail.com, para contato do pesquisador
responsavel (inclusive ligacOes a cobrar): (81) 9297-1269/9995-3151.
Apbs ser esclarecido (a) sobre as informacOes 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 é sua e a outra € do pesquisador responsavel. Em caso de recusa o (a) Sr.(a) ndo sera
penalizado (a) de forma alguma.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Esta pesquisa pretende avaliar a interacdo entre os polimorfismos dos genes que
determinam os tipos de respostas imunoldgicas alérgicas, bem como nos genes que
determinam a reposta imune tolerogénica e a pratica de aleitamento materno no
desenvolvimento e persisténcia da alergia a proteina do leite de vaca em criangas menores de
um ano de idade, considerando o fenétipo dos sintomas.

Os dados serdo coletados a partir da aplicacdo de um questionario durante a consulta
médica e nutricional e mediante a coleta de 5mL de sangue para a realizacdo da dosagem dos
niveis da vitamina D e identificacdo de polimorfismos genéticos, além da realizagdo 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
tolerancia ao leite.

As informacdes obtidas na pesquisa trardo beneficios para as criangas com APLV,
pois ajudara a conhecer melhor o impacto dos polimorfismos genéticos e sua interacdo com o
aleitamento materno no desenvolvimento de tolerdncia ao leite de vaca. Também ajudara a
criar estratégias terapéuticas mais especificas, de acordo com o polimorfismo genético
apresentado e o tipo dos sintomas, 0 que pode contribuir para um menor custo no tratamento e
melhorar a qualidade de vida da crianca.

Vale salientar que esta pesquisa apresenta risco minimo, em vista que a coleta de
sangue sera realizada por um profissional de enfermagem com treinamento e experiéncia em
pediatria e 0 volume de 5 mL de sangue puncionado para a dosagem da vitamina D e
determinacédo dos polimorfismos genéticos é considerado baixo e ndo acarretara em prejuizos
ao volume sanguineo total da crianca. Além disso, os demais procedimentos s&o rotineiros no
atendimento a criancas com alergia a proteina do leite de vaca. No entanto, em caso de
eventual dano a integridade fisica da crianca durante a coleta de informagdes da pesquisa, a
familia sera indenizada financeiramente pela pesquisadora responsavel.

Este estudo ndo acarretara nenhum custo financeiro ao responsavel das criangas, como
também ndo possui fins lucrativos. Os pais ou responsaveis das criangas poderdo desistir da
participacdo da pesquisa em qualquer momento, sem que iSsO acarrete em prejuizo ao seu
acompanhamento clinico e nutricional.

Os questionarios contendo as informagdes coletadas serdo armazenados por um prazo
de 5 anos no Departamento da Pos-Graduagdo em Salde da Crianga e do Adolescente da
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Universidade Federal de Pernambuco, sob a responsabilidade da orientadora da pesquisa Prof?
Dr. Emanuel Savio Cavalcanti Sarinho e apds esse prazo serdo incinerados.

Sera garantindo sigilo e privacidade em relacdo ao seu nome, obedecendo dessa
maneira as normas estabelecidas pela Resolu¢do n° 196/96, do Conselho Nacional de Salde,
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 &mbito nacional e internacional e divulgados em revistas cientificas.
Em caso de duvidas 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 — 1° Andar, Sala 4 — Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.:
2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Silvia Alves da Silva

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG/ CPF/ , abaixo
assinado, responsavel pelo(a) menor , autorizo
a sua participacdo nesta pesquisa como voluntério(a). Fui devidamente informado (a) e
esclarecido (a) pela pesquisadora sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim
como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes da participacao dele (a). Foi-me garantido
gue posso retirar o0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade ou interrupcdo de seu acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Local e data
Nome e Assinatura do (da) responsavel:

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

02 testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura;




ANEXO A
PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE Q@m o
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Interagdo 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:

Versdo: 1

CAAE: 12878313.4.0000.5208

Instituigdo 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

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de um projeto de P6s-Graduagdo em Salude da Crianga e do Adolescente do CCS da UFPE. O
projeto tem como titulo: Interagéo entre polimorfismo genético, aleitamento materno e vitamina D na
transitoriedade ou persisténcia da alergia & proteina do leite de vaca.

