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pela conscientizacao das maes sobre o verdadeiro
papel do leite humano — o alimento ideal para o lactente,
seja sob o aspecto sécio-econémico, seja, finalmente, sob
o ponto de vista psicolégico, na medida em que possibilita
como um todo a consolidacdao da relagao mae-bebé -
expressao viva de amor, razao primordial de qualquer
relacionamento humano”

(Extraido do livro, Nutricao e dietética em pediatria, J. R.
Woiski - 1)
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Resumo
Introducgao: A alergia a proteina do leite de vaca (APLV) é comum no primeiro ano de vida e o

seu reconhecimento e diagndstico sao dificeis.

Objetivo: A proposta deste estudo é verificar a expressdo de fendtipos linfocitarios, as
citocinas padrdao Th1 e Th2, e a IgE total e especifica em criangas com APLV, criangas

atopicas (AC) e nao atdpicas (NAC) e suas respectivas maes.

Métodos: Foram colhidas amostras de sangue periférico para tipagem de linfécitos por
citometria de fluxo, e dosadas as citocinas séricas, por CBA (Cytometric Bead Array) e dosado
a IgE total e especifica para as proteinas caseina, a lactoalbumina e B lactoglobulina , das

criancas e suas maes nos grupos APLV, AC e NAC.

Resultados: Nas criangas do grupo APLV o inicio dos sintomas foi por volta dos 5,1 meses de
idade, com idade média de 17,25 meses (sd=14,8 meses). As criangas e suas maes dos
grupos alérgicos (APLV e AC) mostraram maior numero de linfécitos CD4+CD25+ (p<0,05) em
relagdo aquelas do grupo nao alérgico (NAC), mas sem diferenga significativa (p>0,05) entre
os grupos APLV e AC. O grupo APLV mostrou maior tendéncia a presenga do fenétipo CD25.
As concentragbes séricas das citocinas L4, IL5, IL10, IL2, TNF-a e IFN-y, entre os grupos
estudados, nao apresentaram diferengas estatisticas significantes (p>0,05), porém houve uma
maior tendéncia a expressao da IL10 nas criangas do grupo APLV. A IgE total ficou mais
evidente no grupo APLV do que nos demais grupos, e os principais alérgenos foram a a-

lactoalbumina e [ lactoglobulina.

Conclusao: As criangas com alergia ao leite de vaca apresentam uma maior positividade de
linfocitos CD4+CD25+, presenca de IgE total e expressao de IL10 in vivo o que também pode

sugerir um meio de controle da alergia para desenvolver tolerancia a proteina do leite de vaca.



Abstract

Background: The allergy to cow’s milk protein (CMA) is common in the first year of life and it

is difficult to acknowledge and diagnose it.

Objective: This study aims to verify the expression of lymphocyte phenotypes, detect the TH2
and TH1 pattern cytokines and the total and specific IgE in CMA children, in atopic (AC) and

non-atopic (NAC) children and their respective mothers.

Methods: Samples of peripheral blood were collected in order to type the lymphocytes by flow
cytometry, dosed the serial cytokines by Cytometric Bead Array (CBA) and dosed the total IgE
and specific IgE for the casein, a lactoalbumin and (3 lactoglobulin proteins of the children and
their mothers in the CMA, AC and NAC groups.

Results: In the CMA children the symptoms first occurred around 5,1months old, with the
average age of 17.25 months (sd=14.8 months). The children and their mothers from the
allergic group (CMA and AC) showed significantly presence of CD4+CD25+ lymphocytes
(p<0.05) higher than the non-allergic group (NAC), but without any significant difference
(p>0.05) between the CMA and AC groups, although there was a tendency to an increase
presence of these cells in the CMA group. The serial concentration of the IL4, IL5, IL10, IL2,
TNF-a and IFN-y cytokines, among the studied groups, did not present significant statistical
difference (p>0.05), however, there was a tendency to an increase expression of IL10 in the
CMA group of children. The total IgE was more evident in the CMA group than in the other
ones and the main proteins which caused allergic reactions were a-lactoalbumin e 3

lactoglobulin.

Conclusion: The children with cow’s milk allergy presented a higher positivity of CD4+CD25+
lymphocytes, higher total IgE and an increase expression of in vivo IL10, which may also

suggest a means of control of the allergy to develop tolerance to the cow’s milk proteins.
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Introducgao

A doenga atopica representa um importante problema de saude nos paises
industrializados, onde a prevaléncia em criangas tem aumentado nos ultimos 30 anos (2).

A atopia, com ou sem sintomas clinicos, € o fator de risco mais importante no
desencadeamento da asma. O termo atopia vem do grego atopos que significa estranho e foi
introduzido por A.F. Coca e R Cooke (3) em 1923, para descrever doengas alérgicas. A atopia &
uma predisposi¢cao genética de certos individuos para a sintese inapropriada de IgE especifica
para componentes protéicos de alérgenos ambientais. Estudos recentes sugerem que a atopia
esteja ligada a determinadas regiées de cromossomos, particularmente 11q e 5q (4-7). O risco
de desenvolver asma é 10-20 vezes maior em atépicos do que em nao-atopicos. A atopia pode
ser determinada, por meio de testes cutadneos (punctura, escarificagao e intradérmico), pela IgE
especifica (RAST) para alérgenos comuns e pela dosagem da IgE sérica total (8). A elevagao da
IgE ndo é um atributo somente da atopia, sendo encontrada em outras patologias como nas
doencas parasitarias (9), no mieloma (10), nas doengas inflamatdrias crénicas intestinais (11),
na infecgao pelo virus do HIV (12), ou em doengas raras como a sindrome de Job (13). A atopia
€ muito comum e sua prevaléncia em adultos jovens com testes cutaneos positivos para a poeira
doméstica ou polens varia entre 40 e 50% (14,15). Como resultado da alta prevaléncia, 1/5 dos
casamentos pode ocorrer entre dois atdpicos, e uma parcela consideravel da populacéo tera
dois ou mais genes que predispdem a atopia. A propensao individual para atopia e asma é
geneticamente determinada, porém as grandes variagoes regionais sdao decorrentes de fatores
ambientais.

Na infancia os sintomas atépicos mais comuns sao: dermatite atdpica, alteracdes
gastrointestinais, chiado recorrente, asma brénquica e rinoconjuntivite alérgica (16).

Reacbes adversas aos alimentos, como proteina do leite de vaca, sdo mais comuns no
primeiro ano de vida, e alergia para inalantes ocorre mais tardiamente (16,17 e18). A prevaléncia
cumulativa de diferentes doengas alérgicas demonstra que os anticorpos da classe de
imunoglobulina E (IgE) participam como importantes mediadores nestas doencgas (19), sendo:

* Alergia alimentar: prevaléncia de 7-8% , mediado por IgE em 40-60%;

» Dermatite atépica: prevaléncia de 15 —20% , mediado por IgE em 20- 70%;
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* Asma e chiado recorrente em menores de 5 anos: prevaléncia 31- 34%, mediado por IgE
em 30- 50%;
* Asma em maiores de 5 anos: prevaléncia 7- 10 %, mediado por IgE em 60 — 90%.

A doenca alérgica precoce em criangas, mediada por IgE, esta associada ao aumento do
risco de doenga alérgica severa futuramente. Desta forma, no curso natural da doenga alérgica,
chamada marcha alérgica, € muito importante considerar os fatores que diretamente influenciam
sua expressao. Neste caso, o desenvolvimento com expressao fenotipica de doenca alérgica
depende de uma complexa interacdo entre fatores ambientais e genéticos. Até o presente
momento estima-se que fatores genéticos sdo responsaveis por 50% das manifestagbes de
asma alérgica. Torna-se evidente que fatores ambientais sdo importantes no processo de
sensibilizagdo, no caso das doencas alérgicas, e que diferentes fatores ambientais podem
contribuir para o aumento da prevaléncia dessas doencas (20).

As doengas alérgicas sdo complexas e multifatoriais. Seu aparecimento e expressao
clinica dependem da interacdo entre fatores genéticos e ambientais (21). Estima-se que os
fatores genéticos exercam papel fundamental na expressao da doenca alérgica (21-24). Embora
ndo haja, no momento, testes genéticos disponiveis para identificar individuos com risco de
alergia alimentar, a histéria familiar de atopia, incluindo alergia alimentar, ainda € o melhor
indicativo de risco para o seu aparecimento (23,25-26).

Na atopia, tem-se mostrado que 30% dos recém-nascidos tém um pai com doenca
alérgica ou irma ou irmao anterior; ou 5% dos recém-nascidos tém ambos os pais com
hereditariedade atodpica; 10% tém um irmdo ou irma e um pai com atopia; e, 60-65% nao
apresentam relagcao hereditaria atépica (27,28).

Em relacdo aos fatores relacionados a dieta, a amamentagao durante pelo menos 6
meses, exclusivamente, esteve associada com a redugdo de eczema e alergia alimentar, além
de apresentar menor escore para alergia respiratoria. A amamentacao tem sido apontada como
um fator que reduz o risco de chiado durante a infancia (29). Estudos reportam o beneficio da
amamentagcao quando esta é prolongada (maior que 4-6meses) e introdugdo de alimentos
solidos tardios (apos 4-6 meses).

No leite materno ha uma complexidade imunoldgica (30,31). Por exemplo, a IgA secretora
(s-IgA) que é transferida da mae para a crianga: baixos niveis de s-IgA tém sido associados com
aumento do risco de alergia ao leite de vaca. As citocinas: IL-4, IL-5 e IL-13, que sdo as mais
intimamente envolvidas na produgdo de IgE e inducdo de eosindfilos estdo em altas
concentragbes no leite materno de méaes atdpicas. O TGF-B (Fator de Crescimento e
Transformagéao do tipo beta), predominante no leite humano, aumenta a capacidade da crianga
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de produzir IgA contra B-lactoglobulina, caseina, gliadina e ovalbumina (32,33). A presenca de
células com fendtipo CD14 presentes no leite materno em altas concentragdes, induzem a uma
resposta Th1(34). A composi¢cao de acidos gordurosos polinsaturados e poliaminas parece
afetar a alerginicidade versus imunoprotecdo do leite materno (35). Altos niveis de proteina
catidnica eosinofilica tém sido associados com aumento da incidéncia de alergia ao leite de
vaca e dermatite atopica (36).

