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"On comprend qu’aux époques de transition les traités dogmatiques soient
difficiles, parce qu’un ouvrage est déja vieux avant d’étre achevé, et qu'une
doctrine court risque d’étre renversée avant d’avoir été entierement formulée.
Dans un certain nombre d’années, lorsque cette sorte de fermentation
scientifique aura subi son évolution, et que le temps aura mdri les résultats de
I'expérimentation, on pourra seulement réunir les conquétes modernes de la
science et les relier par les principes ou les lois qui découleront de leur
rapprochement."

Claude Bernard, Paris, 1855’

1Compreende-se que durante as épocas de transi¢cdo, os tratados dogmaticos sejam dificeis,
porque uma obra ja esta velha antes mesmo de estar acabada, e uma doutrina corre o risco de ser
desqualificada, antes mesmo de estar inteiramente formulada. Dentro de certo nimero de anos, quando
esta espécie de fermentacao cientifica tenha atingido o cume de sua evolugéo, e quando o tempo houver
amadurecido os resultados da experimentagio, poder-se-a reunir as conquistas modernas da ciéncia,

para as relermos por seus principios ou pelas leis provenientes de sua harmonizagéo. ix






RESUMO

A alergia ao leite de vaca é uma condi¢cdo, até 0 momento, sem uma solugcéao
satisfatéria. Dentre as proteinas do leite, a beta-lactoglobulina é uma das mais
alergénicas pelo fato de nédo ser produzida pelo ser humano e sua pouca
digestibilidade, mas pouco se sabe sobre a alergenicidade das proteinas
bioprocessadas pela industria de laticinios como a beta-lactoglobulina polimerizada.

O objetivo deste trabalho é estudar imunorreatividade da beta-lactoglobulina
polimerizada e compara-la com a beta-lactoglobulina nativa. Utilizou-se a polimerizagao
induzida pela transglutaminase em presenca de cisteina e a polimerizacdo induzida
pelo aquecimento.

Cinco grupos de pacientes (dois grupos intolerantes e trés grupos tolerantes)
provenientes de duas clinicas de caracteristicas distintas foram estudados segundo a
apresentacao dos sintomas e submetidos a testes cutdneo-alérgicos e a ensaios
analiticos para pesquisa de IgE especifica contra a beta-lactoglobulina, assim como
avaliacdo da imunorreatividade mediada por células por testes de enfrentamento ex
vivo, monitorados por testes de inibicdo da aderéncia leucocitéria .

Foram realizados testes cutdneos pareados com beta-lactoglobulina nativa e
polimerizada em 56 adultos com hipersensibilidade problematica ao leite de vaca
previamente diagnosticados como intolerantes a lactose. Realizou-se pesquisa de IgE
especifica contra a beta-lactoglobulina por ImmunoCAP e imunoblote. Um grupo de 20
individuos tolerantes ao leite de vaca e com auséncia de IgE contra beta-lactoglobulina
detectavel por ImmunoCAP e testes cutaneo-alérgicos negativos foram selecionados
como controle da técnica do imunoblote.

Os resultados mostraram que a detecgao analitica por imunoblote de anticorpos
da classe IgE é significativamente mais sensivel quando se utiliza a beta-lactoglobulina
polimerizada no imunoensaio do que quando se utiliza o monémero de beta-
lactoglobulina. Os resultados mostraram que a dosagem de IgE por imunoCAP abaixo
dos limites de deteccao, ou o teste cutaneo-alérgico ndo reagente, nao descartam a
possibilidade de hipersensibilidade mediada por IgE como demonstrado pelo

imunoblote.
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Foram realizados testes cutdneos pareados com beta-lactoglobulina nativa e
polimerizada em 22 criangas sintomaticas, com diagnéstico de alergia a beta-
lactoglobulina mediada por IgE, confirmado por ImmunoCAP. Um grupo controle
pareado de 22 criangas assintomaticas com IgE especifica para beta-lactoglobulina ndo
detectavel por ImmunoCAP foi estabelecido para comparagcdo da técnica dos testes
cutaneo-alérgicos.

Os resultados mostraram nos dois grupos que as reagdes cutdneas para 0s
testes realizados com a beta-lactoglobulina polimerizada foram significantemente
menores que as reagdes dos testes realizados com a beta-lactoglobulina nativa.

A imunorreatividade mediada por células contra a beta-lactoglobulina nativa e
contra a beta-lactoglobulina polimerizada pela transglutaminase foi estudada em 49
individuos atépicos através de testes pareados de enfrentamento antigénico ex vivo
monitorado pelo teste de inibicdo da aderéncia leucocitaria.

Os resultados mostraram que a imunorreatividade mediada por células contra a
beta-lactoglobulina nativa ndo é significantemente diferente da observada contra a beta-
lactoglobulina polimerizada pela transglutaminase quando o enfrentamento ex vivo é
monitorado pelo teste de inibicdo da aderéncia leucocitaria.

A polimerizagdo é um método promissor para a indugao de imunotolerancia as
proteinas alimentares, uma vez que diminui a imunorreatividade in vivo e nao destréi os

epitopos alergénicos como demonstrado nos ensaios in vitro e ex vivo.
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ABSTRACT

STUDY ABOUT THE IMMUNOREACTIVITY AGAINST NATIVE AND
POLYMERIZED BOVINE BETA-LACTOGLOBULIN IN CHILDREN AND
ADULTS WITH ALLERGY AND/OR INTOLERANCE TO COW'’S MILK

Cow’s milk allergy is a debilitating condition of difficult diagnosis and, until the
moment, without a definitive solution that can be presented to the patient by the medical
attendant. Amongst the dozens of proteins of the cow’s milk, the beta-lactoglobulin (Bos
d 5) is one of most allergenic for the fact that it is not produced by the human being and
because of its hard digestibility. The allergenicity of beta-lactoglobulin in human beings
is a subject well studied but little is known about the allergenicity of bioprocessed
proteins as the polymerized beta-lactoglobulin.

The objective of the present work is to study the immunoreactivity of the
polymerized beta-lactoglobulin and to compare it with the immunoreactivity of the native
beta-lactoglobulin  in  patients with and without clinical diagnosis of
hypersensitivity/intolerance to cow’s milk. It was used thermically induced polymerization
and polymerization induced by transglutaminase in presence of cystein.

Five groups of patients (two intolerant groups and three tolerant groups)
proceeding from two clinics of distinct characteristics had been studied according to
presentation of the symptoms and submitted to allergic cutaneous tests and
immunoassays for research of specific-IgE against beta-lactoglobulin, as well evaluation
of cell-mediated immunoreactivity by challenge tests monitored by Leukocyte Adherence
Inhibition Test.

Side to side cutaneous tests with native and polymerized beta-lactoglobulin in 56
adults with problematic hypersensitivity to cow’s milk previously diagnosed as intolerants
to the lactose had been carried through, as well research of specific-IgE against beta-
lactoglobulin by ImmunoCAP and immunoblot. A control group of 20 subjects tolerant to
cow’s milk people with absence of specific-IgE against beta-lactoglobulin (detectable by
ImmunoCAP or by allergic skin tests) had been selected for control of the technique of
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immunoblot. The results had shown that the analytical detection by immunoblot of
specific-IgE is significantly more sensible when the polymerized beta-lactoglobulin is
used in the immunoassay instead of the beta-lactoglobulin monomer.

The results had shown that the research of specific-IgE by ImmunoCAP below of
the detection limits, or the absence of cutaneous reactivity does not discard the
possibility of IgE-mediated hypersensitivity as demonstrated by immunoblot.

Side to side cutaneous tests with native and polymerized beta-lactoglobulin had
been carried through in 22 symptomatic children, with confirmed by ImmunoCAP
diagnosis of IgE-mediated allergy to beta-lactoglobulin. A matched control group of 22
asymptomatic children with not detectable specific-IgE for beta-lactoglobulin by
ImmunoCAP was established for comparison of the technique of the skin tests.

The results had shown that the cutaneous reactions carried through with the
polymerized beta-lactoglobulin had been significantly lesser that the reactions of the
cutaneous reactions carried through with the native beta-lactoglobulin.

The cell-mediated immunoreactivity was studied on 49 atopic subjects by paired
ex vivo allergen challenges monitored by the leukocyte adherence inhibition test. The
results did not shown significant difference between the immunoreactivity against native
versus polymerized beta-lactoglobulin.

The polymerization of proteic antigens is a promising study model to be further
investigated as a potential tool for the therapeutic induction of immune tolerance to
alimentary proteins, because it decreases the in vivo immunoreactivity and does not

destroy the allergenic epitopes as demonstrated by the in vitro and ex vivo assays.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Baseada na nomenclatura do tecido linféide associado a mucosas?®

APC = Célula Apresentadora de Antigeno (Antigen Presenting Cell)

BALT = Tecido linféide associado ao bronquio (Bronchus-Associated Lymphoid
Tissue).

BCR = Receptor de célula B (linfécito Bursa-dependente).

Bos D 5 = "Bos domesticus 5" (nomenclatura oficial do quinto antigeno do leite
bovino, referindo-se a beta-lactoglobulina).

CD = Cluster of Differentiation (proteina de membrana celular de especificidade
imunogénica marcadora de diferenciacao funcional).

CCR9 = Receptor de Quimiocina 9 (Chemokine Receptor 9).

DC = Célula Dendritica (Dendritic cell).

EC = Célula Epitelial (Epithelial cell).

ELISA = (Enzyme-linked immunosorbent assay) = Técnica bioquimica utilizada
para detectar a presenca de um determinante antigénico (que pode ser um anticorpo)
em determinada amostra. Utiliza um anticorpo especifico conjugado a uma enzima
capaz de converter um substrato em sinal quantificavel (como, por exemplo, um
fluorocromo capaz de fluorescer quando exposto a determinado comprimento de onda
de luz). A quantificacdo da fluorescéncia (ou da resultante da atividade enzimatica)
permite a inferéncia da quantidade do determinante antigénico na amostra.

ELISPOT = (Enzyme-linked immunosorbent spot assay) = Técnica de ELISA
modificada que permite a mensuragdo do produto secretorio individual (citocinas ou
anticorpos) de células isoladas ativadas.

FAE = Epitélio associado ao foliculo (Follicle-Associated Epithelium).

FceRI = Receptor de alta afinidade para a por¢céao Fc da IgE.

GALT = Tecido linféide associado ao intestino (Gut-Associated Lymphoid
Tissue).

IC = Intevalo de confianca
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IEL = Linfécitos Intra-Epiteliais (Intraepithelial Lymphocytes).

IgA = Imunoglobulina de classe A.

IgAs = SIgA (secretory IgA) Imunoglobulina de classe A secretora.

IgE = Imunoglobulina de classe E.

IgG = Imunoglobulina de classe G.

IgM = Imunoglobulina de classe M.

IgMs = sIgM (secretory IgM) Imunoglobulina de classe M secretora.

IL = Interleucina (IL-2 = Interleucina 2, IL-10 = Interleucina 10, etc).

ILF = Foliculo linféide solitario (Isolated Lymphoid Follicle).

IFN = Interferon.

iTreg = inducible Treg (Linfécitos T reguladores induziveis na periferia)

IPEX = (Immune dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked)
sindrome genética caracterizada pela auséncia de linfécitos Treg devido a alteragdo do
gene FOXPS.

J - chain = Cadeia juncional (Joining chain).

LP = Individuos Lactase-Persisentes.

LNP = Individuos Lactase-Nao-Persistentes.

LIMR = Receptor de Membrana Interativo de Lipocalinas (Lipocalin-Interacting-
Membrane-Receptor).

MAdCAM - 1 = Adressina vascular localizada no endotélio da Iamina propria da
mucosa intestinal (Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-1) ligante de a437.

MALT = Tecido linféide associado a mucosa (Mucosal-Associated Lymphoid
Tissue).

MAMPS = Microbial-Associated Molecular Patterns (Padrdes Moleculares
Associados a Micrébios).

MHC = Complexo Maior de Histocompatibilidade (Major Histocompatibility
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Complex).
MLN = Linfonodo mesentérico (Mesenteric Lymph Node).

NALT = Tecido linféide da nasofaringe (Nasopharynx-Associated Lymphoid
Tissue).

NK = Natural Killer (células Natural Killer).

nTreg = natural Treg (Linfocitos T reguladores diferenciados no Timo)

LP = Lamina prépria (refere-se geralmente ao tecido conjuntivo da mucosa
intestinal acima da muscular da mucosa (excluindo assim a submucosa) podendo ser

aplicado a mucosas de outros 6rgaos.

PAMPS = Patogens-Associated Molecular Patterns (Padrées Moleculares
Associados a Patégenos).

PP = Placa de Peyer.

PP14 = Proteina da Gravidez 14 (Pregnant Protein 14).

pIgA = IgA polimerizada (polymeric IgA).

plgR = Receptor de plg (Polymeric Ig receptor or membrane SC).

RAST = Radio-Allergo-Sorbent-Test (para dosagem de IgE antigeno-especifica).
SC = Componente Secretor associado a IgAs (secretory component).

SDS-PAGE = Eletroforese em gel de gradiente de poliacrilamida em tampao de
dodecil sulfato de sodio (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

TCR = Receptor de célula T (linfécito Timo-dependente).
TGF-B = Fator de Transformagao do Crescimento — 3.

Th1 = Linfécito T helper 1.

Th2 = Linfécito T helper 2.

TNF = Fator de Necrose Tumoral (Tumor Necrosis Factor).

Treg = Linfécito T regulador.
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LISTA DE NOTACOES

B-Lg = Beta-Lactoglobulina bovina.
PolB-Lg = Imunoglobulina polimerizada.

TgPolB-LG = Beta-Lactoglobulina bovina polimerizada pela transglutaminase em presenca de
cisteina.

20% GS = Glicerol diluido a 20% em solugéo salina a 0,9%

Imunoblote = Técnica por meio da qual se pesquisam anticorpos especificos contra proteinas
(distribuidas em gel de poliacrilamida por meio de eletroforese), transferidas (por meio de
segunda eletroforese) para fase sélida de nitrocelulose, que apds ser incubada com o soro do
paciente é re-incubada com antianticorpos conjugados para revelacéo.

DPM = Diametro papular médio observado no teste cuténeo de leitura imediata
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1 INTRODUGCAO

1.1 Histérico do problema

O relacionamento das sociedades humanas primitivas com as diversas espécies
de animais domesticaveis foi um dos principais fatores determinantes das mudancas
evolutivas que conduziram grupamentos humanos semi-selvagens a se transformarem
nas sociedades tecnoldgicas da atualidade. O primeiro relacionamento efetivo do
homem moderno (Homo sapiens) com animal domesticavel aconteceu no periodo
paleolitico com o cachorro (Canis domesticus).> A domesticacdo do céo foi uma das
principais estratégias utilizadas pelo homem para suplantar diversas outras espécies
animais fisicamente mais fortes, mais agressivas e com capacidade olfatéria mais
desenvolvida. As habilidades cognitivo-sociais, o faro, a audicao e a fidelidade do céao
exerceram uma fungdo insubstituivel neste periodo nbmade da humanidade, onde a
caca e a coleta eram essenciais para a sobrevivéncia.* Durante o final do periodo
Paleolitico, o homem primitivo comecou a desenvolver relacionamentos exploratorios
com animais que viviam em manadas, inicialmente através do acompanhamento a
distancia dos grupos, o qual evoluiu para um controle parcial dos deslocamentos
migratérios, para finalmente estabelecer, no periodo Neolitico, comportamentos
simbidticos, por meio da domesticacao e restricdo destes animais ao seu local de
residéncia.” Neste mister, o auxilio do cdo na atividade de pastoreio também foi
fundamental. A domesticacdo e a exploragdo sistematica do gado, assim como o
dominio das técnicas agricolas, foram fatores determinantes da transicdo do periodo
Paleolitico (onde a humanidade era caracteristicamente némade) para o Neaolitico,
onde o homem tornou-se essencialmente sedentério. Esta transicdo foi acompanhada
pelo aparecimento do fenoétipo lactase-persistente na espécie humana, que nao foi
encontrado no DNA de fésseis dos homens da primeira fase do periodo neolitico.®
Aparentemente a persisténcia da lactase na idade adulta foi uma mutacao que surgiu
apds a domesticacao de animais leiteiros e que conferiram aos seus portadores uma
vantagem adaptativa, e consequente proliferacao pela Europa. Ao utilizar o termo
“domesticacao”, geralmente queremos significar o processo no qual, animais selvagens

geram (sob supervisdo do criador) proles mais apropriadas para o convivio com
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humanos. Certas transformacdes fisicas e comportamentais foram identificadas como
critérios de domesticacao (redu¢do no tamanho e na robustez do esqueleto, diminuicao
da arquitetura cranio-facial e do tamanho dos dentes). Estas alteragdes também
ocorreram paralelamente com as populagdées humanas, em funcao da construgdo de
abrigos, alteracao da alimentacao e da mobilidade. Pode-se dizer que a domesticagéao
do gado ocorre de forma paralela a fixacdo do ser humano ao seu local doméstico, ou
seja, a “domesticacdo” do ser humano.” Com a domesticacdo, a secrecéo lactea dos
rebanhos pode ser utilizada como fonte alimentar pelos primeiros “fazendeiros”, que na
tentativa de preservar o alimento (na auséncia de refrigeracao artificial), desenvolveram
técnicas artesanais de transformacao do leite em subprodutos mais duraveis, como a
coalhada e o queijo. A analise isotépica de fésseis bovinos aponta o inicio da utilizagao
do leite animal na producdo do queijo exatamente para o periodo Neolitico.® Durante
milénios, esta relagdo simbidtica entre a humanidade e os rebanhos de mamiferos
estreitou-se a ponto de ndo conseguirmos conceber a existéncia da humanidade sem a
presenca destes animais como fontes de proteinas e outros nutrientes, nao apenas na
mesa dos adultos, mas como substituto do aleitamento materno dos bebés. Aventa-se,
inclusive, a possibilidade de que opidides naturais derivados da degradacao da caseina
bovina (B-casomorfina) possam exercer possivel efeito aditivo sobre o cérebro em
formagdo de mamiferos em desenvolvimento, criando uma verdadeira “dependéncia”
quimica para o ser humano.® Assim, ndo causa estranheza, o fato do habito de
alimentar bebés através do fornecimento de leite de vaca, estar tdo fortemente
arraigado a cultura de nossa sociedade (apesar dos maleficios que a suspenséo do
aleitamento materno conhecidamente traz para o ser humano nos seus primeiros
meses de vida). Esta mentalidade esta comegando a mudar, mas ja houve tempo em
que os médicos “especialistas” em pediatria, dedicavam uma boa parte de seu tempo
“educando” as mées de seus clientes a preparar “adequadamente” para seus bebés,
mamadeiras de leite de vaca, inadvertidos de muitos dos maleficios desta atitude.®
Hoje sabemos que a humanidade paga um preco por este alimento, e uma série de
doencas podem ter sua origem no consumo inadvertido da secrecdo mamaria bovina.
O leite de vaca, administrado in natura, e sem o processo de esterilizagdo adequado

pode ser responsavel pela transmissdao de uma série de zooantroponoses, como a
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salmonelose, a brucelose, a listeriose, a toxoplasmose, a campilobacteriose, a
tuberculose e a yersiniose (entre outras).”' Ferver o leite foi por muito tempo a Unica
maneira de contornar este risco até que a industria alimenticia comegou a adotar a
pasteurizacdo como método pratico para esterilizar volumes cada vez maiores de leite
de vaca. Neste periodo, a pasteurizagdo parecia ser a solugéo ideal para a questao da
alimentacao do bebé, tornando o leite de vaca aparentemente adequado. Trabalhos
realizados em animais, no entanto, sugerem que a pasteurizagdo, na medida em que
aumenta a formacao de agregados protéicos, aumenta a captacdo das proteinas
bovinas pelas placas de Peyer, promovendo a sensibilizagdo imunolégica.’® De
maneira adicional, descobriu-se que a pasteurizacao do leite diminui significativamente
a concentracdo de citocinas associadas & inducdo da tolerancia imunolégica.’
Posteriormente, como forma de transformar o prosaico leite de vaca em um produto de
maior durabilidade comercial, 0 mesmo foi liofilizado e embalado em latas de metal,
preservado com conservantes antimicrobianos e um investimento macico de marketing
foi empregado para associar ao produto uma falsa sensacao de seguranca, praticidade
e até mesmo de superioridade em relacdo ao aleitamento natural. Alguns produtos
lacteos foram até alardeados como “terapéuticos” para o controle da alergia.'
Paralelamente, percebia-se também que a composicdo do leite de vaca diferia
grosseiramente do leite materno. O leite de vaca natural possui quantidade excessiva
de proteinas e sais minerais, sendo hiperosmolar’® e deficiente em uma série de
fatores de crescimento fisiolégicos para o bebé humano.'® O “marketing” da industria
alimenticia desenvolveu entdo o conceito do leite “maternizado” ou seja, modificado
para assemelhar-se nutricionalmente ao leite materno (termo atualmente proscrito pelo
International Code of Marketing of Breastmilk Substitutes da World Health
Organization)."” Criou-se assim um produto com aparente perfil de seguranca que ndo
revelava ao consumidor problemas imunolégicos capitais como: 1) a caréncia no leite
de vaca “maternizado” de fatores protetores, como as imunoglobulinas, as citocinas
tolerogénicas'® e as enzimas bactericidas e bacteriostaticas (como a lisozima e a
lactoferrina);'® 1) a alergenicidade® inerente & ingestdo e absorcdo sistémica de
proteinas “xenogénicas” nao digeridas e absorvidas intactas pelo sistema digestério

imaturo do lactente?' e l1l) a presenca no leite de vaca de uma proteina potencialmente

