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Resumo

Introducéao O diagndstico da alergia a proteina do leite de vaca através de sintomas é bastante
falivel, representa mais ou menos a metade dos casos suspeitos. A producdo e as
concentragdes do Interferon-y e Interleucina-4 tém sido estudadas como sinalizadores das
reacOes inflamatorias na alergia a proteina do leite de vaca em atividade e na tolerancia oral
com acles contrarreguladoras. Objetivos. 1- Determinar a frequéncia de alergia em criancas
com sintomas de intolerancia ao leite de vaca. 2 - Determinar as concentragdes séricas do
interferon-gama e da interleucina-4 em criangas com sintomas suspeitos de alergia a proteina
do leite de vaca. Método. Foram estudada 65 criancas (2-84 meses), com intolerancia ao leite
de vaca, foram estudadas. Informagfes da histéria clinica, niveis e IgE total e especificas,
Interferon-y, Interleucina-4 e teste do desencadeamento alimentar oral, realizado para
determinacgéo das criancas com e sem alergia a proteina do leite de vaca foram registrados em
formulério estruturado.Os sintomas entre os dois grupos foram analisados. As idades e
citocinas foram sumarizadas como medianas e comparadas pelo teste de Mann-Whitney. As
diferencas entre as variaveis categoricas foram determinadas pelo teste qui-quadrado. Os
testes estatisticos foram considerados significantes com p< 0,05. Resultados. A mediana de
idade foi 5 meses (P25=2- P75=9 meses) no grupo caso e 7 meses (P25=4-P75=11 meses) no
grupo comparacdo (p=0,05). O teste de desencadeamento alimentar oral ndo confirmou
alergia a proteina do leite de vaca em 46,8% dos pacientes com sintomas atribuidos & ingestéo
de leite de vaca. Reacéo tardia ocorreu em 77,1% (27/35) dos casos com teste positivo, sendo
18/27 na primeira, 3/27 na segunda e 6/27 na terceira semana de observagdo. Encontrou-se
associacdo estatistica significante entre manifestacdes cutaneas e teste positivo (p=0,04), mas
ndo com sintomas digestivos e respiratorios. Nas criangas acima de seis meses de idade, o
nivel de Interleucina-4 foi 3,49 (0,32-36,40pg/mL) e, nas abaixo de seis meses,
2,14pg/mL(0,33-8,12pg./mL), p = 0, 006. As concentracbes de Interferon-y foram de 115,96
pg/mL (69,27-150,60 pg./mL) nos pacientes com alergia e 97,88 pg/mL (75,30-174,69
pg/mL) nos sem alergia (p=0,86). A idade maior de 6 meses foi fator contribuinte para o



aumento de Interleucina-4 e explicou 7% da sua variacéo (r* ajustado = 0,07; p < 0,05), mas
n&o contribuiu para o aumento de Interferon-y.

Conclusbes: o diagnostico da alergia a proteina do leite de vaca, baseado apenas em
sintomas, é bastante falivel. O estudo corrobora a necessidade do teste de desencadeamento
alimentar oral para o diagnostico da alergia a proteina do leite de vaca em criangas

As concentragdes de linterleucina-4 e Interferon-y no sangue periférico, ndo diferiram entre
0s pacientes com e sem alergia.

Descritores Hipersensibilidade a leite, lactente, pre-escolar, sinais, sintomas, Interferon-y,

Interleucina-4.



Abstract

Introduction The diagnosis of cow’s milk protein allergy on the basis of symptoms has
proved to be considerably fallible but is used for approximately half of suspected cases.
Production and levels of interferon-gamma and interleukin-4 have been studied as signs of
inflammatory reactions in active cow’s milk protein allergy and oral intolerance with counter-
regulatory action. Objective.1-To determine the frequency of allergy in children with
symptoms of intolerance to cow’s milk. 2-To determine the serum levels of Interferon-y and
Interleukin-4 in children with suspected cow’s milk protein allergy (CMPA). 2- Method
Sixty-five children (aged between 2 and 60 months) presenting symptoms of intolerance to
cow’s milk were studied. The clinical case history, levels of total and specific IgE, Interferon-
v, Interleukin-4, and the results of an oral food challenge test, carried out to distinguish
children with and without cow’s milk allergy, were gathered and recorded in a standardized
form. The symptoms of the two groups were then analyzed. Median age and cytokine levels
were calculated and compared using the Mann-Whitney Test. The differences between the
category variables were determined using the chi-square test. The statistical significance was
set at p< 0.05. Results The median age was five months (P25=2- P75=9 months) in the case
group and 7 months (P25=4-P75=11 months) in the comparison group (p=0.05). The oral
food challenge failed to confirm cow’s milk protein allergy in 46.8% of patients with
symptoms attributed to the ingestion of cow’s milk. A delayed reaction occurred in 77.1%
(27/35) of cases testing positively, with 18/27 occurring in the first week of observation, 3/27
in the second, and 6/27 in the third. A significant statistical association was found between
cutaneous manifestations and a positive test (p=0.04), but not in the case of digestive and
respiratory symptoms. In the children aged over six months, the level of interleukin-4 was
3.49 (0.32-36.40pg./mL) and, in those aged under six months, 2.14pg/mL (0.33-8.12pg/mL),
p = 0. 006. The levels of Interferon-y were 115.96 pg/mL (69.27-150.60 pg/mL) in the
allergic patients and 97.88 pg/mL (75.30-174.69 pg /mL) in the non-allergic ones (p=0.86).
The multiple linear regression model for Interleukin-4 and Interferon-y showed that an age of

over six months was the factor that contributed to the increase in Interleukine-4 and explained



7% of its variation (adjusted r* = 0.07; p < 0.05). An age of over six months contribute to
the increase Interleukin-4 but not to increase Interferon-y.

Conclusions: diagnosis of cow’s milk protein allergy based on symptoms alone is
considerably fallible. This study reaffirms the need to conduct an oral food challenge test to
diagnose cow’s milk protein allergy in children.

There was no difference between patients with and without the allergy in terms of levels of
Interleukin-4 and Interferon -y in peripheral blood.

Key words Hypersensitivity to milk, pathological conditions, breast-feeding, preschool

children, signs, symptoms, Interferon-y, Interleukin-4.
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1 Apresentacao

A alergia a proteina do leite de vaca (APLV) é uma causa importante de morbidade e,
com frequéncia, representa a primeira manifestacdo da doenca alérgica na infancia,
possivelmente, porque € a primeira proteina heter6loga consumida no inicio da vida.
Manifesta-se por reacdes imediatas ou tardias que afetam a pele, trato digestorio e respiratorio
(AHERENS et al, 2008); (BENHAMOUN, 2009); (SICHERER; SAMPSON, 2009). Os
sintomas da APLV, em geral, sdo confundidos com os relacionados a outras situagdes clinicas
em que o sistema imunoldgico ndo esta envolvido, e o diagnostico confirmado representa
mais ou menos a metade do percentual dos casos suspeitos. (VANDEPLAS et al, 2007). Essa
variacdo reflete os diferentes critérios diagnésticos e desenhos de estudo utilizados pelos
pesquisadores em todo 0 mundo. (BISCHOFF; CROWE, 2005).

A APLV, quase sempre, apresenta-se como um quadro transitério na crianca: as
macromoléculas antigénicas sdo absorvidas por via entérica, no intestino delgado, em um
periodo em que muitas funcBes imunoldgicas encontram-se, ainda, imaturas. Essa
particularidade torna a APLV diferente das demais reacGes de hipersensibilidade a outras
proteinas alimentares, que costumam ocorrer em fases mais tardias, quando o sistema imune
estd maduro e ndo reage em todas as ocasides em que é exposto a antigenos (TURCANU;
SOHEILA; LACK, 2003).

Citocinas representam um dos mais numerosos e complexos grupos de moléculas
secretadas no organismo e estdo envolvidas em mdaltiplos aspectos da resposta inflamatoria
alérgica (ABBAS, A K.; LICHTMAN, 2007);( MULLER, W, 2007). Seguindo o paradigma
Thl e Ty2, os balanceamentos T,1 (produzindo IL-2, INFy e TNFa) e Tr2 (produzindo 114, II-
5, IL-6, IL-10 e IL-13) implicam uma resposta fisiologica imune, encontrado em individuos
saudaveis, enquanto o desbalanco entre TH1/Th2 leva a condi¢cbes dominadas por reacoes
patologicas tardias, mediadas por células, ou por anticorpos. As concentracfes dessas

citocinas, no sangue periférico e tecidos, tém sido utilizadas em pesquisas para avaliar o
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mecanismo imunoldgico envolvido na alergia a proteina do leite de vaca em criangas (NOMA
et al, 1996)

A motivacdo desta pesquisa surgiu da minha vivéncia e testemunho, de longa data, das
dificuldades em definir o diagndstico de APLV entre um nimero, cada vez maior, de criangas
encaminhadas, para avaliacdo e tratamento, com quadros suspeitos de APLV. Muitos ja
haviam iniciado dietas de isencdo, com familias emocionalmente e financeiramente
“ameacadas” pelo custo das formulas especiais. Estimulada por uma ousada vontade de
contribuir, de alguma forma, para uma racionalizacdo desses diagnosticos e tratamentos,
elaboramos um projeto de pesquisa voltado para esses pacientes com suspeita de APLV
encaminhados aos ambulatérios de Gastroenterologia Pediétrica.

O estudo que originou esse documento foi planejado e conduzido para responder as
seguintes perguntas:

1) sintomas relacionados a ingestéo do leite de vaca sdo manifestaces de alergia a proteina
do leite de vaca?

2) 0s niveis séricos do Interferon-y e da Interleucina -4 diferem entre os pacientes com e
sem a alergia as proteinas do leite de vaca?

As hipoteses formuladas foram:

1) a suspeita clinica de alergia a proteina do leite de vaca, na maioria das criancas, ndo é
confirmada pelo teste de desencadeamento alimentar oral;

2) os niveis séricos do Interferon gama e Interleucina-4 diferem entre os pacientes com e
sem alergia a proteina do leite de vaca.

A tese atende aos seguintes objetivos:

1) determinar a frequéncia da alergia a proteina do leite de vaca em criancas com sintomas
relacionados a ingestdo do leite de vaca;

2) determinar as concentracdes do Interferon-gama e da Interleucina-4 em pacientes com e
sem alergia a proteina do leite de vaca.

A tese esta apresentada na forma de um capitulo de revisdo da literatura, um capitulo
de método e de dois artigos originais.

O capitulo de reviséo da literatura foi estruturado para abranger os aspectos da historia
natural, da patogenia, com destaque para as atividades da resposta inflamat6ria mediada pelo

Interferon-y e Interleucina-4, e aspectos das principais manifestacbes clinicas para
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fundamentar a discussdo dos dados empiricos encontrados na pesquisa. Foram realizadas
buscas nas seguintes bases de dados: Pubmed, Medline, Embase, Lilacs, Web of Science,
Periodicos Capes, Cochrane Library. Foram usadas as seguintes palavras-chave: alergia,

proteina do leite de vaca, criangas, interferon-gama, interleucina-4, tolerancia oral.

O capitulo de método descreve o planejamento, a operacionalizacao do estudo, o plano
de anélise dos que originaram os dois artigos apresentados.

O primeiro artigo foi construido a partir do primeiro objetivo da pesquisa, submetido
ao Jornal de Pediatria (Rio. J), e se intitula: “Teste de desencadeamento alimentar oral na
confirmacao diagnostica na alergia a proteina do leite de vaca em criancas.” Esse artigo se
fundamenta nos dados obtidos na primeira fase do estudo elaborado para definicdo dos grupos
de pacientes com e sem alergia a proteina do leite de vaca. O principal resultado foi que a
confirmacéo diagnostica da APLV pelo teste de desencadeamento alimentar oral ndo ocorreu
em mais da metade da populacéo estudada. Esse resultado gerou uma discusséo sobre alguns
aspectos do desenvolvimento anatébmico e funcional da crianga, no inicio da vida, para
explicar os sintomas relatados pelas familias e pediatras. Confirma a importancia do teste de
desencadeamento oral para definicdo diagnostica e sugere algumas alternativas para
minimizar condutas equivocadas diante das criancas nas manifestacdes clinicas atribuidas a
ingestdo do leite de vaca.

O segundo artigo intitulado ”Concentracdo de Interferon gama e Interleucina-4 em
criangas com suspeita de alergia a proteina do leite de vaca” foi planejado a partir do
segundo objetivo da pesquisa. Foram aferidas e comparadas, no sangue periférico, as
concentragOes de Interferon-y e Interleucina-4 de sessenta e quatro criangas com suspeita de
alergia a proteina do leite de vaca. A afericdo dessas citocinas foi realizada antes do
estabelecimento do diagnostico pelo teste de desencadeamento alimentar oral. Os resultados
obtidos permitiram uma discussdo sobre peculiaridades imunoldgicas na aquisicdo da
tolerancia a proteina do leite de vaca, e 0s elementos que contribuem para a perda dessa
tolerancia.

Esta tese se destina a obtencdo do titulo de Doutor em Saude da Crianca e do
Adolescente pela Aluna Maria das Gragas Moura Lins e foi orientada pela Professora Dra.

Maria Eugénia Farias Almeida Motta e estd incluida na Linha de pesquisa Afeccdes
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gastrintestinais: clinica e epidemiologia do Grupo de Pesquisa em “Gastroenterologia e
Nutricdo” da UFPE. Este estudo recebeu financiamento do CNPq, por meio do Edital
Universal de 2006.
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2 REVISAO DA
LITERATURA

2.1 Introducao

A alergia a proteina do leite de vaca (APLV) é, em geral, a primeira reacdo de
hipersensibilidade imunologicamente mediada na infancia (SAMPSON, 1999); (SICHERER,
2002); (BISHCHOFF; CROWE, 2005); (SICHERER; SAMPSON, 2006.); (NOWAK-
WEGRSYN; SAMPSON, 2006); (SICHERER; SAMPSON, 2009); (BOYCE et al, 2009);
(BENHAMOUN, 2009). As manifestacfes iniciadas em minutos a poucas horas apds a
ingestdo, ditas imediatas, sdo de facil identificacdo mas, quando se apresentam como
sindromes croénicas, que surgem muitas horas e até dias apés a ingestdo do leite,é mais dificil
identificar se hd mecanismos imunoldgicos envolvidos. Um nimero crescente de pacientes
(8%-15%) em todo mundo sdo encaminhados aos ambulatorios de Pediatria e especializados
(Gastroenterologia, Dermatologia e Alergia), com quadros suspeitos de APLV mas, o
diagnostico so6 é confirmado em 2% a 8% dos casos (AARDOOM et al, 1997); (ZUBERBIER
et al, 2004); (MURCH, 2005); (RONA et al, 2007); (VANDERPLAS et al, 2009).

A perda da sensibilidade a proteina do leite de vaca ocorre de maneira progressiva,
com o0 avancar da idade: 50% até um ano, 70% até os dois anos e 85% até os trés anos,
diferente do que é observado em relagdo a outros antigenos alimentares. Segundo o modelo
atual para a doenca alérgica, centralizado no papel da IgE, o Interferon-y ( INF-y) age como
um fator limitante das reacbes do tipo imediata, induzindo diminuicdo da producdo e das
concentragdes de interleucina-4 (IL-4). Mas o aumento da producdo e concentragfes de INFy
pode representar tanto a evolucdo para a toleréncia oral como caracterizar as rea¢des do tipo
tardias (ABBAS, 2007).

O valor dos sintomas em criangas pequenas depende da interpretacdo a eles atribuida
pelas familias e da habilidade do pediatra em diferenciar as manifestacbes causadas por
hipersensibilidade daquelas relacionadas a outras condicfes fisioldgicas ou patoldgicas que
ocorrem nesse periodo da vida (GUPTA, 2008); (EGGESBO, 1999, 2001); (VENTER et al,
2006, 2008). Uma avaliacéo critica das informagdes obtidas na anamnese e analise criteriosa

do provavel mecanismo envolvido devem preceder as solicitacbes de exames laboratoriais e
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estabelecimento de condutas (AHRENS et al, 2008); (SOLE et al, 2008); (COX; HUSBY,
2008); ( KEMP et al, 2008).

A revisdo a seguir embasou a pesquisa “Alergia a proteina do leite de vaca em
criangas: andlise clinica e concentracgdes de Interferon-y e Interleucina - 4. Aborda aspectos
do desenvolvimento da tolerancia através dos periodos pré e pos-natal e elementos que
contribuem para a expressdo do fenétipo alérgico, com enfoque nos mecanismos
imunolégicos representados pela IL-4 e interferon-gama e analisa o diagndstico da APLV
baseado em sintomas.

Foram revisados artigos indexados nas fontes de informacdo em ciéncias da salde:
LILACS, MEDLINE, Biblioteca Cochrane, utilizando o banco de dados da Biblioteca Virtual
em Salde (BVS) da BIREME-OPAS-OMS e do SciELO, no periodo de 1980 até 2010. Os
descritores e o enfoque dos estudos em cada item da revisdo estéo listados no quadro 1.
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Quadro 1 — Descritores e enfoque dos estudos utilizados na revisao

Aspectos da revisdo

Descritores

Enfoque dos estudos

Alergia a proteina do leite de
vaca (APLV)

Alergia a proteina do leite vaca,
prevaléncia, crianca

Estudos abordando a distribuicdo
intolerancia da APLV.

Tolerancia clinica ao leite de
vaca e fenétipo da crianga
com APLV

Tolerancia oral, desenvolvimento
imunoldgico, crianga

Estudos que abordam os elementos que
interferem na manutencdo da tolerancia
e expressao do fenotipo das criangas
com APLV.

Imunidade inata e
adaptativa

Ontogenia, sistema imunolégico
imunidade, crianca

Estudos abordando o desenvolvimento
do sistema imune

Citocinas

Citocina

Papel das citocinas nas reacdes
inflamatdrias alérgicas

Interferon-gama (INFy) e
interleucina-4(1L-4) criangas
com APLV

Interleucina-4 e INF-y-, criangas,
alergia a proteina do leite de vaca

Bases empiricas da resposta inflamatéria
alergia e expressao das citocinas I1-4 e
INFy

Desenvolvimento anatémico
e fisiolégico da crianga no
periodo pos-natal e sintomas
de APLV

Hipersensibilidade a leite;
condicOes patoldgicas, sinais e
sintomas; lactente; pré-escolar.

Estudos abordando sinais e sintomas da
crianga com APLV. Aspectos do
desenvolvimento anatdmico e funcional
na expressdo dos sintomas

Teste de desencadeamento

alimentar oral na APLV

Teste de desencadeamento
alimentar oral, teste de provocacao
oral, alergia a proteina do leite de
vaca

Estudos abordando o teste de
desencadeamento alimentar oral para
APLV, métodos e resultados

2.2 Tolerancia clinica e elementos que contribuem

APLV

com o fenétipo da crianga com
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Desde o inicio da vida, as respostas imunes inatas se organizam para assegurar a
integridade do organismo aos enfrentamentos ambientais. Mas, em individuos geneticamente
predispostos, varios elementos contribuem para uma descontinuidade desse processo de
tolerancia e propiciam a expressdo do fen6tipo da crianca alérgica. (CALDER, 2006).

A exposicdo intrauterina a alérgenos, documentadas por antigenos no sangue do
corddo umbilical e liquido amnidtico, coloca a sensibilizacdo pré-natal como uma
possibilidade tedrica. Profundas mudancas imunoldgicas ocorrem no organismo materno
durante a gestacdo. Essas mudangas envolvem, entre outros mecanismos, a polarizacdo das
células T helper (Th) em direcéo ao perfil T2 e células T reguladoras (Tyeg). Tal fendmeno e
importante para manter a gestacao e evitar rejeicdo de fetos imunologicamente incompativeis
(PRESCOTT et al, 1998) (RAGHUPHTY, 2001). O sistema imunolégico fetal responde com
essa mesma polarizagdo (PRESCOTT et al, 1999). Células CD4+ e CD8+ podem ser
detectadas no feto com 20 semanas e no terceiro trimestre de gestagdo ja é possivel verificar
respostas especificas a antigenos pelas células T (ABRAHN; OWNBYY, 2005).