O leite materno € o ideal para nutrigdo do lactente, a AAP (Academia Americana de
Pediatria) (37), ESPACI (Sociedade Européia de Alergologia e Imunologia Clinica) e ESPGHAN
(Sociedade Européia de Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia e Nutricdo), recomendam
leite materno como parte da prevencao da sensibilizacdo a alérgenos (38).

A alergia alimentar ou suspeita € um problema comum em pediatria e estima-se que 30%
das criangas tém sintomas relacionados aos alimentos (39).

Os mais importantes relatos de alimentos alergénicos em criangas sao: leite de vaca, ovo
de galinha, amendoim, peixe, frutos do mar, soja, trigo e aditivos (40). Estudos mostram a
prevaléncia estimada da alergia ao leite de vaca em 1,1 a 2,5%; ovo de galinha 0,6 a 1,6% e
amendoim 0,4 a 1,5%.

A alergia a proteina do leite de vaca (APLV) é definida como uma reagdo adversa
mediada imunologicamente contra antigenos do leite de vaca (41). E o primeiro fendmeno da
sintomatologia atépica e da “marcha atopica”, porque as proteinas do leite de vaca sdo as
primeiras consumidas em grande quantidade por uma crianga. Sintomas da APLV comumente
aparecem durante o primeiro ano de vida e apds dias ou semanas com alimentacdo com
férmulas baseadas no leite de vaca, ou em sua primeira exposigcéo. A incidéncia de APLV em
criancas durante exclusiva amamentacao é relatada em 0,4 a 0,5%(42). Os sintomas de APLV
mais frequentemente envolvem a pele, o trato gastrointestinal e o respiratorio (43).

O diagnostico de APLV é baseado numa historia clinica e numa definitiva auséncia de
sintomas apos eliminagao do leite de vaca da dieta da crianga e da mae que amamenta, e a
sinalizagao de recorréncia de sintomas idénticos durante a reintroducéo do leite de vaca.

Uma das formas de se diagnosticar a ALPV é por meio do teste padrdo duplo-cego
controlado por placebo, que é considerado como padrdo-ouro no diagnostico de alergia
alimentar, no entanto, é de dificil execucgao (44, 45, 46).

Segundo E. Isolauri (47,48), no protocolo de desencadeamento duplo-cego controlado por
placebo, a formula utilizada como placebo é constituida por um composto de aminoacidos
sintéticos (Neocate ®) e a formula-teste € preparada pela adigdo de leite de vaca desnatado ao

composto de aminoacidos (Neocate ®). O placebo e a férmula com leite de vaca devem ter
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aspecto e odor semelhantes. Uma sequéncia de randomizagdo computadorizada deve ser
criada para que nao se permita que os membros da equipe e pais dos pacientes reconhegcam
qual férmula esta sendo utilizada. No primeiro dia do desencadeamento, doses crescentes de
placebo ou férmula-teste devem ser administradas por via oral (1ml, 5ml, 10ml, 50ml e 100ml),
com intervalos aproximados de 30 minutos. Este esquema pode ser modificado, na
dependéncia do grau da hipersensibilidade ao leite de vaca por lactentes jovens, que pode
resultar em choque anafilatico. O periodo de teste, tanto para o placebo quanto para a férmula
com leite de vaca, deve ser de uma semana, permitindo que se identifiquem reagdes alérgicas
tardias e evitando a necessidade de repeticdo do teste de desencadeamento e de novos
periodos de dietas de exclusdo. A utilizagdo da formula de aminoacidos por uma semana
funciona, na pratica, como um periodo de exclusdo. Este periodo, no qual ndo ha exposig¢ao a
qualquer proteina heterdloga, pode prestar-se tanto para o diagnéstico quanto para o inicio do
tratamento. O desencadeamento € iniciado no hospital e, se ndo ocorrem reagdes nas primeiras
horas apds a ingestdo de volumes adequados para a idade, o procedimento pode ser
continuado no domicilio do paciente. Durante sete dias devem ser registradas todas as
manifestagdes que o paciente apresentar (erupgdes cutaneas, pruridos, vomitos, irritabilidade,
sintomas respiratorios e caracteristicas das fezes). Os pacientes devem ser reavaliados pelo
meédico se surgirem reacdes adversas. Confirmado o reaparecimento das manifestacbes de
alergia, o teste de desencadeamento deve ser interrompido. O intervalo em relagéo ao inicio do
aparecimento da manifestacao, o tipo de reacao e a quantidade de férmula ou placebo recebida
devem ser registrados. A alergia a proteina do leite de vaca é definida como a ocorréncia de
uma reacdo adversa inequivoca durante o teste de desencadeamento. Pacientes com
desencadeamento negativo devem continuar recebendo a formula de leite de vaca de forma
aberta, para detecgdo de eventuais resultados falso-negativos durante o desencadeamento
duplo-cego controlado por placebo. Pacientes com alergia as proteinas do leite de vaca devem
ser submetidos a desencadeamento novamente em intervalos de 6 a 12meses, para determinar
se desenvolveram tolerancia a proteina heterdloga, evitando-se a manutencao de dieta restritiva
desnecessariamente. A férmula de aminoacidos € escolhida para o desencadeamento por sua
provada caracteristica de nao gerar reagdes alérgicas. As férmulas com proteinas
extensivamente hidrolisadas podem ser utilizadas, mas reacdes adversas alérgicas a esses
produtos tém sido descritas.

Sendo assim, uma outra op¢cao mais acessivel, € o teste do desencadeamento aberto
com leite de vaca (49, 51,52), cujos sintomas podem ser causados por pequenas doses como

5ml a 10ml do leite de vaca. O teste do desencadeamento aberto com leite de vaca, segundo o
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protocolo da Sociedade de Gastroenterologia (49), € recomendado para o diagndstico de APLV
em lactentes (conforme relatado pela ESPGHAN, 1992) (50).

Segundo E. Isolauri (47,48) o protocolo de desencadeamento aberto com leite de vaca,
tanto o médico como os pais tém conhecimento de que a férmula utilizada na alimentacao
contém proteina do leite de vaca. O teste deve ser iniciado sob supervisdo médica e se estender
no periodo de uma semana a 30 dias. O teste do desencadeamento s6 devera ser realizado
apos algumas semanas de dieta de exclusdo, tempo necessario para que ocorra uma
normalizagédo das alteragdes morfolégicas e funcionais do trato digestério, resolugdo do quadro
clinico e consistente melhora do estado nutricional. Geralmente, isto ocorre entre 6-8 semanas.
O médico umedece uma gaze com uma féormula lactea modificada derivada do leite de vaca e
encosta na pele do paciente, para verificar se ocorre uma reagao imediata cutanea eritematosa
pelo contato. O mesmo procedimento pode ser feito na mucosa oral, com o objetivo de verificar
se ocorre o aparecimento de edema labial. Se o paciente permanecer assintomatico, pode
ingerir cerca de 10ml da féormula, e, a seguir, aumentar o volume administrado a cada 20
minutos, até completar 1 ou 2 horas. Caso o paciente permanecga assintomatico, sem lesdes
cutaneas, vomitos, diarréia e manifestacdes respiratorias, o teste de desencadeamento pode ser
continuado no domicilio do paciente, e os volumes de formula lactea devem ser aumentados
progressivamente, até a quantidade normalmente consumida diariamente. Os pais deverao
anotar qualquer manifestacdo que a crianga apresente. Os pacientes que nao apresentarem
manifestagdes clinicas compativeis com alergia alimentar devem ter agendadas reavaliagées
entre 7 e 30 dias apos inicio do desencadeamento. Se ndo ocorrerem sintomas neste periodo, o
teste é considerado negativo. Se em contrapartida, houver alguma reagao adversa, o paciente
deve ser reavaliado pelo médico e o teste deve ser interrompido, fato que confirma o teste do
desencadeamento positivo.

Quando se trata de APLV temos a imunoglobulina E mediando alergia que ocorre em
torno de 60% e hipersensibilidade ndo IgE em 40% nas reagbes adversas ao leite(53) e a
maioria das reag¢des mediadas por IgE envolve a pele e nas ndo IgE o trato gastrointestinal.
Envolvimento central da IgE na reacdo aos alimentos tem sido descrito. As proteinas do leite
tém sido bem caracterizadas e divididas: a caseina, 3 caseina, K caseina, a lactalbumina, e 3
lactoglobulina(54). No grupo mediado por IgE, ha uma significante correlacédo entre os niveis de
IgE e os niveis das outras imunoglobulinas isotipos de todas as proteinas do leite. Ha tendéncia
de individuos com altos niveis de IgE — especifico ao leite com altos niveis de IgA, 1gG1 e IgG4
especificos ao leite como uma resposta imunoglobulina poliisotipica . Achou-se que caseina foi o

alérgeno predominante na APLV em reacgdes IgE-mediadas. Nos pacientes com reagdes nao
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IgE-mediada da APLV temos doengas tais como a hipersensibilidade gastrointestinal, sindrome
enterocolite induzida por leite de vaca e gastroenterite eosinofilica alérgica, cujo diagndstico &
confirmado por bidpsia, com infiltrado de eosindéfilos na mucosa gastrica ou intestinal. Nestes
pacientes com sindrome gastrointestinal, temos a caseina com predominante antigénico (53).

Relacionando a atopia e a IgE utiliza-se uma combinacdo do Patch teste para atopia e
Prick teste da pele, quando combinados ddo uma sensibilidade de 100% e valor preditivo
negativo de 100%, mas especificidade de 50% e valor preditivo positivo de 76%(55). Nas
criangas com APLV, o sistema Unicap tem sensibilidade de 91% e especificidade de 74%(56).