5



imunossupressora, inexistente no leite humano, e forte candidata a ser
responsabilizada pelo desequilibrio imunolégico que pode comprometer o
desenvolvimento natural da imunotolerancia do lactente: a beta-lactoglobulina bovina
(Bos d 5), da qual falaremos com detalhes adiante. O primeiro estudo sistematicamente
conduzido sobre a alergia ao leite de vaca foi realizado por Besredka no Instituto
Pasteur e publicado em 1909.%2 Em seu tratado sobre a “anafilaxia lactica”, Besredka
descreve toda a metodologia para sensibilizar cobaias através de injegdes subcutaneas
de leite de vaca fervido, de como provocar a anafilaxia através da inje¢ao intra-cerebral
de leite de vaca e como promover a dessensibilizacdo (“vaccination
antianaphylactique”) pela administracdo por via oral do leite de vaca a cobaias

sensibilizadas (0 que chamamos hoje de inducéo de tolerancia oral).?®

1.2 Reacoes adversas a alimentos

O uso de nomenclatura padronizada® que nao deixe margem para ddvidas ou
interpretacdes ambiguas é essencial, ndo somente para que pesquisadores e clinicos
possam extrair conclusdes adequadas de seus experimentos,?® mas também para que
as estratégias terapéuticas e profilaticas possam ser convenientemente propostas aos
pacientes.?®

O termo “alergia alimentar” é muitas vezes utilizado pelo leigo, de maneira
inapropriada, para representar qualquer tipo de condicdo supostamente desencadeada
pela ingestdo de algum alimento especifico.?” O diagnéstico médico de “alergia”, no
entanto, deve necessariamente implicar no conhecimento do mecanismo imune

28 Quando o mecanismo desencadeante dos

responsavel pela hipersensibilidade.
sintomas ndo estd esclarecido, o melhor termo a ser utilizado € “reacdo adversa ao
alimento”.®® Se os sintomas sao isolados (ndo reprodutiveis), diz-se que é uma reagao
adversa ocasional. Quando a sintomatologia € reprodutivel, causada por estimulos
especificos e provocados por doses normalmente toleradas pela maioria das pessoas,
classifica-se a reagdo adversa como “hipersensibilidade alimentar”,*° uma denominagao
genérica que nao implica na fisiopatologia do mecanismo relacionado. Se a natureza da
reacao € uma hipersensibilidade confirmadamente causada por mecanismos imunes,

emprega-se o termo “alergia alimentar”. Se os mecanismos responsaveis pela reagao
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de hipersensibilidade forem definidos como de natureza ndo imune, deve-se empregar
o termo “intolerancia alimentar” ou “hipersensibilidade alimentar ndo alérgica”. Nas
alergias alimentares, por sua vez, procura-se fazer a distincdo entre as reacodes
mediada por IgE, as reagées ndo mediada por IgE e as reagbes de natureza mista,
onde estdo envolvidos mecanismos mediados por IgE e mecanismos ndo mediados por

IgE.®" Vide figura 1 na pagina 8.

1.2.1 Reacgdes adversas a alimentos de natureza nao imune

As reacOes adversas aos alimentos de natureza nao imunolégica decorrem de
propriedades inerentes ao alimento ou a caracteristicas fisioldgicas do individuo.*?
Podem ser de natureza toxica (por exemplo, por contaminagdo com microorganismos
patogénicos e seus produtos),®® ou pela presenca de componentes farmacologicamente
ativos na alimentacdo (como no complexo sintomatico do glutamato monossédico).®*
Algumas destas reacdes sao dificeis de serem distinguidas de uma verdadeira reacao
alérgica, como no caso da intoxicacdo pela toxina escombroéide® (que na verdade é a
propria histamina produzida pela degradagdo enzimatica bacteriana do aminoéacido
histidina), suscetivel de ocorrer com alimentos mal refrigerados como peixes
escombrdides (atum, sardinha, cavala, etc.) ou queijos sui¢cos. Outras intolerancias sao
devidas a deficiéncia enzimética especifica do individuo afetado, como por exemplo, a
enxaqueca induzida por ingestdo de alimentos ricos em tiramina em individuos com

% ou a deficiéncia de

defeito metabdlico para o processamento deste aminoacido,
lactase (da qual falaremos com mais detalhes adiante no capitulo especifico sobre

reacoes adversas a laticinios).
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Figura 1 Classificacdo das reacdes adversas aos alimentos, segundo o National
Institute of Allergy and Infectious Diseases dos Estados Unidos. Adaptado de Boyce
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1.2.2 Reacgdes adversas a alimentos de natureza imune

A linha de raciocinio clinico que classifica as reac¢des alérgicas a alimentos em
“‘mediadas por IgE” e “ndo-mediadas por IgE” segue uma abordagem simplificada,
moldada pelas limitagdes diagndsticas impostas pela pratica clinica.’” Apesar de ser a
classificagdo util no manejo dos pacientes no ambulatério, esta longe de refletir a
fisiopatologia do problema.® Diversas classificacdes ja foram propostas para a alergia

alimentar.

1.3 Epidemiologia das alergias alimentares

A incidéncia exata das alergias alimentares ainda é desconhecida. Meta-analise
publicada em 2007 mostrou heterogeneidade acentuada das taxas de prevaléncia,
como resultado das diferentes metodologias empregadas e das diferengas entre as
populacdes estudadas. De um total de 934 artigos encontrados, apenas 51 foram
considerados adequados para inclusdo. A incidéncia de “alergia alimentar” auto-
relatada variava de 3% a 35%°°. O problema na avaliagdo real desta incidéncia é que
boa parcela dos sintomas reconhecidos pela populacdo como “alergia alimentar”, ndo
preenchem necessariamente os critérios médicos para o diagnéstico de uma doenca de
natureza imunoldgica. Além disso, os testes diagndsticos disponiveis ainda sao
imprecisos e deixam margem nao negligenciavel para falsos positivos e falsos
negativos. Mesmo os testes com dieta de exclusdo e provocacdo nem sempre sao
confidveis, uma vez que muitos pacientes alérgicos ndo apresentam necessariamente
reacoes a todo contato com determinado antigeno alimentar. Algumas vezes o paciente
tolera a ingestdo de determinado alimento e em outras apresenta inequivocamente os
sintomas.*? Varios fatores podem influenciar estas diferengas, como a falha na digestao
protéica,*' o tipo de preparo culinario ou industrial ao qual o alimento é submetido,** e
até a realizagdo de praticas esportivas apds a refeicdo.”® Estimativas classicas
americanas situam a prevaléncia da alergia alimentar em torno de 3,7% da populacao

adulta e 6% da populacdo infantil.**



1.4 Diagndstico clinico das alergias alimentares

O diagnostico clinico de hipersensibilidade de natureza imune baseia-se nos
sintomas descritos na anamnese, nos sinais encontrados durante 0 exame
propedéutico, nos resultados dos testes cutaneo-alérgicos, nas provas de provocagao
realizadas in vivo e nos resultados dos exames laboratoriais realizados in vitro.** O ato
de diagnosticar uma doenca imuno-alérgica exige sua diferenciacdo de uma série de
outras entidades nosoldgicas com perfis semelhantes de sinais e sintomas, o que torna
esta tarefa desafio complexo devido a inexisténcia de um padrdao ouro para o
diagnéstico clinico inequivoco.*® Alguns autores adotam a prova de provocagdo com o
alérgeno alimentar sob a metodologia duplo-cego placebo-controlado como teste
diagnédstico padréo, inclusive elegendo-o como "padrédo-ouro”.*”:*® No entanto, os testes
de provocagao nao distinguem entre a hipersensibilidade de natureza imune das
intolerancias nao imunes, estao sujeitos a alguns vieses (como a realizagdo ou nao de
esforco fisico como desencadeador da crise ou a ingestdo concomitante de

coadjuvantes),**°

sdo de elaboragdo complexa e necessitam ser realizados em
ambientes monitorados. Requerem assisténcia de pessoal especializado em ambiente
hospitalar por periodo prolongado de observagdo pois ndo é isenta de riscos.®’ Em
funcdo destas dificuldades, alguns autores propéem padrées de corte baseados na
dosagem de IgE especifica, nas quais haveria maior chance de positividade na prova
de provocagado, na tentativa de confirmar o diagnéstico sem a necessidade da
provocacdo com os alimentos suspeitos.>® >

Os testes in vitro, por outro lado sdo absolutamente seguros, mas geralmente
limitados ao componente sérico-humoral do paciente, o qual nem sempre representa o
compartimento organico onde se processa a fisiopatologia da doenca alérgica, que
muitas vezes tem um carater anatémico ou tecidual delimitado. Mesmo pacientes que
apresentam hipersensibilidade mediada por mediadores tipicos de mastécitos e
eosindfilos, como a proteina catibnica eosinofilica e a histamina, (demonstrados por
dosagem luminal apds prova de provocacao intestinal), podem ter niveis normais de
anticorpos especificos no soro, sugerindo a producao exclusivamente local destes
mediadores.’* * Testes cutaneos também podem estar sujeitos a apresentar reacdes

locais pela presenga no alimento de liberadores inespecificos de histamina. No caso do
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leite de vaca, especificamente, isto pode ocorrer pela presenca da beta-casomorfina-7,
um opidide capaz de liberar histamina diretamente dos mastocitos ndo sensibilizados
imunologicamente.®®

A identificagdo do(s) alimento(s) agressor(es) muitas vezes € um desafio para o
clinico, que possui poucas ferramentas diagndsticas ao seu alcance. A dosagem de IgE
especifica e os testes cutaneo-alérgicos imediatos tém limitado alcance para identificar
as reacdes do tipo | de Gell e Coombs.”” Reacdes tardias do tipo IV teoricamente
poderiam ser identificadas pelo teste de contato atépico que ainda esta longe de ser
padronizada para uso clinico de rotina.

Na tentativa de superar esta dificuldade alguns autores propuseram o
enfrentamento “ex vivo” com o antigeno suspeito no duplo intuito de identificar o
alimento causador e o mecanismo imunologico envolvido. O enfrentamento “ex vivo’
com a beta-Lactoglobulina bovina (Bos d 5), monitorado através do teste de inibicao da
migracao do leucécito foi descrito com entusiasmo em uma renomada revista de
pediatria como uma promessa para substituir os testes de provocacgao oral, mas a sua
relativa complexidade e subjetividade analitica ndo o popularizou como um exame de
rotina, tendo sido até o momento muito pouco explorado.®® *°

Testes de proliferacdo de linfocitos®® e de enfrentamento de baséfilos®’ sdo
utilizados na pesquisa cientifica, mas muito complexos e dispendiosos para serem
utilizados na pratica clinica.

Deste modo, cada informagédo conseguida compbe apenas uma peca entre
varias outras necessarias para a compilagao do diagnéstico clinico definitivo. Nenhuma
informacéao isolada possui valor absoluto para a inclusdo ou exclusédo do diagnéstico de
alergia alimentar, mas alteragbes acima de certos limiares estdo fortemente
correlacionadas com sintomas clinicos. Por essa razdo mesmo em trabalhos cientificos
padronizados, se aceita por razoavel a inclusdo de pacientes no estudo quando estes
apresentam uma “histéria clinica convincente” de alergia, em funcdo mesmo da
dificuldade de se padronizar um Unico teste diagnostico como critério de inclusao ou de

exclusao.®?
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1.4.1 Classificacoes das alergias alimentares
As alergias alimentares, de maneira geral, podem ser classificadas segundo a
natureza da reacdo de hipersensibilidade, segundo a natureza do alérgeno, ou

segundo o contexto imune em que se apresenta.

1.4.1.2 Classificacao segundo a natureza da hipersensibilidade

As descobertas cientificas na é&rea da imunologia das reacbes de
hipersensibilidade a proteinas alimentares acompanharam a prépria caracterizacao
destas proteinas. Em uma época em que a estrutura primaria das proteinas era
desconhecida, o estudo da anafilaxia com cobaias sensibilizadas e seus respectivos
anticorpos (reaginas e precipitinas) eram elementos mais considerados para a
compreensdao da natureza bioquimica das proteinas em si, do que o estudo
propriamente dito do fendbmeno alérgico. A especificidade da interagcdo antigeno-
anticorpo e as conseqiéncias bioldgicas destas interagcdes geraram um ramo de
estudo chamado de "quimica da anafilaxia”, que no comeco do século XX ja geravam
as primeiras revisdes, uma das mais citadas é a publicada por Gideon Wells em 1911
enfocando proteinas isoladas do ovo de galinha e do leite de vaca.®®

Deste a publicagdo classica de Gell e Coombs, pouco se acrescentou em
relacdo & classificacdo das reagdes de hipersensibilidade.’” As reacdes do tipo | de
Gell e Coombs sdo as mediadas por IgE que degranulam diretamente as células
efetoras (mastécitos e basofilos) com liberagdo de autacéides pré e pds-formados. As
reacbes do tipo |l sdo caracterizadas por interagdes antigeno-anticorpo que ativam
complemento e estimulam a producdo local de anafilatoxinas (C3a e Cbha) que
recrutam leucécitos polimorfonucleares. Estes liberam enzimas hidroliticas que
promovem as lesdes subsequentes (citotoxicidade). As reagdes do tipo Il sdo
desencadeadas por imunocomplexos circulantes, mas também dependem de células
citotdxicas efetoras, assim como do sistema de complemento. As reacdes do tipo IV
sdo mediadas por células e independem de anticorpos séricos especificos. Ja se
propds incluir nesta classificacdo as reagdes de hipersensibilidade do tipo V que
envolveriam as reagdes granulomatosas.®® Ao tratarmos de reacbes de natureza

imunolégica devemos distinguir quais dos quatro (ou cinco) tipos de reacdes de
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hipersensibilidade podem estar envolvidas. Na pratica clinica nem sempre isso €
possivel e na maioria das vezes simplesmente dividimos as rea¢ces de natureza
imunol6gica em “mediadas por IgE” (ou do tipo | de Gell e Coombs) e as “nao
mediadas por IgE” (ou dos tipos II, Il e IV de Gell e Coombs).®® Contudo, algumas
sindromes sdo compreendidas como de natureza mista, onde mecanismos mediados
por IgE e mecanismos ndo mediados por IgE participam conjuntamente da

fisiopatologia do processo.®®

1.4.1.2 Classificacao segundo a natureza do alérgeno

De acordo com a apresentacao clinica, a alergia alimentar pode ser dividida em
dois grupos ou classes. Na assim chamada alergia alimentar de classe 1, o processo
de sensibilizacao ocorre no trato gastrintestinal. A caracteristica dos alérgenos que
eliciam esta classe de alergia é o fato de serem resistentes a digestao gastrica.®” E um
tipo de alergia rara em adultos, afetando criangas pequenas como uma das primeiras
manifestacdes da sindrome atépica. Os alérgenos mais prevalentes nesta classe sao o
leite de vaca, o ovo de galinha e alguns legumes. Geralmente estas manifestacoes
desaparecem durante o decorrer da infancia, sendo substituidas por outras
manifestacdes (marcha alérgica).?® A alergia alimentar de classe 2 é vista
predominantemente em adultos e desenvolve-se em consequiéncia de sensibilizacao
inalatoria. A base imunologica para este tipo de alergia é a reatividade cruzada (que
pode ser clinicamente manifesta ou irrelevante). Os sintomas variam desde a sindrome
da alergia oral (sindrome pélen-fruta) ao choque anafilatico.®® A maioria das proteinas
que desencadeam este tipo de alergia sdo altamente labeis e de dificil extragdo e
caracterizagdo, o que torna os procedimentos diagnésticos mais complexos.”® Ao lado
destas manifestagdes clinicas classicas, ja bem associadas as diferentes formas de
hipersensibilidade, existe uma série de outras, citadas na literatura, nas quais uma
possivel associacdao a alguma forma de hipersensibilidade alimentar ndo esta bem
estabelecida, sendo motivo de disputas e controvérsias, uma vez que carecem de
suficientes elementos para implica-las de maneira definitiva na génese destes
quadros.”’ A estas controvérsias aliam-se o fato de que o diagndstico definitivo da

alergia alimentar, nem sempre € facil de ser realizado. Apesar de extremamente Uteis,
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0s exames laboratoriais e os testes cutdneos nem sempre sdo capazes de identificar
as diversas formas e mecanismos responsaveis pelas hipersensibilidades de
determinados pacientes, e a perspicacia e experiéncia do médico atendente sao

essenciais para o estabelecimento de uma forte suspeita ou concluséo diagnéstica.”

1.4.1.3 Classificacao segundo o contexto imune

A alergia alimentar pode estar associada a outros quadros de hipersensibilidade
apresentados pelo paciente. De acordo com o contexto imune apresentado pelo
individuo, propds-se uma classificagdo considerando o fendtipo alérgico em trés

classes, que ndo sendo excludentes, podem ser superponiveis.”

1.4.1.3.1 Atopia

As doengas atopicas incluem a dermatite atopica, a rinite alérgica e a asma e
desenvolvem-se inseridas em um contexto genético complexo. O conceito de atopia,
descrito inicialmente por Coca em 1923 refere-se a predisposicdo pessoal ou familiar
de produzir anticorpos da classe IgE especificos em resposta aos alérgenos.”® Apesar
destes disturbios atingirem diferentes 6rgaos, na maioria dos individuos afetados,
caracterizam-se pelo aumento sérico do IgE total. A forma atépica da doenga alérgica
freqUentemente inicia-se com a marcha alérgica na infancia quando a inflamacao
atinge um simples érgdo como a pele o pulm&o ou o nariz, ou uma combinagdo de
todos. As manifestacbes cutdneas da alergia representam o comego da marcha
atdpica. Aproximadamente a metade dos individuos afetados com a dermatite atopica
desenvolve asma e dois tercos desenvolvem rinite alérgica. O inicio da marcha atépica
€ caracterizado pela sensibilizacdo mediada por IgE aos alérgenos alimentares, que

subseqtientemente evolui para as alergias inalatérias.”

1.4.1.3.2 Monoalergia

O segundo tipo de doenca alérgica, segundo o contexto imune, é a monoalergia,
o assim chamado “avanco” alérgico (allergic breakthrough), caracterizado pelo
desenvolvimento de hipersensibilidade IgE especifica na auséncia de IgE total

aumentado, em individuos nao atdpicos. A monoalergia pode desenvolver-se em
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qualquer época da vida sem nenhum fator predisponente. Manifesta-se de maneira
“anafilactoide” com venenos de insetos, alguns alimentos ou medicamentos, ou com
envolvimento de algum 6rgao particular como na rinite, asma ou dermatite. Geralmente

mostram uma resposta muito boa & imunoterapia alérgeno-especifica.”

1.4.1.3.3 Alergia nao mediada por IgE

Alguns individuos com dermatite atdpica, asma e/ou rinite tém niveis normais da
IgE total e especifica e testes cuténeo-alérgicos ndo reativos. Este terceiro tipo de
alergia j4 foi chamado de “forma nado atopica”, “forma nao alérgica”, “forma nao

associada ao IgE”, ou forma intrinsica de asma, dermatite e/ou rinite.”

1.4.1.4 Classificacao segundo a manifestacao clinica

Sendo a alergia uma doenca sistémica, pode manifestar-se teoricamente em
qualquer sistema organico. Ao classifica as alergias a alimentos, é util diferenciar as
manifestacdes clinicas de ordem gastrointestinal das de ordem extra-gastrointestinal.
Esta separacdo nos remete as caracteristicas locais e/ou sistémicas do processo
fisiopatoldgico.®®

1.4.1.4.1 Manifestacoes digestorias da alergia alimentar

De uma maneira geral é dificil classificar todos os tipos presumidos de reagdes
de hipersensibilidade imune a alimentos sob um unico conceito unificador. Dentro de
um ponto de vista mecanistico, a maioria das rea¢des sdo mais presumidas como de
ordem imune do que provadas como tais. O melhor ponto de corte € o envolvimento de
anticorpos da classe IgE e a ativacdo de mastdcitos. O achado de eosindfilos na
mucosa € sugestivo de um processo reacional, mas nao se constitui em si um
diagnédstico de hipersensibilidade imune. Independente do mecanismo envolvido, os
sintomas da hipersensibilidade gastrointestinal sdo muito parecidos e diferem de
acordo com o tipo de inicio, severidade e persisténcia.”
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1.4.1.4.1.1 Hipersensibilidade gastrointestinal imediata

A hipersensibilidade gastrointestinal imediata € definida como uma reagéo
gastrointestinal mediada por IgE freqiientemente acompanhada por manifestacdes em
outros 6rgdos como a pele e o pulmdo. O sintoma mais proeminente apds a ingestao
do alimento agressor é a hipotonia gastrica, piloroespasmo e subsequente alteracao do
peristaltismo intestinal, levando a vomitos e diarréia. Apds o contato com o antigeno a
mucosa fica hiperemiada e edematosa. Biopsias realizadas antes e ap6s o
enfrentamento revelaram diminuicado dos mastocitos coraveis e da histamina tecidual

apds o enfrentamento.”®

1.4.1.4.1.2 Sindrome da alergia oral

A sindrome da alergia oral geralmente afeta individuos que tém alergia ao pdlen.
E uma forma de alergia mediada por IgE geralmente confinada & cavidade oral
caracterizada por inicio rapido de prurido, parestesias e edema dos labios, lingua,
palato e garganta. Apresenta reatividade cruzada com frutas e com as proteinas do
latex.”” Geralmente é desencadeada por epitopos conformacionais sujeitos &
desnaturagao pelo cozimento e/ou pela digestao péptica.