As respostas imunologicas ao nascimento parecem ser um caminho natural para o
desenvolvimento da tolerancia oral, principalmente para antigenos presentes nos alimentos.
Se, nesse periodo, o sistema imune for incapaz de contrarregular a dominancia pre-existente
Th2, o fenotipo alérgico podera entdo desenvolver-se (PERON, 2009).

Células fetais sdo capazes de produzir IgE a partir do segundo semestre de gestacao;
IgE especificas e células T de memdria no sangue do corddo umbilical tém sido reportadas
como fatores preditivos de atopia (JONES, 2000); (PROKESOVA et al, 2006). Esse conceito
de sensibilizag&o intrauterina pautou recomendacGes de dietas de exclusdo durante a gravidez,
mas os efeitos sobre a sensibilizacdo na infancia ndo foi demonstrado. Estudo mais recente
concluiu que a IgE especifica no corddo umbilical parece ser o resultado de transferéncia de
IgE materna para o feto (KLAUS et al, 2008).

A microbiota do recém-nascido desenvolve-se rapidamente ap6s o nascimento e
depende fortemente da microbiota materna, do tipo de parto e ambiente de nascimento. O
parto cesareo influencia negativamente o estabelecimento da microbiota e, por consequéncia,
0 equilibrio imunofisioldgico intestinal. Criancas nascidas de parto cesareo, com um més de
vida, apresentam menor numero de bifidobacterias e Bacteroides e sdo colonizadas, com mais
frequéncia, pelo Clostridium difficile, quando comparado com as criangas nascidas de parto
vaginal. (PENDERS; THHIS; VINK et al, 2006). Diferencas na microbiota dessas criancas,
em relacdo ao tipo de parto, foram constatadas também aos seis meses de idade e o tipo de
microbiota esteve associado a maturacdo de mecanismos imunologicos (GROLUND et al,
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1999, 2000). Nesse periodo, os mecanismos envolvidos na tolerancia oral se desenvolvem
principalmente em resposta a microbiota intestinal e a ativacéo de receptores especificos Toll-
like sobre as células regulatérias. (WALKER-SMITH, 1999). A manipulacdo da microbiota
influencia a colonizacdo subsequente e expressdao de citocinas, pela modificacdo da
microecologia (RAUTAVA; KALLIOMAKI; ISOLAURI, 2002) (KALLIOMAC, 2001,
2009); (ISHIKWA et al, 2008).

Os antigenos alimentares sdo absorvidos pelos enterdcitos por endocitose (nao
seletiva e mediada por receptor) e através das juncdes intercelulares. Esses dois mecanismos
sdo conhecidos como processos residuais imaturos de absor¢do e sdo tanto mais intensos
guanto mais jovem é o individuo (KODA; BARBIERI, 1994). A zona juncional firme
também se encontra pouco desenvolvida ao nascimento, principalmente no prematuro, e
possibilita a passagem de macromoléculas pelos poros intercelulares. Lesdes ou inflamag6es
na superficie do epitélio intestinal em situacBes patoldgicas, como na alergia a proteinas do
leite de vaca, aumentam também a permeabilidade intestinal. Mesmo em condi¢des normais,
h& um pequeno transporte de macromoléculas intactas através das mucosas, aproximadamente
2% dos antigenos alimentares em adultos. Isso significa que o trato intestinal ndo é uma
barreira impenetravel, mesmo na maturidade.

Quando administrados pela via oral, os antigenos ganham rapidamente acesso a
mucosa e a tecidos linféides. Células reguladoras tém sido demonstradas nas placas de Peyer
e, dentro dos linfonodos mesentéricos, 24 horas ap6s uma Unica ingestdo do antigeno e, no
baco, entre cinco a sete dias. A supressdo especifica apds a exposicao é demonstravel apos 48
horas (STROBEL; MOWAT, 2006), mas, nas reacdes de hipersensibilidade do tipo tardio,
pode ser alcancada apenas em 17 meses apds uma Unica ingestdo. Embora a supressdo de
respostas de anticorpos tenha menor duracdo e se perca apos 3- 6 meses (STROBEL,
MOWAT, 1998, 2006); ( BISCHOFF, S; CROWE, S. E. 2005).

O aleitamento materno constitui um verdadeiro escudo imunoldgico nos primeiros
meses de vida e tem papel imunomodulador quando da introdugéo dos novos alimentos da
dieta complementar. Portanto, o desmame precoce e a introdugdo de proteinas estranhas, de
elevado potencial imunogénico, como as do leite de vaca, representa um potente estimulo
antigénico para a mucosa imatura e permeavel (UDALL et al, 1981). A presenca desses
antigenos no ldmen intestinal afeta diretamente a microbiota e o inicio das respostas
imunoldgicas pelas células dendriticas, em seu importante papel sinalizador na diregdo a

diferenciacdo de células Th para Thl, Th2 ou Treg.
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Simultaneamente ou em sequéncia, acdes preventivas como aplicacbes de vacinas,
infeccdes, bacterianas ou virais, comuns nos primeiros meses de vida, acfes terapéuticas,
como uso de antimicrobianos ou com intencdes curativas, como ocorre no tratamento da
doenca do refluxo, com inibidores de bombas de prétons, sdo outros itens que interferem no
reconhecimento, eliminacdo, formagdo de memorias, e no estabelecimento da modulacdo
adequada e mantida da resposta imune frente aos gatilhos ambientais (CALDER, 2006).
(figura 2)

As respostas vacinas-especificas e a producdo de citocinas foram recentemente
verificadas em uma série de experimentos (RYKONEN et al, 2004); (BIGGELAAR, 2009) e,
coletivamente, os estudos sugerem uma hiporresponsividade das respostas adaptativas durante
0s primeiros seis a doze meses de vida com aumento da producdo de INF-y em fases mais
tardias da vida, como parte do imunofendtipo do paciente atdpico.

O fato de as criancas com APLV, na maioria dos casos, terem uma evolugdo favoravel
para tolerancia até o terceiro ano de vida é uma peculiaridade que sinaliza para uma
observacao diferenciada da crianca com reacdes de hipersensibilidade relacionadas a ingestao
do leite de vaca, em relacdo as dirigidas a outros antigenos alimentares, que costumam
perdurar até a idade adulta. Talvez a imunidade inata seja um elo primordial entre tantas
variaveis (BEYER; TEUBER, 2004).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15126941&query_hl=1&itool=pubmed_docsum
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Figura 1. Representagdo esquematica do desenvolvimento da tolerdncia clinica através do periodo pré e poés-natal e elementos que
contribuem para a expressao do fenétipo alérgico
Fonte: Calder et AL British Journal of Nutrition 2006, 96, 774-790

2.3 Imunidade inata e adaptativa

Os elementos do sistema imune inato distinguem, precisamente, entre o que é proprio
do organismo e o0s patdgenos; entretanto, eles ndo conseguem distinguir as pequenas
diferencas das moléculas estranhas. A imunidade adaptativa desenvolve-se em resposta a um
agente infeccioso ou antigeno, reconhece, elimina ou relembra o agente agressor. Fornece
uma segunda e completa linha de defesas que elimina os patdégenos que escapam da acdo da
imunidade inata ou que persistem apesar dela. Se um mesmo agente ou outro intimamente
relacionado afeta o organismo, as células de memaria fornecem os mecanismos para o sistema
adaptativo fazer um ataque rapido e efetivo para elimina-los. (ABBAS, 2007).

O sistema imune inato e adaptativo do recém-nascido e criancas menores mostram
diferengas quantitativas e funcionais em relagdo ao do adulto, podendo influenciar,
significativamente, o desenvolvimento da doenca alérgica, segundo o genotipo, perfil de
citocinas, tipos de alérgenos e via de acesso desses ao sistema imunoldgico (MAYER et al,
2001); (CORREA; ZULLIANI, 2001).

O sistema imunologico inato atua pelo menos para seis funcdes controladoras da
homeostase da mucosa intestinal: 1) preservacdo da barreira, 2) inibicdo da apoptose tecidual
e inflamacdo, 3) aceleracdo da reparacédo tecidual, 4) exclusdo de patdgenos por autofagia e

outras defesas antimicrobianas, 5) manutencdo da imunotolerancia aos comensais, e 6)
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ligagbes com a imunidade adaptativa. De fato, o sistema imune inato ndo age separadamente,
mas os dois sistemas interagem produtivamente e sinergicamente. A ativacdo do sistema inato
sinaliza para o epitélio da mucosa intestinal modular a resposta adaptativa através de ordens
imunorreguladoras. Células dendriticas residentes ou infiltradas, células T e células B
amplificam o reconhecimento do antigeno e liberam a produgéo de anticorpos promovendo a
resposta inflamatoria protetora. (ABBAS, 2007); (TEITELBAUM; WALKER, 2005).

Existem duas subpopulac6es bem definidas de células T: as células T auxiliares (Tn) e
as células citotoxicas (Tc ); recentemente uma terceira subpopulacdo foi caracteriza, as
células T reguladoras ( T rg) .As células T auxiliares e as células T citotoxicas podem ser
distinguidas uma das outras pela presenca das glicoproteinas de membrana CD4 e CD8. Na
sua superficie. As células CD4 geralmente atuam como células Ty enquanto aquelas que
apresentam CD8 geralmente atuam como células T¢ . Assim, a proporcao de células Ty para
células Tc em uma amostra pode ser determinada, aproximadamente, pelo nimero de células
CD4" e CD8" . Esta proporcéo é de cerca de 1:2 no sangue periférico humano normal, mas
pode estar significativamente alterada por doencas autoimunes e outras disfuncdes (KINDT,
2007). Ap6s a ativacdo pela interacdo com complexos antigeno - MHC, as células Ty(
difernciam-se em células efetoras que permitem ou auxiliam a ativacao de células B, células
Tc , macrofagos e diversos outros tipos de células que participam da resposta imune.
Alternativamente, algumas células TH diferenciam-se em células de memoria em vez de
celulas efetoras (EIGENMANN; FROSSARD, 2003).

Os linfocitos CD4'/CD8" sdo qualitativamente funcionais e quantitativamente
elevados ao nascimento, declinando em nimero até o sexto més de idade. Na presenca de
antigenos, as células T ndo ativadas sdo substituidas, progressivamente, por células T ativadas
ou de memdria, denominadas Tx0, que agem sobre a regulacéo e proliferacao de linfocitos T e
B das respostas adaptativas. E essencial que a ativacio das proprias células Th seja
cuidadosamente regulada, porque a resposta de uma célula T direcionada contra seus proprios
componentes pode ter consequéncias autoimunes fatais. Uma garantia contra a ativacao
descontrolada das células Th é que os receptores podem reconhecer somente um antigeno
apresentado junto as moléculas do MHC de classe Il na superficie das células apresentadoras
de antigenos (APC;). Essas células especializadas, incluindo os macréfagos, os linfécitos B e
as células dendriticas, sdo distinguidas por duas propriedades: 1) expressam as moléculas
MHC de classe Il nas suas membranas e 2) produzem citocinas (EIGENMANN;
FROSSARD, 2003).
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2.4 Imunidade adaptativa: papel das citocinas IL4 e INF-y

As citocinas representam um dos mais numerosos e complexos grupos de moléculas
secretadas no organismo. Estdo envolvidas em multiplos aspectos da resposta inflamatoria
intestinal. Exibem os atributos de pleiotropia, redundancia, sinergia, antagonismo e indugédo
da cascata de sinalizacdo, os quais permitem que ela regule a atividade celular de uma
maneira coordenada e interativa. A citocina que apresenta efeitos biologicos em diferentes
células-alvo exibe uma acdo pleiotropica. Duas ou mais citocinas que medeiam funcGes
similares sdo consideradas redundantes, caracteristica que dificulta a descricdo de uma
atividade particular para uma Unica citocina. O sinergismo das citocinas ocorre quando o
efeito combinado de duas citocinas na atividade celular € maior do que os efeitos aditivos das
citocinas individualmente. Em alguns casos, citocinas exibem antagonismo, que é o fato de
uma citocina anular ou inibir o efeito de outra citocina. A indugdo em cascata ocorre quando a
acao de uma citocina em uma célula-alvo induz a célula a produzir uma ou mais citocinas, as
quais podem induzir novas células alvo a produzir outras citocinas. (KINDT et al, 2007). Por
essas propriedades, a classificacdo de citocinas € sempre arbitraria.

E praticamente impossivel agrupar citocinas, com precisdo, de acordo com uma (nica
fonte produtora ou por suas atividades. A compreensdo da atividade bioldgica da rede de
citocinas € uma tarefa muito complexa, mesmo com o0s recentes avangos de utilizacdo
bioinformatica. A exemplo do INF tipo e | e tipo Il, citocinas aparentemente ndo
relacionadas, no nivel de suas proteinas e de receptores estruturais, apresentam, parcialmente,
atividades bioldgicas semelhantes (WERNER MULLER, 2007).

Mas algumas classificacdes foram feitas segundo caracteristicas comuns para facilitar
o entendimento e o papel individual no trato gastrintestinal. Uma dela é restrita as citocinas
produzidas pelas células CD4+ células Ty, seguindo o paradigma T,1 e T,2. De acordo com
esse conceito, o balanceamento Tyl (produzindo IL-2, INFy e TNFa) e Th2(produzindo 114, II-
5, IL-6, IL-10 e IL-13) implica uma resposta fisiolégica imune, encontrada em individuos
saudaveis, enquanto o desbalango entre T,1/T,2 refere-se a condi¢gdes dominadas por reacdes
patoldgicas tardias, mediadas por célula ou por anticorpos (REINER, 2001).

A citocina mais importante produzida pelas células Ty1 € o interferon gama (INFy).
Enquanto as células T2 produzem interleucina quatro (IL-4), que estimula a producdo de IgE
e IL-5, ativam eosinoéfilos, portanto, estimulam também a imunidade independente dos
fagocitos mediada por eosinofilos. Citocinas produzidas por células T2 inibem a ativacdo dos

macrofagos e suprimem a imunidade mediada pelas células Ty1. Mas é provavel que muitas
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células T CD4+ diferenciadas produzam varias combinac@es de citocinas, estimulem diversos
mecanismos efetores e ndo possam ser facilmente classificadas em subpopulactes Tpl e T2
(ABBAS, 2007); (KINDT, 2007).

A IL-4 foi originalmente identificada como um fator de crescimento de célula B. Além
do linfécito T, a IL-4 pode ser derivada de célula T citotdxica, mastécitos e basofilos. A IL-4
é produzida por linfocitos T2 e por células da medula 0ssea, estimula a ativacao e a divisao
dos linfocitos B, além de promover a mudanca de classe de imunoglobulinas para 1gG1 e IgE
(ABBAS, 2007); (KINDT, 2007). Estudos experimentais utilizando ratos geneticamente
modificados, sem o gen IL-4 (knockkouts), sdo incapazes de sintetizar IgE. Em contraste, 0s
ratos modificados para produzirem IL-4, excessivamente, tiveram elevados niveis de IgE
sérica (SUDO et al, 1997).

A IL-4 induz a sintese de IgE pelas células B, e a capacidade de clones de células T
manter a producdo de IgE é diretamente proporcional a producdo de IL-4. Outra atividade
importante da IL-4 na inflamacéo alérgica é a habilidade de induzir a expressdo da molécula |
de adesdo das células vasculares sobre as células endoteliais. Facilita a adesdo ao endotélio
por células T como eosinofilos, basofilos e mondcitos, caracteristica das reacGes alérgicas
(KINDT, 2007).

O interferon-y (INF-y), também conhecido como interferon tipo Il ou interferon
imune, é uma citocina produzida primariamente pelos linfocitos T e células natural killer
(NK) e ndo compartilha homologia significante com IFN-B e com varias proteinas da INF-a
(WERNER MULLER, 2007). O IFN-y humano ¢ essencialmente espécie-especifica e é
biologicamente ativo apenas em células humanas de primatas. Originalmente caracterizado
com base em suas atividades antivirais, o INF-y tem fungdes antiproliferativas,
imunorreguladoras e pro-inflamatdrias importantes nos mecanismos de defesa do hospedeiro.
Induz a producéo de citocinas e aumenta a regulacédo da expressdo do MHC classe |, receptor
Fc e leuctcitos de adesdo de moléculas. Modula as fungbes efetoras dos macréfagos,
influencia a mudanca do is6tipo e potencia a secrecdo de imunoglobulinas pelas células. O
IFN-y também aumenta a expansao das células T e pode ser requisitado para a diferenciacdo
das celulas T auxiliares (GADINA , 2001).

O IFN-y exerce suas atividades bioldgicas pela ligacdo a receptores especificos da
superficie celular com alta afinidade em locais de ligacdo. Os receptores de IFN-y estdo
presentes em quase todos os tipos de células (exceto em eritrdcitos maduros) e tem sido
clonado. O receptor de IFN-y ¢ estruturalmente relacionado ao receptor de IL-10. Portanto, a

citocina mais importante responsavel pela imunidade mediada por células é o INF-y, como
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um inibidor da resposta alérgica pela capacidade de inibir o efeito mediado pela IL-4 sobre as
células B, inibindo a secrecdo de IgE e exprimindo a baixa afinidade dos receptores de IgE.
Em resumo, a producdo de IgE representa a combinagdo da excessiva producao de IL-4 e Il-
13 na relativa auséncia de INF-y (KINDT, 2007).

O papel das citocinas na alergia alimentar entrou em evidéncia nas dltimas duas
décadas e os resultados dos estudos, ainda que com varios pontos divergentes, acenam para a
utilidade de suas concentracdes, teciduais e plasmaticas, no entendimento da natureza e
previsdo das reacOes de hipersensibilidade (KROGULSKA, 2009).

Diferencas entre a producdo e fungdo de citocinas com perfil Thl e Th2 tém sido
documentadas em recém-nascidos e adultos e a definicdo de um perfil imunol6gico capaz de
identificar o que ocorre no microambiente e expresso por sintomas atribuiveis a APLV tem
sido objeto de um nimero grande de investigacdes. As populacdes estudadas, entretanto, ndo
sd0 homogéneas quanto a faixa etéria, duracdo e caracteristicas dos sintomas (MAC
DONALD; SPENCER, 1996); (HAUER et al, 1997) (BENLOUNES et al, 1999); (BARTUZI
et al, 2000), (BLOCK, 2000), (JARVINEN et al, 2002) (VERES et al, 2003); (TURCANU,;
SOHEILA; LACK, 2003); (PEREZ-MACHADO et al, 2004); (MARCIORKOWSKA,
PANASIUK; KACSMARSKI, 2005); (PAAJANEN et al, 2005); (THOTTINGAL et al,
2006).

2.4.1 O INF-y e IL-4 em pacientes com APLV

Nos estudos de Hill (HILL, 1989, 1993), nenhuma mudanca consistente foi
determinada em criancas com APLV, a despeito da aquisicdo da tolerancia e, na época,
levantou-se a hipOtese de que a remissdo dos sintomas atribuiveis a reacGes alérgicas nao
devam ser atribuidas apenas a eventos imunologicos (HILL, 1989). Uma menor produgdo do
INF-y entre os pacientes com reagdes do tipo imediata ao leite de vaca foi considerada como
um reforgo ao envolvimento dessa citocina na imunopatogénese das reacoes tardias, mas sem
utilidade clinica como teste diagnostico (HILL, 1993). Outras pesquisas subsequentes
demonstraram associacdo do perfil de citocinas com a especificidade e grau das reacdes de
hipersensibilidade as proteinas do leite de vaca e de outras proteinas alimentares (MAC
DONALD; SPENCER, 1996). Belounes e Jong demonstraram que os linfécitos T do sangue
periférico (alérgenos especificos) sdo T2 e produzem IL-4 e IL-5 com a¢les reguladoras na
liberacdo de anticorpos IgE in vivo e in vitro (BENLOUNES et al, 1996); (BENLOUNES et
al, 1999).
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A liberacdo de citocinas e mediadores inflamatorios aumentam a degradagdo da
barreira epitelial, levando ao ciclo vicioso inflamatdrio. Seguiram-se relatos sobre a remissao
da alergia a ovo, por um grupo japonés, e indicacdo do mecanismo atraves da determinacdo de
IL-4 e INFy, em células mononucleares do sangue periférico, de pré-escolares com dermatite
atépica pela ovoalbubina (NOMA, 1996). Nesse experimento verificou-se que a producéo de
INFy derivada de pacientes que haviam desenvolvido tolerancia a ovoalbumina era capaz de
inibir a producéo de IL-4 de pacientes com doenca ativa, que por sua vez, era capaz de inibir a
producdo de INFy, demonstrando ser a produgdo antigénica dessas citocinas reciprocamente
reguladas. Entretanto, a producdo de IL-4 e INF-y, em pacientes com quadro moderado de
dermatite atopica, equivaleu a dos controles sadios, semelhante ao observado em estudo
anterior (TANG et al, 1993). Os autores admitiram que uma andlise dessas citocinas, antes e
apos a remissdo dos sintomas, seria necessaria para verificar esse fenébmeno. O experimento
remete, mais uma vez, a importancia do tempo para representacdo desses mediadores nas
reacOes alérgicas.