As células T especificas a antigenos alimentares sao importantes na etiologia das
reagdes alérgicas a alimentos, sendo a liberagdo de citocinas padrao Th2 (IL4,IL5 e IL13) as
envolvidas. O CD25 é um importante marcador da ativacdo das células T, o CD30 esta
associado preferencialmente com producdo de citocinas Th2 e a expressao de CD26 esta
associada com a resposta Th1. Ha correlacdo na expressdo de CD26 e IFN-y e entre CD30 e IL4
(57).

O aumento da producdo de IL4 e decréscimo de IFN-y nas doengas atopicas tém sido
demonstrados em varios estudos (58). Nos pacientes com APLV ha uma diferenga na frequéncia
de marcadores CD4+, mas nao nos marcadores CD8+, que sdo em numero baixo nesses
pacientes. IFN-y e TNF-a s&o citocinas necessarias para adequada comunicagao celular do
neonato e ambas tém importante envolvimento na ativacido de células apresentadoras de
antigenos, nas células T e na tolerancia oral contra antigenos alimentares. Ha estudos
mostrando que atopicos e nos com APLV tém reducdo de IFN-y e TNF-a.

Um aumento significativo na secregcdo de TNF-a foi observado em pacientes com
excluséo da proteina do leite de vaca (59).

Ha indicagbes que na regulagdo da resposta imune durante a indugao da tolerancia, a
IL10 e TGF-[3 ou ambas tém papel importante (60). Criangas com APLV persistente sdo padrbes
Th2 e a producao de IL4 e IL13 esta correlacionada com a expressdo do marcador CD25. Os
pacientes alérgicos, mas ndo com APLV, apresentam alta produgéo de IL10 a qual esta positiva
e correlacionada com a producgao de IL4 e IFN-y com expresséo de CD25. Ja pacientes néo
alérgicos, ndo produzem altos niveis de citocinas e n&o expressam este marcador celular.
Concluiu-se que células T CD4+ ativadas com alta expressao de CD25 podem contribuir para a
resposta imune tolerogénica contra um antigeno, por meio da produgao de IL10.

A tolerancia a proteina do leite de vaca foi associada com aparecimento na circulagao de
células T regulatorias CD4+CD25+ (T reg) capazes de suprimir as células T efetoras na

reintroducéo do leite de vaca (61).
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Bactérias probidticas sdo propostas para aliviar a inflamagao intestinal em criangas com
alergia alimentar e sindrome dermatite/eczema atépica (62,63). Lactobacilus GG tem efeito no
aumento da producao de IFN-y em criangas com APLV (64).

O reconhecimento da APLV e seu diagndstico sao dificeis, uma vez que ndo ha um
exame unico ou combinagcdo de exames que definam esse diagnostico. Desta forma, o estudo
do perfil alérgico em criangas, no primeiro ano de vida, devera contribuir para as decisdes
clinicas quanto ao controle precoce e redugao destas manifestagoes.

Atualmente, tem sido sugerido um protocolo para diagndstico e tratamento da APLV em
lactentes (49), no entanto, muito pouco se conhece sobre os mecanismos imunoldgicos
envolvidos nesta alergia ou associados ao curso do tratamento. Assim, se faz necessario o
desenvolvimento de pesquisas com o intuito de evidenciar nao somente as reagdes

imunoldgicas no lactente, mas também as relagdes parentais e com outras doencas atopicas.
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Objetivo

Estudo do perfil alérgico a proteina do leite de vaca (APLV) em criangcas e suas
respectivas maes, por meio de avaliacao clinica e teste de desencadeamento aberto conforme
protocolo ESPGHAN; pesquisa de anticorpos IgE total e especificos para caseina o
lactoalbumina e [ lactoglobulina; alteragbes de citocinas plasmaticas IL4, IL5, IL10, IL2, TNF-a

e IFN-y; e, expresséao do fenétipo CD25 em células CD3+CD4+.
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Material e Métodos

Delineamento do estudo e populagcao

Os pacientes com suspeita de APLV foram convocados no periodo de abril a novembro
de 2007, junto as creches e consultérios de pediatras do municipio de Araraquara. Estes
pacientes foram encaminhados para avaliagdo clinica diagnéstica de APLV e preencheram o
protocolo de pesquisa, os termos de consentimento e de doagdo, em anexo. Foram colhidas
informacdes pelo pesquisador sobre a histéria da queixa atual e manifestagdes clinicas como o
inicio dos sintomas, a sua duragao, o ganho de peso adequado, as nauseas e vOmitos, a doenga
do refluxo gastroesofagico, a diarréia, a dermatite atdpica, a urticaria aguda, a rinite alérgica, o
broncoespasmo (chiado), a sindrome de alergia oral, a anafilaxia gastrintestinal e as evacuacoes
com estrias de sangue, sempre relatados pela mae ou responsavel.

Considerou-se importante colher informacdes a respeito da relagado entre a introducéo do
leite de vaca e seus sintomas, sua melhora no processo com exclusdo do leite de vaca e

derivados e, por fim, qual leite foi introduzido.

Definigées Clinicas

Atopia: presenca de manifestagcdes clinicas sugestivas de reagdes alérgicas, em
decorréncia de sensibilizagdo alérgica, tais como: rinite alérgica, asma, dermatite atopica,
urticaria, alergia alimentar.

Ganho de peso adequado: apresentacédo de déficit de ganho de peso em decorréncia da
APLV, diagnosticado por médico que segue o paciente de rotina, conforme relato da mae ou
responsavel, em relacédo as curvas de normalidade.

Rinite alérgica: presenga de sintomas tais como espirros, prurido nasal, coriza ou
obstrucao nasal, ndo relacionados a episddios de infeccao viral de vias aéreas superiores.

Provavel asma (chiado): presenca de chiado persistente, maior que 30 dias associado a

sensibilizagao alérgica, diagnosticado por médico que segue o paciente de rotina.
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Doenca do refluxo gastroesofagico (RGE): diagndstico de refluxo relatado pela mae ou
responsavel, diagnosticado por médico que segue o paciente de rotina, com sintomas tais como
inapeténcia, recusa alimentar, nauseas, vomitos e dores abdominais.

Urticaria Aguda: quadro de prurido e placas eritematopapulares de carater migratorio
minutos ou horas apds a ingestdo da proteina do leite de vaca, relatado pela mae ou
responsavel.

Sindrome da alergia oral: reagdo de carater imediato, com edema dos labios,
intumescimento da lingua, prurido e inchago palpebral.

Sangue nas fezes: sangue macroscoépico relatado pela mae ou responsavel.

Antecedentes alérgicos

Histéria pessoal de alergia: relato de asma, rinite alérgica, dermatite atdpica, urticaria,
diarréia e vomitos, diagnosticados por médico.

Histéria familiar de alergia: relato de asma, rinite alérgica, dermatite atépica, urticaria,
diarréia, e vomitos, diagnosticados por médico em pai, mée e/ou irmao(s).

Exame fisico do paciente.
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Teste do Desencadeamento Aberto.

Os pacientes com suspeita de APLV realizaram o Teste de Desencadeamento Aberto
com leite de vaca no consultério do pesquisador. Esse teste, conforme protocolo da Sociedade
de Gastroenterologia (49), € recomendado para o diagndstico de APLV em lactentes (conforme
relatado pela ESPGHAN, 1992) (47, 48, 50), e apresenta as seguintes fases:

1. Eliminagao de produtos do leite e derivados, da dieta, por 6-8 semanas, com boa evolugao
clinica.

2. Aplicagdo com gaze umedecida em férmula lactea sobre a pele e mucosa oral, com
observacao de reacado cutanea ou edema labial, confirmando o teste do desencadeamento
positivo, imediato.

3. Ingestdo oral de 10ml de férmula lactea e aumento do volume a cada 20 minutos por 2
horas; caso apresente sintomas, o teste € considerado positivo imediato.

4. Se ap6s as 2 horas, o paciente for assintomatico continua o teste em casa até se tomar o
volume normalmente consumido, e observar se ha manifestacbes em 7-30 dias, teste do
desencadeamento negativo, mas se tiver reagdes e ou sintomas o teste é considerado

positivo tardio.
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Algoritmo do Teste de Desencadeamento Aberto

A Figura 1 apresenta um esbogo do algoritmo do teste do desencadeamento aberto ao

leite de vaca, segundo o guia de diagnostico e tratamento da alergia a proteina do leite de

vaca da Sociedade de Gastroenterologia Pediatrica (47) (Vieira et al., 2006)

- B
Paciente mantido por 6-8 semanas em dieta de
exclusdo e apresentando boa evolucao
Contato de gaze umedecida em formula
ldctea com a pele e a mucosa oral
Reac3o cutanea eritematosa Assintomatico
ou edema labial
Ingerir 10ml de féormula ldctea e aumentar
o volume a cada 20 minutos por 2 horas
Assintomatico
Teste de Continuar o teste em casa. Aumentar
— desencadeamento o volume ingerido da formula até a
positivo quantidade normalmente consumida

Pais devemn anotar todas

h_ as manifestacoes clinicas

Reacao Adversa Reavéliaess co = i

(lesdes cutaneas, vomitos, diarréia, CaVE '7?:?30300"3_:3 s 2
manifestacoes respiratorias) e FE g a5
_. o desencadeamento
i —
Assintomatico
Teste de desencadeamento
negativo

Figura 1 — Algoritmo do Desencadeamento Aberto com Leite de Vaca(47) (extraido do Guia ae

Dagnéstico e Tratamento da Alergia a Proteina do Leite de Vaca (VIEIRA et al., 2006.)
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Caracterizagdo dos grupos

Tais informagdes possibilitaram a formagao de seis grupos: trés grupos formados por
criangas e trés grupos pelas suas respectivas maes (Tabela 1). O paciente atépico é aquele que
apresenta manifestagbes clinicas sugestivas de reagbes alérgicas, em decorréncia de
sensibilizagcdo alérgica, tais como: rinite alérgica, asma, dermatite atopica, urticaria, alergia

alimentar.