1.4.1.4.1.3 Esofagite eosinofilica

Hipersensibilidade de natureza mista (mediada por IgE e ndo mediada por IgE),
mais freqUente durante a infancia e adolescéncia, envolve esofagite crénica com ou
sem refluxo gastro-esofagiano. Manifesta-se por disfagia, émese, recusa alimentar, dor
abdominal, irritabilidade, distdrbio do sono, constricdes esofagicas e refratariedade ao
tratamento anti-acido. Os pacientes sdo freqlientemente reativos a varios alimentos. A

bidpsia revela infiltragdo da mucosa e submucosa com eosinéfilos.”®

1.4.1.4.1.4 Gastrite eosinofilica alérgica

Hipersensibilidade de natureza mista (mediada por IgE e ndo mediada por IgE),
ocorre mais freqlentemente na faixa etaria entre a infancia e a adolescéncia.
Manifesta-se por vémitos pds-prandiais, dor abdominal, anorexia, saciedade precoce,
hematémese, ganho ponderal deficiente e piloroespasmo. A bidpsia gastrica revela
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infiltrado eosinofilico da mucosa e submucosa, em especial do antro gastrico.”®

1.4.1.4.1.5 Gastroenterocolite eosinofilica alérgica

A gastroenterocolite alérgica ocorre em qualquer idade e manifesta-se por
sintomas semelhantes a esofagite e a gastrite alérgica. Perda de peso e atraso
estatural sdo proeminentes. A enteropatia pode desencadear perda de proteinas e
ocasionar hipogamaglobulinemia e hipoalbuminemia. Bidpsia do eséfago e duodeno
revelam infiltrado eosinofilico da mucosa e submucosa e a bidpsia do coélon pode

revelar abscessos cripticos.®

1.4.1.4.1.6 Enterocolite por proteina da dieta

Condicao nao mediada por IgE, mais freqlientemente observada nos primeiros
meses de vida, manifestando-se por irritabilidade, vomitos protraidos e diarréia que
pode levar a desidratacdo. O vémito ocorre de 1 a 3 horas apds a alimentagédo e a
diarréia 5 a 8 horas ap6s. Em criancas é provocado geralmente por leite de vaca, soja,
ovo, trigo, arroz, amendoim, frango e peixe. Em adultos, quadros semelhantes podem
ser causados mais comumente por frutos do mar. O exame a fresco de fezes revela
sangue oculto, neutrofilos, eosindfilos e cristais de Charcot-Leyden. Sugere-se ser

mediado pela secregdo antigeno-induzida de citocinas inflamatérias por linfécitos T8

1.4.1.4.1.7 Proctite por proteina da dieta

Condigdo ndo mediada por IgE, também mais comum nos primeiros meses de
vida, com diarréia, esteatorréia, ganho ponderal inadequado, vémitos, distensao
abdominal e malabsorgdo. A causa mais frequente € hipersensibilidade ndo mediada
por IgE ao leite de vaca, mas pode ocorrer com soja, ovo, trigo, arroz, frango e peixes
em criangas maiores. A bidpsia revela atrofia vilosa com aumento do comprimento das

criptas, dos linfécitos intra-epiteliais.®?
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1.5 ReacoOes adversas aos componentes do leite de vaca

A composicao do leite de vaca pode variar em fungcdo da raga bovina que o
produziu e da maneira como é processado.®® O leite bovino contem 3 a 3,5% de
proteinas que podem ser divididas em duas subclasses: caseinas (80%) e proteinas do
soro (20%) que formam um grupo de mais de trinta proteinas. Este ultimo grupo
permanece soluvel no soro apos precipitacao das caseinas em pH 4,6 as quais formam
0 codgulo. As caseinas (aS1, aS2, BA1, BA2, k) e as proteinas do soro mostram
propriedades fisico-quimicas e imunogénicas bem distintas.®* 8 A principal proteina do
soro do leite bovino € a beta-lactoglobulina, que inexiste no leite humano. Sua
concentracao fica em torno de 3 a 4 g/L. Outras proteinas do soro bovino presentes em
menor quantidade sdo as imunoglobulinas, a lactoferrina, a lisozima, a lactoperoxidase,
as proteases, as nucleases, etc. A lactose € o Unico carboidrato do leite de mamiferos e
nao esta presente em nenhum outro alimento. Sua quantidade é mais alta no leite
humano (6,2 a 7,5 g/100g) seguida pelo leite bovino e caprino (3,7 a 5,1 g/100g).%® A
maior parte das gorduras encontrada no leite de vaca esta na forma de triglicérides e
acidos graxos, em uma quantidade em torno de 4,10 a 4,50 g/L. Existe cerca de 0,12 g
de célcio por 100g de leite. O pH est4 em torno de 6,7.%

As reacoes adversas a laticinios sdo motivo de preocupagdo médica desde o
tempo de Hipdcrates, que descreveu individuos que apresentavam reacdes adversas a
ingestdo de queijo. Hipdcrates atribuiu intuitivamente estas reagdes a presenga em
maior ou menos quantidade de algum tipo de “constituinte” ou “humor” hostil ao queijo
e que agia sobre o organismo sob influéncia deste alimento.®® Apesar dos avancos
cientificos, muitas vezes ainda nos sentimos como Hipdcrates frente ao paciente com
queixas especificas (ou inespecificas) que envolvam a suspeita de reagdo adversa a
algum tipo de laticinio. A tentativa de explicar a natureza (fisiopatologia) destas reacdes
adversas tem seus principais empecilhos: (A) na diversidade de possibilidades, (B) no
conhecimento incompleto dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos e (C) na
caréncia de exames e testes especificos para o diagnéstico. A caracterizacdo das
reacOes adversas relacionadas ao consumo de laticinios pode ser em algumas
ocasides um desafio para os médicos que lidam na atencao primaria, ou mesmo para

0s especialistas em pediatria, gastroenterologia ou alergia e imunologia. A diversidade
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de mecanismos envolvidos e sobreposicdo de sintomas e sinais podem tornar a
confeccdo de diagnostico preciso em um trabalho elaborado, principalmente quando
mais de um mecanismo ou mais de um alimento estdo envolvidos. Apesar desta
complexidade, o processo propedéutico tende a definir um anico diagndstico ou um
anico mecanismo fisiopatogénico na tentativa de “rotular” o paciente e minimizar a
angustia do desconhecido. Geralmente o diagnédstico justificado é suficiente para
dissipar a inseguranca do paciente (mesmo quando os sintomas persistem), assim
como para adiar uma investigagdo posterior onerosa e trabalhosa.®® Esta abordagem
simplificada, algumas vezes é bastante util, principalmente ao considerarmos pacientes
que tenham dificuldade para lidar com um muitas informagdées ou compreender as
sutilezas do diagnéstico diferencial. Adicionando-se a isso 0s custos dos exames, é até
compreensivel que o médico assistente fique satisfeito com o diagnéstico simplificado,
principalmente se o paciente esta assegurado de que ndo se trata de uma doenca
perigosa. Uma vez eleito o “alimento culpado”, o préximo passo seria definir ou inferir o
mecanismo responsavel pelos sintomas clinicos. Uma perspectiva dualista coloca em
evidéncia as hipersensibilidades imunes (alergia as proteinas) e as intolerancias por
deficiéncia enzimatica (intolerancia & lactose).® Varias revisdes definem as diretrizes

para diferenciar as alergias das intolerancias aos laticinios,?" ** '

mas, apesar de toda
elucubracao tedrica, existem pacientes que simplesmente ndo se enquadram neste tipo
de polarizacdo. Nas ultimas décadas os recursos diagnosticos para diferenciar as
alergias das intolerancias tém aumentado e se disseminado, assim como seus custos.
Entre as sindromes de intolerancia, a mais comum ¢é a intolerancia a lactose devido a
hipolactasia. O "padrao ouro” para diagnosticar a deficiéncia de lactase € a medida da
atividade da lactase realizada diretamente no enterécito,”® mas este é um teste
invasivo substituivel satisfatoriamente por testes funcionais menos invasivos como o

93.94 5 teste de tolerancia & lactose,” e o teste genético.*®

teste do hidrogénio expirado,
Para diagnosticar as hipersensibilidades imunes, existem os testes cutaneos, as
dosagens de IgE especifica em fase liquida (radiométricas, enzimaticas e
colorimétricas), as dosagens de IgE especifica em fase sélida (imunoblote), as técnicas
de diagnéstico molecular (com identificacdo de imunorreatividade contra epitopos

especificos)® e os testes de enfrentamento celular ex vivo.*® Entretanto, estes recursos
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nem sempre estdo prontamente disponiveis para o médico assistente que as vezes
depende exclusivamente de seu julgamento clinico para elaborar um diagndstico. Este
julgamento clinico nem sempre é facil, uma vez que mesmo individuos com
hipolactasia podem tolerar a ingestdo de certa quantidade de leite devido ao tipo de
microbiota coldnica que albergue e de uma sensibilidade intestinal diminuida.?® A agéo
da beta-galactosidase liberada do iogurte pela digestdo gastrica ou biliar pode
contribuir para a digestdo da lactose e tolerancia.®® Em adicdo a esta complexidade de
fatores, existem também as ingestdes inadvertidas de alimentos industrializados que

levam leite de vaca na composicéo,'®

e as modificagbes industriais das proteinas
bovinas realizadas pela industria alimentar, como por exemplo a polimerizacao
induzida pela transglutaminase na preparacdo de iogurtes ou queijos cremosos.'”’
Estes fatores podem interferir no estabelecimento de um elo clinico entre a ingestao da
proteina do leite e o inicio dos sintomas. Apesar destas dificuldades, ao diagnosticar a
presenca de hipersensibilidade ao leite de vaca em um paciente adulto, o médico
assistente pode preferir ndo optar pela investigacdo laboratorial e basear-se nas
estatisticas que relatam uma alta incidéncia de hipolactasia (estimada em 50 a 70% na

populacdo latino-americana)'%

em contraste com a incidéncia estimada de alergia ao
leite de vaca em torno de 0,5% da populacdo adulta.'® Esta tendéncia pode criar um
viés diagnostico, uma vez que cada vez mais individuos sdo rotulados como
intolerantes a lactose, deixando de ser investigados apropriadamente para a alergia as

proteinas do leite de vaca.

1.5.1 Reacoes adversas ao leite de vaca de natureza nao imune
Como linhas gerais, podemos dividir as rea¢des adversas nao imunes aos
laticinios em duas categorias: reacbes toxico-infecciosas e reacbes metabdlico-

enzimaticas
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1.5.1.1.Reacoes adversas de natureza toxico-infecciosa

Laticinios (como todos os outros alimentos) podem ser fonte de contaminagéao
alimentar por microorganismos, que produzem reac¢oes de natureza téxica (toxinas) ou
infecciosa.®® Muitas vezes estes sintomas simulam ou se superpdem aos sintomas de
outros tipos de reagbes adversas, mas, ao contrdrio das reagcbes de natureza
imunologica ou metabdlico-enzimética, costumam produzir quadros agudos e auto-
limitados, predominantes em sistema digestério, com sintomatologia gastrointestinal
(vbmitos, diarréia, célicas intestinais) ou sistémica (hipertermia e sindrome do choque
toxico). Esta é ainda uma visao simplificada, quando consideramos que mesmo nestas
reacbes muitas vezes também existira a presengca de um componente imunolégico

associado.'%

1.5.1.2 Reacoes adversas de natureza metabdélico-enzimatica

Sendo o leite uma fonte de diversas biomoléculas, diversos tipos de deficiéncia
metabdlicas podem produzir quadros clinicos bem definidos seguindo-se a sua
ingestao. As deficiéncias que causam sintomas mais graves sao a galactosemia e a
fenilcetondria. A galactosemia classica é um erro inato do metabolismo causado pela
deficiéncia da enzima galactose-1-fosfato uridiltransferase (GALT, EC 2.7.7.12), que
resulta no acumulo dos metabdlitos galactiol e galactose-1-fosfato. Nestes pacientes a
ingestao de galactose provoca disfuncdo hepatocelular, disfungdo renal, hipoglicemia,
catarata e septicemia. A retirada da galactose da dieta reverte o quadro.'® A
Fenilcetondria € um erro inato do metabolismo causado pela deficiéncia da enzima
fenilalanina hidroxilase (PAH, EC 1.14.16.1), caracterizada pela inabilidade de converter
o aminoacido fenilalanina em tirosina, resultando em seu acumulo no organismo.
Pacientes com fenilcetondria, quando nao submetidos a dietas de restricdo em
fenilalanina apresentam desabilidade intelectual grave e anormalidades neuroldgicas.'®
Sendo os leites (materno ou bovino) ricos em fenilalanina, os mesmos devem ser

proscritos da dieta.
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1.5.2 A intolerancia a lactose

No ser humano a lactase € geneticamente programada para ser expressa
durante os primeiros anos de vida, sendo sua expressao cancelada irreversivelmente
durante a adolescéncia (hipolactasia de inicio tardio).”” A persisténcia da expressao
da lactase €& considerada uma mutagdo transmitida de maneira autossémica
dominante, tendo-se identificado diversos polimorfismos associados a esta
atividade.'®® "% A intolerancia & lactose resulta da auséncia (temporaria ou definitiva)
da lactase (lactase-phlorizin hydrolase; LPH; EC 3.2.1.108), enzima presente nas
microvilosidades intestinais responsavel pela dissociagdo de lactose (galactose B-1,4

glucose) em galactose e glicose.'"

1

A auséncia de lactase pode ser congénita,
transitéria ou de inicio tardio.”’ A auséncia congénita da lactase resulta na
incapacidade permanente de digerir a lactose desde o nascimento (condicao rara,
autossOmica recessiva). A hipolactasia pode ser transitoria quando é secundaria a uma
agressao ao epitélio intestinal (condicao relativamente comum em gastroenterites
infecciosas ou mesmo na alergia ao leite de vaca). A intolerancia a lactose apresenta
sintomatologia eminentemente intestinal, com cdlicas abdominais, diarréia aquosa e
flatuléncia devido a producao de gases pela fermentagao da lactose (pelas bactérias do
cblon) e pelo aumento da pressdao osmotica do bolo fecal (pelos monossacarideos
resultantes da fermentacéo).''? Os sintomas sdo dose-dependente e estdo claramente
associados a ingestdo da lactose do soro do leite. Derivados do leite que sofreram
extracdo do soro (como o0 queijo), contém quantidades minimas de lactose e nao
desencadeiam estes sintomas.''®

Mas a dindmica da intolerancia a lactose ndao é assim tao simples, € ndo se
restringe aos sintomas funcionais, sendo que na pratica clinica muitas vezes é dificil
definir as verdadeiras causas dos sintomas, mesmo com emprego dos exames
funcionais.'"*

A capacidade de digerir a lactose divide a humanidade em dois grupos
fenotipicos: os capazes de digerir a lactose, também chamados de lactase-persistentes
(LP), e os incapazes de digerir a lactose ou lactase-nao-persitentes (LNP). A
deficiéncia de lactase estd presente em até 15% da populacdo de descendéncia
européia, até 80% dos latinos e afro-descendentes e em até 100% dos indios
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americanos e asiaticos.'’® No Brasil, cerca de 43% dos brancos e mulatos tém o alelo
da persisténcia da lactase, sendo a hipolactasia mais freqlente entre negros e
japoneses.'® Mas mesmo os lactase-ndo-persitentes podem se adaptar a intolerancia
através da flora bacteriana intestinal. A ingestao de laticinios por individuos lactase-
nao-persistentes tolerantes pode funcionar como agente modificador de risco para
determinadas doengas. Em determinadas populacées, existe aumento estatisticamente
significante para o risco de cancer colo-retal, cancer de préstata e colite ulcerativa (ao
lado de uma diminuicao significativa do risco de cancer gastrico) entre os lactase-nao-
persistentes que consomem laticinios regularmente.’’® Esta ¢ uma &rea que requer
investigacao especifica uma vez que interagbes de ordem imune teoricamente
poderiam contribuir para a modificacdo destes riscos. A pergunta que fica para ser
respondida é se existe também uma mudanca significativa no risco de desenvolvimento
de alguma forma de hipersensibilidade imunolégica as proteinas do leite de vaca, em
funcado do consumo de laticinios por individuos lactase-nao-persistente em relagéo aos
lactase-persistente, ou em relacdo aos nao consumidores de laticinios.

A incapacidade de digerir a lactose pode ser facilmente suspeitada em adultos
ou adolescentes que desenvolvem sintomas gastrointestinais ap6s a ingestao de leite.
Pode ser confirmado pela pesquisa de acidez ou substancias redutoras nas fezes apds
ingestao do leite e pela auséncia de sintomas apds a ingestdo de leite isento de
lactose. A recorréncia de sintomas apos a ingestao de leite regular confirma a situagao
definitiva da condicd0.®® Outro teste laboratorial utilizado na pratica clinica para o
diagnéstico de intolerancia a lactose é o teste de toleréncia a lactose que consiste em
monitorar a glicose sanguinea ap6s uma dose oral de lactose. O teste é considerado
positivo se as medidas de glicemia ndo demonstrarem uma elevacdo de 18 mg/dL
entre a glicemia de jejum inicial e as glicemias consecutivas realizadas 20, 40 e 60
minutos.*® E um teste indireto, que pode resultar em falso negativo nas pessoas que
apresentam hiperinsulinismo, ou falso positivo em diabéticos. O teste do hidrogénio
expirado é mais simples e mais confidvel, consiste em dosar a quantidade de
hidrogénio expirado em amostras de ar apés a ingestao de lactose.”® * O hidrogénio
livre (Hz) é produzido no intestino grosso como resultado da fermentagao anaerdbica
da lactose, é parcialmente absorvido para o sangue e é excretado pelos pulmdes. O
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padrao ouro para diagnosticar a deficiéncia de lactase é a medida da atividade da
lactase realizada diretamente no enterécito,® mas este é um teste invasivo substituivel
satisfatoriamente por testes funcionais menos invasivos, sendo reservado para a
pesquisa. O teste genético analisa polimorfismos de cadeia unica e pode ser usado em
populacdes especificas com variantes identificadas, como descrito na Finlandia que
demonstraram que o genotipo C/C-aem0 €sta associado com baixa atividade de lactase (<
10 U/g/proteina) e o gendtipo C/T-me0 e T/T-s10 esta associado com alta atividade.''® O
diagnostico pelo teste genético é especifico para determinadas populacdes e nao tem
necessariamente valor quando extrapolado para outros grupos. Apesar de demonstrar
o gendtipo, nem sempre se correlaciona com o fendtipo. Relatam-se casos de
individuos que apesar de ndo apresentarem intoleréncia clinica ou alteragéo nos testes

funcionais, apresentam gendétipo associados a ndo persisténcia da lactase.”® 1"’

1.6 ReacoOes adversas ao leite de vaca de natureza imune

As reagbes adversas de natureza imune sdo necessariamente reagbes de
hipersensibilidade, uma vez que sao reprodutiveis e desencadeadas por estimulos
definidos. Por definicdo, sdo melhor denominadas de alergias. E uma situacdo
complexa que merece uma analise cuidadosa, ndo somente pela ampla variedade de
proteinas que podem ser responsabilizadas (individual ou coletivamente), como
também pelos diferentes mecanismos de hipersensibilidade que podem estar

% O simples diagnéstico de “alergia as proteinas do leite de vaca’

envolvidos.
atualmente é um diagnéstico insuficiente. E essencial que se faca a distingdo pelo
menos entre a hipersensibilidade as proteinas do soro do leite e as proteinas do queijo
(caseinas), pois as medidas dietéticas sao diferentes. Além das proteinas naturais,
subprodutos do leite também podem provocar alergias, como por exemplo as féormulas
extensivamente hidrolisadas utilizadas para a nutricdo de lactentes alérgicos as

proteinas naturais do leite de vaca.''®
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1.6.1.Epidemiologia da alergia ao leite de vaca

A alergia ao leite de vaca é uma entidade que vem sendo identificada com cada
vez maior freqUéncia, tornando-se um desafio global para a comunidade médico-
cientifica."”® Um estudo prospectivo dinamarqués com 1749 neonatos estimou a
prevaléncia em 2,2% em criancas até trés anos.'?® As alergias mediadas por IgE séo
responsaveis por 60% das reacdes relacionadas ao leite e 0os 40% restantes ficam por
conta das reagbes alérgicas ndo mediadas por IgE. A maioria das reagcdes mediadas
por IgE envolve a pele (urticaria e dermatite atépica) e a maioria das reagdes nao
mediadas por IgE envolvem o trato gastrointestinal.’?’