A expressdo de citocinas, adesdo de moléculas, ativacdo e proliferacdo também foram
estudadas em bidpsias duodenais de criangas com alergia alimentar, de reacdo tardia, tratadas
e ndo tratadas em comparagdo com criancas sem alergia alimentar. Demonstrou-se que,
mesmo com estrutura vilositaria preservada, as células da lamina propria expressam INF-y,
indicando uma resposta do tipo Thl. Sugere, assim, que o desequilibrio de citocinas deve ter
importante funcéo nas reacdes tardias na alergia alimentar (BLOCK, 2000). Mas, a despeito
da preservacdo morfoldgica das vilosidades intestinais, um aumento do INF-y foi descrito em
criancas com alergia alimentar, indicando uma resposta Thl (VERES et al, 2003).

Linfocitos intraepiteliais duodenais de criancas exibem um estado espontaneo de
crescente ativacao a respostas do tipo Thl e nas reacdes alérgicas as proteinas do amendoim,
leite e ovo em criangas: foram predominantes as citocinas IL4, IL-5 e IL-13, em contraste
com INF-y e TNFa naquelas ndo alérgicas ou que adquiriram tolerancia. (TURCANU;
SOHEILA; LACK, 2003). A concentracdo de citocinas em mucosa gastrica de criangas com
alergia alimentar e portadores de infeccdo pelo Helicobacter pylori (Hp) diferiu,
significantemente, quanto aos niveis de INF-y, IL-2, IL-8 e TNFa, quando comparada aos
com Hp sem alergia alimentar (MARCIORKOWSKA; PANASIUK; KACSMARSKI, 2005).

O padrao da producgdo de citocinas foi determinado em sangue periférico, em 22
criangas alérgicas e 20 controles por citometria de fluxo, e demonstrou, em criangas com
alergia alimentar que a resposta de IL-4 ocorreu predominantemente pela memoria da

populacéo de células CD4+, CD45 e RO+, enquanto IL-4 e INF-y nos controles, sem alergia
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alimentar, foram, predominantemente, um mix da populacdo de células CD4+ CD8+ m CD45
RO+ (SCOTT-TAYLOR et al, 2005.)

O comportamento das citocinas Tyl/Ty2 foi investigado em individuos adultos,
alérgicos, ndo alérgicos e que ja haviam desenvolvido a tolerancia ao amendoim. O padrdo
Tul pelo INFy, indicativo de protecdo, foi semelhante nos trés grupos, independente da
expressao clinica; enquanto contrario, o padrdo Th2 diferenciou-se de acordo com a condicéo
alérgica. (THOTTINGAL et al, 2006). Baixa producéo de IL-4 TGF-p e IL-2 foi demonstrada
em pacientes alérgicos e grupos controles com rea¢des mediadas por células (JYONOUCHI,
2005).

Em criangas com APLYV, linfocitos da mucosa duodenal produziram citocinas Th2 em
baixas concentracdes de TGF-B e 11-10, sugerindo falha na inducéo da tolerancia oral, porém
nenhum grupo controle foi incluido nessa analise por dificuldades técnicas (BEYER;
CASTRO; BIRNBAUN, 2002). Estudo subsequente com grupo controle, nenhuma diferenca
na producdo de citocinas Th2 ou Thl foi encontrada nos linfécitos da mucosa duodenal de
criancas com alergia a multiplas proteinas. Entretanto, uma reduzida producdo de TGF-j,
pelos linfocitos T da mucosa duodenal, foi demonstrada nos pacientes sintoméaticos em
comparacao ao sem diagnostico de alergia. (PEREZ-MACHADO et al, 2003). Criancas que
alcancaram tolerancia de alergia ndo IgE mediadas apresentaram maior numero de células T
CD4+ CD2+ que ainda estavam com sintomas de alergia ao leite de vaca. A tolerancia oral
ao leite de vaca foi associada a diminuicdo de respostas proliferativas a B- lactoglobulina
(KARLSON; RUGTVEIG; BRADTZAEG, 2004).

Esses estudos indicam que a funcdo adequada regulatéria das células T é importante
par a inducdo e manutencdo da tolerancia oral em seres humanos, mas a questdo do paradigma
Th1/ Th2, como indicativo do processo imunoldgico envolvido na alergia alimentar, continua
controverso em sua aplicabilidade clinica, principalmente no que se refere a criangas com
APLV.Todo esse processo é influenciado por circunstancias do desenvolvimento, fisioldgicas

ou patoldgica de cada individuo.

2.5 Desenvolvimento anatomo-fisiologico pos-natal e sintomas

O processo de desenvolvimentos anatdmico e funcional do organismo compreende um
grande numero de elementos, desde a embriogénese a vida pos-natal precoce; depende de
inimeras interagbes entre diferentes sistemas sinalizadores intercelulares e pode ser
modificado, em seu equilibrio, em qualquer momento (CHEHADE; MAYER, 2005).
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Respostas inadequadas a estimulos ambientais, no inicio da vida, expressam-se por sinais e
sintomas que nem sempre representam a presenca de uma doenca, mas refletem o grau de
maturidade organica (GRUNDY, 2005); (ISSENMAN et al, 2002). Algumas evidéncias
sugerem que essas manifestacfes decorrem de mudangas comportamentais nos cuidados
dispensados a crianca na vida moderna, algumas ditadas por prescricdes médicas como:
suplementacéo alimentar; horérios rigidos para alimentacdo (BALL; KLINGAMAN, 2007).
Sintomas digestivos variados podem depender da introducdo precoce de foérmulas
lacteas que, em geral, dificultam a maturagdo da fungcdo motora gastrintestinal, pela auséncia
do estimulo dos agentes moduladores do leite materno no organismo: o nimero de
regurgitacdes, por exemplo, pode aumentar pelo retardo do tempo médio de esvaziamento
gastrico determinado pela composicdo das formulas, pelo uso de mamadeiras e volume
ofertado por unidade de tempo (SHERMAN et al, 2009); diarréia pode resultar de sobrecarga
osmotica no preparo do leite artificial ou oferta excessiva de volume a curtos intervalos de
tempo; dificuldade na defecacdo pode indicar incoordenacgdo entre pressao intra-abdominal e
relaxamento do assoalho pélvico nos primeiros meses de vida; constipacdo pode coincidir
com o desmame e com a introducdo de férmula lactea, de alimentos sélidos ou adi¢do de
cereais. Todas essas situacdes decorrem de imaturidade orgénica e/ou erro alimentar e ndo de
uma doenca (DOUGLAS, 2005). Por outro lado, pacientes com APLV podem apresentar
sintomas semelhantes, em periodos curtos de tempo, que desaparecem com a maturidade do

sistema imunoldgico e estabelecimento da tolerancia oral (SALVATORE et al, 2008).

2.6 Sintomas e teste de desencadeamento alimentar oral na APLV

Os sintomas relacionados a alergia alimentar podem ser indistintos de outras
condicBGes em que o sistema imunoldgico ndo estd envolvido e o reconhecimento da APLV é
um delicado exercicio clinico e exige acompanhamento prolongado da crianga com suspeita
de APLV. A abordagem da biomedicina, nesse caso, € insuficiente na elucidacdo diagndstica
porque os testes laboratoriais disponiveis ndo auxiliam, e os diagndsticos, em geral, séo
realizados de maneira presuntiva por parte dos pais e pediatras, tendo em vista ser o leite de
vaca o principal e primeiro alimento introduzido na dieta da crianca (MOLONEY;
NOWALK-WEGRYZYN, 2006). As queixas dos pais relacionadas a ingestdo do leite, na
maioria dos casos, ndo sdo decorrentes de respostas imunoldgicas (EGGESBO et al, 1999,
2001); (HEACOCK et al, 1992).
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Na maioria das criangas com APLV, os sintomas se iniciam antes de um més de idade,
uma semana apos a introducdo de formula a base do leite de vaca. O inicio de APLV, apds um
ano de idade, € muito raro. Reacfes a outros alimentos, especialmente ovo e soja, ao trigo,
peixe, amendoim podem ocorrer em combinagdo com o leite de vaca, dependendo dos habitos
alimentares regionais (GELLERSTEDT et al, 2004) (BISCHOFF; CROWE, 2005);
(WALKER-SMITH, 2003, 2005); (HYMAN et al, 2006).

Diferentes vias de sensibilizacdo tém sido relatadas nos ultimos anos, notadamente
através do leite materno (BOISSEAU et al. 2009); (MURCH, 2000). Os sintomas podem ser
sistémicos (anafilaxia) ou envolver o trato gastrintestinal (50-60%), pele (50%-60%), trato
respiratorio (20%-30%) de forma isolada ou em associacao (HOST, 2002).

Para a definicdo dos verdadeiros casos de APLV, além da historia clinica e exame
fisico, um fator relevante € especular, em primeiro lugar, se o sintoma esta mesmo
relacionado a uma doenca. Uma andlise criteriosa e individualizada, de cada crianga e de cada
familia, deve ser a prioridade, em todos os casos suspeitos de APLV (GELLERSTEDT;
BENGSTSSON; NIGGEMANN, 2007).

Nas reagdes do tipo imediato, conceitualmente descritas como do tipo IgE, significa
que mastdcitos ativados e mediadores como histamina e &cido aracdénico sao liberados e, em
geral, ndo sdo observados danos estruturais do trato digestorio, mas as funcGes
neuromusculares entéricas sdo alteradas pelas substancias vasoativas, nociceptivas e
mediadores inflamatorios liberados pelos mastocitos. Nas reacGes tardias ndo-IgE,
anteriormente ndo consideradas como verdadeiras reacdes alérgicas, sdo mediadas pelas
células (JOHANSSON et al, 2001, 2004). As enteropatias induzidas pelas proteinas do leite
de vaca podem ocorrer em criangas ja tolerantes, dando suporte ao conceito de que, em muitos
casos de APLV ndo IgE mediada, continuardo nao reconheciveis (KOKKONEN, 2004);
(OSBLON et al, 2009).

A forma de apresentacdo clinica e o provavel mecanismo fisiopatolégico devem
nortear a investigacdo na suspeita da APLV. O desencadeamento alimentar duplo cego
controlado por placebo (DDCCP) é considerado o padréo ouro para o diagndstico da APLV e
das outras proteinas alimentares (BINDSLEV-JENSEN et al, 2004). Ainda assim, ainda sdo
frequentes resultados falsos positivos e falsos negativos do teste de desencadeamento
alimentar (GELLERSTEDT et al, 2004); (EIGENMANN, 2004); (RANCE, 2006);
(NIGGEMANN; BEYER, 2005); (NIGGEMANN; BEYER, 2007); (NOWAK-WEGRZYN,
2009).
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O intervalo de tempo entre a administracdo do alimento e a observagdo da reacdo
clinica é um fator ambivalente a interpretacdo dos testes: resultados falsos negativos podem
ocorrer pela administracdo inadvertida de drogas durante o periodo do teste de provocacao, e
existe a hipotese de que uma inducdo a tolerancia seja iniciada, em curto prazo, pela
exposicdo crescente de quantidades de alérgeno (MURARO, 2001); (SAARINEN et al,
2005). Essa tolerancia clinica ao alimento, entretanto, pode ser transitoria (ROLINCK-
WERNINGHAAUS et al, 2005).

A proporgdo de testes positivos depende de como os sintomas subjetivos séo
interpretados. Criangas abaixo de um ano de idade, em geral, ndo apresentam sintomas
subjetivos ao desencadeamento alimentar oral. O método mais utilizado para o
desencadeamento oral com o alimento é o aberto. A European Academy of Alergology and
Clinical Immunology recomenda o teste de desencadeamento aberto para criangas com menos
de trés anos de idade (BINDSLEV-JENSEN et al, 2004); (NOWAK-WEGRZYN et al, 2009).
A APLV, com sintomas predominantes gastrintestinais, ¢ do tipo tardio com reacdes que
aparecem ap6s um tempo maior ao teste de desencadeamento alimentar oral e isso é um ponto
que deve ser considerado nos casos em que o teste é falso negativo. (BENLOUNES et al,
1999).

2.7 Consideracdes finais

O entendimento do papel das citocinas parece ser o de realgcar 0 mecanismo
imunolégico predominante no momento em que séo aferidas, uma vez que um namero grande
de pacientes alérgicos tem os dois tipos de sintomas: imediatos e tardios. Como se da a
metamorfose do perfil de citocinas, nesse caso, e durante quanto tempo esse perfil fica
definido s&o perguntas a serem respondidas.

No primeiro ano de vida, nas reacfes a ingestdo do leite de vaca, a imunidade inata,
possivelmente, tem uma maior participagdo e ndo depende apenas de mecanismos
imunolégicos em atividade (CARIO, 2008). A identificacdo do tempo exato em que ocorre a
modulacdo imunolodgica e subsequente susceptibilidade para a doenca alérgica, é necessaria
para a definicdo de estratégias preventivas e reconhecimento do envolvimento de alteragdes
imunoldgicas e os sintomas apresentados. O diagndstico da APLV com maior grau de certeza,
atualmente, so € possivel pelo olhar retrospectivo da evolucéo de cada paciente.

No momento atual do conhecimento sobre patogenia da APLV ao leite de vaca, em

criancas de baixa idade, poderiamos concluir com o pensamento de Laplace: “Se uma
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inteligéncia, num instante, pudesse conhecer todas as forcas que governam o mundo natural
e a posicao de cada ser que o compde; se essa inteligéncia fosse suficientemente grande para
submeter essas informacfes a analise, teria como abranger, em uma unica formula, os
movimentos dos corpos do universo e dos menores 4tomos. Para essa inteligéncia, nada seria

incerto e o futuro tanto quanto o passado se fariam presentes diante de seus olhos”.
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3 Métodos

3.1 Aspectos gerais

3.1.1Planejamento do estudo

Estudo exploratorio envolvendo um grupo de criancas com suspeita de alergia a
proteina do leite de vaca (APLV). Apds a inclusdo do paciente no estudo, era coletado sangue
para afericdo de imunoglobulinas E total e especificas e concentracdo de interleucina-4(IL-4)
e interferon-gama (INF-y). Em seguida, foi realizado o teste de desencadeamento alimentar
oral aberto para definicdo do grupo caso (com APLV) e do grupo comparativo (sem APLV).
A partir da formacao dos grupos, foram avaliados o0s sintomas relatados pelos pais e pediatras
e a concentracdo sérica de 1L-4 e INF-y.

3.1.2 Local e periodo

O estudo foi realizado no Ambulatério de Gastroenterologia Pediatrica do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE), situado na cidade do
Recife, que atua nas areas de assisténcia, ensino e pesquisa e atende a popula¢des carentes da
regido. Pacientes oriundos de clinica privada foram incluidos no estudo, contudo, durante a
pesquisa, foram atendidos no HC-UFPE.

O recrutamento e a coleta de dados foram realizados de maio de 2007 a outubro 2008.

3.1.3 Populagéo

Criancgas atendidas com sintomas relacionados a ingestdo do leite de vaca foram recrutadas
nos Ambulatérios de Gastroenterologia Pediatrica do HC-UFPE, do Hospital da Restauracéo
(HR) e clinicas privadas de cidade do Recife. Das 65 criancas que participaram desta pesquisa,

apenas seis eram procedentes de clinicas privadas.
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3.1.4 Estimativa do tamanho amostral

A amostra foi calculada para o estudo das concentracdes séricas de INF-y e IL-4 em
criangas com e sem APLV. Utilizou-se como referéncia o estudo de Bartuzi et al. (2000), no
qual foi caracterizado o perfil de citocinas nos pacientes com alergia alimentar e com
dispepsia funcional, ndo alérgicos. A concentracdo sérica de IL-4 foi 27,85 pg/mL nos
pacientes com alergia alimentar e 4,31 pg/mL naqueles com dispepsia funcional (BARTUZI
et al, 2000).

O tamanho da amostra foi estimado pela formula de comparacdo de duas médias
(KIRKWOOD, 1988):

_(u +v)2(DPl_2 + DPR?)

N -
(x:—x2)°
Onde:
N = tamanho da amostra para cada grupo
u = 2,33 para o poder estatistico de 99% (monocaudal)
v = 1,96 para o nivel de significancia de 5% no teste bicaudal
DP; = desvio-padrdo de IL-4 no grupo com alergia alimentar
DP, = desvio-padrdo de IL-4 no grupo sem alergia alimentar
x1 = média de IL-4 no grupo com alergia alimentar
x2 = média de IL-4 no grupo sem alergia alimentar
Entédo:

N = 40 pacientes por grupo

Adotando esses critérios, a amostra foi prevista para 80 criangas, sendo 40 com alergia
a proteina do leite de vaca (APLV) e 40 no grupo comparativo, sem APLV. Ao término da
pesquisa, 35 casos com APLV e 30 controles sem APLV foram incluidos na anélise. Para o
estudo dos sintomas, ndo foi calculada amostra, aproveitando-se a oportunidade dos grupos

caso e comparacgdo formados apos o teste de desencadeamento alimentar oral.
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3.2 Critérios de inclusao e exclusao ao estudo

Foram admitidas ao estudo criancas encaminhadas ao Ambulatério de
Gastroenterologia Pediatrica do HC-UFPE, com quadro clinico suspeito de APLV, ainda
consumindo o leite de vaca ou expostos atraves do aleitamento materno. Foram excluidos da
pesquisa 0s pacientes que estavam em dieta de isencdo de proteinas do leite de vaca, em uso
de antialérgicos, prematuros de muito baixo peso ao nascer, que apresentavam outras doencas
do trato digestério e os que referiam, isoladamente, baixo ganho de peso, sintomas

respiratorios.

3.3 Defini¢éo do grupo caso e grupo comparativo

Antes de definir os grupos de estudo, os pacientes realizaram o teste de

desencadeamento alimentar oral.

3.3.1 Grupo caso

Foi incluido neste grupo o paciente que apresentou o teste de desencadeamento
alimentar oral positivo, ou seja, que apresentava os mesmos sintomas relatados antes da

realizacdo do teste em qualquer momento do periodo de observacéo.

3.3.2 Grupo comparativo

Foi incluido neste grupo o paciente que apresentou o teste de desencadeamento
alimentar oral negativo, ou seja, apos todo o periodo de observacédo do teste, ndo apresentava
0S mesmos sintomas relatados antes da realizac¢éo do teste. O fluxograma a seguir demonstra a

distribuicéo das criangas da pesquisa. Figura 1
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Figura 1 — Fluxograma do desenvolvimento da pesquisa
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3.4 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
Centro de Ciéncias da Saude CEP/CCS/ UFPE) Reg. n.197/06(ANEXO-A) e cumpriu as
determinagOes da Declaragdo de Helsinque (WORLD MEDICAL ASSOCIATION, 1997) e
normas da resolucdo 196 do Conselho Nacional de Saude.

As familias participantes foram esclarecidas verbalmente sobre o0s objetivos,
operacionalizacdo e 0s aspectos éticos da pesquisa. Em seguida, um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido de cada participante da pesquisa (APENDICE-A).