Tabela 1 — Caracterizagcédo dos grupos

GRUPO APLV Pacientes atopicos e alérgicos | Maes de pacientes atopicos e
ao leite de vaca alérgicos ao leite de vaca

GRUPO AC Pacientes atdpicos e nao | Maes de pacientes atdpicos e
alérgicos ao leite de vaca nao alérgicos ao leite de vaca

GRUPO NAC Pacientes sem atopia Maes de pacientes sem atopia

Foram colhidas amostras de sangue periférico dos seis grupos, em dois volumes de 3,0
mL, com scalp e seringa de 10 ml, sendo que uma amostra foi transferida para tubo pediatrico
contendo anti-coagulante EDTA e outra para tubo sem EDTA. As coletas foram realizadas pela
equipe do Laboratoério de Imunologia Clinica.

As amostras dirigidas a tipagem de linfocitos foram analisadas imediatamente, junto ao
Hemocentro de Ribeirdo Preto, setor de Citometria de Fluxo. A separagao do soro foi realizada
por meio de centrifugagcdo a 400 g durante 15 minutos. As amostras de plasma foram
armazenadas em tubos eppendorf esterilizados e devidamente identificados com as iniciais e
cédigo laboratorial de cada paciente, sendo mantidos em freezer a — 20 ° C até o momento de

uso.
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Imunofenotipagem linfocitaria

A tipagem de linfécitos T segue os procedimentos padronizados para a detecgdo dos
linfécitos T CD3/CD4, CD3/CD8 e CD4/CD25, por meio do método de Citometria de Fluxo no
sistema BD FACSCalibur (Becton-Dickinson Immunocytometry Systems, California-USA).

Para a realizagdo da técnica foram usados anticorpos monoclonais especificos ligados
aos seguintes fluorocromos: CD4 — FITC (Isotiocianato de fluoresceina), CD8 — PE (Ficoeritrina),
CD3 — PerCP (Peridinin Clorophil Protein) e CD25-PE, e quando colocados na presenga de 50uL
de sangue total, puderam se identificar as células contendo os marcadores de superficie

especificos.

Determinagao de Citocinas Séricas

As amostras de soros armazenadas a —-20° C foram descongeladas a temperatura
ambiente e analisadas quanto a presenca das citocinas IL4; IL5; IL10; IL 2; TNF-a e IFN-y, por
citometria de fluxo por particulas ( “bead”) ligadas com PE padréo, produto da BD Bioscienses :
“ Cytometric Bead Array ( CBA)”. O procedimento foi realizado conforme descrito no manual de
instrucdo do BD™ Cytometric Bead Array (CBA) for Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il. Utilizou-se
para analise das amostras o Software BD CellQuest™ e formatacao e analise subsequente por
meio do Software BD™ CBA.

Protocolo CBA

Primeiramente foi realizado o preparo dos padrées de citocinas, em que se reconstituiu
um padrao de liofilizados com 200 pL de diluente, sendo em seguida equilibrado por 15 minutos,
agitou-se bem e foram feitas diluicbes seriadas padrdes (1:2/ 1:4/ 1:8/ 1:16/ 1:32/ 1:64/ 1:128/
1:256/ branco). Adicionou-se 900 uL de diluente no tubo padrao e 300 pL de diluente nos outros
tubos de diluicbes seriadas e se transferiu 100 uL das solugbes padrao concentradas no tubo

padrdao, homogeneizando bem e transferindo 300 pL para outro tubo.
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No preparo das particulas de captura para analise de citocinas no soro, Obteve-se um
numero de amostras de 50 tubos, e para a curva padrao 10 tubos (Figura 2), num total de 60
tubos. Agitou-se vigorosamente cada suspensdo de particulas antes de mistura-las (vortex), e
misturou-se 220 uL de cada particula e centrifugou-se a mistura de particulas 200 g por 5
minutos, retirou-se o sobrenadante cuidadosamente, ressuspendeu-se a mistura de particulas
(no mesmo volume retirado) com soro padrdao tamponado e agitou-se bem (vortex), depois
incubou-se a mistura por 30 minutos a temperatura ambiente no escuro.

No preparo das amostras utilizou-se soro dos pacientes sem diluicdo e agitou-se bem a
mistura de particulas (vortex) e adicionou-se 20 yL em cada tubo teste e tubos curva-padrao, e
mais 20 pL reagente PE, e acrescentou-se 50 pyL das diluicbes dos padrbes nos tubos
respectivos e 50 uL do soro dos pacientes nos tubos respectivos, incubou-se por 3 horas a
temperatura ambiente no escuro, adicionou-se 1 ml de tampao em cada tubo e centrifugou-se
200 g por 5 minutos, descartou o sobrenadante cuidadosamente, 300 yL de tampao padrao
foram adicionados em cada tubo para ressuspender as particulas, a seguir adquiriu-se no
citbmetro, para fazer a leitura.

No preparo das particulas de calibragdo, 30minutos antes de acabar a incubacido das
amostras, foi feito o dobro do indicado; adicionou-se 100 pL das particulas de calibragao (agitou-
se no vortex antes de usar), e adicionou-se nos tubos :Tubo A - somente o tampéao; no Tubo B -
100 L de controle positivo FITC, e no Tubo C - 100 yL de controle PE positivo. Incubou-se 30
minutos a temperatura ambiente, no escuro, e adicionou-se 800 uL de tampao nos tubos B e C,
e 900 pL tampéo no tubo A, usaram-se tubos para calibragado do citdmetro e montou-se a curva

padrdo das citocinas ( Figura 2)
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Determinagdo do IgE total e IgE especifico as proteinas do leite de vaca: caseina, a

lactoalbumina, e B lactoglobulina (Método ImmunoCAP ™)

As amostras de soros armazenadas a —-20° C foram descongeladas a temperatura
ambiente e analisadas quanto a presenga de IgE total e especifica, conforme o manual do IgE
especifico ImmunoCAP ™ .| O tempo total de um ensaio é de 2,5 horas, as incubagbes séo
efetuadas a 37°C pelo aparelho.

O alérgeno de interesse, acoplado covalentemente ao ImmunoCAP reage com a IgE
especifica da amostra de soro do paciente estudado. Apds lavagem das IgE ndo especificas,
adicionam-se anticorpos contra IgE marcados enzimaticamente, para formagdo de complexos
que apos incubacado a anti-IgE nao ligada é lavada, procedendo-se a incubagdao do complexo
ligado com o substrato. Apds parar a reacdo, mede-se a fluorescéncia do eluido. Quanto mais
alto o valor da resposta, maior a presenca de IgE especifica na amostra. Para avaliar os
resultados do ensaio, a resposta das amostras dos pacientes € convertida em concentragdes
através da utilizacao de uma curva de calibragao.

O software do aparelho ImmunoCAP 100 ¢ estabelece limites de aceitagcao para a curva
de calibracdo e para os controles de curva. O aparelho ImmunoCAP 100 ¢ e o seu software
incorporado realizam todos os passos de ensaio e imprimem os resultados automaticamente no
final da dosagem. Esses resultados sao impressos em Unidades IgE especificas InmunoCAP
(KUA/l) , onde o A representa os anticorpos alérgeno-especificos. Valores de 0,35 KU/l e
superiores representam um aumento progressivo na concentragdo relativa de anticorpos
alérgeno-especificos. Resultados abaixo de 0,35 KU/l representam auséncia ou niveis

indetectaveis de anticorpos alérgeno-especificos.

Analise Estatistica
Os resultados foram analisados pelo teste Kruskall-Wallis , ndo paramétrico, para

determinar a significancia das diferengas estatisticas entre os grupos estudados, estabelecendo

um nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS
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Resultados

Perfil clinico da populagao estudada
Com os resultados de investigacdo formaram-se seis grupos sendo trés grupos formados
por criangas e trés grupos pelas suas respectivas maes (Tabela 2):
= Grupo APLV composto por 10 criangas atdpicas e alérgicas ao leite de vaca, com idade
média de 17,25 meses (sd=14,8 meses, mediana = 16,5 meses ) e as respectivas maes;
= Grupo AC composto por 8 criangas atépicas e nao alérgicas ao leite de vaca, com idade
média de 25,6 meses (sd= 17,4meses; mediana 21 meses) e as respectivas maes;
= Grupo NAC composto por 7 criangas sem atopia, com idade média de 34 meses ( sd=
17,8, mediana 44 meses) e as repectivas maes, constituindo o grupo controle.

Tabela 2 — Distribuigao dos grupos, faixas etarias.

Criangas Maes
GRUPO APLV 10 criancas, idade média= | 10 maes
17,25 meses,

mediana =16,5 meses

( sd = 14,8meses)

GRUPO AC 8 criancas , idade média= | 8 maes
25,6 meses,
mediana 21 meses

(sd =17,4 meses)

GRUPO NAC 7 criancgas , idade média = | 5 maes
34 meses
mediana 44 meses

(sd =17,8 meses)

As criangas do APLV, com a idade de inicio dos sintomas de 5,1meses apresentaram os
seguintes sintomas: alteragdo de ganho de peso (50%), nauseas e vOmitos (40%), presencga de
doenca do refluxo gastroesofagico (40%), diarréia (40%); dermatite atépica (40%); urticaria
aguda (40%); rinite alérgica (80%) ; chiado (50%); sindrome oral (10%) e sangue nas fezes
(30%) (Tabela3).

Tabela 3 — Sintomas e sinais presentes nas criangas com APLV

Grupo A
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Idade inicio 5,1meses

Alterou ganho de peso 50,00%
Nauseas Vémitos 40,00%
Doenca RGE 40,00%
Diarréia 40,00%
Dermatite Atdpica 40,00%
Urticaria Aguda 20,00%
Rinite Alérgica 80,00%
Chiado 50,00%
Sindrome Oral 10,00%
Sangue nas fezes 30,00%

Nas criangas do grupo AC houve a presenca de sintomas atdpicos gerais, ja que elas
ingerem o leite de vaca sem sintomas relacionados ao mesmo. Ja nas criangas do grupo NAC,
temos aquelas que n&o sdo atopicas, ou seja, ndo apresentaram sintomas relacionados a alergia
a proteina do leite de vaca.