Em adultos os trabalhos envolvendo a alergia ao leite de vaca sdo escassos e
limitados a pequenos grupos de pacientes com reagdes severas identificadas por testes
de provocagéo. Descreve-se a alergia ao leite de vaca em adultos como uma entidade
rara, com envolvimento de proteinas do soro e das caseinas, com boa reatividade aos
testes cutaneo-alérgicos tanto ao leite integral, como as caseinas, a a-lactoalbumina, e

a B-lactoglobulina (B-Lg)."®

1.6.2 Mecanismos imunes de hipersensibilidade ao leite de vaca

Existe suficiente evidéncia de que a alergia as proteinas do leite de vaca pode
ser mediada por qualquer um dos quatro tipos basicos de reac¢des de hipersensibilidade
delineados por Gell e Coombs. Em alguns pacientes, mais de um tipo pode estar
envolvido, mesmo quando existe apenas um tipo de manifestacéo clinica.?" '??

As reagbes do tipo | (anafilaticas ou imediatas) sdo predominantemente
mediadas por anticorpos da classe IgE. A interacdo antigeno-anticorpo na superficie
dos mastécitos ou baséfilos resulta na liberagao da histamina e outros mediadores.
Este é a reacao melhor compreendida e provavelmente mais comumente envolvida nas
manifestacées de manifestagdo rapida como émese, diarréia, dor abdominal, dermatite
atopica, urticaria, angioedema, rinite, broncoespasmo e anafilaxia sistémica.®’ Em
funcao da diversidade da resposta IgE humana, nenhum alérgeno isolado ou estrutura
molecular pode ser a priori particularmente responsabilizada pela alergenicidade do
leite de vaca. A polissensibilizacdo ocorre em 75% dos pacientes com alergia ao leite
de vaca, com uma ampla variabilidade em especificidade e intensidade da resposta IgE.
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Apesar de as proteinas mais freqlentemente responsabilizadas serem as que existem
em maior quantidade no leite (como as caseinas e a beta-lactoglobulina), todas as
proteinas do leite (mesmo as presentes em pequenos tragos como a lactoferrina) sao
alérgenos potenciais.'®

Estudos em animais demonstraram também a participacdo de cadeias leves
livres de imunoglobulinas com especificidade a caseinas bovinas na fisiopatologia da
hipersensibilidade independente de IgE. N&o se conhece ainda se existe uma
correlagdo clinica para a alergia ao leite de vaca do ser humano.'?*

As reacoes do tipo Il ou citotéxicas sdo mediadas pela ativacdo do sistema
complemento pelos anticorpos das classes IgG, IgM e ocasionalmente IgA. Este tipo de
reacao parece ser responsavel pelos raros casos de trombocitopenia induzida pelo leite
de vaca.”

As reacdes do tipo Il (reagcbes por imuno-complexos ou reagdo de Arthus)
requerem a formacdo de complexos antigenos-anticorpo (com IgG, IgM, IgA e
ocasionalmente IgE) e complemento. O impacto destes complexos sobre os pequenos
vasos sanguineos inicia um processo inflamatério (vasculite), cujo grau determina a
extensdo do dano tissular e dos sintomas. Este tipo de reacdo é encontrado na
hemorragia induzida por leite e na rara doenga crénica pulmonar induzida por leite de
vaca chamada de sindrome de Heiner. Em situacées menos frequientes produz artrite
ou vasculite cutanea.”’

A reacgdo do tipo IV (tardias ou mediadas por células) parece ser rara e mais
dificil de documentar. Neste tipo de reacdo, as células T sensibilizadas proliferam e
liberam uma variedade de citocinas apds a exposicao ao antigeno ofensor. Parecem
ser concomitantes com alguns tipos de reac¢des do tipo Il na sindrome de Heiner e em
alguns pacientes com gastroenteropatias.®’

No entanto muitos aspectos referentes a imunorreatividade as proteinas do leite
permanecem completamente ndo esclarecidos. Um deles é a questdo dos anticorpos
hemaglutinantes contra as proteinas do leite em pacientes alérgicos. Desconhece-se
por completo o seu papel na fisiopatologia das intoleréncias as proteinas do leite de
vaca.'®

Existem controvérsias e pendéncias sobre o papel dos anticorpos da classe IgG
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especificos para alimentos na patogénese da alergia alimentar. Pacientes com
sintomas gastrintestinais associados a ingestdao de leite de vaca possuem um nivel
mais elevado de IgG especifica para as proteinas do leite de vaca.”® Demonstrou-se,
por exemplo, que pacientes portadores de dermatite atépica possuem niveis
significativamente elevados de IgG anti-beta-lactoglobulina em relagdo aos seus
controles ndo portadores de dermatite atopica.'®® Sabe-se também, que sob certas
condi¢des, como um enfrentamento com anticorpos anti-IgGy, leucécitos de pacientes
sensibilizados ao leite de vaca ou a outros alérgenos sao capazes de liberar
histamina.'?’ A interpretacdo deste tipo de achado levou a trés tipos de conclusdes
aparentemente discordantes, mas que na verdade sdo complementares. O primeiro
tipo de conclusao é que o aumento de IgGs especifica pode ter efeito protetor nos
pacientes com hipersensibilidade mediada por IgE. Esta linha de pensamento baseia-
se no fato que pacientes alérgicos com niveis mais elevados da relacao IgG4/IgE séao
mais tolerantes a ingestdo dos alimentos especificos dos que apresentam relacoes

menores. Neste caso o IgG4 funcionaria como “anticorpo bloqueador”'?®

especifico na
hipersensibilidade mediada por IgE."?® A segunda linha de pensamento sugere que a
presencga de 1gG4 especifica seria apenas o marcador de uma experiéncia imunoldgica
prévia que o paciente tenha tido com o alimento especifico, sem que necessariamente
este anticorpo participe da fisiopatologia ou do desenvolvimento de tolerancia a este
alimento. E uma linha de pensamento defendida por alguns consensos clinicos.”® A
terceira linha de pensamento sugere a participacdo do IgGs na fisiopatologia das
reacbes de hipersensibilidade tardia ndo mediada por IgE, em fungdo das alteracoes
da relagao IgA/IgGs vistas nestes pacientes apés o desenvolvimento da

tolerabilizagdo. '’

De fato, estudos recentes demonstraram que dietas de exclusao
baseadas na presenca destes anticorpos podem resultar em melhora clinica para os

pacientes.'®
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1.6.3 Manifestacoes clinicas da alergia ao leite de vaca
A clinica da alergia ao leite de vaca, por outro lado, apresenta um amplo
espectro de sintomas, que podem ser predominantemente gastrintestinais, ou extra-

intestinais. '3

Os sintomas de natureza imediata (sindrome de alergia oral,
hipersensibilidade gastrointestinal imediata, anafilaxia, urticaria aguda, angioedema
agudo, rinite alérgica, broncoespasmo agudo) sdo caracteristicamente mediados por
IgE. Sintomas de natureza tardia (enterocolite, proctite, hemossiderose pulmonar) sao
considerados como nao mediados por IgE. Algumas sindromes clinicas sao
classificadas como de natureza mista, ou seja, estao envolvidos mecanismos mediados
por IgE e mecanismos ndo mediados por IgE (gastroenterocolite eosinofilica, esofagite
eosinofilica, asma e a dermatite atdpica).®® Outras sindromes clinicas relacionadas a
alergia ao leite de vaca sé&o de natureza ainda n&o elucidada, como a constipacao

|134

intestinal** e a sindrome do umbigo vermelho,'® ou motivo de disputa académica,

como o refluxo gastro-esofagiano.'® Recentemente associou-se a enterocolite
necrotizante neonatal, como uma hipersensibilidade a beta-lactoglobulina.’® Em
alguns casos extremos, a propria inalacao do leite foi capaz de desencadear sintomas

alérgicos graves e até mesmo a morte de um individuo sensivel.'38 139140

1.6.4 Diagnostico clinico da alergia ao leite de vaca

O diagndéstico da alergia ao leite de vaca baseia-se na clinica apresentada pelo
paciente e por testes analiticos diagnésticos'! que consistem em: 1) pesquisa de IgE
sérico especifico para o leite integral (cru ou fervido), para o soro do leite, ou para as
proteinas isoladas do leite (B-lactoglobulina, a-lactoalbumina, albumina sérica bovina e

142,

as caseinas). 8 Esta pesquisa pode ser realizada em fase liquida através de

radioimunoensaio (RAST) ou por métodos enzimaticos colorimétricos (ELISA,
ImmunoCAP),"** ou ainda em fase sélida (imunoblote); 2) Testes cutaneos de
sensibilidade imediata (com os mesmos elementos utilizados para identificagdo da IgE

.145, 146
; 3)

especifica) Provas de provocagdo abertas ou controlados por placebo;'*” 4)

Testes de contato patch test) para evidenciar os mecanismos celulares nao mediados
por IgE."*® e 5) testes de enfrentamento “ex vivo” como o teste da inibicdo da migragéo

58, 149

do leucdcito, os testes de linfoproliferacdo’™’ ou da expressao celular de citocinas
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ap6s enfrentamento antigénico ex vivo.'’

1.6.5 Tratamento da alergia ao leite de vaca

O tratamento da alergia ao leite de vaca consiste primariamente na retirada do
alérgeno identificado como agente sensibilizante. Neste mister € imprescindivel o
correto diagnéstico etiolégico, uma vez que em nossa cultura o leite de vaca tem se
tornado um elemento quase que essencial na alimentacdo infantil (e mesmo dos
adultos). Varias estratégias tem sido empregadas, como a substituicao do leite de vaca
por extratos vegetais (como a soja), pelo leite de vaca hidrolisado (parcial ou
extensamente), por férmulas de aminodcidos e até pelo leite de outros mamiferos,
como o leite de cabra ou mesmo o leite de camela, que a semelhanca do leite humano
ndo contém a B-lactoglobulina.”®®'%® Quando o paciente tem alergia apenas as
proteinas do soro e ndo as caseinas, pode-se liberar a ingestdo de queijo que nao
tenha soro residual.

O desenvolvimento de estratégias de dessensibilizacdo é uma necessidade para
a alteracdo do curso clinico promovido pelas alergias alimentares.® ' Em particular, a
alergia ao leite de vaca, que em alguns casos assume um curso clinico prolongado e
irresoluto.® "% Protocolos para indugdo de tolerancia oral ja foram descritos com leite

161-164
P

de vaca integra apesar do uso de antigenos naturais ter maior chance de eliciar

165,

reacbes alérgicas que limitem a progressdo da imunoterapia. 166 Alérgenos

modificados (alergdides) tém sido utilizados em protocolos de dessensibilizagdo de
maneira a minimizar as reacdes alérgicas produzidas pelo antigeno natural.'®’
Proteinas com epitopos equivalentes, mas menos alergénicas, podem ser obtidas por
tecnologia de recombinagdo génica,'®® mas esta é uma metodologia cara e trabalhosa.
Abordagens mais acessiveis, como o cozimento extensivo, tém sido utilizadas na
suposicao de que a destruicdo dos epitopos conformacionais podem tornar a proteina
menos alergénica e, portanto, mais segura para a administragdo oral.'®'" Esta
desnaturacgao fisica pode, no entanto, produzir alteragdo quimicas de dificil controle,
tornando a caracterizacao do alerg6ide quase impossivel, assim como pode destruir os

172

epitopos lineares necessarios para a indugdo do estado de tolerancia.'’= O desenho

racional para o planejamento de um protocolo de indugao de tolerancia seguro e efetivo
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inclui o uso de proteinas imunogénicas (que incluam os epitopos lineares relevantes), e

que sejam menos alergénicas (que provoquem menos reagdes clinicas).'”

1.7 A B-lactoglobulina bovina

O leite de vaca possui mais de vinte proteinas dotadas de capacidade
imunogénica, sendo que a freqiiéncia de envolvimento individual de cada espécie esta
caracterizada por alguns trabalhos.'”* Através de provas de provocagdo com proteinas
isoladas Goldman caracterizou que cerca de 62% dos pacientes alérgicos ao leite de
vaca sao sensiveis a B-lactoglobulina; cerca de 60% sao sensiveis as caseinas; cerca
de 53% sao sensiveis a a-lactoalbumina e cerca de 52% sao sensiveis a albumina
sérica bovina.'”

Apesar de nao ser fabricada pelo ser humano, a presenca de B-lactoglobulina no
leite humano foi descrita apds a sua deteccao através de ELISA utilizando anticorpos
policlonais de coelho anti-B-lactoglobulina purificados por cromatografia de afinidade.'”
Esta presenca nao foi confirmada quando as deteccbes foram realizadas por
imunoblote utilizando-se anticorpos monoclonais anti-B-lactoglobulina,’”” ratificando as
suspeitas de que a técnica de ELISA com anticorpos policlonais apresentava resultados
falso-positivos devidos & imunorreatividade cruzada com proteinas do leite humano.'”
A B-Lactoglobulina é uma proteina globular pequena (18,4 kDa) com 162 residuos de
aminoacidos unidos por duas pontes dissulfeto, soluvel em solug¢des salinas diluidas
(comportamento tipico das globulinas) composta por 8 folhas beta antiparalelas que
formam um barril beta com uma alfa hélice de 3 voltas na superficie externa e uma

nona fita beta que flanqueia a primeira fita.'”® '

1.7.1 A B-lactoglobulina bovina como alérgeno (Bos d 5).

A B-Lg bovina, por si mesma é um alérgeno reconhecido com nomenclatura
oficial definida como “Bos d 5" (Bos domesticus) capaz de originar a sintese de IgE
especifica e desencadear reagdes de hipersensibilidade do tipo | de Gell e Coombs.®"
Ao nos referir a B-Lg bovina como um alérgeno, dentro do contexto da especialidade
(Alergia e Imunologia), é preferivel utilizar, o termo Bos d 5.'® No entanto ao nos
referirmos a B-Lg modificada (desnaturada ou polimerizada) nao utilizaremos esta

30



nomenclatura, uma vez que se trata de uma molécula diferente, ainda nao classificada
na lista oficial de alérgenos.

A beta-lactoglobulina (B-Lg) € o maior componente protéico do soro do leite
bovino. Sua sintese (regulada por prolactina) é realizada pelas células epiteliais da
glandula mamaria sendo secretada no Iumen, acumulando-se no leite. Sua
concentracdo € em torno de 3¢g/L de leite de vaca. Pertence a superfamilia das
proteinas ligantes de lipidios chamadas de lipocalinas. A B-Lg bovina é uma das
proteinas ligantes de lipidios mais bem estudada e caracterizada. Liga-se a uma ampla
variedade de moléculas, incluindo o retinol e seus analogos, o beta-caroteno, acidos
graxos (saturados e insaturados com comprimento de cadeia de 12 a 18 carbonos) e
hidrocarbonetos alifaticos.’®® Estes ligantes unem-se ao célice central do B-barrel
dependendo da abertura pH-regulada da alca EF que serve como “opérculo” da entrada
do sitio de ligagao.'®*

Existem duas variantes descritas da B-Lg bovina a variante A (B-LgA) e a
variante B (B-LgB). As duas diferem em dois locais: um deles é a alga flexivel exposta
(D64G) que produz uma alteragao conformacional responsavel por uma diminuigao da
solubilidade e propensdao para uma maior propensdo para a oligomerizacdo e
gelatinizacdo. A outra diferenca esta em uma fita beta (V118A) localizada na cavidade
da molécula. Esta diferengca na sequéncia altera as propriedades dindmicas da
molécula e é provavelmente responsavel pela diminuicdo da estabilidade térmica da
variante B.'®

A B-Lg em condi¢cbes normais nao € digerida pela pepsina gastrica. O cozimento
extensivo (95T por 10 minutos) reduz drasticamente a quantidade de B-Lg solubilizada,
levando a sua precipitacdo. Quando se adiciona pepsina ao soro tratado desta forma a
B-Lg é hidrolisada em poucos minutos.'®® Esta estabilidade na estrutura terciaria da p-
Lg faz com que caracteristicamente a maioria dos epitopos alergénicos da molécula,
sejam de natureza conformacional.'®'® Demonstrou-se que a B-Lg ingerida pode ser
absorvido pelo intestino humano.' A B-Lg ingerida é internalizada através de um
receptor especifico para lipocalinas, localizados no enterécitos (Lipocalin-Interacting-
Membrane-Receptor ou LIMR)."™" O significado desta internalizacdo no ser humano é

incerto. Uma vez absorvido para a circulagao sistémica,'%? forma pequenos agregados
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imunorreativos, mas ndo ativa complemento.'®

A B-Lg expressa epitopos
conformacionais capazes de interagir diretamente com anticorpos de diferentes classes
(interacdo proteina-proteina). A digestdo péptica € capaz de destruir os epitopos
conformacionais, que em pacientes alérgicos sao responsaveis pelo reconhecimento da
maior parte dos anticorpos (mesmo da classe 1gG)."® Aparentemente este é o
mecanismo responsavel pela maior parte das apresentagdes clinicas, como sugere o
fato que cerca de 75% das criancas alérgicas ao leite de vaca tolera as formas
culinarias do leite extensivamente cozido.'® A digestdo enzimatica da B-Lg produz
epitopos estruturais (polipeptideos) que mantém a capacidade de ligacdo com
anticorpos especificos.'®® Esta caracteristica é capaz de explicar os raros casos de
hipersensibilidade aos hidrolisados protéicos.'® A digestdo intracelular da B-Lg gera
epitopos lineares reconheciveis pelo receptor da célula T quando ligado a molécula
MHC de classe Il no contexto da apresentacdo antigénica restrita (interacao célula-
célula).'® Deste modo, as alteragdes conformacionais realizadas na molécula protéica
(como por exemplo, a polimerizacdo) sao potencialmente capazes de alterar o
componente humoral da imunorreatividade, mas provavelmente n&o vao alterar a
imunorreatividade mediada por células desencadeada por epitopos lineares.' Apos
ser digerida, a B-Lg pode originar pelo menos sete peptideos capazes de serem
reconhecidos pelo receptor de célula T no contexto da apresentagcdo de antigeno via
MHC 11.2%°

1.7.2 A B-lactoglobulina bovina polimerizada

1.7.2.1 A B-lactoglobulina bovina polimerizada pela transglutaminase

A industria alimenticia vem utilizando ha algum tempo, enzimas microbianas para
alterar a consisténcia do alimento original, através da polimerizacdo das proteinas.?”’
Uma destas técnicas é o tratamento com a transglutaminase.'” A transglutaminase
microbiana (TG) comegou a ser usada na industria alimenticia para preparagdao de
alimentos como o kamaboko, uma pasta de peixe tradicional no Japao. A realizacédo de
algumas pesquisas pelos laboratérios de pesquisa alimentar em Kawasaki (Life Science
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Laboratories) da Ajinomoto no Japao, no final dos anos 80, incentivou seu uso para
outras aplicagdes. Este grupo isolou e purificou a transglutaminase microbiana do
Streptoverticillium  mobaraense, utilizada culinariamente em restaurantes e
industrialmente na produgdo de queijos e iogurte.?® Uma das principais acdes da
transglutaminase é catalisar a ligacdo entre o grupo €-amino de um residuo de lisina
com o grupo y-carboxamida (acila) de um residuo de glutamina, criando uma ponte intra
ou intermolecular altamente resistente & protedlise.?® Isto resulta na formagdo de
ligagbes covalentes entre aminoacidos da mesma proteina e entre varias moléculas de
proteinas, promovendo a sua polimerizagdo.?**

A transglutaminase tissular € uma enzima de mdultiplas funcdes, agindo na
apoptose, na diferenciagcao celular, na fusdo do fibrinogénio como parte da cascata de
coagulacao, na formacao do citoesqueleto da membrana celular. As ligacdes protéicas
cruzadas catalisadas pela transglutaminase participam na estabilizagdo dos corpos
apoptéticos. Previnem o extravasamento do seu conteudo e conseqlente ativacao
inflamatéria e exposicao de proteinas préprias que poderiam levar a um processo de
autoimunidade.?®® Mais preocupante, no entanto, é o fato de ser a transglutaminase um
dos principais autoantigenos envolvidos na intolerancia ao gliten da doenca celiaca.?%
Ainda nado estamos certos dos efeitos que a ingestdo desta enzima pode ter no
organismo humano, que por enquanto é considerada simplesmente como “comestivel”.
Quando submetida aos testes recomendados pela arvore decisdes prescrita pelo grupo
de especialistas da FAO/WHO em 2001, propostas para investigar imunorreatividade a
proteinas resultantes da biotecnologia, mostrou-se ndo reagente enzimaticamente com
IgE, mostrou-se suscetivel a digestdo péptica e nao apresentou em seu
sequenciamento nenhuma coincidéncia maior que 5 aminoacidos com nenhum
alérgeno alimentar conhecido.?®” A transglutaminase vem sendo utilizada pela industria
alimenticia na producéo de queijos e iogurtes®® e é comercializada por empresas como
a Ajinomoto (http://www.activatg.com/) para cozinheiros como uma “cola de proteina”
para o preparo artesanal de esculturas de alimentos, ou simplesmente para aumentar a
consisténcia do preparado culinario (Activa™ TG Transglutaminase). Na polimerizacdo
da B-Lg com a transglutaminase, devemos tomar o cuidado de preparar o material em

ambiente livre de célcio ibnico, uma vez que 0 mesmo induz a agregacao nao covalente
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da B-Lg, retardando a formacdo das ligacdes covalentes catalisadas pela

transglutaminase.?®®

1.7.2.2 A B-lactoglobulina bovina polimerizada pelo calor

Como a polimerizagdo pela transglutaminase produz polimeros de massa
molecular elevada (que nao penetraram nos géis de poliacrilamida planejados para a
localizagdo do monémero de -Lg), para o imunoblote, a polimeriza¢ao foi realizada por
aquecimento. O aquecimento da B-Lg durante a fase de reducdo da amostra para
desnaturagdo por B-mercaptoetanol estimula a formacdo de tetrdmeros que sao

localizados nos géis de poliacrilamida na faixa de 72 a 73 kDa.?'®

1.7.3 A imunorreatividade contra a B-lactoglobulina polimerizada em animais

Camundongos imunizados parenteralmente com a f-Lg polimerizada pela
transglutaminase na presenca de cisteina demonstraram niveis séricos de IgE e IgG
especificas contra a B-Lg, quantificados por ELISA, significativamente menor do que os
camundongos imunizados parenteralmente com a B-Lg nativa, assim como menor
detecgdo qualitativa observada no imunoblote ap6és SDS-PAGE. 2"

1.7.4 A B-lactoglobulina polimerizada como neo-antigeno

A B-Lg polimerizada € portanto um antigeno modificado (neo-antigeno) derivado
da biotecnologia, produzido pela fabricagcao industrial de laticinios.