A coleta de sangue para os exames foi realizada com o méaximo de cuidado para ndo
causar sofrimento desnecessario. Foi utilizado um laboratorio conveniado no qual foram
determinadas as concentracdes de IgE séricas especificas, para evitar duas punc¢des venosas,
previstas para obtencdo de material bioldgico para citocinas e IgEs . Os pacientes com alergia
a proteina do leite de vaca permaneceram em acompanhamento no ambulatério de
Gastroenterologia Pediatrica do HC-UFPE. Os pacientes que ndo tiveram o diagnéstico
confirmado foram contrarreferenciados aos servicos de origem para continuarem a
investigacdo dos sintomas; os pacientes que ndo puderam ser incluidos, por estarem em
tratamento, foram encaminhados para teste de desencadeamento alimentar oral pela rotina do
servico. Os pacientes tiveram durante todo o periodo da pesquisa, acesso facilitado a
pesquisadora (por telefone fixo e celular) e equipe da clinica pediatrica do HC (pediatras,
nutricionistas e assisténcia social) por telefone e reavaliagbes com e sem agendamentos

prévios.

3.5 Operacionalizagdo

3.5.1 Recrutamento

A pesquisadora solicitou o encaminhamento dos pacientes com suspeita de APLV aos
pediatras e especialistas em gastroenterologia e alergia pediatrica, através de carta
(APENDICE-2) e comunicagdo verbal. Era relatado, em linhas gerais, o planejamento da
pesquisa em realizacdo no ambulatério de Gastroenterologia Pediatrica Hospital das Clinicas

da Universidade Federal de Pernambuco (HC).
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3.5.2 Coleta de Dados

A coleta de dados foi realizada pela pesquisadora e por uma aluna do curso de
Medicina, bolsista da Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco
(FACEPE), que recrutaram os pacientes, aferiram as medidas do peso e estatura, preencheram
os formularios clinicos e identificaram os tubos para coleta de sangue de todos os
participantes. A coleta de sangue foi realizada em laboratorio externo, auxiliado pela
pesquisadora, que também foi responsavel pelo armazenamento dos tubos em recipiente
térmico e transporte do sangue, para dosagem de citocinas, ao Laboratorio de Imunopatologia

Keizo Asami (LIKA-UFPE), na medida em que eram coletados.

3.5.3 Identificacdo

Os participantes da pesquisa foram identificados por um nimero composto por dois
digitos na sequéncia de admissdo ao estudo. Os formularios de pesquisa e 0s tubos de coleta

eram identificados com o nimero e 0o nome de cada participante.

3.5.4 Coleta, transporte e armazenamento do sangue

Os participantes foram submetidos a pungdo venosa e coleta de seis ml de sangue.
Para esse procedimento, utilizou-se agulha e tubo para coleta por sistema de vacuo. Trés ml
foram coletados em tubo seco e 3ml em tubo com gel separador, sendo os tubos armazenados
em caixas térmicas e transportados ao Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA)
da UFPE, no fim de cada turno de coleta.

No Laboratorio Marcelo Magalhées (externo), 6 ml de sangue foram distribuidos em
aliquotas de 3ml para determinagdo de IgE total e especificas e citocinas.Um tubo com gel
separador foi transportado imediatamente ao LIKA, onde foram centrifugados, e 0s soros
obtidos foram armazenados em Ependorf. Os tubos Ependorf foram identificados e
armazenados a 18° C em “freezer”. Apos o término da coleta de sangue de todos os pacientes,
foram determinadas as concentragdes do interferon-gama e interleucina-4.

3.6 Avaliacéo clinica
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Um formulério com perguntas fechadas foi elaborado para pesquisar sintomas e
condicBes associados a alergia a proteina do leite de vaca. Os sintomas gastrointestinais
(regurgitacdo, vémito, dor abdominal, diarreia, distensdo abdominal, constipacdo), cutaneos,
respiratorios e gerais, além do exame fisico foram anotados no formulario estruturado. O

formulério das avaliacdes clinica e laboratorial encontra-se no APENDICE-B.

3.7 Avaliacéo do estado nutricional

O estado nutricional foi avaliado com base na idade, peso (em kilogramas),
comprimento e estatura (em centimetros). A afericdo foi feita conforme recomendado por
(GIBSON, 1990) O peso foi mensurado em uma balanca digital (Filizola- Brasil) com a
crianca despida. O comprimento ou estatura foi aferido com estadidmetro de bebé, nos
menores de dois anos, e de parede (Tonelli-Brasil) com a crianga descal¢a e com a coluna e
membros inferiores retificados. Os indices antropométricos Peso/ldade, Altura/ldade foram
calculados pelo programa Epi-Info versdo 3.3.2, com base nos valores de referéncia do CDC
2000. O valor do ponto de corte para baixo peso e baixa estatura foi o percentil menor de

cinco

3.8 Laboratorio

3.8.1 Dosagem de IgE total e especificas

O nivel de IgE total e especificas foi determinado pelo UNIVERSAL 3g ALLERGY e IgE
ESPECIFICA IMMULITE 2000 3g, um imunoensaio por electroquimioluminescéncia com dois
passos reacionais, baseado numa tecnologia de fase liquida e em esferas revestidas. Os
alérgenos ligam-se covalentemente a uma matrix soltvel polimérica/copolimérica que, por
sua vez, estd marcada com um ligando. A utilizagdo de um aminoécido copolimérico permite
aumentar a quantidade de alergénio que se liga a matriz. Ciclo de incubagdo: 2x 30 minutos.
Interpretacdo dos resultados: a classe € uma indicacdo da quantidade enddgena de IgE para
um determinado alergénio. Os resultados s@o expressos em KU/L, em sistema padrdo, com 0s
seguintes pontos de corte, (quadro 1). Considerou-se positivo para IgE especificas o valor
igual ou acima da classe Il ( 3,5-17,5 KU/L). A aferigéo das IgEs foi realizada no mesmo dia

da coleta de sangue, no laboratério Marcelo Magalhaes.
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Quadro 2

Classe KU/L REATIVIDADE AOS
COMPONENTES ALERGENICOS

0 <0,10 AUSENTE OU INDETECTAVEL
PELO METODO

I 0,10-0,34 MUITO BAIXO

0,35-0.69
T 0,70-3,49 MODERADO

NOTA:Critério estabelecido pelo fabricante

3.8.2 Determinag&o das citocinas IL-4 e INFy (ELISA):

54

(a) a amostra contendo a citocina de interesse é capturada por um anticorpo especifico (azul)

coberto em uma placa de microtitulagio. Um segundo anticorpo especifico (em azul),

conjugado com uma enzima (E), como a peroxidase, forma um sanduiche com a citocina

capturada, imobililizando a enzima no pogo de microtitulagdo. Um substrato cromogénico (S)

é adicionado e a enzima gera uma cor cuja intensidade é proporcional a quantidade de citocina

ligada ao anticorpo de captura produzida. A densidade Otica dessa cor produzida pelo

desconhecido é comparada em uma curva padrdo determinada;

(b) a curva mostrada aqui €

7

sensivel para detectar até 1 picograma de interleucina.

para interleucina-4 humana. Esse ensaio € suficientemente
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Figuras do ensaio

Concentragdo de IL-4(pg/mL)
Ao completar a coleta dos sessenta e cinco pacientes, foram determinadas as

concentragfes de INF y e IL-4, no Laboratério de Imunopatologia (LIKA), pelo método
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), utilizando pares de anticorpos monoclonais
comerciais com 0 kit QUANTIKINE® HS (HIGH SENSITIVITY ELISAs) HUMAN IL-4
IMMUNOASSAY, E HUMAN INF-y para determinagao quantitativa de interleucina quatro (IL-4)
e INF-y, em cultura de células e sobrenadantes e no soro, de acordo com as intru¢es do
fabricante (R&D SYSTEMS, MINNEAPOLIS,MN55413 USA), disponiveis da seguinte forma:

1 - os soros e os reagentes foram colocados em temperaturam ambiente por trinta
minutos. Os reagentes foram diluidos conforme as instrugdes do manual do fabricante. Foram
preparados todos 0s reagentes e reconstituicdo da citocina padrdo (11-4 ou INF- y) com5 mL
de diluente apropriado (Calibrator Diluente HD6U). Essa reconstituicdo resulta numa solucao
de 16 pg/mL para IL-4). Ap6s quinze minutos, foram pipetados 500pL da solucdo calibradora

para 6 tubos de ensaio em série para dilicGes sucessivas de um tubo a outro. A solucdo sem
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diluente serviu como a maior padrdo (16/pL/mL). O diluente calibrador apropriado serviu

com o padréo zero (0 pg/mL);

2 - foram utilizadas placas de 96 pocos de fundo chato, recobertas com o0s anticorpos
monoclonais especificos para a captura de cada citocina a ser dosada. As fileiras um e dois de
cada placa foram adicionados 50uL de citocina padrdo recombinante, seguindo dilui¢des
seriadas 1:2 em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), contendo 2% de soro albumina
humana (BSA), a partir das concentragdes iniciais diluidas. Os pocos correspondentes ao
branco da reacdo ndo receberam citocinas ou soro;

3 - as outras fileiras foram adicionados 200uL/poco do soro contendo a citocina a ser
dosada. As placas foram incubadas durante 3 horas e lavadas quatro vezes com uma solugéo
tampéo;

4 - a sequir, foram adicionados 200uL em cada poco do anticorpo anticitocina a ser
dosada e as placas foram incubadas por duas horas, a 37°C e, novamente, lavadas quatro
vezes;

5 - apos essa etapa, foram adicionadas 50uL de solucdo amplificadora em cada poco e
incubada por trinta minutos, em temperatura ambiente;

6 - adicionou-se a solucdo finalizadora (Stop solution) em cada pogo e procedeu-se a
leitura apoOs trinta minutos. Os resultados foram determinados pela diferenca entre as
absorbancias obtidas: 405 e 490nm (Abs 405-Abs 409), medidas em um leitor automatico de
ELISA.

7 - as concentragdes das citocinas no soro foram determinadas pela comparagédo com
as absorbéancias obtidas, em uma curva padrdo da respectiva citocina recombinante, realizada,
simultaneamente, e expressa em pg/ml. A sensibilidade do ensaio foi de 10pg/ml.

As instrucdes e todos os passos do experimento utilizados neste estudo para afericdo da IL-4 e

Inteferon-y estéo reproduzidas no ANEXO B.

3.9 Teste de desencadeamento alimentar oral aberto

O teste de desencadeamento alimentar oral para proteina do leite de vaca foi realizado
apos a coleta dos exames complementares: criancas e mées, quando ainda amamentando,
foram orientadas para seguir uma dieta de exclusdo do leite de vaca e derivados, durante, pelo
menos, duas semanas (tempo minimo recomendado na literatura). Foi fornecido um folheto

explicativo, e orientado verbalmente, com o nome dos alimentos e rotulagem dos produtos
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industrializados de alimentos que contém leite e derivados, assim como os cuidados na
manipulacdo dos alimentos para evitar a contaminagdo com proteinas do leite de vaca,
(APENDICE-C). Havendo resolugio dos sintomas, as criancas eram reexaminadas e, se em
bom estado clinico, admitidas a enfermaria de Clinica Pediatrica do HC-UFPE, por vinte e
quatro horas, para realizacdo do teste de desencadeamento alimentar oral aberto modificado,
de Isolauri e Hill, Sampson e Chapman Calculou-se a dose 0,59/Kg de proteina do leite de
vaca para volume de 90-200 ml de formula lactea sem lactose e procedeu-se da seguinte
forma:

1) tempo 0O: aplicou-se com uma gaze cerca de 2 mL de leite de vaca na pele do
antebraco esquerdo;

2) tempo 15’: aplicou-se com gaze cerca de 2 mL de leite de vaca na regido perioral;

3) a partir do tempo 30, a cada 15 minutos, ofertou-se 0 leite de vaca gradativamente,
em porcles de 1%, 4%, 10%, 20%, 20%, 20% e 25% do volume total calculado até o
aparecimento dos sintomas referidos pelos pais do paciente, antes do teste de
desencadeamento, quando o teste era imediatamente interrompido e efetuadas as medidas de
suporte, previstas necessarias, e a crianca era classificada no grupo com APLV.

Se os sintomas ndo se reproduziam durante o internamento, 0 paciente recebia alta,
com orientacdo de continuar a consumir o leite de vaca, na quantidade habitual, pré-teste, 2 a
3 vezes por dia, com reavaliacdes semanais agendadas e com livre acesso ao pesquisador e ao
servico, a qualquer momento em que o0 sintoma ocorresse dentro de quatro semanas
subsequentes & alta hospitalar.

Os pacientes que ndo reproduziram os sintomas até o final da observacdo foram
incluidos no grupo sem APLV, grupo comparativo, e foram contrarreferenciadas para
continuar a investigacdo dos sintomas. Os pacientes com APLV foram mantidos em

acompanhamento no ambulatoério de Gastroenterologia Pediatrica do HC.

3.10 Variaveis do estudo

As variaveis do estudo foram classificadas em: de caracterizagdo da amostra, de
definicdo dos pacientes com alergia a proteina do leite de vaca/grupo de comparacdo sem
alergia a proteina do leite de vaca e de analise quanto aos sintomas e concentracdes do

interferon-gama e interleucina-4.
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Quadro 4 — Descrigdo das variaveis do estudo
Tipo Nome Definicao Categorizacéo Resultados
Codificacdo do banco de permitidos
dados
Masculino
Sexo (sexo) Autoexplicativa Qualitativa, dicotdmica 1)
Feminino
@
Idade (idade) Idade em meses, noegrtm\;ento da inclusdo ao Quantitativa discreta meses
Sintomas Digestivos Diarreia, vomitos, regurgitacoes,
constipacdo, distensdo abdominal, Qualitativa, dicotomica Néo (0)
dor abdominal, sangramento retal, fissura anal, Sim (1)
proctite
Sintomas cutaneos Eczema, placa, urticaria Qualitativa, dicotdmica Nao (0)
Sim (1)
De caracterizacéo da _ _ _ S S _
Sintomas Rinite, asma, tosse cronica Qualitativa, dicotdmica Nao (0)
amostra
respiratorios Sim (1)
IgE total Concentracéo sérica de imunoglobulina E total Quantitativa, discreta Mediana
Percentil
25e75
Caseina Concentragao sérica de IgE especifica Quantitativa, discreta Mediana
anti-caseina Percentil
25e75
Concentragao sérica de IgE anti- a- Quantitativa, discreta Mediana
a-lactoalbumina lactoalbumina Percentil
25e75
Concentragao sérica de Quantitativa, discreta Mediana
B- lactoglobulina IgE anti-B-lactoglobulina Percentil
25e75
Definidoras de casos Teste de Reprodugdo dos mesmos sintomas
S desencadeamento referidos antes do TDAO QeI eI o Nao (0)
ERPOE3 CRilFE D alimentar oral Sim (1)
(TDAO)
. L L I N Qualitativa. dicotbmica x
Sintomas digestivos Diarreia, vomitos, regurgitagdes, constipacéo Nao (0)
De andlise sangramento retal, proctite Sim (1)
Qualitativa, dicotdmica Nao (0)
Sintomas cutaneos Eczema, placa urticéria Sim (1)
Qualitativa, dicotdmica Nao (0)
Sintomas Rinite, asma, tosse cronica Sim (1)
respiratdrios
Percentil do peso Peso em kilogramas classificado segundo a — .
(peso) curva do CDC, 2000. Quantitativa, continua 0al100
Percentil do
comprimento ou Estatura / comprimento em centimetros, I .
estatura classificada segundo a curva do CDC, 2000 Quantitativa, discreta 04100
(centimetros)
De analise Mediana
Interleucina- 4 Concentracéo sérica de Interleucina-4 Quantitativa, discreta Percentil 25
e75
Mediana
interferon-gama Concentragéo sérica de Interferon-gama Quantitativa, discreta Percentil 25
e75
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3.11 Banco de dados

Os dados foram armazenados no banco de dados do pacote estatistico EPIINFO 3.2.3

for Windows. A digitacdo dos dados foi feita pela pesquisadora.

3.12 Analise estatistica

As variaveis quantitativas foram expressas por medianas e quartis, e as qualitativas,
em proporcdes. As diferencas de frequéncias e a associagdo entre as varidveis qualitativas
foram testadas pelo teste do qui-quadrado ou exato, de Fisher. As varidveis continuas foram
sumarizadas por medianas e comparadas entre grupos, com e sem alergia a proteina do leite
de vaca, pelo teste de Mann-Whitney. O nivel de significancia estatistico adotado nos testes
foi <0,05.

3.13 Financiamento

Esta pesquisa recebeu financiamento do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPg-Brasil). O processo estd registrado sob o numero
475291/2006-9. Edital universal 2006.
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TESTE DE DESENCADEAMENTO ALIMENTAR ORAL NA CONFIRMAGCAO
DIAGNOSTICA DA ALERGIA A PROTEINA DO LEITE DE VACA'

Oral food challenge testing in confirming the diagnosis of cow’s milk allergy

Resumo

Objetivo. Verificar a prevaléncia de alergia a proteina do leite de vaca em criancas com
sintomas atribuidos a ingestdo do leite de vaca.

Meétodos. Foram estudadas 65 criangas com sintomas atribuidos a ingestao do leite de vaca. A
definicdo diagnostica ocorreu apds teste de desencadeamento alimentar oral aberto, realizado
no minimo 15 dias apos dieta de excluséo e auséncia de sintomas, com periodo de observacdo
de até quatro semanas ap6s o teste. Considerou-se caso (alergia a proteina do leite de vaca
positiva; N=35) crian¢a com reaparecimento do sintoma que motivou a realizacdo do teste e
comparacao (alergia a proteina do leite de vaca negativa; N=30), aquela sem sintomas ap6s o
periodo de observacao do teste.

Resultados. A mediana de idade foi 5 meses (P25=2- P75=9 meses) no grupo caso e 7 meses
(P25=4-P75=11 meses) no grupo comparacdo (p=0,05). O teste ndo confirmou alergia a
proteina do leite de vaca em 46,8% dos pacientes com sintomas atribuidos a ingestdo de leite
de vaca. Reacdo tardia ocorreu em 77,1% (27/35) dos casos com teste positivo, sendo 18/27
na primeira, 3/27 na segunda e 6/27 na terceira semana de observagdo. Encontrou-se
associacdo estatistica significante entre manifestacGes cutaneas e teste positivo (p=0,04), mas
ndo com sintomas digestivos e respiratorios.

Concluséo. Os resultados corroboram a necessidade do teste de desencadeamento alimentar
oral para determinar os pacientes que realmente tém alergia a proteina do leite de vaca e se
beneficiardo com dieta de exclusao de leite de vaca.

Palavras-chave. hipersensibilidade a leite, condi¢es patoldgicas, sinais e sintomas, lactente;

pré-escolar.

! Artigo submetido ao Jornal de Pediatria em 25/02/2010 aceito em 19/04/2010.
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Abstract

Aim. To determine the prevalence of cow’s milk protein allergy in children with symptoms
attributed to the ingestion of cow’s milk.

Methods. Sixty-five children with symptoms attributed to the ingestion of cow’s milk were
studied. The diagnosis was reached after an open oral food challenge test carried out at least
fifteen days after an exclusive diet and disappearance of symptoms, with a period of
observation of up to four weeks subsequent to the test. Children that remained asymptomatic
after this period were considered positive for cow’s milk protein allergy (N=35), while those
whose symptoms reappeared were considered negative.

Results. The median age was 5 months (P25=2-P75=9 months) in the case group and 7
months (P25=4-P75=11 months) in the comparison group (p=0.05). The test did not confirm
cow’s milk protein allergy in 46.8% of patients with symptoms attributed to the ingestion of
cow’s milk. A delayed reaction occurred in 77.1% (27/35) of cases testing positive, 18/27 in
the first week, 3/27 in the second, and 6/27 in the third week of observation. A statistically
significant association was found between cutaneous manifestations and a positive test result
(p=0.04), but not in the case of digestive and respiratory symptoms.

Conclusion: The results confirm the need for an oral food challenge test to determine which
patients truly have cow’s milk protein allergy and can therefore benefit from a diet free of
cow’s milk.