O teste de desencadeamento no grupo APLV, confirmou positividade imediata em 60%
das criangas dentro das primeiras 2 horas, ja 40% das criangas mostraram positividade dentro
de 7-30 dias, apds exposicéo ao leite de vaca (Tabela 4). Nas demais criangas, dos grupos AC e
NAC ndo foi feito o teste do desencadeamento, pois estas ingeriram o leite de vaca
rotineiramente, sem apresentar sintomas. Os antecedentes pessoais e familiares de atopia

estiveram presentes em 100% dos grupos APLV e AC, mas nao presentes no grupo NAC.

Tabela 4 - Teste do desencadeamento aberto ao leite de vaca.

Criangas APLV
Introdugao do leite de vaca e sintomas 100%
Melhora dos sintomas com exclusao do 100%
leite de vaca
Sintomas que persistiram: Rinite 67%
alérgica e chiado
Teste do desencadeamento aberto ao
leite de vaca imediato (2 horas) 60%
Teste do desencadeamento aberto ao
leite de vaca tardio 40%

(7-30 dias)

Expressao de marcadores de superficie celular (imunofenotipagem de linfécitos)
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Na fenotipagem dos linfocitos sanguineos observou-se que os linfocitos CD3+CD4+ e
CD3+CD8+ tanto para as criangas quanto para as maes nao sao obtidas diferencas estatisticas
entre os grupos (p>0,05). Em relacédo aos fendtipos CD4+CD25+ observaram-se diferengas
estatisticas significantes (p<0,05) entre os grupos AC e APLV e o grupo NAC. Os linfocitos
CD4+CD25+ apresentam maior evidéncia nas criangas e maes dos grupos APLV e AC, que sao
0s grupos alérgicos, e ndo aparecem no grupo NAC, grupo controle, e observa-se uma
tendéncia de maior numero de linfécitos CD4+CD25+ no grupo alérgico ao leite de vaca para as

criangas e nao para as maes (Tabela 5).

Tabela 5 — Fenotipagem dos linfécitos nos diferentes grupos de criangas e suas respectivas

mées .
Criangas Maes*
APLV AC NAC APLV AC NAC
Parametros
(x10°/uL) (x10°/uL) (x10°/uL) (x10°/uL) (x10°/uL) (x10°/uL)
Leucdcitos 9,45%1,96 9,38 + 3,36 10,57 £2,01  6,86+1,20 7,28 £+ 3,00 7,74 + 1,56
Linfécitos 4,85+1,27 5,00 £ 1,35 6,65+ 2,25 2,26+,0,54 2,04 £ 0,57 2,52+ 0,55
Linf. CD3+CD4+ 1,91+1,85 1,99 + 0,92 2,18+ 0,70 0,931 0,32 0,80 £ 0,26 0,95+ 0,17
Linf . CD3+CD8+ 0,81+0,34 0,99+ 0,41 1,20 +0,52 0,54+ 0,,22 0,48+ 0,17 0,68 +0,19
Linf. CD4+CD25+ 0,016+ 0,025° 0,007+ 0,05* 0,0001° 0,004+ 0,05 0,005+ 0,008 0,0001

2eb com diferenga estatistica p< 0,05

* N&o houve diferenga estatistica significante entre os grupos estudados ao nivel de 5%.

Uma crianga do grupo APLV com 4.5 meses de idade, apos contato peri-labial com leite
de vaca, apresentou inchago, vermelhidao (sindrome oral), com contagem dos linfocitos

CD4+CD25+ de 0,080x70°cell./uL, cinco vezes maior em relagdo a média do mesmo grupo
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(0,016+ 0,025 x10%/uL), mostrando que estas células podem estar envolvidas na mediagdo do
processo alérgico e na alergia as proteinas do leite de vaca (Figura 3).

Uma crianga do grupo AC, com idade de 23 meses, que ingere leite de vaca sem sinais e
sintomas caracteristicos, com bom ganho de peso, sem lesdes de pele, sem vomitos ou diarréia,
mas com queixa de rinite alérgica, apresentou uma contagem dos linfécitos CD4+CD25+ de
0,005x70°%cell./uL, resultado proximo a média do mesmo grupo (0,007+ 0,005x 103/uL),
mostrando que estas células podem estar presentes no processo alérgico geral (Figura 4).

Em uma crianga do grupo NAC, com idade de 44 meses, que ingere leite de vaca sem
sinais e sintomas caracteristicos, com bom ganho de peso, sem lesdes de pele, sem vomitos ou
diarréia, mas sem queixas de rinite alérgica ou atopias, ndo foram detectados linfocitos
CD4+CD25+, mostrando que estas células ndo aparecem como nos grupos anteriores (Figura
5).

35



MES 153.04.07.001

S&C-Height
0 200 400 600 800 1000

o

CD4PE
100 10! 102 10 10t

it T

SRR L LEaaa

200 400 00 800 100
FSC-Height

MES 15.04.07.001

Mouse lgG2a PE
100 10! 102 10° 10t
|

10°

1wl 102 10® 10t
Mouse IgG1 FITC

MES 13.04.07.005

102 108 10t

CD4PE

1% 1o

10

1 402 104

o 102
cD2s BTG

MES 13.04.07.003

sovgal o ipesl 5o usml

CD8 PE

MES 13.04.07.001

MES 13.04.07.004

1402 403 104

10

=5
i
=
28—5_“
s E M
S F 3 |
= 3 I M2
= 3
=
10?2 10?102 1@ 10?
Mouse IgG1 FITC
o _ MES 13.04.07.005
i
=]
zgél_J
s E M
S&4
=3 M2
= 4
10? 107 102 109 104
CD25 FITC

0 1

10

102 10
CD3 FITC

3

10

Page 1

Figura 3 — Analise por citometria de fluxo de subpopulagdes de linfocitos T. Exemplo de

resultado de uma crianga do grupo APLV.
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crianga do grupo AC .
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Perfil sérico das citocinas padrao Th1/Th2

A determinagdo das citocinas séricas relacionadas aos fendtipos Th1 e Th2,
respectivamente, IL -2, TNF- a, INF- y e IL-4, IL -5, IL -10, pela técnica CBA realizada por
citometria de fluxo, entre os grupos estudados, nado apresentou diferengcas estatisticas
significantes (p>0,05). Na Tabela 6 s&o apresentadas as médias com os respectivos desvios-
padrao obtidos nos trés grupos. Observa-se uma tendéncia do fendtipo Th2 com secregao de IL-
10 (4,0£4,0 pg/mL) no grupo APLV, porém nao significante (p>0,05), ficando prejudicada a
analise de correlacdo entre os grupos devido as diferengcas entre os numeros de individuos

participantes deste estudo.

Tabela 6 — Padrdo das citocinas séricas nos grupos das criangas e suas respectivas maes

Criancas™ Maes*
Padrao de APLV AC NAC APLV AC NAC
regulacao citocinas
(. (pg/mi)  (pg/ml)) (pg/mi) (pg/mi) (pg/ml)) (pg/mi)
séricas
Th2 IL4 22 +16 25 +20 3,3 £0,7 19 £15 1,9 15 39 £0,7
IL5 57 £40 45 +26 28 +0,7 30 +13 29 +1,3 29 14
IL10 40 £40 25 +1,0 25 +20 1,3 £1,2 1,3 £1.1 20 £0,5
Th1 IL2 1,1 +10 1,3 £19 1,7 £1,3 1,5 1,6 1,1 £1,2 1,3 £1,2
TNFa 20 +13 25 +28 2,0 £0,5 1,2 £11 1,56 £0,7 2,7 +11
INF y 1,8+16 22 +28 20 £1,4 22 +25 0,5 +£1,3 3,2 £3,9

(*) Nao houve diferenca estatistica significante entre os grupos estudados ao nivel de 5%.

39



Perfil sérico do IgE total e IgE especifico as proteinas do leite de vaca: caseina, a

lactoalbumina, e B lactoglobulina (Método ImmunoCAP ™)

Na determinagao da IgE total houve uma maior presengca no grupo APLV, porém nao
significante (p>0,05), ficando prejudicada a analise de correlagado entre os grupos devido as
diferencas entre os numeros de individuos participantes deste estudo. Encontramos uma média
de IgE especifica positiva para a lactoalbumina e B lactoglobulina (consideram-se positivos os
valores >0,7 KU,/l), sendo que estas IgE especificas ndo se evidenciaram nos outros grupos ,
tanto de atopicos , quanto do grupo controle . Aparece caseina com valor fraco, ndo considerado

positivo na literatura em geral.

Tabela 7 — IgE total e especifica as proteinas do leite de vaca das criancas e suas respectivas

maes

Criangas Mées

IgE sérico APLV AC NAC APLV AC NAC

IgE total UL/mI * 56,1+112,6  13,37£17,0 7,52+5,12 64,9+127,3 37,12+51,02  3,12+1,32

Caseina KU/ 0,11+0,23 0 0 0 0 0

a lactoalbumina 0,778 0 0 0 0 0
KU/ +1,25**

B lactoglobulina 0 0 0 0 0
KUA/I 0,7+1,27**

*N&o houve diferenga estatistica significante entre os grupos estudados ao nivel de 5%.

* *consideram-se valores =0,7 KU/l como positivo
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Discussao

A alergia as proteinas do leite de vaca (APLV) e os mecanismos efetores relacionados ao
seu desencadeamento tém sido alvo de inumeros estudos. Sabe-se que a funcéo das células T
especificas a alimentos na mediagdo deste fenbmeno em criangas alérgicas ao leite difere
grandemente na produgao de citocinas entre as subpopulagées Th1 e Th2.

Sendo assim, em nosso estudo, buscamos avaliar as caracteristicas de trés grupos de
criancas e suas respectivas méaes conforme a tolerancia ou ndo as proteinas do leite de vaca. A
idade de inicio dos sintomas foi precoce, 5,1 meses de idade, fato que coincide com o momento
da retirada do leite materno, uma vez que é consenso que este é o alimento ideal para a nutricdo
do lactente, segundo recomenda a AAP (Academia Americana de Pediatria), a ESPACI
(Sociedade Européia de Alergologia e Imunologia Clinica) e a ESPGHAN (Sociedade Européia
de Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia e Nutricdo) (16,17).