As diretrizes da FAO / WHO recomendam o estudo in vitro e in vivo dos neo-
antigenos derivados da biotecnologia em individuos sensibilizados ao antigeno original.
Um dos passos desta diretriz é o estudo da imunorreatividade in vivo através de testes
cutaneo-alérgicos realizados com os antigenos alimentares modificados em individuos

portadores de alergia ao alimento natural.?'2
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1.7.5 A B-lactoglobulina polimerizada como alergoide

Alergéide é uma proteina modificada com o objetivo de ser utilizada em
protocolos terapéuticos de dessensibilizagdo, ou de inducdo de tolerancia
oral/sublingual.”*® O alergéide é uma proteina modificada que conserva epitopos
lineares reconheciveis pelo sistema MHC-TCR de apresentagcao celular de antigenos
(imunogénica), mas com menos epitopos conformacionais de ligacdo especifica com
anticorpos reaginicos (com menor alergenicidade). A elaboracéo de alergdides através
da polimerizagao de alérgenos naturais € realizada ha algumas décadas, na tentativa
de redugé@o de sua imunorreatividade, através do tratamento do extrato original com
formaldeido ou glutaraldeido.’” 2'® Mais recentemente tém-se produzido alergéides
através da tecnologia de recombinacdo génica, mas esta é uma tecnologia cara e
trabalhosa.'® Para avaliar a alergenicidade de um antigeno modificado para fins
terapéuticos, pode-se utilizar testes de provocagao in vivo (orais ou cutaneos) ou testes
ex vivo (como o enfrentamento antigénico ex vivo monitorado pelo teste de
degranulacdo do basdfilo). A avaliacdo da imunorreatividade mediada por células
iniciada especificamente pelo alérgeno, capaz de desenvolver uma resposta
imune/tolerogénica, pode ser realizada antes do tratamento através de testes de
proliferagdo de linfécitos T?'* ou apés o tratamento pela pesquisa de marcadores de
imunotolerancia (como IL-10 e TGF-B) em imundcitos cultivados.?'® A imunorreatividade
mediada por células contra a B-Lg ja foi avaliada pelo teste de inibicdo da migragédo do

leucocito.®® °°

Nesta pesquisa, utilizamos um imunoensaio equivalente, mas
tecnicamente mais simples para analisar a imunorreatividade mediada por células: o
Teste da Inibicdo da Aderéncia Leucocitaria (TIAL),2'® descrito originalmente para
avaliar a imunidade mediada por células contra antigenos tumorais®'” 2 e
posteriormente contra a poeira doméstica, o PPD e a candidina.?'®

O objetivo da utilizacdo de alergdides é minimizar as reagbdes produzidas pelo
extrato terapéutico ndo modificado, ao mesmo tempo em que se preserva a
imunogenicidade dos epitopos lineares T-dependentes. Estudos realizados em animais
sugerem existir uma reducao da antigenicidade da B-Lg polimerizada em relagao a p-Lg
nativa, como avaliado em camundongos.?®® #2! Estudos conduzidos em camundongos

sobre a imunogenicidade dos extratos digeridos com pepsina e pancreatina da B-Lg
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polimerizada também demonstraram menor alergenicidade em relacdo aos extratos
digeridos da B-Lg nativa.??? Desta forma, a polimerizacdo pela transglutaminase, na
medida em que possa contribuir para a diminuigcdo da alergenicidade, torna a B-Lg
polimerizada uma molécula promissora para a composi¢do de terapias de inducao de

tolerédncia em pacientes alérgicos ao leite de vaca.
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2 OBJETIVOS DA PESQUISA

2.1 Objetivos gerais da pesquisa

O objetivo principal da pesquisa € o de estudar em seres humanos o efeito da
polimerizagdo pela transglutaminase (em presengca de cisteina) sobre a
imunorreatividade contra a beta-lactoglobulina bovina.

O objetivo secundario é avaliar a incidéncia de imunorreatividade IgE-mediada
contra as proteinas do leite de vaca em seres humanos adultos com hipolactasia

refrataria ao tratamento com dieta livre de lactose.

2.2 Objetivos especificos da pesquisa

2.2.1 Quanto a influéncia da polimerizacao pela transglutaminase (em presenca
de cisteina) na imunorreatividade IgE-mediada IN VIVO contra a B-Lg em seres
humanos com hipersensiblidade ao leite de vaca.

Para avaliar em pacientes (criancas e adultos) com hipersensibilidade ao leite de
vaca a equivaléncia da imunorreatividade in vivo contra a (-lactoglobulina
polimerizada pela transglutaminase (em presengca de cisteina), com a
imunorreatividade in vivo contra a B-lactoglobulina nativa. Formulamos duas hip6teses

contrapostas:

Hipotese 0: A imunorreatividade humoral IN VIVO contra a f-Lg
polimerizada pela TG (em presenca de cisteina) é equivalente a

imunorreatividade humoral IN VIVO contra a B-Lg nativa em criancas e adultos
com hipersensibilidade ao leite de vaca.

Hipétese 1: A imunorreatividade humoral IN VIVO contra a f-Lg
polimerizada pela TG (em presenca de cisteina) ndao ¢é equivalente a

imunorreatividade humoral IN VIVO contra a 3-Lg nativa em criancas e adultos
com hipersensibilidade ao leite de vaca.
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222 AQuanto a influéncia da polimerizacao pelo aquecimento na
imunorreatividade IgE-mediada IN VITRO contra a $-Lg.

Para avaliar em pacientes com hipersensibilidade ao leite de vaca a
equivaléncia da imunorreatividade in vitro contra a 3-lactoglobulina polimerizada pelo
aquecimento, com a imunorreatividade in vitro contra a B-lactoglobulina nativa.

Formulamos duas hipéteses contrapostas:

Hipotese 0: A imunorreatividade humoral IN VITRO contra a B-Lg
polimerizada pelo aquecimento é equivalente a imunorreatividade humoral IN

VITRO contra a B-Lg nativa em criancas e adultos com hipersensibilidade ao leite
de vaca.

Hipétese 1: A imunorreatividade humoral IN VITRO contra a B-Lg

polimerizada pelo aquecimento nao é equivalente a imunorreatividade humoral

IN VITRO contra a B-Lg nativa em criancas e adultos com hipersensibilidade ao
leite de vaca.

2.2.3 Quanto a influéncia da polimerizacao pela transglutaminase (em presenca
de cisteina) na imunorreatividade celular EX VIVO contra a B-Lg..

Para avaliar (em seres humanos - independente do status da imunidade humoral
mediada por IgE) a equivaléncia da imunorreatividade celular contra a TgPolB-Lg com

a imunorreatividade celular contra a p-Lg formulamos duas hipéteses contrapostas:

Hipotese 0: A imunorreatividade celular contra a B-Lg polimerizada pela

transglutaminase em presenca de cisteina é equivalente a imunorreatividade

celular contra a B-Lg nativa em individuos sem histérico de hipersensibilidade
ao leite de vaca.
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Hipoétese 1: A imunorreatividade celular contra a B-Lg polimerizada pela

transglutaminase em presenca de cisteina nao é equivalente a imunorreatividade

celular contra a B-Lg nativa em individuos sem histérico de hipersensibilidade
ao leite de vaca.

2.2.4 Quanto a incidéncia de hipersensibilidade mediada por IgE em individuos
adultos com hipolactasia refrataria a dieta de exclusao de lactose.

Para avaliar a incidéncia da imunorreatividade mediada por IgE contra as
proteinas do leite de vaca em seres humanos adultos com hipolactasia refrataria a
dieta de exclusao de lactose, .formulamos duas hipbteses contrapostas:

Hipétese 0: Pacientes adultos com hipolactasia refrataria a dieta de
exclusao de lactose tém incidéncia equivalente de hipersensibilidade mediada

por IgE contra as proteinas do leite de vaca do que a populacao tolerante ao leite
de vaca.

Hipotese 1: Pacientes adultos com hipolactasia refrataria a dieta de
exclusao de lactose tém maior incidéncia de hipersensibilidade mediada por IgE

contra as proteinas do leite de vaca do que a populacao tolerante ao leite de
vaca.
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3. MATERIAL E METODOS

Seguimos a metodologia recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude
(WHO) que, associada a Food and Agriculture Organization das Nag¢des Unidas (FAO)
elaboraram em 2001 uma nomograma voltado especificamente para a normatizagéao
das abordagens cientificas que visam a caracterizagdo da alergenicidade dos novos
alimentos derivados da biotecnologia, em especial quando os alimentos modificados
sdo fontes reconhecidas de alérgenos eliciadores de sindromes clinicas. Um dos
passos descritos neste nomograma € a investigagao in vivo/ex vivo, da alergenicidade
do alimento modificado em pacientes reconhecidamente alérgicos a fonte alimentar
original, sugerindo especificamente como metodologia as dosagens de imunoglobulinas
da classe IgE e os testes cutaneos de sensibilidade imediata (sempre apds o aval do
comité de ética em pesquisa médica da instituicio de investigacdo cientifica).?'?

Desenhamos assim um estudo caso-controle descritivo transversal para
comparar de modo pareado através de diferentes técnicas diagndsticas a
imunorreatividade entre a proteina natural e a proteina polimerizada. Comparamos
também de forma pareada a acuracia dos diferentes testes empregados. Comparamos
de maneira ndo-pareada os resultados dos grupos sintomaticos com os resultados de

grupos controles assintomaticos.

3.1 Casuistica — Populacao de estudo

A populagdo de referéncia foi a da regido metropolitana de Campinas. A
populacao alvo foram pacientes encaminhados ao Hospital de Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas e pacientes atendidos em uma clinica especializada em Alergia
e Imunologia. (Alergoimuno Procedimentos Médicos Ltda — CREMESP 948466) situada
em Americana.

O participantes foram divididos em 5 grupos segundo a idade e caracteristicas

clinicas.
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Grupo A

Os participantes consistiam em 56 pacientes adultos (18 do sexo masculino) com
idade entre 18 a 70 anos (média = 45,4 anos; mediana = 46 anos; desvio padrao = 12,3
anos; Intervalo de confianga 95% = 42,1 a 48,7 anos) com queixas de sintomas
recorrentes e/ou persistentes de natureza gastrointestinal e com diagnéstico de
intolerancia a lactose atendidos no ambulatério de gastroclinica e encaminhados ao
Ambulatério de Imunologia Clinica do Hospital de Clinicas da UNICAMP. Todos os
pacientes tinham diagnédstico funcional de intolerancia a lactose confirmado por prova
de sobrecarga de lactose monitorada por variacdo glicémica e/ou dosagem de H;
expirado®®® (delta H, médio = 114.3 ppm Hy; 95% CI 101.7 to 126.9).

Realizou-se anamnese e exame fisico. Os sintomas referidos foram detalhados
por sistemas, em especial aparelho digestoério, aparelho respiratério e érgdos de
revestimento (pele e mucosas). Perguntou-se de maneira especifica sobre os sintomas
desencadeados por ingestédo de leite de vaca in natura e queijo.

Como elemento comum a todos os individuos deste grupo ressaltava-se a
refratariedade a dieta de exclusdo de lactose. A orientagdo dietética de nao ingerir
especificamente o leite de vaca nao era suficiente para a remissao dos sintomas
gastrointestinais (100% dos pacientes), que persistiam mesmo quando o paciente
permanecia por longos periodos sem consumi-lo. Além disso, alguns pacientes
associavam claramente os sintomas ao uso de laticinios com teor minimo de lactose
(18 pacientes = 32,1%) e, em 26 pacientes (46,4%) existiam sintomas extra-intestinais

relacionados a ingestao de laticinios.

GRUPO B (controle)

Como controle para comparacdo com os resultados do imunoblote do grupo A
foram selecionados 20 pacientes atendidos em um ambulatério de Alergia e Imunologia
que relatavam inequivoca tolerancia a ingestao do leite de vaca e apresentavam testes
cutaneos nao reagentes para a B-Lg nativa e polimerizada e pesquisa de IgE especifica
contra B-Lg indetectavel ao ImmunoCAP. Os participantes consistiam em 20 pacientes
(6 do sexo masculino) com idade entre 4 a 62 anos (média = 21,9 anos; mediana = 17,5
anos; desvio padrdao = 17,6 anos; intervalo de confianca 95% = 13,6 a 30,1anos).
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Nenhum deles apresentava sintomas gastrointestinais, sendo acompanhados por
quadros respiratérios (rinite) ou por quadros cutaneos (dermatite atopica e urticaria).
Neste grupo selecionado realizou-se coleta de sangue para realizagdo de pesquisa de
IgE especifica contra B-Lg através de SDS-PAGE e imunoblote.

GRUPO C

Os participantes consistiam em 22 criangas (14 do sexo masculino) com idade
entre 6 e 95 meses (média = 30,6 meses; mediana = 22,5 meses, desvio padréo = 27,1
meses; intervalo de confianca (95%) = 18,5 a 42,6 meses) com historia clinica
convincente de reagao de hipersensibilidade ao leite de vaca. Todos os individuos
apresentavam IgE especifica para beta-lactoglobulina = 1.2 kU L™ quantificada por CAP

Systems Pharmacia.

GRUPO D (controle)

Os participantes consistiam em 22 criancas (13 do sexo masculino) com idade
entre 6 e 93 meses (média = 30,8 meses; mediana = 22,5 meses; desvio padrao = 26,8
meses; Intervalo de confianca (95%) = 18,9 a 42,7 meses) selecionadas por sua
inequivoca tolerancia a ingestao de leite de vaca e auséncia de IgE especifica para -
Lg quando pesquisada por ImmunoCAP. Nenhum deles apresentava sintomas
gastrointestinais, sendo que, ou eram assintomaticos (5 participantes) ou
apresentavam-se apenas com sintomas respiratérios superiores leves (rinite). Este

grupo foi pareado com o grupo C e serviu como controle dos testes cutaneo-alérgicos.

GRUPO E

O grupo E foi constituido para comparar a imunorreatividade mediada por
células contra a B-Lg e a TgPolB-Lg. Escolhemos individuos tolerantes ao leite de vaca,
para que a hipersensibilidade humoral contra a beta-lactoglobulina ndo fosse um
interferente nos enfrentamentos celulares. Consistiu de 49 pacientes (19 homens,
idade média 28,7 anos, desvio padrdao 20,6 anos) acompanhados em uma clinica
especializada em Alergia € Imunologia com diagnostico de alergia respiratoria (rinite e
asma). Amostras de sangue fresco foram coletadas destes pacientes para realizacao
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do Teste de Inibigao da Aderéncia Leucocitaria (TIAL).

3.2 Métodos diagnosticos
3.2.1 Testes diagnodsticos in vivo

Os testes cutaneo-alérgicos de sensibilidade imediata sdo procedimentos
médicos codificados pela tabela da Associacdo Médica Brasileira sob numero
19.010.11-7 e sao rotineiramente utilizados como procedimento diagnéstico nos
servicos de Alergia e Imunologia. Seu uso no diagnéstico de alergias alimentares

também esta bem estabelecido®?*

, assim como o uso das proteinas isoladas do leite de
vaca."*® 2% A andlise da reatividade se faz por planimetria da papula palpavel
resultante. Considera-se o tamanho em milimetros do maior didmetro da papula
palpavel somado ao diametro de sua perpendicular, posteriormente dividido por dois.
Obtém-se assim o diametro papular médio (DPM).?%

O teste cutaneo-alérgico de leitura imediata foi realizado pela técnica de puntura
(skin prick test) na face volar do antebrago com uma lanceta de acrilico descartavel,
estéril, com uma ponta circular de 1 mm de comprimento sobre uma base romba
(Punctor®, adquirida da Alko do Brasil Ind. Com. Ltda, Sao Paulo, SP, Brazil). A lanceta
foi introduzida através de uma gota de extrato de antigeno em um &angulo de 90°
perpendicular a pele, retirada ap6s 5 segundos e descartada. Uma reacdo com DPM =
3 mm, mensurada 15 minutos apds a aplicacdo do puntor sobre a solugédo testada e
apds subtracdo da reagdo correspondente do controle negativo foi requerida para
positividade. A reatividade do teste cutdneo foi conferida com o uso de estratos
comerciais diluidos em solucao glicerosalina de leite de vaca 20% peso/volume, alfa-
lactoalbumina bovina 20% peso/volume, caseina bovina 20% peso/volume, leite de
cabra 20% peso/volume e extrato de proteina de soja 20% peso/volume adquiridos de
FDA Allergenic, Rio de Janeiro, Brasil. Beta-lactoglobulina (8-Lg) com 95% pureza foi
fornecida na forma liofilizada por Davisco Foods Inc. (Le Sueur, MN, USA) e diluida a
20% peso/volume em solucdo glicerosalina 20% volume/volume. A beta-lactoglobulina
bovina polimerizada (TgPolB-Lg) foi preparada por meio da agdo enzimatica da
transglutaminase microbiana na presenca de cisteina no Departamento de Alimentos e

Nutricdo da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de
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Campinas. Utilizamos B-Lg nativa na concentracdo de 0,7 mg/ml por corresponder a
10.000 PNU/ml mensurado pelo método de Kjeldahl®*” (AOAC 991.22)%?® e TgPolp-Lg
na concentragcdo de 0,9 mg/ml (correspondendo a 10.000 PNU/ml mensurado pelo
método de Kjeldahl).

O controle positivo foi realizado com histamina (1 mg/ml), e o controle negativo
com solugdo glicerinada diluida em salina isotbnica (20% volume/volume). Como
controle de reatividade os componentes adicionais da beta-lactoglobulina polimerizada
foram testados individualmente: transglutaminase (TG) 0,02 mg/ml em salina
glicerinada a 20% e a cisteina 0,038 mg/ml em salina glicerinada a 20%.

Apo6s a medida do didmetro da papula, a mesma foi demarcada com caneta
dermografica e a marcagao transferida com auxilio de uma fita adesiva transparente

para uma folha de papel.

3.2.2 Ensaios analiticos in vitro e ex vivo

Para o imunoblote e ImmunoCAP, uma amostra de sangue de 8 mL foi
colhida em tubo de coleta com ativador de coagulacdo e gel separador. Apds
centrifugacao por 20 minutos a 2500 rpm o soro sobrenadante foi armazenado em
freezer a — 80<C.

Para o teste de inibicao da aderéncia leucocitaria, colhe-se uma amostra
de sangue de 8 mL em tubo heparinizado, imediatamente colocado em banho térmico

a 37T para sedimentacgao.