Key-words. Milk hypersensitivity; pathological conditions, signs and symptoms; infant;

preschool.
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Introducéo

A prevaléncia da alergia a proteina do leite de vaca (APLV) é descrita entre 2 a 8%.%2
Os resultados sdo conflitantes e de dificil comparacdo devido aos diversos critérios
diagnosticos e desenhos de estudo utilizados, sendo maiores as prevaléncias baseadas
exclusivamente nas manifestagdes clinicas (em geral, percepc¢do dos pais), do que quando se
utilizam instrumentos diagndsticos mais objetivos, como o teste de desencadeamento
alimentar oral.*>®

A histdria natural da APLV difere da observada para outras proteinas alimentares, que
ocorrem em fases mais tardias da vida, por ser a primeira proteina estranha introduzida na
alimentacdo de um organismo que ainda estd em maturacdo do mecanismo de toleréncia oral a
proteinas heterélogas, portanto, mais propenso ao desenvolvimento de alergias alimentares.®

Assim, é preciso considerar a baixa especificidade dos sintomas no diagnostico de
APLV, pois também podem indicar outras doencas, como doenca do refluxo gastroesofagico,
diarreia infecciosa, alteracdes anatémicas, constipacdo organica etc.® Ademais, na perspectiva
da medicina evolutiva, o consumo precoce de férmula lactea impede o contato do tubo
digestorio com os agentes bioativos do leite materno, propiciando o desenvolvimento de
sintomas.” Esses agentes contribuem para a maturacio imunoldgica e integridade da mucosa
intestinal (dificultando a ocorréncia de APLV), e a maturacdo da funcdo motora (dificultando
0 aparecimento de sintomas por imaturidade funcional).”®

Atualmente, observa-se dificuldade no diagndéstico da APLV, com incidéncia reduzida
ou elevada, resultando prejuizo para a nutricdo da crianca e para a qualidade de vida da
familia, especialmente nos diagnésticos errdneos.’ Portanto, sdo necessarios estudos que
utilizem critérios mais apropriados e possam auxiliar o diagnostico da APLV. Este estudo
teve o objetivo de verificar a prevaléncia de APLV em criangas com sintomas atribuidos a

ingestdo do leite de vaca.

Métodos

Foram convidados a participar da pesquisa pais de sessenta e seis criancgas,
referenciadas ao ambulatério de Gastroenterologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE), com sintomas adversos relacionados a
ingestdo do leite de vaca pela crianca ou pela mde em amamentacao ainda consumindo leite

de vaca e derivados. Os sintomas eram cutaneos (dermatite atopica e urticaria), respiratorios
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(tosse e dispneia, rinites) e digestorios (regurgitacdo, vomitos, sangramento retal, constipacao,
diarreia e proctite). Constipacdo foi considerada quando a crianca defecava duas ou menos
vezes por semana com fezes endurecidas e
dor a defecacdo. O sangramento retal foi referido pelos pais como presenca de sangue em
qualquer quantidade, antes ou depois da defecacdo ou junto com as fezes. Proctite foi
considerada ao exame fisico pela presenca de edema e eritema, com ou sem fissura, na regiao
perianal ainda consumindo leite de vaca e seus derivados. O mesmo paciente poderia
apresentar um ou mais sintomas gastrintestinais ou associacdo desses com sintomas cutaneos
ou respiratérios. Foram excluidos pacientes com outras doengas do trato digestorio, com
alergia a multiplas proteinas, com sintomas respiratorios e dermatite atopica, isolados em uso
de antialérgicos, e prematuros de muito baixo peso.

Apds assinatura do termo de consentimento livre esclarecido, foi aplicado um
formulério estruturado, com dados da histéria individual, para avaliagdo de sintomas e sua
relacdo com a exposicdo ao leite de vaca, registro de dados do exame fisico, incluindo
avaliagdo do estado nutricional e IgE total e especificas (anticaseina, anti B-lactoglobulinas e
anti a-lactoalbumina).

O estado nutricional foi avaliado com base na idade, peso e estatura conforme
recomendado por Gibson®. O peso foi mensurado em uma balanca digital (Filizola-Brasil),
com a crianca despida. O comprimento ou altura foi aferido com estadiémetro de bebé, nos
menores de dois anos, e de parede, (Tonelli-Brasil) com a crianga descalca, com coluna e
membros inferiores retificados. Os indices antropométricos Peso/ldade, Altura/ldade foram
calculados pelo programa Epi-Info verséo 3.3.2, com base nos valores de referéncia do CDC
2000%. O valor do ponto de corte para baixo peso e baixa estatura foi o percentil menor de
cinco.

O nivel de IgE total e especificas foi determinado pelo UNIVERSAL 3g ALLERGY e
IgE ESPECIFICA IMMULITE 2000 3g, um imunoensaio por electroquimioluminescéncia
com dois passos reacionais baseados numa tecnologia de fase liquida e em esferas
revestidas.Considerou-se elevada a IgE total com niveis acima dos pontos de corte indicados
pelas idades (RN até 1 mes:6,1 Ul/ml;1- 2 meses: até 15Ul/ml; 3 meses a 5 anos: até 60
Ul/ml) e para IgE especificas o valor igual ou acima da classe 111 (3,5-17,5 KU/L) .

O teste de desencadeamento alimentar oral aberto foi realizado para definir o
diagnédstico de APLV: criancas, e médes quando ainda amamentando, foram orientadas para

seguir uma dieta de exclusao do leite de vaca e derivados durante, pelo menos, duas semanas
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utilizando férmula de proteina isolada de soja. Todos os pacientes realizaram a dieta de
exclusdo pré-teste adequadamente. Havendo resolugdo dos sintomas, as criangas eram
admitidas na enfermaria de Clinica Pediatrica do HC-UFPE, por vinte e quatro horas, para
realizacdo do teste de desencadeamento alimentar oral aberto modificado, de Isolauri & Hill
1 Sampson *2 e Chapman®?, da seguinte forma: 1 - TempoO: aplicou-se cerca de 2 mL de leite
de vaca na pele do antebraco esquerdo; 2 - Tempo 15°: aplicou-se cerca de 2 mL de leite de
vaca na regido perioral; 3 - a partir do tempo 30°, a cada 15 minutos, ofertou-se o leite de vaca
gradativamente, em porcdes de 1%, 4%, 10%, 20%, 20%, 20% e 25% do volume total
calculado (0,59 de proteina do leite de vaca sem lactose/kg), até o aparecimento de sintomas.
O teste de desencadeamento foi suspenso sempre que o0 sintoma apresentado pelo paciente,
referido pela familia, antes do teste de desencadeamento, era reproduzido, incluindo-se o
paciente no grupo APLV. Se os sintomas ndo apareciam durante a hospitalizacdo, o paciente
continuava a consumi-lo na quantidade habitual, pré-teste, 2 a 3 vezes por dia. Foi agendada
uma visita semanal de retorno ao ambulatorio para averiguar a presenca de sintomas, até
guatro semanas consecutivas. O paciente que desenvolvia 0 mesmo sintoma relatado, antes do
teste de desencadeamento, durante o periodo de observacdo, foi incluido no grupo APLV, ao
final de quatro semanas de observacdo; e 0 paciente que ndo apresentava sintomas foi incluido
no grupo sem APLV. N&o houve aparecimento de sintomas diferentes dos apresentados antes
do teste. Esses foram contrarreferenciados para continuar a investigacdo, e os primeiros foram
mantidos em acompanhamento, no ambulatdrio de Gastroenterologia Pediatrica do HC.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do
Centro de Ciéncias da Salide CEP/CCS/UFPE) sob n° 197/06.

As informacGes obtidas dos formularios e dos exames complementares de 65 pacientes
foram armazenadas (codificando-se as variaveis categoricas) em arquivo de dados, elaborado
no programa de estatistica Epi-Info, versdo 3.3.2 for Windows, no qual foi realizada a anélise
estatistica. A idade entre os grupos de comparacdo foram sumarizadas como medianas e
comparadas pelo teste de Mann-Whitney. As diferencas entre as varidveis categoricas foram
determinadas pelo teste de qui-quadrado. Os testes estatisticos foram considerados

significantes quando o valor de p < 0,05.
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Resultados

A admiss&o ao estudo, a idade dos pacientes foi de 5 meses (P,s = 2 e P75=9 meses) no
grupo APLV e de 7 meses( P 25= 4 - P75 = 11 meses) no grupo sem APLV ( p=0,05). Cerca de
50% dos pacientes com sintomas atribuidos a ingestdo de leite de vaca ndo confirmaram
APLV no teste de desencadeamento alimentar oral. Os pacientes relatavam inimeros
sintomas no momento da inclusdo no estudo, na maioria dos casos; porém, no teste de
desencadeamento alimentar oral, 24/35 pacientes positivaram com apenas um sintoma e 11/35
positivaram com dois sintomas. Reacdo tardia ocorreu em 77,1% (27/35) dos casos com teste
positivo, sendo 18/27 na primeira, 3/27 na segunda e 6/27 na terceira semana de observacéo.

Conforme se observa na Tabela 1, encontrou-se associacdo estatisticamente
significante entre manifestacfes cutaneas e teste de desencadeamento alimentar oral positivo.
A presenca de sintomas digestivos e respiratdrios ndo se associou estatisticamente com a
confirmacéo do diagnostico de APLV.

A IgE total foi elevada em 17/35 pacientes (33,8%) do grupo APLV e em 5/30
(16,7%) pacientes do grupo sem APLV, mas as IgEs especificas foram elevadas apenas nos
pacientes do grupo APLV: 3/35 (8,6%) para caseina, 3/35 (8,6%) para a-lactoaloumina e 5/35
(14,2%) para B-lactoglobulina. Desses, dois apresentavam vOomitos e baixo ganho de peso
associados a urticaria, com sintomas vagais (palidez e sudorese); em trés pacientes, apenas,

urticaria. A Figura 1 descreve as proporc¢des dos sinais e sintomas digestdrios nos dois grupos.
Discussao

Em quase metade (46,8%) das criancas com sintomas atribuidos a ingestéo do leite de
vaca, a APLV ndo foi confirmada pelo teste de desencadeamento alimentar oral. Os pacientes
relatavam inumeros sintomas no momento da inclusdo no estudo; porém, no teste de
desencadeamento alimentar oral, 24/35 pacientes positivaram com apenas um sintoma e 11/35
positivaram com dois sintomas, confirmando que as queixas relacionadas a ingestdo de leite
de vaca sdo excessivas. Esse resultado evidencia que, mesmo na presenca de uma historia
clinica sugestiva de APLV, é preciso realizar investigacdo complementar com o teste de
desencadeamento alimentar oral para confirmar o diagndstico.>*® A predominancia da APLV
nos pacientes estudados ocorreu naqueles de menor idade, e a distribuicdo de frequéncia dos

sintomas gastrintestinais, cutaneos e respiratérios foi semelhante as encontradas por Host.*®
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A APLYV ocorre no organismo que ndo desenvolveu tolerancia oral. Fatores envolvidos
no estabelecimento da tolerancia oral sdo genética, microbiota intestinal e idade do paciente,
além de fatores associados aos antigenos.!” No inicio da vida, a exposicdo a antigenos
alimentares, apresentados ao sistema imune, ativa os linfocitos T reguladores, resultando
supressdo da resposta imune e inducdo da tolerancia oral.® Esse processo ocorre,
naturalmente, na maioria das criancas em aleitamento materno exclusivo, expondo sua
mucosa intestinal as baixas doses de antigenos alimentares presentes no leite materno, que
induzem supressdo ativa de reacdes imunes pela secrecdo mucosa de fator de crescimento
tecidual beta (TGF-beta).’® No entanto, a permeabilidade intestinal aumentada possibilita o
desenvolvimento de APLV, sobretudo quando hé a oferta de proteina heteréloga.™

A crianca em aleitamento artificial, além de estar em contato continuo com proteinas
estranhas numa fase de permeabilidade intestinal vulneravel, perde o beneficio dos agentes
bioativos do leite materno para protecdo contra APLV.” O TGF-beta, citocina presente no
leite materno, participa da producdo de IgA pela mucosa intestinal e da supressdo celular na
resposta imune; niveis reduzidos propiciam sensibilizaco alérgica e APLV.%

A microbiota intestinal, adquirida no periodo pds-natal, também é necessaria para o
desenvolvimento de tolerancia oral e expressdo e funcdo dos linfécitos T reguladores.?* O
aleitamento materno exclusivo é responsdvel pela colonizacdo bacteriana pelo género
bifidobactéria, que participa ativamente na tolerancia oral.?* Essas bactérias estdo reduzidas
nas criancas que usam formulas lacteas artificiais, favorecendo a ocorréncia de APLV.??3

Cerca de 50% dos pacientes com sintomas atribuidos a ingestdo de leite de vaca nédo
confirmaram APLYV no teste de desencadeamento alimentar oral. I1sso chama a atencéo para o
fato de que a presenca de sintomas ndo implica, invariavelmente, a presenca de doenca, mas
pode indicar um processo de maturacdo funcional em evolucdo, cabendo ao médico avaliar a
interpretacdo dos pais e diferenciar entre satde e doenca.”®?* E natural que os pais associem a
presenca de sintomas na crianca de baixa idade a ingestdo de leite de vaca, pois, na maioria
dos casos, € o unico ou o principal alimento consumido, em curtos intervalos de tempo.
Sintomas podem depender do inicio precoce de formula lactea, que dificulta a maturacdo da
fungdo motora gastrintestinal decorrente da auséncia do estimulo dos agentes bioativos do
leite materno no organismo.’ Dessa forma, sintomas no lactente saudavel, possivelmente, n&o
representam doenca na maioria das situacbes e podem indicar um problema de
desenvolvimento funcional imaturo, aliado ao consumo de formula lactea. Portanto,

regurgitacdo pode decorrer do aumento do tempo de esvaziamento gastrico e maior intervalo
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entre as mamadas, propiciado pelo uso de férmulas lacteas; diarreia pode resultar de
sobrecarga de solutos no preparo do leite artificial ou alimentacdo excessiva a curtos
intervalos de tempo; dificuldade na defecacdo pode indicar incoordenacédo entre pressao intra-
abdominal e relaxamento do assoalho pélvico nos primeiros meses de vida; constipacdo pode
iniciar com a mudanca de leite materno para formula lactea ou introducdo de sélidos ou
engrossantes do leite e, em nenhuma dessas situacgdes, representa doenca, mas imaturidade
organica e/ou erro alimentar.?*?’

Na pratica, os exames laboratoriais (teste cutaneo, dosagem de IgEs) identificam
apenas sensibilizacdo pela positividade da IgE e possivel reacdo imediata, mediada por IgE,
sendo negativos nas criangas com sintomas gastrintestinais e provavel reacdo tardia, mediada
por células. O nivel de IgE esta associado a persisténcia a APLV, notadamente no mecanismo
IgE mediado, e seguimento do paciente na marcha atdpica, com duracdo prolongada das
manifestacdes clinicas da APLV e aparecimento de outras manifestacdes alérgicas futuras.?®
A auséncia de sintomas no curto prazo, ainda nos meses iniciais, indica maior probabilidade
de desenvolvimento de tolerancia oral clinica, mais comum nos mecanismos mediados por
células.®® Portanto, ndo se pode descartar que pacientes sintomaticos, de fato, apresentem
APLV, porém de curta duracdo, enquanto a maturidade do sistema imune/tolerancia oral ndo é
alcancada.”®

No periodo de dieta de exclusdo de leite de vaca, os pacientes que ndo estavam em
aleitamento materno exclusivo fizeram férmula de proteina isolada de soja como substituto
antes da realizagdo do teste de desencadeamento alimentar oral. Apesar da literatura ndo
recomendar o uso desse tipo de férmula para criancas menores de 6 meses, com
manifestacdes clinicas gastrintestinais, pelo risco do paciente também apresentar alergia a
proteina da soja (10 a 14% dos casos). As situacdes clinicas referidas cursam com elevado
grau de permeabilidade intestinal e gravidade de apresentacdo clinica, com comprometimento
nutricional intenso (doenca gastrintestinal eosinofilica, sindrome da enterocolite induzida por
proteina alimentar, proctocolite alérgica), o que ndo foi 0 caso de nossos pacientes, que
apresentavam sintomas isolados, sem insercdo em nenhuma dessas situacGes clinicas
especificas.>*** Conforme consta no Consenso Brasileiro de Alergia Alimentar, respaldado
por sociedades médicas internacionais, essa formulacdo pode ser utilizada na conducgéo de
formas clinicas leves, mediadas por células.®** O seguimento dos pacientes com teste de
desencadeamento alimentar oral positivo que participaram deste estudo demonstrou resolugéo

de sintomas, com evolugdo clinica favoravel.
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O teste de desencadeamento alimentar oral continua sendo a melhor forma para
demonstrar relagdo causal entre antigenos alimentares e sintomas. Os resultados deste estudo
corroboram a necessidade do teste de desencadeamento alimentar oral para determinar, com
menor margem de erro, 0s pacientes que realmente tém APLV e que serdo beneficiados com

dieta de exclusao de leite de vaca.
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Figura 1 — Sinais e sintomas do trato digestorio dos pacientes com suspeita de alergia
a proteina do leite de vaca (APLV) apds teste de desencadeamento alimentar oral
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Tabela 1 — Caracteristicas demogréficas e clinicas das criangas com sintomas suspeitos de alergia a
proteinas do leite de vaca ( aplv) de acordo com a confirmacéo de APLV

Pacientes APLV P
Sim Né&o
N=35 N=30
N % N %
SexoFeminino 19 54,2 18 60,0
Estado nutricional
Peso/Idade
<Ps. 7 20,0 6 46,2 0,75
Altura/ldade
<Ps,
6 17,1 1 3,3 *
Sintomas T. Digestorio
Sim
25 71,4 22 73,3 0,91
Respiratorios
Sim 7 20 9 30 0,52
Cutaneos
Sim-
24 68,6 12 40,0 0,04

APLYV :alergia a proteina do leite de vaca. S//APLV: sem alergia a proteina do leite de vaca
*teste estatistico ndo realizado devido ao nimero insuficiente de pacientes para preencher um das caselas
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Concentracédo sérica de Interferon-y e Interleucina-4 em criancas com suspeita de

Alergia a proteina do leite de vaca

Introducéo. O papel das células T neiper, do tipo Ty1. Th2 na resposta imune, pela produgéo de
citocinas, tem sido descrita e ampliada nos ultimos anos. Comparar as concentra¢fes de
Interferon—y e Interleucina-4, no sangue periférico de criancas, com e sem alergia a proteina
do leite de vaca, constituiu o objetivo deste estudo.

Métodos. Foram estudadas sessenta e quatro criancas (2-60meses) com sintomas relacionados
a alergia a proteina do leite de vaca (APLV). Aplicou-se um formulério estruturado com
dados da historia clinica, exame fisico e de admissdo ao estudo e evolucdo apds teste de
desencadeamento alimentar. Consideram-se com APLV as criancas que reproduziram o0s
sintomas referidos antes do teste, e sem APLV aqueles que ndo apresentaram sintomas apos 0
periodo de observagdo de quatro semanas apos o teste. Os niveis séricos de Inerleucina-4 e
Interferon-y foram determinados pelo ELISA e as medidas sumarizadas por medianas e
comparadas entre grupos, com e sem alergia a proteina do leite de vaca, pelo teste de Mann-
Whitney, com nivel de significAncia p < 0,05. Foram construidos dois modelos de regressdo
linear multipla usando as citocinas como variavel dependente (um para a interleucina 4 e
outro para o interferon-gama), idade e presenca de APLV como variavel independente.
Resultados. Em trinta e quatro criancas, mediana 5 meses, com alergia a proteina do leite de
vaca, as concentragdes de Interleucina-4 foram 2,66 pg/mL (1,56-4,19 pg/mL) e 3,06 pg/mL
(1,93-5,12 pg/mL) nos sem alergia (p=0,30). A idade maior de 6 meses esteve associada a
maior concentracdo de interleucina 4 e explicou 7% da sua variacdo (r* ajustado = 0,07; p <
0,05). O efeito foi independente da presenca de APLV. No entanto, a interacdo entre idade
maior de 6 meses nédo contribuiu para o aumento do interferon-gama.

Conclusdes. Neste estudo, as concentragbes de Interleucina-4 e do Interferon-y foram
semelhantes entre os grupos com e sem APLV.

Palavras-chave: hipersensibilidade a leite, lactentes, interleucina-4, interferon-y.

INTRODUCAO
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Alergia é uma reacdo de hipersensibilidade de mecanismo imunol6égico com a
producdo de anticorpos especificos ou mediado por células. O termo hipersensibilidade
descreve sinais e sintomas reproduziveis a exposicdo de determinado estimulo numa dose
tolerada por individuos normais (JOHANSON; BIEBER; DAHL et al, 2003).