No grupo de criangas com alergia a proteina do leite de vaca (APLV) observaram-se
sinais e sintomas que envolveram a pele, o trato gastrointestinal e o respiratério (41), como se
pode observar na Tabela 3, sendo que esses desapareceram com a exclusao do leite de vaca e
reapareceram no teste de desencadeamento. A positividade do teste de desencadeamento foi
de 60%, imediatamente nas primeiras 2 horas e em 40% aparecem sintomas com 7-30 dias
apos a reintroducao do leite de vaca (Tabela 4), o que sugere, como relatado na literatura, uma
resposta alérgica mediada por IgE que ocorre em torno de 60% e hipersensibilidade ndo IgE em
40% nas reagdes adversas ao leite e a maioria das reagdes mediadas por IgE envolvem a pele e
nas nao IgE o trato gastrointestinal (53).

Observamos a presenca de células CD4+ CD25+ nos grupos alérgicos: APLV e AC das
criangas e suas respectivas maes, enquanto que nos nao alérgicos ndo houve detecgédo destas
células, conforme observado na Tabela 5. Uma maior variabilidade no grupo APLV foi
constatada em relagdo a dosagem de linfécitos CD4+ CD25+, pois no mesmo grupo houve
varios graus (atopy status) de alergia ao leite de vaca, desde quadro leve a quadros mais
graves, quadros imediatos e quadros tardios; apesar de n&o se constatar diferenca estatistica,
notamos que no grupo APLV houve uma tendéncia a maior positividade das células

CD4+CD25+ em relagéo aos demais grupos para as criangas.
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A expressao dos marcadores de superficie CD25, CD30 aumentam nos clones de células
T especificas ao leite de vaca e diminui apos desenvolver tolerancia, evidenciando a importancia
das células T especificas na patogénese da alergia alimentar e a sua tolerancia (57). A
tolerancia ao leite de vaca é associada ao aparecimento de células T (T reg) CD4+ CD25+ que
sdo capazes de suprimir as células T efetoras na reintroducdo do leite de vaca (61). O
desenvolvimento de doencgas alérgicas como rinite, asma e eczema atopico € controlado por
varias populagdes de células T incluindo T reg CD4+ CD25+ (67). Nas doengas alérgicas a
funcdo das células T reg CD4+ CD25+ é dependente da concentragcdo e do tipo de alérgeno
respectivo aos diferentes limiares de alergia nos pacientes (68).

Na literatura atual, os estudos mostram que in vitro as células T reagem contra antigenos
do leite de vaca, e no presente estudo buscamos quantificar as citocinas relacionadas aos
fendtipos Th1 e Th2 diretamente no soro. Observamos uma maior tendéncia de expressdo com
secrecao sérica da IL-10 (Tabela 6), sugerindo um mecanismo dependente de Th2/Th3 na
inducdo da auto-tolerancia nas criancas alérgicas ao leite de vaca.

A IgE total ficou mais evidente no grupo APLV, do que nos outros grupos, sugerindo que
essas criangas tém seu processo imunopatoldgico, com envolvimento desse anticorpo, como
relatado na literatura nos casos de APLV e sendo um fator de risco para outras atopias ( 69 ).

Na literatura ha relatos mostrando a caseina como o principal alérgeno da APLV (70 ), ja
no nosso estudo ficou mais evidente a a lactoalbumina e B lactoglobulina.

Para finalizar, cabe mencionar que nosso estudo aponta que criangas alérgicas ao leite de
vaca apresentam uma maior positividade de linfécitos tipo CD4+CD25+ (Treg), com aumento de
IL-10, e com alérgenos como as proteinas a lactoalbumina e B lactoglobulina mais evidentes.
Isso pode sugerir novas perspectivas de estudos no sentido do controle da alergia, induzindo a

mecanismos de tolerancia a proteina do leite de vaca.
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CONCLUSOES

A utilizacao do teste de desencadeamento aberto com leite de vaca, segundo o protocolo
da Sociedade de Gastroenterologia, mostrou-se pratico para o diagnostico de APLV em

lactentes no dia-a-dia de um consultorio de pediatria.

Os linfocitos CD4+CD25+ apresentam maior evidéncia nas criangas e maes dos grupos

atopicos que no grupo controle.

Observa-se uma tendéncia de maior numero de linfécitos CD4+CD25+ no grupo alérgico

ao leite de vaca para as criangas e nao para as maes.

A determinagdo das citocinas séricas relacionadas aos fendtipos Th1 e Th2,
respectivamente, IL -2, TNF- a, INF- y e IL-4, IL -5, IL -10, pelos grupos estudados, nao
apresentou diferengas estatisticas significantes (p>0,05). Porém observa-se uma tendéncia do

fendtipo Th2 com secregao de IL-10 no grupo APLV.

Na determinagcdo da IgE total houve uma maior presenga no grupo APLV, porém néo

significante (p>0,05).

Encontramos IgE especifica positiva para a lactoalbumina e B lactoglobulina, no grupo
APLV.
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Anexo | - Protocolo de pesquisa

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas / UNESP Araraquara
Protocolo da pesquisa “APLV : uma proposta imunolégica”

Identificagao Numero:

Nome

Data nascimento idade sexoM( ) F()

Endereco

CER :

Mae Pai

Telefone data : horario do atendimento

Queixas e manifestacoes clinicas :

Data do inicio dos sintomas : duragdo :

Ganho de peso adequado: sim  ndo
Nauseas e vOmitos : sim  nao

Doenga do RGE : sim nao

Diarréia : sim nao

Dermatite atopica presente : sim nao
Urticaria aguda ( < 6 semanas) : sim nao
Rinite alérgica : sim nao
Broncoespasmo : sim nao

Sindrome de alergia oral : sim ndo
Anafilaxia gastrintestinal : sim nao
Evacuacdes com estrias de sangue : sim ndo

Relagdo entre introdug¢do do alimento e sintomas , tempo :
Melhora do processo com exclusdo do alimento :
Persisténcia dos sintomas ap6s exclusio :
Suspenso leite de vaca e derivados data :
Iniciado qual leite : data :
Sintomas regrediram :

Quais ? :
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Antecedentes

Histéria de doenca alérgica

( diagnostico por médico )

Paciente Asma RA DA Urticaria diarréia VOmitos
Maie Asma RA DA Urticaria diarréia VOmitos
Pai Asma RA DA Urticaria diarréia VOomitos
Irmdos Asma RA DA Urticaria diarréia VOmitos

Exame Fisico :

Peso : estatura
Estado geral : bom regular péssimo
Pele com lesoes :
Nariz , sintomas :
Orofaringe :
Ausculta pulmonar :

Ausculta cardiaca :
Outros achados :



Anexo Il - Termo de consentimento

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
UNESP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da pesquisa

“Alergia ao leite de vaca : uma perspectiva Imunolégica “

Pesquisador (médico especialista em alergia):Silvio César Zeppone CRM 80 887
Local da pesquisa : cidade de Araraquara / consultério médico e Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas-UNESP

Objetivo e Procedimentos do Trabalho

Senhores pais ou responsaveis;

Este € um estudo desenvolvido pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-UNESP e tem
por finalidade investigar algumas das provaveis causas dos sintomas da alergia ao leite de vaca.
Nosso trabalho se divide em duas etapas: 1) faremos a avaliagao clinica das criangas com
suspeita de alergia ao leite de vaca, submetendo-as ao teste alérgico denominado prick test
que sera feito pela aplicagao na pele da crianca de substancias alergénicas para a confirmacgao
de seu diagnéstico; e outra, onde colheremos dois tubos de 3 mL de sangue das criangas e de
suas maes, para avaliagao laboratorial de células e proteinas relacionadas com a manifestacéo
alérgica.

Ao participar desse trabalho estara contribuindo para melhorar nossos conhecimentos a
respeito dos fatores envolvidos na alergia ao leite de vaca e atuar de forma a controla-los,
diminuindo com isso suas manifestacdes e consequéncias.

Para a realizagao dessa pesquisa sera necessario a doagao de amostras de sangue de
seu filho(a) e também da (mae), onde serao avaliados os linfécitos (células de defesa do
organismo e responsaveis pelo desenvolvimento da alergia), os anticorpos IgE especificos para

proteinas do leite de vaca e proteinas relacionadas com as atividades alérgica e inflamatoéria.
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A participacao da mae e de seu/sua filho(a) como voluntarios devera ter a duragao de 6
meses, a contar de julho de 2007 .
Informamos ainda que:

* nem a mae ou seu filho(a) serdo expostos a riscos ao participar dessa pesquisa e que a
coleta de sangue tera desconforto minimo.

* Os materiais empregados na coleta de sangue serao descartaveis.

* Os retornos ao laboratério ou a clinica serdo feitos todas as vezes que solicitado pelo
medico responsavel, pesquisador desse projeto, sendo estes comparecimentos previstos
nos protocolos usados para monitoramento em clinicas de alergia.

 Os procedimentos aos quais serdo submetidos ndo provocardo danos fisicos ou
financeiros e por isso ndo havera a necessidade de ser indenizado por parte da equipe
responsavel por esse trabalho ou pela Instituigdo (FCF/UNESP).

* O leite que as criangas vao utilizar serdo entregues pelos proprios CERs ( creches) da
prefeitura conforme ja realizado .

* Os nomes dos participantes serdo mantidos em sigilo, assegurando-lhes a privacidade e
se desejar sera informado sobre os resultados dessa pesquisa.

* O participante podera se recusar a participar ou mesmo retirar seu consentimento a

qualquer momento da realizagdo dessa pesquisa, sem nenhum prejuizo ou penalidade.

Qualquer duvida ou solicitagdo de esclarecimento podera ser feita pessoalmente ou por
telefone com a equipe cientifica: Médico Silvio César Zeppone, fone (0xx16) 3335 9290/3331
2493, e, Prof. Dr. Paulo Inacio da Costa, fone (16) 3332-0486/3301-6100.

Para notificagcao de qualquer situacao, relacionada com os aspectos éticos desse
trabalho, que nao puder ser resolvida pelos pesquisadores, devera ser feita pelo contato com o
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de
Araraquara da UNESP, pelo telefone (0XX16) 3301-6897.