3.2.2.1 Dosagem de IgE especifica por InmunoCAP

Realizou-se a dosagem de IgE especifica contra a beta-lactoglobulina por
sistema automatizado “CAP Systems Pharmacia” (Uppsala, Suécia) e os resultados
expressos como kU/mL. Dosagens maiores do que 0,35 kU/mL foram consideradas
significativas para sensibilizagao.
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3.2.2.2 Pesquisa de IgE especifica por SDS-PAGE e imunoblote

Para pesquisa de IgE especifica em fase sélida contra a beta-lactoglobulina,
procedeu-se a preparacao de gel de gradiente em poliacrilamida e dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) utilizando o sistema BioRad Mini Protean Tetra-cell system
(BioRad, Hercules, CA, USA) com gel de poliacrilamida em gradiente continuo (5%T -
20%C resolving gel).??® Amostras de B-Lg purificada (5 mg/mL) foram preparadas em
tampéo contendo 2% SDS e 5% mercapto-etanol e aquecidos por 10 minutos a 90C
para desnaturacao e exposicdo de residuos para ionizagdo. Uma aliquota de 5 L,
equivalente a 25 pg de proteina foi aplicada a cada poco. Para identificacdo
aproximada dos pesos moleculares utilizou-se um padrao de proteinas pré-corado de
10; 17; 26; 34; 43; 55; 72; 96; 130; 170 kDa (PageRuler®, Fermentas, Hanover, MD,
USA). A corrida eletroforética foi estimulada com 80 Volts até a visualizagao da coluna
de proteinas atingir a metade do gel sendo depois estimulada com 120 Volts até as
proteinas atingirem o fim do gel. Apds a corrida eletroforética, as proteinas distribuidas
no gel de poliacrilamida sao transferidas por arraste eletroforético (blot) para uma
membrana de nitrocelulose com poros de 0,45 pm em sistema de imersao por 15
minutos a 150 mA. Apos a transferéncia as membranas sdo imersas em solugao de
gelatina por duas horas para saturar os locais adicionais de ligacdo protéica da
nitrocelulose. As membranas de nitrocelulose transferidas com a beta-lactoglobulina
sao seccionadas em secbes verticais delimitando cada corrida. Cada seccao é
incubadas overnight com o soro de um paciente (50uL em 3 mL de PBS), a 4 € em
agitacdo pendular de 5 ciclos por minuto. As secgbes das membranas de nitrocelulose
sdo lavadas em tampao de lavagem (Tween a 0,05% em PBS) por trés vezes e a
seguir incubadas com IgG de cabra anti-IgE humano (15uL em 3mL de PBS) em
agitacdo pendular, em temperatura ambiente, por duas horas. As secc¢Oes das
membranas de nitrocelulose sdo lavadas em tampao de lavagem por trés vezes e a
seguir incubadas com anticorpo de coelho anti-lgG de cabra, conjugado em sua porg¢ao
Fc com peroxidase do rabano (15ul em 3 mL de PBS), em agitacdo pendular, em
temperatura ambiente, por duas horas. As sec¢des das membranas de nitrocelulose
sao lavadas em tampao de lavagem por trés vezes e a seguir reveladas em solugao de
diaminobenzidina (DAB) a 0,5% em PBS por quinze minutos, adicionando-se apés
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alternadamente H>O, (400uL para 6mL de H20) e solugao colorimétrica com NiSO4 e
CoCl, (0,59 + 0,5g em 50 mL H»0) até o aparecimento das bandas, quando a reagéo é
interrompida com H20.2%° A leitura é realizada por digitalizagdo das imagens através do
software para andlise densitométrica ImageJ (disponibilizado no site
http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html). A digitalizagdo das imagens € realizada em escala
de cinza. O software de leitura oferece o recurso de inverter a imagem, de modo a
tornar a leitura proporcional @ marcagdo. A leitura da densidade Optica € realizada
circunscrevendo-se individualmente cada banda. Para corrigir a interferéncia da
tonalizacdo da membrana de nitrocelulose pelo processo de revelagao, faz-se para
cada leitura individual a correcdo, que consiste em subtrair da leitura da banda, a
leitura do “background” correspondente, ou seja, uma &area com as mesmas
dimensdes, definida pelo usuario nas imediacdes da banda.?®’

Para controle de qualidade do blot do grupo C (controle) alocou-se em uma das
seccbes de membrana, no mesmo banho de incubagédo, o soro de um paciente do
grupo A sabidamente reativo contra a 3-Lg e que demarcou banda apés a revelagao,
validando o ensaio analitico.

Para pesquisa de IgE especifica em fase sélida contra as proteinas do leite de
vaca, empregou-se leite de vaca desnatado (gordura zero da Molico) na concentracao
de 4mg/mL preparado em condigbes redutoras semelhantes a beta-lactoglobulina

purificada, porém sem aquecimento. O restante da metodologia foi semelhante.

3.2.2.3 Enfrentamento antigénico ex vivo e Teste da Inibicao da Aderéncia
Leucocitaria

O teste de inibicao da aderéncia do leucécito € um procedimento artesanal
descrito em 1972 por Halliday para detecgdo de antigenos tumorais e fatores
bloqueadores envolvidos na imunidade mediada por células.?!” Tem similaridade com o
correlato teste de inibicdo da migragdo do leucécito.?'® 232 Sao testes descritos para a
deteccdo de imunorreatividade celular responsiva a presenca de antigenos e
anticorpos especificos. 2% 2%* Ha relatos na literatura do seu uso na deteccédo de

imunorreatividade contra antigenos tumorais,?*® e contra alérgenos ex4genos, como
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por exemplo, a poeira doméstica, a candidina, o PPD;*'® dermatéfitos responsaveis por

6

infestagdes cutaneas cronicas e recorrentes;**® a beta-lactoglobulina bovina® e o

glaten®’. A nao-aderéncia do leucécito ao vidro induzida pelo enfrentamento com

antigenos especificos depende basicamente de mecanismos celulares®®

nos quais
estariam envolvidos diversos tipos de células, mas principalmente os linfécitos T.239242
Quando ativados pela presenca do antigeno especifico, os linfécitos liberariam fatores
soluveis encontraveis no sobrenadante (hipotetizados como: Fator de Inibicdo da
Migragdo do Leucécito e Fator de Inibicdo da Aderéncia do Leucécito) que agiriam
sobre os leucdcitos inibindo a migragéo e conferindo a propriedade de nao-aderéncia
ao vidro, respectivamente.?’® O envolvimento dos linfocitos T foi sugerido pela
observacdo de que a presenca de anticorpos murinos anti-8 (anti-theta) cancela a

inibicdo da aderéncia,?*> 24

e que linfécitos formadores de e-rosetas sao essenciais
para o aparecimento do fenémeno da ndo aderéncia ao vidro.?*® Como os linfécitos T
ndao sao capazes de ligar-se diretamente ao antigeno (sendo dependentes da
apresentagao antigénica dentro do contexto TCR-MHC 1), fica evidente que outras
células ou outros componentes estdo envolvidos. Plaguetas, em especial, também
foram implicadas na produgdo de fatores inibidores da aderéncia do leucécito ao
vidro.?** No se obteve ainda de maneira satisfatéria todos os mecanismos celulares e
as citocinas envolvidas neste processo, porém demonstrou-se que os leucotrienos, e
em especial o LTC4, sdo fatores participantes do processo®*® modulados pela secregéo
de interferon®"’ e inibidos por bloqueadores de célcio como o verapamil, o cetotifeno e
cromoglicato dissédico.?*®

Leucécitos obtidos de amostras de sangue heparinizado obtidos por veno-
puntura do antebrago sdo separados do sangue fresco por sedimentacdo a 37<C por
uma hora. Aliquotas de 100uL de plasma sao incubados com 10uL das mesmas
solugdes utilizadas para os testes cutaneos (B-Lg 0,7mg/mL 20%GS e TgPolB-Lg
0,9mg/mL 20%GS) por 30 minutos em agitacdo suave (200 rpm). De maneira
semelhante, é processada uma aliquota para controle (sem antigeno). Apds a
incubagao, o plasma é alocado em uma camara hemocitométrica ndo metalizada por 2
horas em ambiente Umido a 37C para permitir a aderéncia dos leucécitos. Os

leucécitos sdo contados, a camara hemocitométrica € imersa em um béquer com PBS
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a 37T, durante esse processo a laminula é gentilme nte retirada, sendo colocada uma
nova, os leucécitos sdo contados novamente nos mesmos campos da contagem pré-
lavagem. A Taxa de Aderéncia (TA) ou porcentagem de aderéncia é calculada como a
contagem de leucocitos apds a lavagem dividido pelo numero de leucécitos contados
antes da lavagem e multiplicado por 100%. A Taxa de Inibicdo da Aderéncia (TIA) é
calculada pela proporcdo entre a taxa de aderéncia da amostra submetida ao
enfrentamento antigénico ex vivo e a taxa de aderéncia da amostra controle, segundo a
formula: TIA = [1 - (TA amostra enfrentada / TA amostra controle)] x 100%.

3.3 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas e graficos foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism (version 5.0; GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Os
dados foram relatados como médias aritméticas e intervalo de confianca de distribuicao
(IC) de 95%.

As variancias das médias das diferencas entre os resultados pareados foram
analisadas por teste t pareado. Seguindo o desenho de estudo caso-controle
retrospectivo montamos tabelas de contingéncia para avaliar entre os grupos o
desempenho diagnostico comparativo dos testes empregados. A significancia das
diferencas foi analisada pelo teste exato de Fisher e pelo teste do Chi-quadrado.

Para todas as andlises um valor p menor do que 0,05 foi considerado

significativo.?%2°’
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4 RESULTADOS

4.1 Pacientes adultos do grupo A

4.1.1 Caracteristicas clinicas do grupo A

As caracteristicas clinicas dos participantes deste grupo estdo expostas na
tabela 1 (pg 58) O escore atribuido refere-se a percepcdo da associagdo entre a
ingestao de laticinios e o inicio dos sintomas e foi assim determinado:

0: auséncia do sintoma;

1: Presenca do sintoma, mas sem relacdo temporal com a ingestao de laticinios;

2: Relaciona o aparecimento do sintoma com ingestéo de leite de vaca, mas nao
com ingestao de queijo;

3: Relaciona o aparecimento de sintomas com ingestao de leite de vaca e com
ingestao de queijo.

4.1.2 Dosagem de IgE especifica contra beta-lactoglobulina

Dos 56 pacientes estudados, 20 (35,7%) apresentaram IgE contra 3-Lg > 0,35
kU/mL mensurado através do ImmunoCAP. Destes 20 pacientes, os resultados
variaram de 0,4 kU/mL a 15,4 kU/mL, a média foi de 3,5 kU/mL e 0 IC = 1,5 kU/mL a
5,5 kU/mL.

Considerando apenas os 45 pacientes com imunoblote positivo contra a beta-
lactoglobulina, 19 pacientes (42,2%) apresentaram IgE contra B-Lg > 0,35 kU/mL
através do ImmunoCAP.

Considerando os 45 pacientes com imunoblote positivo os resultados variaram
de 0,4 kU/mL a 15,4 kU/mL, a média foi de 2,7 kU/mL; o0 IC = 1,9 kU/mL a 3,4 kU/mL.

Considerando apenas os 19 pacientes com imunoblote positivo e IgE especifica
detectavel, os resultados variaram de 0,4 kU/mL a 15,4 kU/mL, sendo a média
aritmética igual a 3,6 kU/mL e o IC = 1,5 kU/mL a 5,7 kU/mL.
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Iniciais Idade TGI URT DA RA ASMA ENX

AAM 46 1 0 0 0
ACR 57
AG 46
APS 45
APSS 54
BLOG 51
CADN 42
CF 48
cPs 32
DH 34
ERS 47
FAL 26
FSE 18
GD 53
GMT 39
GRC 46
GSS 55
Tabela 1 Caracteristicas HRG 42
clinicas dos 56 pacientes do grupo A. IEE 65
ISRC 53
TGI: Sintomas gastrointestinais; emc 48
T INJ 58
URT: Urtlca_rla, o IN) 49
DA: Dermatite atopica; IVE 59
RA: Rinite alérgica; KRO 43
ENX: Enxaqueca. LAP 28
LCB 39

O Escore refere-se a percepgao LHYDC 55
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do paciente da associacdo entre a nlm:i Z;
mgestao de laticinios e o inicio dos MCNM 52
sintomas: MCSS 36
MEF 22

0: auséncia do sintoma; MFA a1

1: Presenca do sintoma, mas MGSG 56

sem relagdo temporal com a ingestao MUA 58
de laticinios; MLMSB 56
2: Relaciona o aparecimento do ““:g: ii
smtom~a com |_ngesta~o de Ielte“de vaca, MRBT 48
mas nao com ingestao de queijo; MROF 70
3: Relaciona o aparecimento de MSN 64
sintomas com uso de Leite de vaca e MTJ 62
com uso de queijo. mzp 61
NZ 40

PRBF 50

RCN 63

RSL 23

SAMC 46

SAP 57

SARR 38

STMC 40

TCPB 22

VAS 21

VLA 33

WBA 41

58



4.1.3 Testes cutaneo-alérgicos
Os resultados dos testes cutaneos e a dosagem de IgE especifica através de

ImmunoCAP estéo registrados nas tabelas 2 e 3 (paginas 60 e 61).

4.1.3.1 Beta-lactoglobulina nativa

Dos 56 pacientes testados, 31 (55,4%) demonstraram reac¢des cutaneas a B-Lg
(destes 31, a média dos DPM foi 4,6 mm; (IC = 4,0 mm a 5,0 mm).

Considerando a totalidade dos 56 pacientes, a média dos DPM foi de 2,5 mm; o
IC = 1,9 mm a 3,2 mm. Vide figura 2 na pagina 62.

Considerando apenas os 45 pacientes com imunoblote positivo contra a beta-
lactoglobulina, 26 pacientes (56,5%) apresentaram reatividade cutanea contra a B-Lg.
Destes 45 pacientes, a média dos DPM foi de 2,7 mm; o IC = 1,9 mm a 3,4 mm. Vide
figura 3 na pagina 62.

A média dos diametros papulares para o controle positivo neste grupo de 45
pacientes foi de 6,8 mm; 95% o IC = 6,2 mm a 7,3 mm.

4.1.3.2 Beta-lactoglobulina polimerizada por transglutaminase.

Dos 56 pacientes testados, 24 (42,9%) demonstraram reagbes cutdneas a
TgPolB-Lg. Destes 24 pacientes, a média dos DPM foi de 4,0 mm; IC = 3,5 mm a 4,5
mm.

Considerando a totalidade dos 56 pacientes, a média dos DPM foi de 1,7 mm; o
IC =1,1 mm a 2,3 mm. Vide figura 2 na pagina 62.

Considerando apenas os 45 pacientes com imunoblote positivo contra a beta-
lactoglobulina, 19 pacientes (41,3%) apresentaram reatividade cutanea contra a B-Lg
polimerizada por transglutaminase em presenca de cisteina.

Destes 45 pacientes a média dos DPM foi de 1,6 mm; o IC = 1,0 a 2,2 mm. Vide
figura 3 na pagina 62.

A média das diferencas entre a imunorreatividade cutanea contra a contra a B-Lg
nativa e a TgPolB-Lg foi significante ao teste t pareado (p < 0,05).
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Tabela 2 Resultados
dos testes cutaneos e do
ImmunoCAP nos 56
pacientes do grupo A.

F77: dosagem de IgE-

especifico contra B-
Lactoglobulina  (B-Lg) por
ImmunoCAP;

CP: Diametro papular
médio (DPM) para o teste
cutdneo de leitura imediata

(TCLI) para o controle
positivo (histamina 1
mg/mL);

BLg: DPM do TCLI
para B-Lg;

PBL: DPM do TCLI
para B-Lg polimerizada pela
transglutaminase em
presenca de cisteina;

VAC: DPM do TCLI
para extrato de leite de vaca;

ALF: DPM do TCLI
para extrato comercial de
alfa-lactoalbumina;

CAS: DPM do TCLI
para extrato comercial de
casina bovina;

SOJ: DPM do TCLI
para extrato comercial de
proteinas da soja;

CAB: DPM do TCLI

para  extrato  comercial
deleite de cabra;
AH,: diferenca na

excregdo de  hidrogénio
inicial e final no teste do H>
expirado.
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Pac F77 CP PBLg PBL VAC ALF CAS SOJ CAB AH2
AAM 000 5 4 4 5 0 0 0 0 102
ACR 062 10 5 0 0 5 6 0 4 132
AG 000 5 5 3 5 0 5 7 3 164
APS 055 7 4 0 6 0 5 0 6 100
APSS 000 7 4 0 5 0 0 4 0 74
BLOG 000 8 5 0 6 4 5 5 5 57
CADN 000 6 4 4 5 4 0 4 5 54
CF 054 8 4 4 5 0 0 0 5 74
CPS 000 7 O 0 4 4 0 0 4 33
DH 000 6 3 3 4 3 3 4 4 203
ERS 1260 6 0 0 8 7 4 6 0 124
FAL 000 11 O 3 5 5 3 4 3 77
FSE 208 9 O 0 0 0 0 0 0 110
GD 000 5 O 4 4 0 3 4 4 67
GMT 000 8 0 0 5 3 3 3 3 108
GRC 1,20 6 0 0 0 0 0 0 0 134
GSS 520 5 O 0 0 0 3 0 0 96
HRG 000 9 0 3 0 0 0 0 0 114
IEE 000 5 0 0 0 0 0 0 0 82
ISRC 000 6 5 0 0 0 0 8 0 84
JGMC 1543 5 3 0 5 0 0 4 5 148
JNJ 000 6 O 0 5 0 4 0 0 162
JNJ 401 6 O 0 0 0 7 0 0 130
JVF 041 6 4 5 4 0 0 0 0 120
KRO 046 6 4 4 4 0 4 4 4 125
LAP 000 9 0 0 0 0 0 0 0 64
LCB 404 6 3 3 6 4 4 5 4 160
LHYDC 0,00 7 O 0 0 0 4 0 0 91
MAF 000 7 3 0 4 4 3 4 4 162
MCCS 916 9 9 6 4 6 3 0 0 150
MCNM 182 8 5 5 5 0 4 4 7 86
MCss 000 8 3 3 4 3 3 4 0 84
MEF 000 7 4 0 0 0 0 0 0 158
MFA 1,20 7 6 3 0 3 0 0 0 NT
MGSG 000 7 6 4 5 3 4 5 6 29
MUA 000 4 O 4 7 0 3 3 0 181
MLMSB 000 8 4 0 0 0 0 0 0 167
MNP 000 6 4 4 0 4 4 4 4 59
MOF 039 7 0 0 0 0 0 0 0 82
MRBT 000 6 5 3 0 3 0 0 4 160
MROF 000 7 4 0 6 4 4 7 6 88
MSN 459 5 O 0 0 0 0 0 0 183
MT) 035 4 0 0 0 0 0 0 0 132
MZP 035 7 4 0 0 0 0 0 0 88
NZ 1,23 0 0O 0 5 0 0 0 0 82
PRBF 3,78 10 &6 4 4 0 0 0 0 31
RCN 000 8 6 0 9 0 0 0 7 180
RSL 000 6 5 5 5 0 4 6 10 192
SAMC 000 8 O 8 4 0 0 0 0 148
SAP 000 7 6 5 5 3 3 4 5 163
SARR 000 7 O 0 0 0 4 0 0 153
sTMC 000 7 2 0 5 0 0 0 3 134
TCPB 0,00 9 4 0 4 3 3 0 4 142
VAS 000 7 O 3 3 3 3 4 3 181
VLA 160 4 0 0 0 0 3 0 0 43
WBA 000 4 O 0 5 0 5 0 0 136




Paciente s-Igg TCP TCP  TCP DOC DOC DoOC
BLG PC BLG PolBLG 72kDa 36KDa 18kDa

ACR 06 10 5 0 37,6 16,4 0,4

APS 06 7 4 a 100 0,0 0,0
BLOG 00 8 5 0 204 0,0 0,0
CF 05 8 4 a 10,7 96 21
CPS 00 7 0 0 16,5 13,5 1,8
DH 00 6 3 3 21,0 80 6,1
ERS 126 9 O 0 6,6 7,0 0,0
FAL 00 11 0 3 188 9,9 0,0
FSE 21 6 0 0 488 10,2 0,0
GD 00 5 0 a 24,1 121 0,0
GMT 00 8 0 0 10,4 134 81
GRC 1,2 5 0 0 132 59 0,0
GSS 52 5 0 0 232 00 0,0
HRG 00 9 0 3 241 7,8 34
IEE 00 5 0 0 21,1 68 0,0

Tabela 3  Resultados ISRC 00 6 5 0 231 125 0,0
dos. imunoblots ~ dos 53 JGMC 154 5 3 0 359 0,0 0,0
pacientes do grupo A. NS 430 6 0 0 76 00 00

s-IgE: dosagem de IgE- INJ 00 6 0 0 248 0,0 0,0
especifico contra B- VP04 6 4 > 156 00 00
Lactoglobulina  (B-Lg)  por KRO 05 6 4 4 132 00 00
ImmunoCAP: LAP 00 9 6 0 194 0,0 0,0