O estudo sera desenvolvido nos Servigos de Gastroenterologia e Alergologia Pediatrica do Ambulatério de
Pediatria do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE). A populagio de
estudo sera constituida por lactentes menores de um ano de idade com APLV nos fenétipos gastrintestinal e
cutaneo/respiratério/anafilaxia e lactentes da mesma faixa etaria sem APLV. Na coleta de dados sera
utilizado um formulério especifico contendo informages acerca da identificagio da crianga quanto ao
género, idade, cor da pele, do periodo perinatal (suplementacéo de vitamina D pela mae, tipo de parto,
tempo de gestag&o, peso e comprimento de nascimento) e de lactente (duragéo do aleitamento materno
exclusivo, predominante e total, exposico solar, suplementagéo de vitamina D, uso de antibi6tico e historia
de reagdes alérgicas). Além de avaliagdo antropométrica (peso atual e comprimento), também seréo
coletadas informagdes acerca do grau de escolaridade dos pais, renda familiar, condigbes de moradia da
familia e historia de atopia familiar. Os lactentes menores de um ano de idade com suspeita de
apresentarem sintomas gastrintestinais, cutaneos, respiratérios ou anafilaxia pelo consumo de leite de vaca
serdo convidados a participar da pesquisa, apds esclarecimentos do protocolo de estudo, e assinardo o
termo de consentimento livre e esclarecido para sua inclusdo. Esses
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pacientes serdo submetidos ao teste de desencadeamento oral aberto com leite de vaca, em ambiente
hospitalar, ap6s duas semanas de exclusdo completa do leite de vaca da alimentagdo e usando formula
infantil para tratamento de APLV, conforme protocolo estabelecido por Niggemann & Beyer, modificado no
tempo de observagéo para definigdo diagnostica: a) para lactentes com reagéo tardia, doses progressivas
até 100 ml (1,0 3,0 10,0 30,0 100,0 ml a cada 30 minutos); b) para lactentes com reacéo imediata, doses
menores progressivas até 100 ml (0,1 0,3 1,0 3,0 10,0 30,0 100,0 ml) a cada 30 minutos. Se os sintomas
n&o aparecerem durante a observagdo médica, 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 seréo acompanhados mensalmente, de forma regular, com atendimento por gastroenterologista e
alergistas pediatricos e nutricionista, mantidos em dieta de excluszo de leite de vaca e derivados e usando
formula infantil para tratamento de APLV. A fim de determinar o desenvolvimento de tolerancia 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 digestorio e a cada seis meses para lactentes com sintomas iniciais
de outros érgédos e sistemas. O acompanhamento inicial sera de até 12 meses. Sera considerada
transitoriedade da APLV quando 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 tolerancia oral. Persisténcia da APLV sera admitida quando o teste continuar positivo até o final
dos 12 meses de acompanhamento, assumindo-se como auséncia de tolerancia oral. A conclusdo de
transitoriedade ou persisténcia sera definida para cada fenétipo clinico, relacionando-os com o polimorfismo
genético para resposta imune Th1, Th2 e tolerancia oral. Os pacientes atendidos no Ambulatério de
Pediatria e Puericultura do HC-UFPE que irdo coletar sangue e nio tenham sintomas gastrintestinais,
respiratorios ou eczema também serdo convidados a participar da pesquisa, apds esclarecimentos do
protocolo de estudo e assinatura do termo de consentimento para sua inclusdo no grupo controle.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a interagao entre os polimorfismos dos genes que codificam as respostas imunes Th1 (IFN-3) 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 fenétipo dos
sintomas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos: O presente projeto apresenta risco minimo (dor local), em vista que a coleta de sangue sera
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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 determinag&o dos polimorfismos genéticos é
considerado baixo e n&o acarretard em prejuizos ao volume sanguineo total da crianga. Além disso, os
demais procedimentos como acompanhamento de peso, comprimento e aplicagdo de questionario serédo
realizados durante a consulta com a equipe médica/nutricionista em sala reservada garantindo a
confidencialidade das informagbes prestadas. O teste de desencadeamento alimentar oral aberto sera
realizado em ambiente hospitalar, e a crianga sendo monitorada por ehfermeiro, médico pediatra e
nutricionista, durante as 24 horas de duracgéo do teste e 0 mesmo sera suspenso caso a crianga apresente
os sintomas referidos pela familia. O teste segue o protocolo recomendado atualmente pela Sociedade
Europeia de Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia e Nutrigdo (ESPGHAN)

Beneficios: As informag6es obtidas na pesquisa trardo beneficios para as criangas com APLV, 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 fenotipo 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 fodos os seus itens. Esta aprovado financeiramente
pelo CNPq. De acordo com o projeto, atualmente, as dietas de excluséo de leite de vaca na APLV séo
realizadas por periodos padronizados e prolongados, superiores a seis meses, indiscriminadamente,
independente do fendtipo clinico. Muitos pacientes acabam apresentando repercussdes nutricionais, desde
desnutri¢do energético-protéica, até hipocalcemia. Seré util para tragar medidas preventivas e terapéuticas
dirigidas a cada fenotipo clinico, assim como ensaios clinicos que contemplem a duragdo 6tima da dieta de
exclusdo e suas repercussoes nutricionais. Faz-se necessario o entendimento da contribuicdo genética para
o surgimento das doengas seja corroborado por estudos realizados em populagdes/etnias variadas, visto
que os perfis genéticos podem diferir entre elas. As propriedades imunolégicas do leite materno séo
indubitaveis, mas nas sociedades modernas, essa pratica ocorre por periodos cada vez mais curfos. Assim
a resposta tolerogénica precisa ser esclarecida para permitir orientagdes nutricionais personalizadas quanto
a prética ideal do aleitamento materno visando reduzir o risco de APLV e outras alergias futuras na criancga.
Parece um projeto de relevancia na area da satde infantil porque visa reduzir o surgimento de
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doencas graves advindas da desnutri¢do infantil devido & alimentagdo inadequada juntamente com a
auséncia desnecesséria do leite de vaca nesta alimentacéo.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:

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

Recomendagées:

Recomendo aprovagéo do projeto sem nenhuma restrigéo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovado sem restrigoes.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

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

Projeto foi avaliado e sua APROVAGAO definitiva sera dada, apos 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)
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