Diante dos esclarecimentos prestados e se de acordo, solicitamos que preencha e assine

o presente Termo de Consentimento.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Araraquara, de de 200
Eu
, RG , Estado Civil , ldade anos, Residente
na
, n°
Bairro , Cidade , Telefone ,

Diante dos esclarecimentos prestados, estou de acordo e autorizo além de minha participacao a

de meu filho(a)

,impubere, nascido aos

.......... [iceeeeeeeuannid ..., como voluntarios do estudo sobre "Alergia ao leite de vaca: uma

perspectiva imunoldgica”.

Assinatura do Voluntario e Responsavel

Assinatura do Pesquisador

Araraquara, / /
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Anexo lll- Termo de doagao

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
UNESP

Termo de doagédo de material biolégico

Nome da pesquisa

“Alergia ao leite de vaca : uma perspectiva Imunolégica “

pesquisador ( médico especialista em alergia ) : Dr. Silvio César Zeppone CRM 80 887

Local da pesquisa : cidade de Araraquara / consultorio médico

3 OSSR SS P yRG
nacionalidade .............cccoevuuuvnnnnnn. , maior e responsavel, estado civil ...........ccccveeenenns , profissao
..................................... , TESIAENLC. ... eeennnnnenes, €1AAAE i,
(] 7216 [0 SRR , 1o pleno gozo de minhas faculdades mentais € de minha livre e espontanea

vontade autorizo a retirar amostra de meu sangue, a qual serd doada e utilizada na pesquisa “Alergia ao
leite de vaca : uma perspectiva imunologica ”, sob a responsabilidade do pesquisador Dr. Silvio César

Zeppone .

Araraquara, ....../ .../ .cccuue.n..
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Anexo IV - Tabelas de resultados

Criancas do grupo APLV sintomas presentes e idade de inicio dos sintomas

Pacient | Idade Ganho | Nauseas | Doenga | Diarréia | Dermatite | Urticaria | Rinite Chiado | Sind. | Sangue
e inicio peso Voémitos | RGE Atopica Aguda Alérgica Oral fezes
A1 2,5m sim nao nao nao nao nao nao nao nao sim
A2 6m nao nao nao nao nao nao sim sim nao nao
A3 15m nao sim sim sim sim nao sim sim nao nao
A4 4dm sim Sim sim sim nao nao sim sim nao sim
A5 im nao Nao nao nao nao nao sim sim nao sim
AB 2m nao Sim sim nao nao nao sim nao nao nao
A7 4.5m sim Nao nao nao sim nao sim nao sim nao
A8 4,5m sim Nao nao nao nao sim nao nao nao nao
A9 5,5m sim Sim nao sim sim nao sim nao nao nao
A10 6m nao nao sim sim sim sim sim sim nao nao
Média
Freqién | 5,1m 50% 40% 40% 40% 40% 20% 80% 50% 10% | 30%
Cla

Criangas grupo APLV - relagcdo da introdugdo do leite de vaca com sintomas e teste do

desencadeamento aberto ao leite de vaca.

Paciente Introdugdo do | Melhora com | Sintomas que | Teste do | Teste do
leite de vaca | exclusdo do | persistiram: desencadeamento desencadeamento ao
com presenga | leite de vaca | Rinite aberto ao leite de vaca | leite de vaca tardio (7-
sintomas alérgica, imediato ( 2horas) 30 dias )

chiado

A1 sim sim Nao positivo /

A2 Sim sim sim negativo positivo

A3 Sim sim Sim negativo positivo

A4 Sim sim Sim negativo positivo

A5 Sim sim sim positivo /

A6 Sim sim sim positivo /

A7 Sim sim nao positivo /

A8 Sim sim nao positivo /

A9 Sim sim sim positivo /

A10 Sim sim sim negativo positivo

Frequéncia | 100% 100% 66,6% 60% 40%
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Criangas do grupo APLV — Fenotipagem linfocitaria por Citometria de fluxo

paciente | Leucdcitos | Linfécitos % | CD3CD4 % CD3CD8 % CD4CD25 Relacao
totaisx 10° | totaisx10® | gated | positivos gated | positivos gated | positivos CD4/CD8

A1 8,1 4,7x10° 30,47 | 1432 11,37 | 534 0,36 | 17,0 2,68

A2 9,0 2,5x103 29,64 | 741 21,26 | 531 0,17 4,25 1,40

A3 9,5 5,6x10° 19,5 1092 24,3 | 1360 0,09 |5,04 0,80

A4 12,6 5,0x10° 42,63 | 2131 17,88 | 894 0,15 7,50 2,40

A5 7,3 3,4x10°3 51,43 | 1749 15,562 | 528 0,05 1,70 3,32

A6 7,6 4,3x10° 45,27 | 1946 16,52 | 710 0,10 |4,30 2,74

A7 13,0 7,0x103 50,56 | 3539 19,7 | 1379 1,15 |80,5 2,60

A8 8,9 5,5x10° 40,78 | 2242 12,48 | 686 0,02 1,10 3,20

A9 8,3 5,8x10° 48,80 | 2830 17,23 | 999 0,0 0 2,80

A10 10,2 4,7x10° 30,35 | 1426 10,86 | 510 0,84 |40,0 2,80

Média 9,45 +1,96 | 4,85+1,27 | 38,90 | 1913+1850 | 15,6 | 8131340 0,29 | 16,025 2,48

Criangas do grupo AC — Fenotipagem linfocitaria por Citometria de fluxo

paciente | Leucécitos | Linfocitos % | CD3CD4 % CD3CD8 % CD4CD25 Relacéo
totais x10°® | totaisx10® | gated | positivos gated | positivos gated | positivos CD4/CD8

B1 7,3 3,9 27,93 | 1089 13,68 | 533 0,22 |8,6 2,04

B2 16,6 6,1 34,71 | 2117 23,28 | 1420 0,18 | 11,0 1,50

B3 6,3 3,5 32,79 | 1148 30,98 | 1084 0,15 |5,3 1,10

B4 11,1 6,2 39,0 2481 28,45 | 1764 0,11 17,0 1,40

B5 7,5 4,3 41,7 1793 19,28 | 829 0.13 | 5,6 2,16

B6 9,5 7,2 54,69 | 3957 11,05 | 796 0,23 | 16,6 5,00

B7 9,9 4,8 32,58 | 1564 18,20 | 874 0,03 | 1,44 1,79

B8 6,8 3,8 47,57 | 1807 17,80 | 676 0,01 ]0,40 2,67

Média 9,38+3,36 | 5,0+1,35 | 38,9 19954920 20,3 [ 997+410 0,13 | 7,045,0 2,20

Criancas do grupo NAC — Fenotipagem linfocitaria por Citometria de fluxo

paciente | Leucdcitos | Linfécitos % | CD3CD4 % CD3CD8 % CD4CD25 Relagao
totais x10® | totaisx10® | gated | positivos gated | positivos gated | positivos CD4/CD8

C1 8,5 6,1 26,60 | 1623 13,51 | 824 0,0 0 1,97

C2 8,9 3,6 37,31 [ 1343 23,39 | 842 0,0 0 1,60

C3 8,6 53 57,45 | 3044 14,80 | 785 0,0 0 3,88

C4 13,0 6,1 41,91 | 2557 18,15 | 1107 0,0 0 2,30

C5 10,6 6,1 27,25 | 1662 21,88 | 1335 0,0 0 2,04

C6 12,5 9,7 31,43 [ 3049 23,31 | 2261 0,0 0 1,35

C7 11,3 9,7 34,46 | 1964 21,57 | 1230 0,0 0,0002 1,60

Média 10,57+2,01 | 6,654+2,25 | 36,63 | 21774700 19,51 | 11984520 0,0 0,0001 2,10

61




Maes do grupo APLV — Fenotipagem linfocitaria por Citometria de fluxo

paciente | Leucécitos | Linfocitos % | CD3CD4 % CD3CD8 % CD4CD25 Relacao
totaisx10® | totaisx10® | gated | positivos gated | positivos gated | positivos CD4/CD8
A11 9,2 34 39,46 | 1342 30,56 | 1039 0,11 3,7 1,29
A12 6,9 1,8 26,79 | 482 30,23 | 544 0,06 | 1,1 0,90
A13 5,6 1,7 43,14 | 734 28,72 | 488 0,27 14,6 1,50
A14 6,8 1,6 32,63 | 522 8,99 | 144 0,03 ]0,50 3,60
A15 8,8 2,8 49,5 1386 21,81 | 611 0,58 | 16,2 2,27
A16 59 2,3 40,03 | 920 20,75 | 477 0,34 178 1,92
A17 6,1 2,3 51,4 1182 19,61 | 451 0,3 7,0 2,62
A18 6,2 2,1 31,92 | 670 27,67 | 581 0,0 0,0 1,10
A19 6,4 24 44,45 | 1066 24,86 | 597 0,0 0 1,79
A20 6,7 2,2 43,42 | 955 22,07 | 485 0,17 |37 1,96
Média 6,9+1,20 2,25+0,54 | 33,7 9264320 23,5 | 542+220 0,19 | 4,4615,0 1,90
Maes do grupo AC — Fenotipagem linfocitaria por Citometria de fluxo
paciente | Leucécitos | Linfocitos % | CD3CD4 % CD3CD8 % CD4CD25 Relacao
totais x10° | totaisx10® | gated | positivos gated | positivos gated | positivos CD4/CD8
B9 12,0 24 36,19 | 870 19,23 | 462 0,06 |15 1,90
B10 4,3 1,3 40,87 | 531 23,36 | 304 0,14 11,8 1,75
B11 10,2 2,3 42,46 | 977 30,48 | 701 0,14 |32 1,40
B12 7,3 2,1 37,78 | 793 21,8 | 458 0,32 |6,7 1,73
B13 8,0 1,9 49,64 [ 943 20,72 | 394 1,35 | 26 2,39
B14 3,7 1,6 32,78 | 525 27,47 | 440 0,15 |24 1,19
B15 8,5 3,1 39,33 | 1219 24,82 | 769 0,0 0 1,58
B16 4,3 1,6 32,86 | 525 19,36 | 314 0,01 0,16 1,67
Média 7,313,0 2,0+0,57 | 39,0 7984260 23,40 [ 480+170 0,27 | 5,22+8,0 1,70
Maes do grupo NAC — Fenotipagem linfocitaria por Citometria de fluxo
paciente | Leucocitos | Linfocitos % | CD3CD4 % CD3CD8 % CD4CD25 Relacéo
totais x10° | totaisx103 gated | positivos | gated | positivos gated | positivos CD4/CD8
C8 9,0 2,1 38,92 | 817 39,24 | 824 0,01 10,2 0,99
C9 7,7 29 411 | 1192 25,15 | 729 0,0 0 1,63
C10 9,5 2,2 34,87 | 767 18,10 | 398 0,0 0 1,93
C11 6,8 3,3 30,07 | 992 25,88 | 854 0,0 0 1,16
C12 5,7 2,1 46,85 | 983 26,48 | 556 0,0 0 1,76
Média 7,74+1,56 | 2,52+ 0,55 | 30,36 | 950170 | 26,97 | 672+190 0,001 | 0,03 1,49
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Interleucinas grupo APLV / criangas