TCP PC: Diametro ICcB 40 6 3 3 146 00 0,0
papular médio (DPM) para o LHDC 00 7 O 0 259 00 00
teste cutdneo de puntura MAF 00 7 3 0 16,4 0,0 0,0
(TCP) para o controle positivo MCCs 92 9 9 6 21,0 00 00
(histamina 1 mg/mL); MCNM 1,8 8 5 5 243 122 125

TCP BLG: DPM do TCP MCSS 00 8 3 3 105 92 00
para B-Lg; MEF 00 7 4 0 7,1 00 0,0

TCP PolBLG: DPM do MEA 1,2 7 6 3 12,0 0,0 0,0
TCP para B-Lg polimerizada MGSG 00 7 6 4 122 122 12,5
pela  transglutaminase em MUA 00 4 0 a 170 00 0,0
presenca de cisteina; MLMSB 0,0 8 4 0 199 00 0,0
s ot ADE W 08 e 4 1 s oo o
Corrigida para gtetrémero da MOF 04 7 0 0 2,8 0.0 00

L MRBT 00 6 5 3 204 0,0 0,0

B-lactoglobulina;

DOG 36 kDa: MROF 0,0 7 4 0 8,2 00 0,0
Densidade  Optica  média MSN- 46 5 0 0 10000 00
Corrigida para o dimero da B- Mz 12 0 0 0 L7 58 44
lactoglobulina; MZP 00 7 4 0 146 00 0,0

DOC 18 kDa: PRBF 38 10 6 a 5,5 54 0,0
Densidade  Optica  média RCN 00 8 6 0 5,0 00 73
Corrigida para o mondémero RSL 00 6 5 5 141 00 0,0
da B-lactoglobulina SAMC 0,0 8 0 0 6,0 3,5 13,9

SARR 00 7 0 0 7,2 0,0 0,0
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Diametro papular médio (mm)

BLG TGPol-BLG

Figura2 Meédia dos didmetros papulares médios obtidos por teste de puntura dos
56 participantes do grupo A. CP: controle positivo (histamina 1mg/mL); BLG: Beta-
Lactoglobulina nativa e TGPol-BLG: Beta-Lactoglobulina polimerizada por
transglutaminase em presenca de cisteina.
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Figura 3 Média dos diametros papulares médios obtidos por teste de puntura
dos 45 participantes do grupo A com imunoblot reagente para IgE especifico contra
a Peta-Lactoglobulina. CP: controle positivo (histamina 1mg/mL); BLG: Beta-
Lactoglobulina nativa e TGPol-BLG: Beta-Lactoglobulina polimerizada por
transglutaminase em presenca de cisteina.
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4.1.3.3 Comparativo entre as sensibilidades analiticas categoricas

Tabela de contingéncia entre InmunoCAP e SPT com -Lg no grupo A

Submetidos ao teste Positivos
ImmunoCAP 45 19
Testes Cutaneos 45 26

As diferencas nao foram significantes quando submetidas ao teste do Chi-
quadrado (p = 0,39) e ao teste de Fisher (p = 0,46)

Considerando apenas os 45 pacientes com imunoblote positivo contra a beta-
lactoglobulina, a combinagao de resultados positivos para a reatividade cutanea para a
B-Lg nativa e TgPolB-Lg foi de 30 pacientes (66,6%).

Considerando apenas os 45 pacientes com imunoblote positivo contra a beta-
lactoglobulina, a combinagao de resultados positivos para a reatividade cutanea para a
B-Lg nativa e o ImmunoCAP foi de 34 pacientes (75,5%).

Considerando apenas os 45 pacientes com imunoblote positivo contra a beta-
lactoglobulina, a combinagao de resultados positivos para a reatividade cutanea para a
B-Lg nativa, a reatividade cutanea contra a TgPolB-Lg e o ImmunoCAP foi de 38

pacientes (84,4%). Estes resultados estdo demonstrados na figura 4 na pagina 64.
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Figura 4 Sensibilidade analitica do ImmunoCAP (CAP); do teste de puntura para B-
Lactoglobulina (BLG); da combinag¢ao do teste de puntura para B-Lactoglobulina nativa e
polimerizada por transglutaminase em presenca de cisteina (BLG/POL); da combinagao
do ImmunoCAP e do teste de puntura para B-Lactoglobulina nativa (CAP/BLG); da
combinacdo do ImmunoCAP, do teste de puntura para [B-Lactoglobulina nativa e
polimerizada por transglutaminase em presenca de cisteina (CAP/BLG/POL) para
deteccao de IgE especifica contra a B-Lactoglobulina bovina em 45 pacientes com
imunoblot positivo para IgE especifico contra a B-lactoglobulina padronizado como
referéncia (BLOT).

Rand Land -

o —— —

1234 23 4 234

Figura 5 Gel de poliacrilamida (5% T - 20% C) apds corrida eletroforética, corado
com Coomassie blue

Coluna 1: Padrao de proteinas pré-coradas de 10 a 170 kDa

Coluna 2: Preparacao de B-Lg nativa em condicdes redutoras/aquecimento
Coluna 3: Preparacéao de B-Lg ap6s exposicao a transglutaminase sem cisteina
Coluna 4: Preparacao de B-Lg ap6s exposicao a transglutaminase com cisteina
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4.1.3.4 Controles e antigenos adicionais

Foram testados 56 pacientes. A média dos DPM dos controles positivos
(histamina) foi de 6,7 mm (95% IC = 6,3 mm a 7,1 mm).

Dos 56 pacientes testados, 35 (62,5%) apresentaram reacOes cutaneas ao
extrato de leite de vaca (destes 35, a média dos DPM foi de 5,0 mm; IC = 4,6 mm a 5,4
mm). Dos 56 pacientes testados, 20 (35,7%) apresentaram reagbes cutaneas a alfa-
lactoalbumina (destes 20, a média dos DPM foi de 3,9 mm; IC = 3,4 mm a 4,4 mm).

De todos os pacientes testados, 30 (53,6%) apresentaram reacdes cutaneas a
caseina (destes 30, a média dos DPM foi de 3,9 mm; IC = 3,5 mm a 4,2 mm).

Dos 56 pacientes testados, 49 (87,5%) apresentaram reacao cutanea a alguma
das proteinas bovinas. Dos 56 pacientes, 23 (41,1%) apresentaram reagao cutanea ao
extrato de soja (destes 23, a média dos DPM foi de 4,6 mm; IC = 4,1 mm a 5,2 mm).

Dos 56 pacientes, 26 (46,4%) apresentaram reacao cutanea ao extrato de leite
de cabra (destes 26, a média dos DPM foi de 4,7 mm; IC = = 4,0 mm a 5,3 mm).

Nenhum paciente reagiu ao controle negativo, nem a solugdo de

transglutaminase ou a solucao de cisteina (na tabela 2 na pagina 60).

4.1.4 SDS-PAGE com beta-lactoglobulina

Os géis de poliacrilamida fixaram bandas nas regides de 18kDa, 36kDa e 72
kDa nas colunas eletroforéticas das solugbes de B-Lg nativa preparada em condigbes
redutoras. As colunas preparadas com (-Lg polimerizada com transglutaminase apos
tratamento térmico e as colunas preparadas com B-Lg polimerizada pela
transglutaminase em presenca de cisteina demarcaram bandas em menor intensidade,
apenas na regiao de 18 kDa, pois o tamanho dos polimeros de massa molecular
elevada nao permite a entrada das moléculas no gel de poliacrilamida nas proporcoes
utilizadas (5%T-20%C). Vide figura 5 na pagina 64.

Este padrao de corrida corresponde a marcacao das bandas dos monémeros de
B-Lg (18 kDa), dos dimeros de B-Lg (36 kDa) e tetrameros de B-Lg (72 kDa) e é
descrito na literatura quando a B-Lg purificada é submetida a arraste eletroforético em
gel de gradiente em condigcdes redutoras (0 aquecimento a 70C estimula a
210

polimerizacao).
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Figura 6 Membrana de nitrocelulose eletrotransferida de um gel de gradiente
preparado com P: padrdo 10 a 170 kDa; (1) B-Lg aquecida a 90T por 10 minutos sem
mercaptoetanol; (2) B-Lg aquecida a 90<C por 10 minutos com mercaptoetan ol; (3) B-Lg
nao aquecida com mercaptoetanol; (4) B-Lg sem mercaptoetanol ndo aquecida e (5)

BSA 1 mg/mL aquecida com mercaptoetanol. Incubada com o soro de um paciente
(MCNM)

Figura 7 Imunoblote realizado com soro de cinco pacientes com B-Lg preparada
em condi¢des redutoras sem aquecimento (coluna 1) e em condi¢des redutoras padrao
com aquecimento (coluna 2). P = padrao de proteinas pré-coradas de 10 a 170 kDa.
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Figura 8 Imunoblote com B-Lg em condicbes redutoras com
aquecimento de amostras de soro de cinco pacientes do grupo A. Duas
amostras foram submetidas simultaneamente a competicdo em fase liquida
com BSA 1mg/mL por 30 minutos, antes da incubagdo com a membrana.
(UJN bsa e MN bsa).
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4.1.5 Imunoblote

4.1.5.1 B-Lg em condicoes redutoras e nao redutoras

Ap6s a transferéncia das colunas eletroforéticas das proteinas-alvo para a
membrana de nitrocelulose, as mesmas foram incubadas individualmente com o soro
dos pacientes e reveladas para pesquisa de IgE especifica, mostrando os padrdes
correspondentes as marcacoes do gel de poliacrilamida corados em coomassie blue.

A figura 6 (pagina 66) € a membrana de nitrocelulose eletrotransferida de um gel
de gradiente preparado com -Lg aquecida a 90T por 10 minutos sem mercaptoetan ol
(coluna 1); B-Lg aquecida a 90T por 10 minutos com mercaptoetan ol (coluna 2); B-Lg
ndo aquecida com mercaptoetanol (coluna 3); B-Lg sem mercaptoetanol ndo aquecida
(coluna 4); e BSA 1 mg/mL aquecido com mercaptoetanol (coluna 5) e incubada com o
soro de um paciente com presenca de IgE especifica contra a f-Lg (MCMN).

Para comparar a imunorreatividade a B-Lg preparada em condi¢cdes redutoras
padrdo (em tampao contendo 2% SDS e 5% mercapto-etanol) com e sem aquecimento
por 10 minutos a 90<C, realizou-se SDS-PAGE com as duas preparacoes lado a lado
em cinco pacientes. O imunoblote demarcou bandas apenas na faixa de 36 kDa na
preparagdao sem aquecimento e demonstrou bandas predominantemente na faixa de 72
kDa nas preparagbes aquecidas, confirmando a formagdo de tetrdmeros
(polimerizagao) da B-Lg que ocorre naturalmente a temperaturas maiores de 70T (vide
figura 7 na paginas 66).

4.1.5.2 Desambiguacao com a albumina sérica bovina

Uma vez determinada a polimerizagao (tetramerizagdo) da B-Lg em funcgéo do
aquecimento, fez-se necessario a distincdo entre a imunorreatividade a B-Lg
polimerizada (PolB-Lg) e a imunorreatividade a albumina sérica bovina (BSA), uma
proteina do soro do leite de vaca de 66,7 kDa, que poderia teoricamente ser um
contaminante da B-Lg purificada (95% de pureza) fornecida pela Davisco. Em funcéo
do peso molecular semelhante, a imunorreatividade a BSA poderia ser confundida com
a imunorreatividade ao tetrdmero da B-Lg. Amostras pareadas de soro de dois
pacientes reativos a p-Lg polimerizada (JN e MN) foram submetidas ao imunoblote. A
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uma das amostras de soro realizou-se a competicdo em fase liquida pela adicao de
BSA 1mg/mL em agitacdo por 30 minutos antes da incubagdo com a membrana de
nitrocelulose. A outra amostra foi tratada da maneira habitual. Nao houve diferenca

significativa nos resultados. Vide figura 8 (pg 67).

4.1.5.3 Densidade éptica do Imunoblote com beta-lactoglobulina

Dos 56 pacientes, conseguimos amostras de soro de 53 pacientes em condigbes
de serem submetidas ao imunoblote. Destas 53 amostras, 45 amostras demarcaram
bandas (80,3%), sendo que os trés pacientes nos quais nao foi possivel fazer o
imunoblote ndo apresentaram reagdes cutaneas a B-Lg. E dos 8 pacientes que nao
demarcaram bandas: um tinha IgE = 1,6 kU/mL e trés reagiram no teste cutaneo a 3-Lg
nativa ou polimerizada com a transglutaminase (tabela 3 na pagina 61 e figura 9 na
pagina 70).

Dos 45 pacientes que marcaram bandas: 11 pacientes (24,4%) apresentaram
leitura na faixa de 18 kDa; a média da densidade éptica corrigida (DOMC) foi de 1,6 (IC
=0,5a2,7).

Dos 45 pacientes que marcaram bandas: 19 pacientes (42,2%) apresentaram
leitura na faixa de 36 kDa; a média da densidade éptica corrigida (DOMC) foi de 4,0 (IC
=2.4ab5.6).

Dos 45 pacientes que marcaram bandas: 45 pacientes (100,0%) apresentaram
leitura na faixa de 72 kDa; a média da densidade optica corrigida (DOMC) foi de 17,7
(IC = 14.7 a 20.6).

As diferencas médias entre as densidades Opticas obtidas com o monémero, 0
dimero e o tetrdmero foram todas significativas entre si ao teste t pareado (p<0,05).

(A distribuicao dos valores esta representada na figura 10 na pagina 71).
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Figura 9 Imunoblote com B-Lg em condi¢cdes redutoras com aquecimento de

Padrao de massas

amostras de soro dos 45 pacientes reativos do grupo A. P
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Figura 10 Média das densidades Opticas médias corrigidas obtidas na leitura
densitométrica nas bandas distribuidas a 72 kDa, 36 kDa e 18 kDa nos pacientes do
grupo A.

Figura 11 Imunoblote com B-Lg em condi¢des redutoras com aquecimento de
amostras de soro de quatro pacientes do grupo B nao reativos (JB, MA, BPO, DHS);
do Unico paciente do grupo B reativo (NM) e de um paciente do grupo A reativo, usado
como controle do blot (ER). P = padrao de proteinas pré-coradas de 10 a 170 kDa.
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4.2 Resultados dos participantes do grupo B

As caracteristicas clinicas dos participantes do grupo B estdo na tabela 4
(pagina 73). Dos 20 pacientes tolerantes ao leite, com IgE especifico para B-Lg
indetectavel e testes cutdneos nao reagentes para 3-Lg e TgPol B-Lg, apenas um (5%)
apresentou imunoblote positivo para HtPolB-Lg a 72 kDa, com densidade Optica

corrigida = 10,5 (figura 11 na pagina 71).

4.3 Analise caso-controle entre os grupos Ae B

Montou-se uma tabela de contingéncia categérica entre os resultados do
imunoblote realizados nos grupos A e B:

Submetidos ao imunoblote Positivos
Grupo A 53 45
Grupo B 20 1

As diferengas foram estatisticamente significantes quando submetidas ao teste
do Chi-quadrado (P = 0,0002) e ao teste de Fisher (P = 0.0001).

4.4 Resultados dos participantes do grupo C

As caracteristicas clinicas e o0s resultados dos testes cutdneos estdo
demonstrados na tabela 5 (pagina 75). O nivel médio de anticorpos IgE especificos
contra a B-Lg foi de 10,9 kU L' (IC = 5,4 a 16,4 kU L"). Nao houve nenhuma
reatividade significativa contra a transglutaminase, cisteina ou controle negativo aos
testes cutdneos. A média dos DPM para histamina (controle positivo) obtido pelos
testes cutaneos foi de 7,7 mm (95% Cl = 6,5 a 8,9 mm; DP = 2.67 mm; EP = 0,57 mm),
que apresentou uma distribuicdo normal no teste de normalidade de D’Agostino &
Pearson omnibus K? (alfa = 0.05; K? = 0.83; P = 0.65). A média dos DPM obtida pelos
testes cuténeos para a B-Lg foi 4,2 mm (95% Cl = 2,5 a 5,9 mm; DP = 3.8 mm; EP =
0,8 mm), que apresentou uma distribuicdo normal no teste de normalidade de
D’Agostino & Pearson omnibus K2 (alfa = 0.05; K2 = 4.68; P = 0.09).
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Paciente Idade Diagndstico
ACM 18 Dermatite atopica
AVLS 8 Rinite
AES 10 Urticaria
BPO 14 Rinite
BEG 24 Urticaria
CSLL 22 Dermatite atopica
DHS 7 Rinite
GNB 22 Dermatite atopica
GCJ 36 Urticaria
JLM 25 Urticaria
JLPG 8 Rinite
Tabela 4 Caracteristicas JB 62 Urticaria
clinicas dos 20 pacientes LDS 6 Urticaria
tolerantes ao leite de vaca, IgE MA 4 Dermatite atopica
especifica para B-lactoglobulina NGRS 58 Rinite P
indetectavel ao ImmunoCAP e com NM 7 Rinit
testes cutaneos nao reagentes as nite
B-lactoglobulinas nativa e PPFC 17 Dermatite atopica
polimerizada com transglutaminase PRM 6 Rinite
(grupo controle B). RAPGS 37 Rinite
RMF 47 Rinite
3 104
E
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Figura 12 Média dos didmetros papulares médios obtidos por teste de puntura
dos 22 participantes do grupo C. CP: controle positivo (histamina 1mg/mL); BLG: Beta-
lactoglobulina nativa (BLG) e TgPol-BLG: Beta-Lactoglobulina polimerizada por

transglutaminase em presenca de cisteina.
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A média dos DPM para TgPolB-Lg obtida pelos testes cutédneos foi 2,0 mm (95% ClI =
0.9 a 3.0; DP = 2.4 mm; EP = 0.5 mm), que apresentou uma distribuicdo normal no
teste de normalidade de D’Agostino & Pearson omnibus K? (alfa = 0.05; K? = 4.14; P =
0.12). A média das diferencas no DPM observada entre a p-Lg e TgPolB-Lg no teste
cuténeo pareado foi 2,27 mm (P = 0,02; 95% = Cl 0,38 a 4,16). Estes dados estao
apresentados na figura 12 (pg 73).

Montou-se uma tabela de contingéncia entre os resultados dos testes cutaneos
com a B-Lg a TgPolB-Lg realizados no grupo C, distribuindo apenas a positividade ou
negatividade do teste e o numero total de participantes.

Tabela de contingéncia realizada no grupo C

Testes cutdneos com B-Lg 15

Testes cutdneos com TgPolB-Lg | 10

As diferencas nao foram significantes quando submetidas ao teste do Chi-
quadrado (P = 0,64) e ao teste de Fisher (P = 0,46)

4.5 Resultados dos participantes do grupo D (controle)

Nao houve nenhuma reatividade cutdnea contra a f-Lg; TgPolB-Lg;
transglutaminase, cisteina ou controle negativo nos pacientes do grupo controle sem
sintomas gastrointestinais, pareado com o grupo C. A média dos DPM para histamina
(controle positivo) obtida pelos testes cutaneos foi de 6,3 mm (IC =5,4a7.1;DP =1,8
mm; EP = 0,4 mm), que demonstrou distribuicdo normal ao teste de normalidade
D’Agostino & Pearson omnibus K? (alfa = 0.05; K = 1.7; P = 0.4). Os resultados estdo

apresentados na tabela 6 na pagina 78.
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Pac Idade s-IgE

CP BLG PolBL QC

1 6 12.57
7 2.10
8 41.92
8 17.89
8 24.32
9 1.88
12 1.60
12 1.56
9 13 40.77
10 16  16.07
11 21 8.06
12 24 17.79
13 28 5.90
14 28 5.52
15 35 1.20
16 37 1.44
17 39 1.59
18 47 2.04
19 52 3.39
20 75 4.68
21 94  23.53
22 95 1.52
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URT
URT
SIB
TGI
SIB

URT
URT
AD
URT
URT
AD
AO
AD
URT
URT
AD
AD
AD
SIB
AD
SIB
SIB

Tabela 5 Caracteristicas clinicas e resultados dos controles positivos com
histamina (CP) dos testes cutdneos em 22 pacientes tolerantes ao leite de vaca com
IgE especifica para B-lactoglobulina indetectavel ao ImmunoCAP, com testes
cutdneos nao reagentes as B-lactoglobulinas nativa e polimerizada com
transglutaminase (grupo controle D). S-IgE: IgE especifico contra a B-Lactoglobulina

bovina

CP: Diametro papular médio do teste cutaneo realizado com histamina

(controle positivo)

BLG: Diametro papular médio do teste cuténeo realizado com B-lactoglobulina
PolBL: Diametro papular médio do teste cutaneo realizado com -lactoglobulina

polimerizada com transglutaminase
QC: Quadro clinico

URT: Urticaria

SIB: Sibilancia

TGl: Sintomas gastrointestinais
AD: Dermatite atépica

AQO: Alergia oral
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4.6 Analise caso-controle entre os grupos Ce D

Montou-se uma tabela de contingéncia entre os resultados dos testes cutaneos

com a B-Lg a TgPolB-Lg realizados nos grupos C e D, distribuindo apenas a

positividade ou negatividade do teste e o numero total de participantes.