A alergia a proteina do leite de vaca (APLV) é uma causa importante de morbidade na
infancia e, com frequéncia, a primeira manifestacdo da doencga alérgica. Os mecanismos
envolvidos na APLV ainda ndo estdo completamente esclarecidos (WEGRYN; SAMPSON,
2006); (NIGGEMNN; BEYER, 2007); (AHERENS et al. 2008); (SICHERER; SAMPSON,
2009). A APLV ¢ relacionada principalmente com reacdes cutaneas (eczema atopico e
urticéria), respiratdrios (asma, rinite) e digestorios, como vomitos, regurgitacfes, diarreia, e
constipacdo (VANDEPLAS et al, 2009).

O estimulo antigénico, no conceito atual das reacBes de hipersensibilidade,
centralizado na presenca da IgE, traduz, pela producéo e concentragéo de interleucina-4(1L-4),
as reacOes do tipo imediata, na presenca de baixas concentragdes do interferon-gama (INF-vy)
(MORATO et al, 2003); (WATAUGA,; ISOLAURI, 2004). Entretanto, devido ao balan¢o
imunoldgico dominante na vida intra uterina, o tipo Th2 € universal no inicio da vida.
Portanto, uma superposi¢cdo na concentracdo de interleucina-4, principal citocina TH2, e
anticorpos IgE prevalece entre atpicos e ndo atdpicos (PRESCOTT et al, 1999) no inicio da
vida no entanto outros autores referem o desbalanco na producdo e liberacdo dessas duas
citocinas, com aumento da Interleucina-4, foi relacionado com atopia e sindrome da hiper IgE
(ABRAHAN; OWNBY, 2005) e o Interferony sinaliza o estado de tolerancia oral (SCOTT-
TAYLOR et al, 2005); (TURCANU; SHOEILA; GIDEON, 2003); CHEHADE; MAYER,
2005).

A maioria das pesquisas, entretanto, tem observado que os individuos o em individuos
predispostos a produzir grande quantidade de IgE e apresentam reacOes do tipo imediatas
decorrente da maior producdo de Interleucina-4 (SCOTT-TAYLOR et al, 2005); (ANDRE;
PENE; ANDRE, 1996).

Na crianca com APLV, a producdo de citocinas modifica-se com o tempo,
acompanhando as maturidades organica, imunologica e funcional e podem ser liberadas por
outros fendmenos alem das respostas imunologicas adaptativas aos antigenos do leite de vaca.
O objetivo deste estudo foi comparar as concentracfes séricas do Interferon-y e da

interleucina-4 entre criancas com e sem APLV.
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Pacientes e Métodos

Pais de sessenta e cinco criancas, referenciadas ao ambulatério de Gastroenterologia
Pediatrica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE), no
periodo de maio de 2007 a outubro de 2008, com sintomas cutineos (dermatite atopica,
urticéria), do trato respiratorio (tosse, dispneia, rinites) e digestorio, atribuidas a ingestdo do
leite de vaca, foram convidados a participar da pesquisa. Apds assinatura do termo de
consentimento livre esclarecido, foi aplicado um formulério estruturado com dados da historia
clinica para avaliacdo de sintomas relacionados a exposicao ao leite de vaca, registro de dados
do exame fisico de admissdo e evolugdo, apds teste de desencadeamento alimentar oral e
exames complementares colhidos na admissao do estudo: IgE total e especificas para (caseina,
B-lactoglobulinas e a-lactoalbumina), interferon-y e interleucina-4.

Foram excluidos da pesquisa 0s pacientes que ja estavam em dieta de isencdo do leite
de vaca e derivados, com sintomas suspeitos de alergia a multiplas proteinas, portadores de
outras doencas conhecidas do trato digestorio, com sintomas respiratorios e dermatite atopica
isolados, em uso de antialérgicos, e prematuros de muito baixo peso ao nascimento.

Os pacientes foram alocados nos grupos para comparacdo apds o teste de
desencadeamento alimentar oral da seguinte forma: no grupo com APLV, incluiram-se as
criancas que reproduziram os sintomas referidos antes do teste; no grupo sem APLV, aqueles

gue ndo apresentaram sintomas apds o periodo de observacédo do teste.
Determinacdo da IgE total e especificas

O nivel de IgE total e especificas foi determinado pelo UNIVERSAL 3g ALLERGY e
IgE ESPECIFICA IMMULITE 2000 3g, por electroquimioluminescéncia, e considerou-se
elevado para IgE especificas o valor predeterminado igual ou acima da classe 1l (3,5-17,5

KU/L) segundo a classificacdo do fabricante.
Determinacéo das citocinas
A Interleucina-4 e Interferon-y foram aferidas com o kit QUANTIKINE® HS ( HIGH

SENSITIVITY ELISAs) HUMAN Interleucina-4 IMMUNOASSAY, E HUMAN  INF-y

para determinagdo quantitativa de Interleucina-4 e Interferon-y pela técnica ELISA, de
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acordo com as instrucées do fabricante (R&D SYSTEMS, MINNEAPOLIS, MN55413 USA.

As citocinas foram expressas como variaveis continuas, em pg/mL

Teste de desencadeamento alimentar oral

O teste de desencadeamento alimentar oral para proteina do leite de vaca foi realizado
apos a coleta dos exames complementares: criancas, e maes quando ainda amamentando,
foram orientadas para seguirem uma dieta de exclusdo do leite de vaca e derivados durante,
pelo menos, duas semanas. Havendo resolucdo dos sintomas, as criangas eram reexaminadas
e, se em bom estado clinico, admitidas a enfermaria de Clinica Pediatrica do HC-UFPE, por
vinte e quatro horas, para realizacdo do teste de desencadeamento alimentar oral aberto
modificado, de Isolauri & Hill*®, Sampson® e Chapman®.

Calculou-se a dose 0,5g9/Kg de proteina do leite de vaca em férmula lactea sem
lactose e procedeu-se da seguinte forma:

(1) tempo 0: aplicou-se com gaze cerca de 2 mL de leite de vaca na pele do antebrago
esquerdo;

2) tempo 15’: aplicou-se com gaze cerca de 2 mL de leite de vaca nos l&bios;

3) a partir do tempo 30’, a cada 15 minutos, ofertou-se 0 leite de vaca gradativamente,
em porcdes de 1%, 4%, 10%, 20%, 20%, 20% e 25% do volume total calculado. Se, em
algum momento da aplicacdo ou ingestdo do leite de vaca, ocorria 0 aparecimento dos
sintomas referidos, antes do teste de desencadeamento, o teste era imediatamente
interrompido, efetuadas as medidas de suporte necesséarias, € a crianca classificada no grupo
com APLV.

Se os sintomas ndo se reproduziam durante o internamento, o paciente recebia alta
com orientacdo de continuar a consumir o leite de vaca, na quantidade habitual, pré-teste, 2 a
3 vezes por dia, com reavaliagdes semanais agendadas e com livre acesso ao pesquisador e ao
servico a qualguer momento em que o sintoma ocorresse dentro de quatro semanas
subsequentes a alta hospitalar.

Se os sintomas referidos antes do teste apareciam durante o periodo de observacéo de
quatro semanas, 0 paciente era incluido no grupo com APLV. Os pacientes que nao
reproduziram os sintomas até o final desse periodo foram incluidos no grupo sem APLV, e

foram contrarreferenciados para continuar a investigagdo dos sintomas.
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N&o houve aparecimento de sintomas diferentes dos relatados antes do teste. Os
pacientes com APLV foram mantidos em acompanhamento no ambulatério de
Gastroenterologia Pediétrica do HC. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude CEP/CCS/ UFPE) Reg.
n.197/06.

Andlise estatistica

Uma crianca foi retirada da andlise por perda de material bioldgico. As informacGes
obtidas dos formulérios e dos exames complementares de 64 pacientes foram armazenadas
(codificando-se as variaveis categéricas) em arquivo de dados elaborado no programa de
estatistica Epi-Info, versdo 3.3.2 for Windows, no qual foi realizada a analise estatistica.
Foram analisados os niveis de citocinas entre os grupos com e sem APLV. Os resultados
foram sumarizados como medianas e comparados pelo teste de Mann-Whitney. Os testes
estatisticos foram considerados significantes quando o valor de p< 0,05. Foram construidos
dois modelos de regressdo linear multipla usando as citocinas como variavel dependente (um
para a Interleucina-4 e outro para o Interferon-y), idade e presenca de APLV como variavel
independente. As variaveis continuas (citocinas) foram transformadas em logaritmo para
assegurar o pressuposto de normalidade para a realizacdo da regressdo linear multipla. Os
modelos foram baseados no procedimento ENTER. Os dados foram analisados utilizando o

programa estatistico SPSS para Windows, versao 8.0 (SPSS Inc., Chicago, llinois).

Resultados

A tabela 1 apresenta a caracterizacdo dos pacientes estudados quanto as variaveis
demogréficas e sintomas presentes nos grupos com e sem APLV. Os pacientes com sintomas
cutdneos foram confirmados, na maioria com teste de desencadeamento alimentar oral
positivo, com diferenca estatistica significante. A IgE total foi positiva em 17/35 pacientes
(33,8%) do grupo APLV e em 5/30 (16,7%) pacientes do grupo sem APLV, mas as IgEs
especificas foram elevadas apenas nos pacientes do grupo APLV: 3/35 (8,6%) para caseina,
3/35 (8,6%) para a-lactoalbumina e 5/35 (14,2%) para B-lactoglobulina. Desses, dois
apresentavam vomitos e baixo ganho de peso associados a urticaria, com sintomas vagais

(palidez e sudorese); em trés pacientes, apenas, urticaria. As concentracfes séricas de
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Interferon-y e Interleucina-4 ndo apresentaram diferenga estatistica significante entre os

grupos com e sem APLYV, (tabela 2).

A Tabela 3 demonstra o modelo de regressdo linear maltipla para a interleucina 4 e o
interferon-gama. A idade maior de 6 meses foi fator contribuinte para o aumento da
interleucina-4 e explicou 7% da sua variagdo (r* ajustado = 0,07; p < 0,05). O efeito foi
independente da presenga de APLV. No entanto ndo houve relacdo da idade e alergia a
proteina do leite de vaca com as concentraces de Interleucina-4 e do Interferon-y . As
concentragdes de Interferon-y, provavelmente, traduziram o alcance da tolerancia em alguns
pacientes, anteriormente com APLV, ou as reacdes tardias predominantes. Um percentual de
criangas acima de seis meses com fenétipo atopico poderia explicar, em parte, as

concentragdes de Interleucina-4 mais elevadas nessa faixa etaria.

Discussao

Neste estudo, ndo houve diferenca entre as concentracfes séricas da Interleucina-4 e
do Interferon-y porque a maioria dos pacientes apresentou reagdes do tipo tardia, em que
ocorre aumento de Interferon-y e baixa producdo e liberacdo da Interleucina-4, citocina
sinalizadora das reagOes imediatas.

E possivel que algumas criancas tenham evoluido para o estado de tolerancia oral,
entre o periodo de admissdo ao estudo e a realizacdo do teste de desencadeamento alimentar
oral, expressando as concentracdes de Interferon-y semelhantes as dos pacientes do grupo sem
APLV. Diante desse resultado, especulou-se o efeito das idades e producdo dessas citocinas,
independente da APLV. A Interleucina- 4 mais elevada em criangas maiores de seis meses
pode indicar tanto individuos que ndo desenvolveram tolerancia a proteina ao leite de vaca
como o padrdo normal de criangas no inicio da vida. As criangas menores de 6 meses, com
sintomas de APLV, na maioria, parece terem maior chance de desenvolver tolerancia oral em
curto prazo.

A competéncia funcional do sistema imunoldgico, pela produgdo de Interferon-y ¢
Interleucina-4, nas respostas inflamatdrias alérgicas, tem sido identificada nos dltimos vinte
anos por varios pesquisadores independentes (SCOTT-TAYLOR et al, 2005); (TURCANU;
SHOEILA; GIDEON, 2003); (CHEHADE; MAYER, L.2005); (BEYER et al, 2002);
(PEREZ- MACHADO et al, 2003).
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Os estudos indicam que uma capacidade reduzida para produzir Interferon-y, durante
0 periodo pds-natal, caracteriza criancas predispostas a desenvolverem alergia, mas 0s
mecanismos que fundamentam essa associacdo ainda ndo foram completamente esclarecidos
(BURKS; LAUBACH; JONES, 2008). E evidente que essa fase da vida representa o periodo
no qual ocorre o desenvolvimento de memorias alérgeno especificas pelas celulas T helper
(Th), com a manutencdo da producdo de Interleucina-4 nas criangas geneticamente
predispostas a alergias (ABBAS, 2007); (BEYER; TELBER, 2004). Para esses pacientes, a
combinacdo do gendtipo com variados gatilhos ambientais a que sdo submetidos no inicio da
vida pds-natal é que determinard, de fato, o fenétipo da crianca com APLV. Enquanto as
concentracOes de Interferon-y indicam o estado de organizacdo imunoldgica para a resposta
supressora ao enfrentamento com as proteinas estranhas, indicando que o individuo nunca foi
alérgico ou, se ja foi, atingiu o estado de tolerancia oral (STROBEL; MOWAT, 1998).

Na crianca, estimulos de outras naturezas, diferentes dos antigenos presentes no leite
de vaca, provocam respostas inflamatdrias com producdo e liberagdo de citocinas. Tem sido
descrito um numero crescente de proteinas que inibem suas atividades biologicas ao se
ligarem diretamente a um receptor de citocinas, e falham na ativacdo celular, ou se ligam
diretamente a elas, inibindo suas atividades. Alguns virus desenvolvem estratégias
anticitocinas e interferem na sinalizacdo intracelular, seja na secrecdo de citocinas, seja na
inducdo de inibidores de citocinas nas células dos hospedeiros (KINDT, 2008).

Assim, criancas na vida pos-natal estdo vulneraveis a modificacBes no padrdo dos
seus mecanismos de defesa pela exposicdo ao ambiental até mesmo em agdes preventivas
como a vacinagdes, nos primeiros dois anos de vida. As respostas vacinas-especificas e a
producdo de citocinas foram recentemente verificadas em uma série de experimentos
(KOGUSKA et al, 2009); (ROWE et al, 2000) HOLT et al, 2000); (BIGGELAAR et al,
2009); (KOGUSKA et al, 2009) e, coletivamente, o0s estudos sugerem uma
hiporresponsividade das respostas adaptativas durante os primeiros 6-12 meses de vida, com
aumento da producdo de Interferon-y, em fases mais tardias da vida, como parte do
imunofenotipo do paciente atdpico.

No contexto das doencas alérgicas, demonstra-se que o Interferon-y desempenha um
papel central no processo inflamatorio lesional da dermatite atdpica e na inflamacéo de vias
aéreas em animais-modelo na asma (SUTAS; KERKI; ISOLAURI, 2000); (KOGUSKA et al,
2009). Na patogénese da doenca atopica, o Interferon-y antagoniza o processo da doenca pela

limitacdo da resposta T2 pelas células de memoria, mas uma vez que ocorre a sensibilizacéo,
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estabelece-se uma coexpressdao na imunidade do tipo tardio, nos locais das lesGes, que

amplificam a resposta inflamatoria tecidual e contribuem com a persisténcia e gravidade da

doenca.

Os estudos sobre citocinas, particularmente quanto ao Interferon-y ¢ Interleucina-4,
demonstram resultados conflitantes nas reacdes alérgicas APLV (TURCANU; SHOEILA,
GIDEON, 2003); (PAAJANEN et al, 2005); (VERES et al, 2003); (WALKER-SMITH,
2003). Em parte, essas irregularidades sdo explicadas pelas dificuldades operacionais na
mensuracao e interpretacao das concentracdes pelas exigéncias no controle de varios itens que
se estendem desde o local de coleta (sangue periférico ou mucosas), tempo de coleta, fase de
atividade das reac0es, até a uniformidade de caracteristicas especificas do hospedeiro, grupos
controles e tipos de antigenos.

A extrapolacdo dos mecanismos das reacdes alérgicas a outros tipos de proteinas
estranhas e populacfes para criangas com APLV ¢é inadequada para efeito comparativo. As
reaces a outras proteinas ocorrem em fases mais tardias da vida, quando boa parte dos
pacientes ja alcancaram a tolerancia ao leite de vaca e sdo sensibilizados a outros antigenos
ambientais ou alimentares.

O efeito contrarregulatério do Interferon-y sobre a producdo e liberacdo de
Interleucina-4 tem sido demonstrado, na maioria das pesquisas, em populacGes de atdpicos
selecionados (WATAUGA; ISOLAURI, 2004); (TURCANU; SHOEILA; GIDEON, 2003);
(SUTAS; KERKI; ISOLAURI, 2000) produzindo IgE. Alguns sugerem a utilizacdo da
medida dessas concentracbes de citocinas como ferramenta auxiliar em testes de
desencadeamento alimentar oral (WATAUGA; ISOLAURI, 2004); (TURCANU; SHOEILA,
GIDEON, 2003).

Ocorre que a maioria das criancas com APLV apresenta reacdes do tipo tardio e
desenvolve o estado de tolerancia aos antigenos presentes no leite de vaca, ou tolerancia oral
até os trés anos de idade (ABRAHAN; OWNBY, 2005); (CHEHADE; MAYER, 2005);
(STROBEL; MOWAT, 1998); (KINDT, 2008). A inativacdo de uma resposta imune devido a
tolerancia ndo resulta em uma supressao geral do sistema imune, mas, sim, é especifica para o
antigeno tolerogénico, que é alcangado em diferentes momentos individuais. O potencial de
tolerancia as proteinas do leite de vaca, demonstrado pelo teste de desencadeamento alimentar
oral, em estudos populacionais, foi em torno de 27.3% aos seis meses, 63,6%% aos 10 meses e
72,75 aos 14 meses (HILL et al, 1993).
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O desenvolvimento dos mecanismos da tolerancia oral, no periodo ap6s o nascimento,
pelo menos em parte, depende da microbiota, que, em interagdo com a imunidade inata,
determina o tipo de respostas aos antigenos. Pode-se supor, que a identificacdo desses
mecanismos moleculares especificos e o entendimento de como e quando se processa a
ativacdo da modulacéo sinalizadora das citocinas, em direcdo a diferenciacdo e a fungdo, em
condicBes normais e patolégicas no organismo, é que precisam ser determinados (HILL et al,
2003); (WALKER SMITH, 2003). Mais uma vez a maturidade imunoldgica fica demonstrada
como elo importante do fenémeno biologico complexo da APLV, cuja classificacdo por uma
qualidade que ndo possui (“ reacdo ndo-Ige mediada”) (JOHANSON; BIEBER; DAHL et al,
2004) ndo se mostrou esclarecedora, até agora. Nessa logica, pacientes predispostos a
produzirem IgE com reacBes do tipo imediata, atopicos, com anafilaxia, asma e urticarias,
produzem niveis mais elevados de IgE. Neste estudo é provavel que a manutencao elevada da
IL-4 das criangas com mais de seis meses esteja representando um contingente daquelas que
seguirdo na marcha alérgica, superposto ao comportamento fisioldgico dessa fase de vida
(PRESCOTT et al, 1999).

Nos primeiros meses de vida, a presenca de outros processos adaptativos da vida pos-
natal fazem reagdes imunes de maneira similar as observadas ao enfrentamento com primeiro
alimento introduzido na dieta, que é, em geral o leite de vaca e, assim, muitas criangas sdo
classificadas, inadvertidamente, com alergia por uma associacdo equivocada e isso sempre
deve ser cuidadosamente verificado (WALKER-SMITH, 2003); (CALDER et al, 2006).