IL4 IL5 IL10 IL2 TNFa INFy
A1l 2,80 7,50 2,10 1,80 1,40 0,00
A2 2,40 10,00 15,10 1,80 1,50 5,19
A3 2,90 6,60 3,10 1,70 1,80 0,00
A4 0,00 14,20 3,10 0,00 1,70 4,50
A5 3,20 4,90 2,20 0,00 5,70 3,50
A6 2,80 2,40 3,70 2,30 1,30 0,00
A7 0,00 2,00 2,60 0,00 1,30 1,80
A8 0,00 1,80 2,70 1,80 1,40 0,00
A9 3,40 2,10 1,30 1,80 1,50 0,00
A10 4,40 5,90 4,10 0,00 2,50 2,80
MEDIA | 2,19+1,6 | 5,74+4,0 4,0£4,0 1,1241,0 2,01£1,3 [ 1,8+£1,6
Interleucinas grupo NAC criangas

GRUPO CRIANCAS
B

IL4 IL5 IL10 IL2 TNFa INFy
B1 2,60 9,10 2,60 0,00 0,00 0,00
B2 2,10 2,70 1,70 0,00 1,40 0,00
B3 1,30 4,00 3,00 0,00 1,70 0,00
B4 3,70 2,60 2,30 2,80 2,20 4,80
B5 4,10 3,40 2,30 2,80 1,50 0,00
B6 0,00 1,90 1,40 0,00 1,60 0,00
B7 0,00 4,30 1,80 0,00 2,40 0,00
B8 5,80 7,70 4,70 4,80 9,30 12,60
MEDIA | 2,45:20| 4,46+2,6 2,48%1,0 1,30%1,9 2,50+2,8 | 2,20£2,8
Intrerleucinas grupo NAC / criangas

GRUPO CRIANCAS
C

IL4 IL5 IL10 IL2 TNFa INFy
C1 2,50 2,20 3,50 2,00 1,60 2,20
C2 2,90 2,90 6,50 2,00 1,60 3,00
C3 3,90 2,40 0,00 1,80 2,60 0,00
C4 3,40 2,20 1,70 3,40 2,10 2,80
C5 4,20 3,80 2,40 2,90 1,30 0,00
C6 3,80 3,60 1,70 0,00 2,40 2,80
Cc7 2,40 2,40 1,80 0,00 2,40 2,80
MEDIA 3,30£0,7 2,80,7 2,51+2,0 1,73+1,30 2,0:0,5 [ 2,0+1,4
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Interleucinas grupo APLV maes

GRUPO A MAES
IL4 IL5 IL10 IL2 TNFa INFy
A11 2,10 1,20 1,30 0,00 0,00 0,00
A12 0,00 3,40 0,00 0,00 0,00 0,00
A13 1,80 3,20 0,00 0,00 0,00 0,00
A14 1,80 3,00 2,70 2,60 1,40 2,20
A15 2,90 5,60 2,30 3,00 2,00 4,50
A16 0,00 1,90 0,00 0,00 0,00 0,00
A17 3,30 3,00 1,90 3,80 2,50 5,70
A18 2,20 2,20 2,60 2,90 2,10 5,60
A19 0,00 2,10 0,00 0,00 1,30 0,00
A20 4,40 4,10 2,00 2,60 2,60 4,00
MEDIA 1,85¢1,5 | 2,97+1,3 | 1,28+1,2 1,49+1,6 1,19+1,1 | 2,20+2,5
Interleucinas grupo AC maes
GRUPO B MAES
IL4 IL5 IL10 IL2 TNFa INFy
B9 3,30 1,80 0,00 1,50 1,50 0,00
B10 1,30 4,00 0,00 0,00 0,00 0,00
B11 3,80 5,20 2,40 2,90 2,70 3,80
B12 1,30 4,00 2,30 0,00 1,40 0,00
B13 2,70 2,70 1,50 2,30 1,70 0,00
B14 2,90 1,50 1,70 0,00 1,70 0,00
B15 0,00 1,80 0,00 0,00 1,50 0,00
B16 0,00 2,20 2,40 1,80 1,70 0,00
MEDIA 1,91+15 | 2,90+1,3 | 1,29+1,1 1,061,2 1,52+0,7 | 0,48+1,3
Interleucinas grupo NAC
GRUPO MAES
C
IL4 IL5 IL10 IL2 TNFa INFy
C8 3,70 2,40 1,80 2,00 1,50 0,00
C9 3,70 2,40 2,20 2,00 2,40 2,00
C10 5,10 2,00 1,40 0,00 2,10 0,00
C11 3,70 2,20 1,60 0,00 3,10 4,50
C12 3,10 5,30 2,70 2,30 4,30 9,40
MEDIA 3,86+0,7 | 2,86x1,4 [ 1,94+0,5 1,26%1,2 2,68+1,1 | 3,18+3,9
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IgE total e especifico ao leite no grupo Criangas APLV

paciente | IgE total Caseina a lactoalbumina B lactoglobulina
Ul/ml KU/ KU/ KU/

A1 1,50 0 0 0

A2 4,0 0 0 0

A3 9,0 0 0 0

A4 7,0 0 0 0

A5 28,0 0 0 0

A6 3,0 0 0 0

A7 118,0 0 2,60 0,41

A8 23,0 0,43 0 4,05

A9 7,0 0,65 2,48 1,06

A10 361,0 0 2,70 1,03

Média 56,1+112,6 | 0,108+0,23 0,778 £1,25 0,655+1,27

IgE total e especifico ao leite no grupo criangas AC

paciente | IgE total Caseina a lactoalbumina B lactoglobulina
Ul/ml KU/ KU/l KU/l
B1 1,50 0 0 0
B2 14,0 0 0 0
B3 1,50 0 0 0
B4 16,0 0 0 0
B5 12,0 0 0 0
B6 7,0 0 0 0
B7 2,0 0 0 0
B8 53,0 0 0 0
Média 13,3717 0 0 0

IgE total e especifico ao leite no grupo criangas NAC

paciente | IgE total Caseina a lactoalbumina B lactoglobulina
Ul/ml KU/ KU/ KU/
C1 5,0 0 0 0
C2 3,0 0 0 0
C3 17,0 0 0 0
C4 11,0 0 0 0
C5 3,0 0 0 0
C6 8,7 0 0 0
C7 5,0 0 0 0
Média 7,56245,12 0 0 0
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IgE total e especifico ao leite no grupo maes APLV

paciente | IgE total Caseina a lactoalbumina B lactoglobulina
Ul/ml KU/ KU/ KU/
A11 3,0 0 0 0
A12 8,0 0 0 0
A13 10,0 0 0 0
A14 3,0 0 0 0
A15 413,0 0 0 0
A16 113,0 0 0 0
A17 58,0 0 0 0
A18 11,0 0 0 0
A19 29,0 0 0 0
A20 1,0 0 0 0
Média 64,9+127,3 0 0 0

IgE total e especifico ao leite no grupo maes AC

paciente | IgE total Caseina a lactoalbumina B lactoglobulina
Ul/ml KU/ KU/ KU/
B11 1,5 0 0 0
B12 79,0 0 0 0
B13 44,0 0 0 0
B14 144,0 0 0 0
B15 18,0 0 0 0
B16 3,0 0 0 0
B17 2,0 0 0 0
B18 6,0 0 0 0
Média 37,2451,02 0 0 0
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IgE total e especifico ao leite no grupo maes AC

paciente | IgE total Caseina a lactoalbumina B lactoglobulina
Ul/ml KU/ KU/ KU/
C8 1,80 0 0 0
C9 5,0 0 0 0
C10 3,8 0 0 0
C11 2,0 0 0 0
C12 3,0 0 0 0
Média 3,12+1,32 0 0 0
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Anexo v - Comité de ética

O presente projeto foi aprovado junto ao comité de ética desta Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas/ Unesp car.

AVA !”"TQ\
A¥A%Y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA : L
unesp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO” | E
Campus de Araraquara et
Protocolo CEP/FCF/CAr n° 14/2006
Interessado:  SiLVIO CESAR ZEPPONE
Orientador: Prof. Dr. Paulo Inacio da Costa
Projeto: ALERGIA AOQO LEITE DE VACA: UMA PERSPECTIVA
IMUNOLOGICA

Parecer n° 11/2007 — Comité de Etica em Pesquisa

QO projeto “Alergia ao leite de vaca: uma perspectiva
imunolégica”, encontra-se adequado em conformidade com as orientagcdes
constantes da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude/MS.

Por essa razdio, o Comité de Etica em Pesquisa desta
Faculdade considera o referido projeto estruturado dentro de padrbes éticos
e é de PARECER FAVORAVEL a sua execug&o.

O relatério final do projeto de pesquisa devera ser entregue
em novembro de 2007 no qual devera constar o Termo de Consentimento
Livre Esclarecido dos sujeitos da pesquisa.

Araraquara, 20 de margo de 2007.

S P
Profd. Dr2. MARIA VIRGINIA C. SCARPA
Coordenadora do CEP
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