Embora os testes de desencadeamento alimentar oral cuidadoso promovam um grau de
confiabilidade quanto a presenca de APLV, temos que admitir que, em criancas com APLV e
reacGes do tipo tardio, é possivel a ocorréncia de resultados falsos negativos, que ocorre
também mesmo em testes duplo-cego controlados por placebo. Isso, certamente, poderia
comprometer a comparacdo entre 0s grupos, mas o tempo de observacdo neste estudo de
quatro semanas é considerado, na literatura, adequado para reacGes tardias (JOHANSON et
al, 2004); (WANG et al, 2007)

" Neste estudo, as concentragdes de Interleucina-4 e do Interferon-y foram semelhantes
entre 0s grupos com e sem APLV. As concentracfes de Interferon-y, provavelmente,
traduziram o alcance da tolerancia em alguns pacientes, anteriormente com APLV, ou as
reacOes tardias predominantes. Um percentual de criangcas acima de seis meses com

concentragdes de Interleucina-4 mais elevadas estaria representando as criancas atopicas.
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TABELA 1 - Caracterizagao dos pacientes com e sem APLV de acordo com o
teste de desencadeamento alimentar oral

Pacientes APLV p
Sim Né&o
N=34 N=30
N % N % p
Sexo Feminino 19 54,2 18 60,0
Estado nutricional
Peso/lIdade
<Ps, 7 20,0 6 46,2 0,75

Sintomas T. Digestorio

25 714 22 733 0,91
Respiratorios

7 20 9 30 0,52
Cutaneos

24 68,6 12 40,0 0,04

APLV: alergia a proteina do leite de vaca

TABELA 2 — Concentragdes séricas de interleucina-quatro( I1L-4 )e interferon gama (INF-y)

de acordo com a presenca de alergia a proteina do leite de vaca (APLV)

Citocinas APLV S/ APLV p
N=34 N=30
p=0,29
IL-4(pg/ml) 2,66(1,56-4,19) 3,06(1,93-5,12)
INF-y(pg/ml) 115,96(69,27-150,6) 97,88(73,3-174,69) p=0,86

APLV: com alergia a proteina do leite de vaca. S/APLV:sem alergia a proteina do leite de vaca.

Nota: valores expressos em mediana ( percentil25 e 75)

TABELA 3 — Regressao linear multipla dos fatores contribuintes para citocinas
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Variavel dependente Variaveis independentes B [IC]
IL-4 (pg/ml) Idade (> seis meses) 1,63[1,10-2,42]
APLYV (sim) 0,97 [0,65-1,43]
INF-y (pg/ml) Idade (> 6 meses) 1,42 [0,11-2,24]
APLYV (sim) 1,22 [1,39-1,92]

0,02
0,85

0,13

0,40

B:coeficiente de regressdo nao padronizado
Categorias de referéncia: idade< 6 meses; APLV: alergia a proteina do leite de vaca; IL-4 :nivel sérico de
interleucina-4, INF-y: nivel sérico de interferon-y

Nivel de significancia: p < 0,05
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6 Consideracoes finais e Recomendacoes

A elaboracdo e execucdo deste projeto de pesquisa buscavam responder a duvidas
relacionadas ao diagnostico da alergia a proteina do leite de vaca em pacientes encaminhados
aos ambulatérios de gastroenterologia pediatrica do Recife. Atendia, assim, a uma
necessidade de estudar aspectos clinicos e laboratoriais de uma populagdo crescente de
criangas com sintomas relacionados a ingestdo do leite de vaca em dietas de isengdo com
solicitacbes de formulas especiais, para tratamento de alergia a proteina do leite de vaca,
provavelmente nem sempre necessario, como ocorre em varios outros estados do Brasil.

A pesquisa foi planejada, inicialmente, para ser um estudo exploratério das
concentragdes séricas de INF-y e IL-4, em criancas supostamente com alergia a proteina do
leite de vaca (APLV), para verificar, nesses pacientes, se havia diferenca dessas citocinas em
criancas com e sem APLV, tema do segundo artigo original. Para analise dessas citocinas, foi
necessaria a realizacdo do teste de desencadeamento alimentar oral para agrupar 0s pacientes
com e sem APLV. Os dados evidenciaram:

1. padrdo indiferenciado das concentracOes de interferon gama e IL-4 entre 0s
pacientes classificados pelo teste de desencadeamento alimentar oral, com e sem alergia a
proteina do leite de vaca;

2. diferenca significante dos niveis de IL-4 entre pacientes maiores de seis meses,
indicando uma possivel interferéncia do desenvolvimento imune da capacidade de fazer
memorias da resposta imune adaptativa em alguns pacientes. Esse resultado pode assinalar
que esses pacientes ndo desenvolveram tolerancia oral a proteina do leite de vaca.

3. concentracdes de INF-y eram semelhantes entre as crian¢as maiores e menores de
seis meses, pelo predominio de reagdes tardias nos pacientes com alergia a proteina do leite
de vaca ou em sinalizagdo ou indicio da aquisicéo da tolerancia oral.

A principal limitacdo do estudo foi atingir o numero de pacientes, estimado no
cronograma do projeto da pesquisa para o estudo de citocina, quarenta em cada grupo, porque
a maioria ja estava em dieta de isen¢do, quando encaminhada aos ambulatérios
especializados.

Os resultados deste estudo permitiram:
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1. especular sobre a interferéncia do desenvolvimento imunoldgico e do possivel papel
da imunidade inata na crianca de baixa idade, para explicar o comportamento diferenciado da
APLV, em relacdo as outras reacdes de hipersensibilidade alimentar, em criancas mais velhas
e em adultos;

2. observar que as concentragdes de INFy e IL-4, no sangue periférico de pacientes
com APLV, ndo foram capazes de identificar o mecanismo imunoldgico sob os sintomas no
grupo estudado;

3. conferir maior importancia ao estado imunolégico individual do que as propriedades
antigénicas do leite.

Esses conhecimentos reforcam a necessidade de individualizar o diagnostico em cada
paciente e acompanha-lo até que se estabeleca a tolerancia oral, porque o diagndstico da
APLV, em criancas, sO é possivel sob o olhar retrospectivo de sua evolucdo, em que cada
paciente tem o seu proprio ritmo. Confirmamos as limitagdes do diagndstico com base em
sintomas. Nesse contexto, recomendamos:

1. verificar , em primeiro lugar, se o sintoma esta relacionado a uma doenca, seguir um
modelo biopsicossocial na abordagem preliminar da crianga com sintomas suspeitos de
APLV;

2. analisar, para cada paciente, a necessidade de exames complementares;

3. a realizacdo do teste de desencadeamento alimentar oral em todo paciente com

suspeita de APLV antes de prescrever dietas especiais.

Sugestdes de estudos futuros

1. Avaliacdo da imunidade inata em criancas no primeiro ano de vida, direcionadas a
resposta inflamatéria alérgica;

2. estudos de prevaléncia baseados no teste de desencadeamento alimentar oral em
diversas regides do Brasil;

3. utilizacdo de protocolos unificados para investigacdo e acompanhamento de

pacientes com APLV.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisa: Avaliacdo do perfil de citocinas nas criancas e nos adolescentes com alergia alimentar

Instituicdo: Universidade Federal de Pernambuco — Hospital das Clinicas

Senhores pais ou responsaveis,

A alergia alimentar é uma doenca que ocorre quando o organismo desenvolve mecanismos de defesa contra
alimentos que ele reconhece como estranhos. A partir dai, sdo produzidas substancias para tentar proteger o organismo contra
o alimento agressor. E possivel que a identificacio dessas substancias auxilie no diagnéstico e no tratamento da doenca.
Essas informagdes estdo sendo fornecidas para que vocé permita a participagdo voluntéria de seu filho neste estudo, que quer

avaliar a presenca de tais substancias na alergia alimentar.

Para a realizag8o deste estudo, € necessaria a realizacdo de uma entrevista inicial para identificarmos os individuos
com possivel alergia alimentar. A seguir, serdo realizados alguns exames que irdo necessitar de uma colher de sopa de
sangue; aplicagdo de alimentos na pele utilizando lancetas plasticas e descartaveis no braco, com resultado na mesma hora, e
pequenos botdes nas costas que deverdo permanecer por 3 dias para se dar o resultado e observagao de alguma reagdo durante
a ingestdo de alimentos que vocé possa achar que cause sintomas no seu filho. Todos esses exames serdo realizados no
Ambulatério de Alergologia Pediatrica e na Enfermaria de Pediatria do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco. A crianga devera comparecer ao ambulatorio nas consultas que serdo marcadas com antecedéncia. Os exames
na pele e a ingestdo de alimentos podem causar coceira, vermelhiddo e placas no corpo, diarréia, vomitos, falta de ar, se por
acaso a crianca tiver reacdo ao alimento. Por isso, eles serdo realizados no hospital, para que haja o atendimento médico
adequado imediato na ocorréncia de reagdes graves. A ingestdo de alimento suspeito de causar sintomas ndo sera realizada
nos individuos com risco para situagdes emergenciais (historia de anafilaxia, edema de glote ou urticéria recorrente) e serd
suspensa sempre que uma reacdo grave for aparente. Caso seja identificada alergia alimentar, seu filho serd acompanhado no
Ambulatério de Pediatria do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco.

Em qualquer etapa do estudo, o paciente tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais dividas. Os investigadores poderdo ser encontrados no Ambulatdrio de Alergologia e
Gastroenterologia Pediatrica da Universidade Federal de Pernambuco, telefone 2126-3918. Se vocé tiver alguma
consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, que analisou e aprovou a realizagdo desta pesquisa,

localizado no Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal de Pernambuco ou pelo telefone 2126-8588.

E garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem
qualquer prejuizo a continuidade do tratamento de seu filho na Instituicdo. As informagdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com aquelas de outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum deles. Os senhores terdo o direito
de serem mantidos atualizados sobre todos os resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores. Ndo havera despesas
pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo havera compensacéao
financeira relacionada a participagdo do seu filho. Se existir qualquer despesa adicional, ela ser& absorvida pelo or¢camento da
pesquisa. Em caso de dano pessoal diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos neste estudo, o
participante tem direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como as indenizacdes legalmente estabelecidas. Os
pesquisadores se comprometem a utilizar os dados somente para esta pesquisa.

Eu, , acredito ter sido suficientemente informado a respeito

das informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Avaliacdo do perfil de citocinas nas criancas e

nos adolescentes com alergia alimentar”.
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Eu discuti com o Dr sobre a minha decisdo em participar neste estudo. Ficaram

claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a participagdo de meu filho,
, & isenta de despesas e que ele tera garantia do acesso a tratamento hospitalar

quando necessario. Concordo voluntariamente com a participagdo do meu filho neste estudo e poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio

que meu filho possa ter adquirido, ou no seu atendimento neste Servico.

Assinatura do representante legal: Data: /| [
Assinatura da testemunha: Data: /| [
Assinatura da testemunha: Data: /| [

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou de seu
representante legal para a participagdo neste estudo.
Assinatura do médico que obteve o consentimento:



Apéndice B

APENDICE B - Questionario ggg

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
PESQUISA: Avaliagéo de citocinas de criangas com alergia a proteina do leite de vaca
IDENTIFICACAO

Referéncia
Telefones:
1.NUumero
2.Data de nascimento dd/mm/aa
3.Data entrevista

4.sex0 0.fem 1.masc
4
HISTORIA PRE-NATAL E PERINATAL
5.A sua crianga nasceu de tempo?
0. Sim 1.Ndo 9. Sem informacéo
5
6.Qual o tipo de parto?
0.normal  1.cesareo
6.
7. Qual foi o0 peso de nascimento? (ver o cartéo e anotar)
0. maior de 2.500g 1.menor de 2.500g 7.
HISTORIA ALIMENTAR
8. Sua crianga mamou no peito?
1.sim 2.ndo 9. sem informagéo 8.

9.Se SIM, quanto tempo no peito sem outro alimento junto?

1. menos 30 dias

2.entre 1 - 4meses

3.entre4-6meses 9.
4. maior de 6 meses

9. sem informacéo

10.Nome do primeiro leite (Anotar nome do leite )

0. Férmula infantil 1.Leite integral 9. sem informacao 10

VACINAS (VER CARTAO E ANOTAR N. DE DOSES)

11. Cart&o de vacinas
0. completo l.incomplelto 9.sem informacao

BCG 0 DPTO TRIPLICE VIRALO HIBO POLIOC 11.
SARAMPOU HEPATITEQO

HISTORIA FAMILIAR PARA DOENGA ALERGICA

12. Alguém da familia sofre de asma , cansago, falta de ar ou chiado no peito?

12.

0.ndo 1.pai 2.mé&e 3. paie mde 4.lrméo 9.sem informac&o

13. Alguém na familia tem coceira no nariz ou espirros frequentes ou nariz escorrendo
sem estar gripado ? 13.

0.Nado 1.pai 2.mae 3.paieméde 9. sem informacé&o
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14. Alguém na familia tem placas ou coceira na pele?
0.ndo 1. pai 2. mée 3.paiemde 4. irmédo
9. sem informacéo 14.

HISTORIA ESPECIFICA DE ALERGIA A LEITE DE VACA

15. A sua crianga apresenta algum sintoma apds ingerir leite de vaca ou algum produto
com leite de vaca?

0.ndo 1.Sim 9.sem informacéo 15

SINTOMAS
O que a sua crianga apresenta que vocé relaciona quando toma leite

SINTOMAS GASTRINTESTINAIS

16. Vomito
) ) 16
0. Nao 1. Sim 9. sem informacéo
17. Enjoo
17.
0. Nao 1. Sim 9. sem informacao
18. diarreia
0.néo 1. Sim 9.sem infor macéo 18.
19. Sangue no cocd
0. Né&o 1.Sim 9. sem informgéo 19.
20. Catarro no cocd
0.sim 1.Sim 9. sem informagéo
20.
21. Cocd volumoso
0.n&o 1. Sim 9. sem informacéo 21.
22. Esforgo para evacuar
0.nédo 1. Sim 9. sem informagcéo 22.
23. Dor na barriga
0.néo 1. Sim 9. sem informagéo
23.

24. Barriga aumentada
0. Nao 1. Sim 9. sem informacao 24.

25.Intestino preso

25.
0. Nao 1.sim 9. sem informacéo
26. Coloca sangue pelo reto
0.N&o 1.Sim 9.sem informacéo
26.
27. Corte no anus
) ] 27.
0.Ndo 1. Sim 9. sem informacé&o
28. Célica
0.Ndo 1.Sim 9. sem informacéo 28.
29. Distenséo abdominal
0.Ndo 1.Sim 9. sem informagéo 29.
30. Anus vermelho, inchado, ferido
30.

0.Nao 1.Sim 9. sem informacéo
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31. Outros: Gl-16
SINTOMAS CUTANEOS
32.Placas na pele
CUT-1
0. Nao 1. Sim 9. sem informacéo 32
33.Coceira na pele
0. Nao 1.sim 9.seminformacéo 33
CUT-2
34.Inchago nos olhos
. ) ) . 34
0. Nao 1.sim 9. sem informacéo CUT-3
35.Inchago na boca CUT-4
0. Néo 1. Sim 9. sem informacéo 35,
36.Inchago no corpo CUT-5
0. Nao 1. Sim 9. sem informagéo
7. OULIOS ..ottt bbbt CUT-6
36.
SINTOMAS GERAIS
38. Ganha pouco peso
GER-1
) ) 38.
0.Nao 1.Sim 9. sem informagéo
39.N&o cresce GER-2
. . 39
0.Nao 1.Sim 9 .sem informac&o
40, OULIOS. ..ottt ettt GER-3

SISTEMA -ALVO (O QUE OCORRE QUANDO SE EXPOE AO LEITE DE VACA, SINTOMA(S) PARA O
DESENCADEAMENTO SER CONSIDERADO POSITIVO)

AVALIAC,‘AO NUTRICIONAL
41. Data nascimento:ddmm/ ano

42.PeSO ....cuvrinn g
43. Estatura............. cm
BAP/N..oeiiiiiieern,
A5.E i,
46.P/E......ccoeviiieierinnns
EXAME FISICO

47. Eczema
0. Nao 1.Sim ECZEMA

47.
48.Distensdo abdominal

48.
0. Nao 1. Sim DISTABD
49. Proctite PROCT

0. Nao 1. Sim 49.




50.Palidez

0. Nao 1. Sim

51.0OULIOS. ..ot

52.1gEtotal

0. normal 1. Elevada

53. Caseina

0. normal 1. Elevada

54.a-lactoalbumina

0. normal 1. Elevada

55.p-lactoglobulina

0. normal 1. Alterada

56.Interleucina -4

57. Interferon-y 4

58.Prick-test

0. negativo

59.Patch-test

0. negativo

60. Desencadeamento
0. Negativo

Primeira semana Queixa
Exame fiSiCO.......ccocvvrireiiriiiieieieciceiee

Peso:

Segunda semana

.M

Apéndice B

50.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

EVOLUCAO 4 semanas ap6s teste no hospital
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QUEIXA. 1. vevreeveieiie et e ettt s e ees
EXAME fiSICO.....vcviiirrce i
Peso:

Terceira semana
QUEIXA. 1. vvirereteieee et e e se e se sttt se st sesa e e s snenenens

Exame fisico

Quarta semana
(@ U1 SR
Exame fisico

Peso:
Outras informagoes
Data:
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Anexo A
SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa
Of N. ° 219/2006-CEP/CCS Recife, 07 de novemnbro de 2006

Registro do SISNEP FR - 105761

CAAE - 0204.0.172.000-06

Registro CEP/CCS/UFPE N° 197/06

Titulo: “Avaliagéo do perfil de citocinas nas criangas e nos adolescentes com alergia
alimentar”

Pesquisador Responsavel Maria Eugénia Farias Aimeida Motta

Senhora Pesquisadora:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do Centro
de Ciéncias da Salde da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e
analisou, de acordo com a Resolugio N.° 196/88 do Conselho Nacional de Salude, o protocolo
de pesquisa em epigrafe, aprovando-o e liberando-0 para inicio da coleta de dados em 06 de
novembro de 2006.

Ressaltamos que 0 pesquisador responsavel deverd apresentar relatorio anual da
pesquisa.

A
Dr*. Maria Eugénia Faras Almeida Motta
Hospital das Clinicas - HC / UFPE

Av. Prot. Morues Rege, s Cid. Usiversitiri, S0670.901, Rocife - PY., Tel/fax: 81 2126 58K, cepeca@uipely

102



L5
L1 Jomst de Pediatria
H * | Copyright © 2009 by Sosedeas Braskers as Peduine

Anexo B

Normas de Publicacao
- Janeiro de 2009 -
http://www.jped.com.br/port/normas/normas.asp

O Jormal do P a @ 2 pubhcach fea g Socedane B de
mmmmmmmtmw-um

mmmvﬁtmow Mo irelulr mais de Suss figums ou tabetas. O
e O 100 OF AINGO (VeI DesInzes pars »

mmaom-n

Cartas se editor dovers comantar, disculir ou cosiosr ANGos publicados ne

Jomal de N Q amanho & 88 1.000 palavas, Weundo no

mATMO pes eleSacas bibscgEboas. Semprs que possivel e

SN Autorns serd publcads frfo oom w cana

Artigos de revisso — avalaghes Crilcas o ordenatas Oo Mernlurn om reacho o

THTES 0N ITDONSNOE CHNCA, COM STRES SIM WI0ES 000 CAISAS # Dreven; Ao

am-ww-w &30 am gora! escrilos,

Mummﬂ-mmmmmﬁ cak
rOseaIC-index him) © Un y Microfiims
Om&mmwnmuwmmm

fen banea O Jornal de Pectatng
momumnmom Na versho engresss
0% ravISta, 08 S7hgos $80 PUDICANGS eACSEMants am Ingis. A grata
acumds ¢ B 0o Ngls amencany. Ne s4e, 10008 08 AMgos 30 puliloadne
e portugués e ingids, tanto em HTML suanic em POF Os sdoos ds SBP
tAmbam rocsbeam Uma DOpia Impressa oo Tevisix em porfuguds.

Processo de revisho (Peer review)

Tods 0 conteudo putdaado pelo Jormel de Pod passa por 30
fovishio por enpeciaalng (peer review). Cade aigo submesdo pada apreca-
w‘m-um_uhmmmmmm

de recortieods sependnoe Medandises se
PO CONIBAAS DOAEM LarTDAM submelsr 20
Mmmmumammmmum
wadd, 0 autor pode 0 submotd o pubiicagdo. Adtigos
de revisho Oewen Umitar-5a 8 0.000 pativias CANGO reledrrins & labeis
A retedneas DEROYIANCES Savario 581 AMEE 8 MM Ammy Mo de 50

Artigos especials 530 texlos N0 clsssibGiven nis crlegoras acima. que =
Conseino EM0nal [gue 00 080l relevlnos. Sua revindo A0mas critenos
prégoos, B0 haveedo Umite de OU g quants &
btkogralis.

Instrugdes para envio de material para publicacéo

08 Manuscrtos Jovem e anveados Prafersncaimento alravis da sie o
AULMISAR0 e atigos pwww jpededitorial com by
Om:wa‘mm-mm;»mm

do swigéncia do Jornal de Pe 030 3 do
wnmw"mm g A seguir, °
ango a dos na aos pertrenta. dos de m
oo revi Os sdo oo sglon dif £

nalbuEe do Crgem do aMigs e 180 Cegor GUAND & dertidade dos aultres
ownmowmmmsmnw
Ednonal os avala n docido pela scetacio do artigo sam modificasgdes, peta
mwmmmmmnw moditcaghes
cade. um L 'wm vanas vezes
o DOS 161 518 MCURA
determinads, mmmo-mmmmnntm
Que detéen 0 poder o5 Gac:sho fnal.

Tipos de artigos publicados
O Jomal de Pecalria acats & subminabo onpontidnes de anigos ongines.
COMUNCICONS DISVES. AINIQOS SRDACHES & CAMAS 30 8a0C
Editonss e comenthrias, que geraitrente relereri si 4 4108 salsconados
40 #roomandston § sulinduoes e drass expecilcas. O Consetho Editons!
4 araiea prop de P
onginsis controdsdos # rndoMInass. estudos de
mmwn«mommmlmm
hem como pesqu S 30 Mhosmdne D 19920 dove ter 00
m:u!)aﬂ-mm 0 1abalan e roferd o A referin:
8 ndo Ceve sxceder 30. O nimend jotsl de tabelas @ figuins ndo pode sef
meum
Argen (e’ naly)
Mmmmwmmmmcmmm
wmwm-mmmmumm
nnt Edtors. Na avsbre do um atro a Jorrat 0o Pediatia
mmummowmdmmmm
Instoues of Heaih (NIH). O mimerc o entiCacho Oeversd ner apresmrtado
00 hns co resmo
mmnomwmmwmm|mm
que d ODRErVAGHES eparmeetig
um”-uﬂm&wmm%m“
MOS0 CHNPONG MVIoS de CAI0S 0o DaCantes Ou sduacles S
GulaTes. JOGOLAN MRS 0U MUNCA GESCINSH, ASEIM COMO 1MTAs INOVsdons de
00 100400, 0 W10 POOR B¢ SIANIZNI0
manMlnm)mmommmmmw
SO ciar PO UM minoduglo Drove (ue Miun © Retor Quanto &

08 © LOMpEM O R COM Cubos oy desciins ns Mamten O sdmoro

oy 31500
E " B0 (0 Artgos va 4l

Instrugoes para envio de material por e-mall

1. Enviar para: [ped@ jped.com e

2. Assunto saciem! o It abrevingo do aigo

3. Corpo da mensagem mmnmﬂomnmp.amwnw

responsdvel pelos COntats pro-putii o do wra =

mm-n-nw-mq-r

) 0 ANgo & coigre.

B) s i pobiicado o, G280 vertha 4 300 sealn peo Jornw de Podintria.
N80 sed pUbACAto arm Oute novistis.

€) nho ki ertviado & Outra fevitls ® 1o © sesh enguarin sua pubscagio
esfives sendio coraelerads peds Jurtal de Peciatia.

d) 10008 0% AUOrON DAINCS ™ do do o2 ardiee o
meoaumw-mm

e) 1000 o8 eran o ap a versio Sral

N nds tomm oretides nlormscden st Sgagd o
Srancizmento et 04 AAKES € COMpar L] o
ot o no artgn;

4) %05a8 85 DSOS e ILosam corriRuaCion SLDSIANCN Dark O aligo.
TS A0 PAOGNCHRAM CF CUMrIos 08 SUIONE, A0 CAtos N0 QMM 0e

pam o que TACA0 POr BACTEO.

h) seconbecem quit & Socedade Brasteirs de Pedistng pease & ter os
IS AUMIRE CASO0 AMNYO VENNA & S PULIcAdn (0D cama o artigo
A 20010 PAra PUBECOGRA. SOt ACHCitAdo 0 orvi0 desta declaragin
mumnaunnuunp

4 Any

anexados
ll)mtmmnmlmmuanmh
SUDMBHS0 S MgIER). PRRVAS-Chave. 1exio # teleldncies besogrificas, )
Abeias o fQuras. ESses aMuves dovenn poanmitis @ lefm pelos programmes
@0 Microaol! Oftce™ (Word, £xcel @ Access)

Diretrizes para a Proparacao do Original

Orientagoes gerais

O ongral — inclsedo tabetas, dustoagBes e reforincias Dlogratess - Devw
avtr st *Requistos L O N

& Pevistas Blomédicas’, publicaso pelo Comad Internacional de Eddores de

103



Fevistis Madions' 7 (ver & Wtieng s de 2006,
on MY o O asp).
mmmwnmnmmm mmmmﬂ

muarwlatommuunﬂl)nhoﬂnumw
ABoguit ms preicipain coetdacies solite ot secho

Anexo B

Resumo de comunicagiao breve

Para ctsenagies esparmersas, uthza 6 modeo desonto (WA s 00
aetigo argnal.

Para relatos de <380, UMIAT O seguitte Brmao

Objetivo: por Gue Se1 puthcacn, com dsfese
Tt O A0 NGO o AOVAS IONMAA 00 AIAgNRion w kalamanta
0 cas, com

Descrigho: apees P
Grdan ras mesman quesions de eolisso o novecio
Comentano ClLBs SOLD A STDOFINCIA 00 WD pavi dide (o
datnca o as ctivies o G0 pratica dow aborags
Mmmmmm-mmummm
ve (n aspressled -clave que alalado & nos

Pagina de rosto
Ammmmmm-mnmm
a) tlule 90 81%g, o ko Sormoe supdrtiuos & sbeo.
mmmawmwoummom
ol reataack, es0MU GLIN00 e o Wl pars »
ncader,
ﬂluwnmmmumnmm P com
o OF OapAg
qm-mum&-n“(nmm‘onmmm
doven por 1O05% 06 G

mmmiuﬂtl
@) Mhdngho maie sngorante di s aulor
@) ONIBIGC0 GRITENED O CAGH MOT,
a Ao adoron
Lanies do CNMg
l’ o ontntgcao esgecdica de tada nidor pan O avtido
Wamﬁuunmhw:m.&mﬂm.“

Abreviaturas

Dovem ter ovtadas, mm-umomm
\LAta, devers wer 15 vor Jamas
GEvern APATBONT N0 1O © MR Mk

Teoxto

O 1 408 Srtigos originein dove DOMOr A5 MOWTINS 500008, CatM uma
COre w0 respective SULIMKO

W00 clwrs o8 2l O e oul e
g .0 e (4 do ) cde! ducata CRINGo Rpends refonk
-no:; mmumw-a)momommmu
B 0ehnGao do eetiiigho ou sereen aficial 30 quis o ety S0, 08 Dtyeivod B0 eXiUo devein st clammenie descrios.
mmammwmmmmw ..m a s & © 98 i ae
D noow, = faan "o 00 S0 ep huliir as e & andise eshsiiston.
Doia coresporadnon NONT TRAMINORS PAGIONEZAces S0tne On Mekodss eslalstioos w sioTma-
) o, faxa g (gt 00 MOOT 1RO v A0 0 overTiia programas e corpltgic Pracodimentos, frockitos ©
P8 Conaton DR AANCIC ik davers p
0 e o 06 B 9 q for permeity 8 wpredegan g estude € chrgaiona & ndusilo de dodaracko
0 ca o8 Que 10305 06 procedimpntos. terfuam S0 ApTVIGos ek comad o
™ *caom o “".,";‘n- hn o “-uu-h-
S o S P AR S ey e, DOF NS Utro comit i pesgass indcads pet Comissdo
- Soket hes 90l Yo y - Maconal do E1ca em Pasquisa do Mirvieso da Saode®
THETTD 8 INGOUN @ Ui ) Mesullagos: (iver Jir ADAMNAE On MANKn car, cojelva & em
° o s sequdncia logos As o ou hgurss nao
Resumo dovorn sar repetetas 00 toxio. Usar geafcon arn ez do tnbelies com m
© restames Jwwn tar no 200 paie 1400 A0 0 189 s muda grende de dados
e o LY gD mmmmmmiw ) Db dovw Protar on L] |os com o8 dodos
Todss Que apar ) na Iharas 2 as Mp——T o
Etrm o artiga. O fesuma deve sa¢ estnuinm’, mou:uoanow 4G oSt Dacutir 2s g bes das € sas bom
como 8 o pags mBChnals As conclusles devem sar
Resumo de artigo original -~ finald oy o : = n:tpm-
Onjetive: rHonmar por que O @shudo Ky INCHN0 & guss oo 48 hipd conanter COjetvoe INicisls 0o estad,
maumm-wm QU 4ol 0 Lt v RO AOOINERS GOl SCHA008 & GRG0 dntise igual 4
Yy COCLNGRNCE MAN relevanies. actacions posdivos & NOGRTIVOS QUE ISANAIT MANTDS CaBeos mlanes
Me10dos: —_; a o 09 (ot 580 Inclui recomendacdes, quando perinenios.
okt ¢ COPO, PIOSP mlomwwbmﬂm“
=y O tived gu secundarlo ou weodino, chrica O 1010 do artigos de revisdo ndo chedecn A I IEUETA 1QU0 00 B

povacde. insitucional, et | ummnmmu|mcmmm
aningho, muuawmmommnm 50 ) 35 menwenghes
yciundo

© Ouagao) @ o
wutwmum
o8 duios. o wa e sgrv

CANCWA e3taArEhcR

P

GOt Sugare e Uma PodugEo Breve, 0m que o8 ulores aspicans quasl o
IMPOITANC da mvslo pan & pralcs pecdinca, A luz 4 eeslurs médcy
NAO 0 Pocrmsino descriver 06 Makdos de ssiecia o exiracio dos dados.
Paseando IO PATE & WIA KINGAN. U, SrEtANID, GOVE ARreSantar 10G0E as

iha A oo v
. Ias 4 TSRO Com s clincas
[l G00s 208 - da mwsio

wmmmmumm“mw
P et e Mah I NGNS CRnNNCos Sarvierfs.

Aesumo de artigo de revisio

Obpetive: WAl DOf QUO A Novisdo e HomnE s Weia, Indcanco s sls

Rz wiguem Ftor T RSZOCHE, COMI GRS, PRESROGCHD, SA0NONICO, It

TR0 O3 PIOGROSO0

Fontes dos dados: mnumum dufinitc)o as Lasos
e

e aados w08 #Nos o
swegho da arbigos » os on gho o Ao da dan
rlonracsion.
Sinlese das dados: Nk o lados & p sejarn
Wo‘.\m

Aas ainias e

mmnm«h“

0 Yext) (o relstos de cano Geve conler 48 seguades soctes, Gt Umi com
S0 TREPOCINVG SabIRA:

a) Introdugdo: upresania e MOSO Saciio 0 Gue 46 sabe 4 respedo da
AORNGE O QIESEAC 0 s 50 a8 pRINGIS de ROOMTRgEM AAgNOSICE o
Sompoubon. por Mo de ams breve, portm Alus, rewsdo e Morturs.

b D G A0 AO{8) CASOIR): O CARO O APFESOMAN0 COM el e
Pam 0 lodor compreonder tods & evoRKH0 0 3aus St oondconanes.
QuAnon 0 arigO U 00 Ml O M 10 UM G0, SUJED- 38 BgTURar 2
AITIACORS ST WA It DOC AT QuEsti On CLANUZA @ APIOVORMTELD
cu-nwivh-d-v-ﬁhlw-

€) Dt doi) casols| com eutros desctos
cammmnmammnium-
perspecivian do aphcagio palles das abormiagens inavadonas.

104



Agradecimentos
Mwmummamwlmmm

Anexo B

rdenthicss sEgurtes nests sequéncin " 1.8 4 11 1
wmemmmmwwwm
colunan. NAC usdr ¢200G0 eff ualguer lads 0o sinsoio =

WU SGHRCRIMAMeNts AR O S0, Mas que nho
os de autona w da ata do agradocmento devem A s
ANOnzagiio por eScrito pars & dvuigechio de Seus NOMes WA Vo2 Gue 08
leiors podem SUROT S8U ONJGSS0 35 CONCLBDRS 0 ARIUEC.

m-mwo-

wrahcas dovers ser ® o
.mamnmnom mum-rmmm
HANSTILS ArADICDS MAPECtivs sObresciios. Paca lalar 45 reterénciae. nlin
Wlilzn o returso de notas de firn ou notas di rodape do Woed. As referincas
devem a0 formatadas no eetiio Va de acords com o8 exemplon
Lstacos & segus

1. Artigo padrao

Halpem S0 Ubel PA, Caglan AL Solid-crgan vansplactation & NIV inlocted
patents N Eng J Med 2002 357 2847

5o houver mams de § sutoms, 20 08 3WE PATEMDS NOmMeEs saguKios de
‘ol

2. Livro

Murriy PR, Rosentnsl KS. Kobayastn O, Maler MA Medical meomology
dihed St Lous Mastry 2002

3. Capituio de livio

Mettzef PS, Malionemi A Trnt JM Chromosome stsanons in buman solid
tumars. In Vogolstern B Kingler KW, aditores. The genotic basis of hurman
Gancer. Now York McCiaw M, 2002 p 93110

B M intant sleen vty ol Hisganic Amers-
ans {desertagio] Maunt Plgasant Ml Cororal Michegan Universty, 2003
5 Trabatho apresentado em ou similar (pubhcado)

Crnpensen 5, Oppechor F An anadysis of Kozn's comouitional ofon statist
mmmm In Foster JA Lutton E, MJ. Ayan C Tettamann

Emoun

Imiand. B Spanger; 2002 ¢, 16201
&Arﬂw&mbm

Frvencrman T Wolle P, Fox DE. Fox JR Nowalk MP Troy JA ot al. Ve
GO crticisen o e WOy Wit Wt J Meg intarnet Res 2008 7(2) €17
g Swww e i R00SUe1T). Aceseo 17122005

7. Materiais da Internet

7.1 Artigo publicado na internet

Wantiand DJ. Portilo CJ, Hotzomer WL Staugtter & McGhes EM Tha 6t
TR0tV eass Of Wb BAMT Vi NON WoD-0 0000 INEervenfions: & Mote: anatysis of
! | chvamgn o J Mot intornet Flas. 2004 (2] 40, i Vwaw.
i o200 ALEEST: 2001 172004

7.2 Site

Cancor Pain arg Jete ne iaeret] Now Yore: Ausocston of Cancer Detiem
Rotoucos, Ine. c2000 01, MIp /faww.0ancor pan ong’ Acosso. WO7/2002

7.3 Banco de dados na Internet

Figuras (fotografias, desenhos, graficos)

muﬂwmm wlas na ordem de

na oo

umwmmmmmaww
14 pltihoacis devem ndicar ety ConAGAO NI egends, 4SS COMD Svem
8¢ FCOMPANhAcASE POr MG Carta o0 PArMISSA0 00 J6taN0r 308 SHEEDE

Fotos nio devem a e do paciente. farjas cob ot
mmmwmm Caso euista & possbilcade
de identiécacio, 4 abng escrng

e o Parm a 80 Morolotogratas devom

Mmmmn“mmmom
As luSragtes sB0 SCRERS O COTES Pars pUbkeagac na she. Cantudo 00as
umwmmoMMmmwm
o8 aul |ulguern ol Que uma 0GR MMApET SEys CoAda
mmmmmmmmmmmdm
dot come graficon, devam sor snexadas 10b
amammmnﬁwﬂmmmm
dn 200 ter. pans possibiltar uma mpreasso NIk, na vorsio clentnca 3

ONgIne {quataate PrOASSIONGL A RENGUN Ou IMErE4SOn Com fedoRICA0
grafica sepancs a G300 ). Nesses casos. no verso de cade figuro dove ser

Colads uma etguela OOM O S6U AUMESIS, 0 NoMe 0V P Sulor & L

sota inchcando o ado pans oma

Legendas das figuras

Devem sar agresartadas em ages propna com

08 195PACHvDE NUMaIDS.

Raterdnclas

1‘ C of Mod '-——“EanumMum

pourmats. Uy y 2000

mafmwup‘wunm

2 Comné k | du Eok A Médusa Reguatas un
formea pars bomedio: oc

ongnes

levereio de 2004 mmmmmm 07 asp
Acosso 2802006,

3 Haynes RB. Murow CO, Muth £ Alvmans DU, Gastnes 142 More intorme
e ADRTACs revsnad. Ann Inteen Moo, 1590113 66-76,

4 BIREME - Contro Latno-Amencann e do Canbo de Irdorrmacso nm Ciimcns
o Saude DeCS - Descriores om ciéecias da saude D (idecs bye be
Aceaso 280V2006

& Miresténio i Saude Mmam Rasctugho no 194
G0 1OV 1006 sobre 0 B0Ied . DOU 16698 Ou
16 na. 201, ﬂdﬂ'!‘@ﬂ?lm

Wha's cortied [barco de dados na t) E V(L) The A
Board of Medica! Specimbata c2000  Mitp AMwww aters ongsewsoarch sap
Acesss S032001

Lista de verificagao
Hastammaian 44 (06 08 MAUTE UMLDON B 11M8 2D AR (Wil LOMIG ooty e De @ 1000

Obs.: wna lists complets e pilae O pode ser g0 estl sendh sewmd. Mbo & anasy a
moontaada na intemnet, mmfh\umwwmmnn‘imm
POVNOIPARNOMEs_ 07 a5 AMMGos 500006 pam DUECICI0. mas srda rdo o d Ao ap A vernio
publeades, MWMMuMMamommw N0 Corpo dis Mmensagenm 4o e-mal
e °"‘""‘°”"‘°"““’ RN ICR{CES pRSNORe pOde [ Piginn de 1oatn coem K an onmeo Sreoguants B pi-
I ANINVO AN0ead|

munum*-“mmmmww
a0 puttiicadi” o dourtige (3 Pesume na ingua o com g W g
Otmbluwmmm- h aleces AsQquivo areando)
PV com suas atmvés 0 o & 3 AEALAAGON B dibCunai |Infegrante 0
ammuw’\mdwdnmbm"wmx: | o Ay |

i 43y a6 'R nh o s bty i (] Texto cortencn a eionmacan SOBrE ApVaCa0 00 NRSEING DOr COMIES de
2 Biomedcas” Cate o oﬂmmm.‘m‘m O (0,000 (0 TS, 030546 9 AMRSOION)
ony oo hEp www jod oom briporinormasnormas. 07 s o memmcﬂom.m-,mnma
Tabelas Tabe i : ot

Cata tabela deve sar apresantada om Koiha separmds. runorads na ordem
g BpArecirnento no teat, @ conted um HiLlo sutint, posim asplcstivo. Todds
5 exphoaghns devimn Sar ARIESANLENEs 4m Nolad de rdape & ndo no Yo

] Tabwias rameadas por crdem de aparecenento.
] Fguras numesadas por Oftem oe aparecrmanto
[1] Legendas das higates.

105



Anexo C

Porto Alegre, 20 de Abril de 2010

ARTIGO: Teste de desencadeamento alimentar oral na confirmaciio diagnédstica da alergia a
proteina do leite de vaca

NUMERO: 10/ 1044

Prezada Dra. Marnia das Gragas Moura Lins,

E com satisfagio que informamos que seu artigo foi aceito para publicagio no Jomal de
Pediatna.

Caso ainda ndo o tenha feito, solicitamos o envio, via correio, da carta de submissio assinada
por todos os autores, conforme nossas normas de publicagdo, para o seguinte enderego:

Jornal de Pediatria
Av. Carlos Gomes, 328 / 305
CEP 90.480-000
Porto Alegre / RS

O Jomal de Pediatnia agradece a sua colaboragdo.

Atenciosamente,

Adriana Armani
Assessona Editorial
Jomal de Pediatria
assessoria/@)ped. com.br
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