Tabela de contingéncia dos testes cutaneos com -Lg

Submetidos ao teste Positivos
Grupo C 22 15
Grupo D 22 00

As diferencas foram significantes quando submetidas ao teste do Chi-quadrado
(P = 0,0004) e ao teste de Fisher (P = 0,0005).

Tabela de contingéncia dos testes cutdaneos com TgPolB-Lg

Submetidos ao teste Positivos
Grupo C 22 10
Grupo D 22 00

As diferengcas foram significantes quando submetidas ao teste do Chi-
quadrado (P = 0,0034) e ao teste de Fisher (P = 0,0037).

4.7 Imunorreatividade mediada por células avaliada pelo teste de Inibicao da
Aderéncia do Leucécito

No grupo E, a média da taxa de inibicdo da aderéncia leucocitaria (TIA) apds os
enfrentamentos antigénicos ex vivo provocados com a B-Lg foi de 39% (DP = 36,8% e
IC =29,0% a 50,2%). A média da taxa de inibicdo da aderéncia leucocitaria (TIA) apds
os enfrentamentos antigénicos ex vivo provocados com a TgPolB-Lg foi de 47,7% (DP

= 38,4% e IC = 36,6% a 58,7%). A média das diferengas entre os grupos, avaliada por
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teste T pareado nao foi significativa (P = 0,07). A correlacdo entre os enfrentamentos
com B-Lg e TgPolB-Lg foi significante (Spearman r = 0,65; IC = 0,44 a 0,79 e p <
0,0001). Vide tabela 7 na pagina 79 e figura 13 na pagina 80.

4.8 SDS-PAGE e Imunoblote com leite desnatado

O gel preparado com o leite de vaca desnatado sem aquecimento demonstrou o
padrao habitual de proteinas, com marcagcao da beta-lactoglobulina na faixa de 36,8
kDa (dimeros) e na faixa de 18,4 kDa (monbémeros), além de marcagao na faixa das
caseinas (19 a 25 kDa), da alfa-lactoalbumina (14,2 kDa) e do BSA (66,5 kDa). Nao
houve marcagdo na altura do tetramero da beta-lactoglobulina. Vide figura 14 na
pagina 82.

Dentre os 46 pacientes do grupo A submetidos ao imunoblote com o leite de
vaca desnatado, a porcentagem de pacientes com IgE-especifico detectavel para a
alfa-lactoalbumina, a beta-lactoglobulina, a caseinas e a albumina sérica bovina foi de
respectivamente 21,7%; 63%; 67,3% e 2,1% (vide tabela 8 na pagina 81 e figura 15 na
pagina 82).
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IDADE

CP

CLINICA

FENB
LOMM
IDF
BFLF
ESM
RTG
CBT
SGC
CSS
TSC
SMSP
CPA
NSE
HMCS
IVTD
LBB
ESC
NSR
JVSC
TSBG
MT
MCM

6
8
8
9
11
12
12
13
14
15
20
25
25
30
34
34
38
45
35
78
93
93
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ASSINTOMATICO
ASSINTOMATICO
ASSINTOMATICO
ASSINTOMATICO
ASSINTOMATICO
RINITE
RINITE
RINITE
RINITE
RINITE
RINITE
RINITE
RINITE
RINITE
RINITE
RINITE
RINITE
RINITE
RINITE
RINITE
RINITE
RINITE

Tabela 6 Caracteristicas clinicas e resultados dos controles positivos com
histamina (CP) dos testes cutdneos em 22 pacientes tolerantes ao leite de vaca com
IgE especifica para B-lactoglobulina indetectavel ao ImmunoCAP, com testes

cutdneos nao reagentes as

transglutaminase (grupo controle D).
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Iniciais Idade TA TA TIA TA TIA
(anos) Controle pLg PpLg TgPolplg TgPollg

ACA 21 100 91 9 78 22
AMCM 41 100 36 64 0 100
ACM 18 100 100 O 100 0
APS 13 100 19 81 13 87
ACR 12 100 43 57 0 100
ABP 3 100 38 62 36 64
BSF 6 100 100 O 51 49
CMG 43 100 94 6 92 8
cJ 55 100 90 10 52 48
DHS 7 100 100 O 100 0
DMS 43 100 40 60 19 81
DCBG 40 100 90 10 50 50
EB 33 100 84 16 1 89
EMR 1 100 43 57 37 63
FRLS 33 100 34 66 51 49
GSP 3 100 100 O 84 16
GHF 31 100 35 65 57 43
HML 9 100 13 87 10 90
HN 7 100 100 O 100 0
IAG 66 100 0 100 30 70
IFS 25 100 70 30 50 50
JLS 55 100 100 O 72 28
JCFL 23 100 36 54 0 100
JLM 30 100 100 O 100 0
JFP 64 100 100 O 73 27
KA 29 100 100 O 100 0
KTP 8 100 52 48 44 56
LFO 22 100 100 O 45 55
LF 2 100 56 44 50 50
LWC 7 100 64 36 71 29
LBGS 10 100 17 83 100 0
LAT 50 100 31 69 0 100
MJFC 49 100 100 O 100 0
MCD 50 100 100 O 100 0
Tabelag Resultadgs MCM 23 100 0 100 0 100
por pacientes dos testes de MLF 58 100 100 0 100 0
|n|b|gao da aderéncia do MAG 33 100 56 44 10 90
leucodcito enfrentados com MHR 4 100 100 0 35 65
beta-lactoglobulina nativa NYM 26 100 0 100 0 100
(BLG) e beta-lactoglobulina NS 41 100 17 83 100 0
polimerizada (BLG-Pol). JLG 8 100 100 0 100 0
TA = Taxa de Aderéncia RPS 38 100 21 79 32 68
TIA = Taxa de Inibicao de SRN 11 100 17 83 0 100
- 1a ¢ SNN 54 100 27 73 0 100
Aderéncia VS 53 100 100 0 100 0
BLg = Beta-lactoglobulina VGL 4 100 88 12 90 10
nativa OAC 83 100 5 95 0 100
TgPolBLg = Beta- WAO 45 100 42 58 100 0
lactoglobulina polimerizada WBM 17 100 0 100 21 9
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ANTES DA LAVAGEM APOS A LAVAGEM

Figura 13 Teste de inibicdo da aderéncia leucocitaria em dois pacientes do grupo
E antes e apdés a lavagem da camara em PBS. O paciente A demonstrou taxa de
inibicao da aderéncia (LAl) = 100%. O paciente B demonstrou taxa de inibicdo da
aderéncia 54%. A lamina C é o controle (sem antigeno) com taxa de aderéncia = 100%.
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BLoT . BLOT BT BLOT  EPT EPT . DELTE

Paclen®® ance) PC CM  CAS 27KdA BLG 35kDa  16KDa  ALA  14Kda 50V  GOAT  H2 Sintomas
Lap 28 5 0 0 0 a a0 a0 0 a0 C 0 4
MT.J &2 4 0 0 0o a 00 a0 0 a0 C 0 132
VLA 33 4 0 3 111 a 00 a0 0 a0 C 0 43 URT;: AR; AST
=E 18 &8 0 0 120 a 00 a0 0 a0 C 0 110 co
SARR 38 7 0 4 197 a 00 a0 0 a0 C 0 153 URT: AR;AST
HRE 43 &8 0 0 0o a 00 a0 0 a0 C 4 114 AR
IEE &8 s 0 0 0o a 00 a0 0 a0 C 4 &2
ERC 28 O 0 17 a 00 a0 0 a0 C 5 134 ALY, A,
MSM &4 s 0 0 0o a 00 a0 0 a0 C g 183
MNP 28 & 0 4 45 4 00 a0 4 52 4 7 58 co
MR 41 70 0 348 E 57 a0 3 a0 C 7 18 ARC CD
MLME 56 g0 0 0o 4 13.5 147 0 a0 C 0 187 AR
ISRC 53 O 0 122 E 19.0 a0 0 a0 B 0 a4
G55 55 s 0 3 175 a 129 148 0 a0 v 0 2
VAS 21 T3 3 55 a3 125 3 z4E 4 0 181
SAMC 46 B 4 0 0o a 00 a0 0 a0 C 0 148 URT
JVF 58 E 4 0 0o 4 00 a0 0 a0 C 0 120
CPRs kT 7 4 0 0o a 00 a0 4 a0 C 0 3z
KRO 43 E & 4 14.4 4 6.5 a0 0 a0 4 4 125
G0 53 s s 3 0.0 a 74 a0 0 a0 4 4 &7
TCRE 22 & 4 3 127 4 1.8 a7 3 a0 C 3 142 co
MCSS 36 B 4 3 12.1 3 13.0 a0 3 a0 4 4 a4 ARC CD
MAF s 74 3 1438 3 15.0 oo 4 5 4 4 162 AD;RA; ASTCD
MCCS 42 & 4 3 175 3 mE a0 g 147 0 0 150
oH 34 E 4 3 457 3 257 a0 3 123 4 5 203
PREF s0 W 4 0 0o & 353 a0 0 a0 C 0 3
WEA 41 4 5 5 0o a 00 a0 0 a0 C 4 136
CADS 43 O 0 0o 4 00 243 4 S0 4 0 54
MOMM 52 505 4 0o E 00 a0 0 a0 4 3 88 co
RSL 23 E 5 4 1.1 E 53 a0 0 a0 g 0 152
JEMC 28 s 5 0 52 3 1.4 a0 0 a0 4 4 148
SAP 57 75 3 £ E 15.2 13.1 3 181 4 5 183 AR
MEEE 56 7T 05 4 235 E 156 a0 i 130§ g 28 AD; AR CD
STMC 4D 75 0 0o a 19.2 a0 0 a0 C 0 134 AR
N 58 E 5 4 ans g a0 0 a0 C 0 182 ARC CD
FAL 2 5 3 333 g 34 oo 5 a0 4 5 Eri AD; AST: GO
oF 28 5 0 142 4 g5E a0 0 a0 C 0 74 ARC AST
APSL 54 75 0 722 4 a4 @3 0 a0 4 3 74 co
Al 28 s 5 5 163 5 90 GdS 0 a0 7 3 154 ARC CD
LcE 38 E 5 4 13.4 3 10.1 a0 4 a0 5 5 180 co
MROF 70 7T 06 4 32 4 34n a0 4 a0 7 g &8 ARC CD
BLOG 51 B & 5 33 5 @3 a0 4 73 5 4 57 ARC AST
APSL a5 T & 5 198 4 g7 a0 0 a0 3 3 100
MLIA 58 4 7 3 120 a 00 a0 0 a0 C 0 181
ERS &7 E 3 4 E7 a a0 oo T @8 0 124 AR: CD
RCM 83 O 0 0o & 380 a8 0 a0 3 0 180 ARC AST

Tabela 8. Caracteristicas clinicas e resultados analiticos dos pacientes do grupo A
submetidos ao imunoblote realizado com leite de vaca desnatado.

SPT: skin prick test (mm); PC: controle positivo (histamina); CM: leite de vaca
desnatado; CAS: caseina; BLOT 22 kDa: densidade 6ptica ajustada da banda marcada no
imunoblote entre 19 e 25 kDa (caseinas aS1, aS2, § and k); BLG: beta-lactoglobulina; BLOT
36 kDA: densidade Optica ajustada da banda marcada no imunoblote em 36 kDa (dimeros
da beta-lactoglobulina); BLOT 18 kDA: densidade Optica ajustada da banda marcada no
imunoblote em 18 kDa (monbémeros da beta-lactoglobulina); ALA: alfa-lactoalbumina; BLOT
14 kDA: Densidade optica ajustada da banda marcada no imunoblote em 14 kDa (alfa-
lactoalbumina); SOY: extrato de proteinas de soja; GOAT: leite de cabra desnatado; Delta
H.: maior diferenga de excrecao de hidrogénio (ppm) apds provocagado com lactose; AR:
rinite alérgica; AD: dermatite atdpica; AST: asma; URT: urticaria; CD: diarréia provocada
pela inaestao de aueiio maturado com baixo teor de lactose.
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BSA

Caseinas

ALA
Figura 14 Gel de
poliacrilamida apés

eletroforese com leite de vaca
desnatado (SDS-PAGE com
mercaptoetanol ndo aquecido),
corado com coomassie blue.
BSA: Albumina sérica bovina;
BLG: beta-lactoglobulina; ALA:
alfa-lactaloumina. P = Padrao
de proteinas pré-coradas de 10
a 170 kDa.

BLG (dimeros)

e BLG (monomeros)

kDa

170 - .
130 -

17 -4

Figura 15 Imagem de membranas
de nitrocelulose (0,45 pum) apos
transferéncia de gel de SDS-PAGE com
leite desnatado e incubagdo com soro de
trés pacientes (GRC, MCSS e STMC),
anticorpo primario 1gG caprino anti-IgE-
humano, anticorpo secundario de coelho
anti-lgG  caprino  conjugado  com
peroxidase do rabano, seguido de
revelagdo com DAB. Os imunoblotes
mostram trés diferentes padrées de
sensibilizagdo: sensibilizacdo somente
para caseinas (19 a 25 kDa);
sensibilizagdo somente para o dimero da
beta-lactoglobulina (36kDa) e
sensibilizagdo a ambas proteinas. P =
padrao de proteinas pré-coradas de 10 a
170 kDa.
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5 DISCUSSAO

A principal estratégia clinica para a conducéo de pacientes com alergia ao leite
de vaca é a confecgao do diagndstico das proteinas ofensoras (proteinas do soro, das
caseinas do queijo, ou ambas) para a prescricio de uma dieta de exclusdo
adequada.164,252-253

Apesar disso, as estratégias de exclusao também podem contribuir para a perda
de tolerancia.?®* Alguns protocolos de inducédo de tolerancia oral utilizando leite de vaca
integral ja tém sido descritos.'®?'% Entretanto, o uso do extrato natural de um alérgeno
pode desencadear reagdes clinicas, limitando o progresso da dessensibilizagéo.'®®
Alérgenos modificados (alergdides) tém sido utilizados em protocolos de
dessensibilizagdo para minimizar as reacdes produzidas pelos alérgenos naturais.'®’
Proteinas imuno-equivalentes, porém menos alergénicas, podem também ser obtidas,
por exemplo, utilizando tecnologia de recombinacdo génica, mas este € um método
caro e trabalhoso.'®® Abordagens mais acessiveis, incluindo cozimento extensivo tém
sido utilizados para a indugao de tolerancia ao leite, na assuncao de que a destruicao
dos epitopos conformacionais podem gerar uma proteina mais segura para a
administracdo.'®® Entretanto, este tipo de desnaturacéo fisica pode induzir modificacées
de dificil controle no alérgeno, tornando a caracterizagédo do alérgeno resultante uma
tarefa quase impossivel, e na destruicdo dos epitopos lineares necessarios para a
inducdo da tolerancia.'’®'"2 A estratégia racional para a realizacdo de uma inducéo de
toleréncia idealmente inclui o uso de uma proteina imunogénica (possuindo o maioria
dos epitopos lineares de linfécitos T), mas pouco alergénica (menos capaz de induzir
reacdes clinicas).’® A alergenicidade de um antigeno modificado pode ser avaliada em

provas de enfrentamento in vivo (cutaneas ou Ol’aiS)146'147

ou provas de enfrentamento
ex vivo, como a prova de degranulagdo de baséfilos.®! A avaliacdo da extensdo da
imunorreatividade celular eliciada pelo antigeno responsavel pelo “priming” da resposta
subseqliente (imunogénica ou tolerogénica) pode ser realizada antes do tratamento
através de ensaios de proliferacdo de linfocitos T2'* ou apds o tratamento pela pesquisa
de marcadores de imunotolerancia de culturas de PBMCs ou pesquisa de iT.eq que

expresse IL-10 e TGF-B.2" Como um modelo para este estudo, empregamos a

85



polimerizacdo enzimatica, um processo utilizado para a producdo de alimentos
industrializados. O uso da biotecnologia para modificar as propriedades fisicas dos
laticinios é pratica corrente e pode resultar na criacao de produtos menos alergénicos,
ou novos alérgenos mais ou menos problematicos.?*°

Neste trabalho vivemos duas situagbes clinicas bem diferentes. A primeira
situagdo clinica foi a do especialista em gastroenterologia, que € procurado por
pacientes com sintomas gastrointestinais, e que se especializa em identificar doengas
funcionais como a intolerancia a lactose. A segunda situacdo clinica foi a do
especialista em pediatria, que estd habituado com o diagnéstico de alergia ao leite de
vaca e que atende uma populacao que geralmente s6 apresenta intolerancia a lactose
de maneira secundaria a disturbios gastrointestinais pré-estabelecidos.

Em adultos, a reacao adversa mais comum ao leite de vaca € a intolerancia a
lactose devido a deficiéncia de lactase. A lactose é um dissacaridio (galactose B-1,4
glicose) que nado é absorvido pelo epitélio intestinal, e por isso deve ser hidrolisado em
galactose e glicose pela lactase/phlorizin hidrolase das vilosidades do intestino delgado
humano, para ser absorvida.'"" A habilidade de produzir a lactase é geneticamente
perdida pela maioria dos seres humanos apds a infancia (hipolactasia de inicio
tardio).'®'% Os sintomas da deficiéncia de lactose incluem dor abdominal, distenséo
abdominal, flatuléncia e diarréia aquosa e sao diretamente dependentes da dose de
lactose ingerida com os alimentos.''® Estes sintomas também podem ser provocados
pela hipersensibilidade gastrointestinal imediata as proteinas do leite.de vaca, uma
condicdo de hipersensibilidade imune mediada por IgE.”® Uma vez que a hipolactasia
adquirida de inicio tardio € uma condicao altamente prevalente, é razoavel deduzir que
os pacientes adultos com hipersensibilidade IgE-mediada ao leite de vaca tém grande
chance de apresentar como comorbidade a intolerancia a lactose.

Os pacientes adultos encaminhados pelo setor de gastroenterologia do hospital
de referéncia ndo eram pacientes representantes da populacao geral. Todos eles ja
haviam previamente procurado diversos outros servicos médicos e, nao encontrando
uma solucao satisfatéria para seus problemas, acabaram por ser referenciados para o
setor terciario de atendimento. Eram pacientes triados e que como denominador comum

ressaltavam a refratariedade ao tratamento com a dieta de excluséo da lactose. Foram
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nestes pacientes que realizamos a investigacdo mais detalhada com testes cutaneo-
alérgicos, dosagem de IgE especifica contra a B-Lg e o imunoblote. Os resultados
foram de certo modo surpreendentes. De um total de 56 pacientes estudados, apenas 4
pacientes (7,1%) ndao mostraram nenhuma evidéncia de sensibilizagdo imunolégica.
Pediatras estdo acostumados a fazer o diagndstico de hipersensibilidade de natureza
imunologica ao leite de vaca em lactentes, mas este diagnoéstico em tantos pacientes
adultos é inusitado. E claro que o diagnéstico de hipersensibilidade nédo corresponde
necessariamente a um diagnostico de doenca alérgica. Mas a linha de distingdo entre
estas duas condicdes nem sempre € clara e depende do julgamento e da experiéncia
do médico assistente, muitas vezes auxiliado por testes como a dieta de exclusado e a
prova de provocacao oral. Como a doenga alérgica é um processo dinamico e cursa
com fases de surtos e remissdes, mesmo estas provas nem sempre s&o definitivas.
Como nossa proposta inicial era estudar a imunorreatividade comparativa e nao
estabelecer o diagnostico clinico de doenca alérgica, ndo incluimos as provas de
provocacgao oral com as proteinas isoladas no projeto do experimento. Por outro lado o
estabelecimento do grupo controle assintomatico deixou evidentes as diferencas na
sensibilizacao de natureza imunolodgica, uma vez que dos 20 sujeitos do grupo controle,
apenas 1 (5%) apresentou evidéncia de anticorpos IgE especificos contra a -Lg no
imunoblote, sendo que os testes cutédneos e a pesquisa por ImmunoCAP foram todos
ndao reagentes. Esta observacdo nos ajuda a estabelecer uma ligagdo entre as
caracteristicas clinicas e a sensibilizagdo imunoldgica.

Dentre as proteinas imunorreativas encontradas no leite de vaca, a B-Lg €
proeminente, em funcéo de sua alta concentragdo (3 — 4 g/L) e baixa digestibilidade.®®
Uma vez que a B-Lg ndo é um componente natural do leite humano,'”® e geralmente é

absorvida de forma inalterada,'®

€ compreensivel a existéncia de altas taxas de
sensibilizagdo a esta proteina.'*’

A B-Lg ocorre naturalmente em dimeros em pH > 3.2* O aquecimento a 70 T
induz uma polimerizacdo adicional, formando tetrameros.®®®> A B-Lg purificada
geralmente apresenta monémeros, dimeros e tetrdmeros quando analisada em SDS-
PAGE.?'"% A polimerizagdo de proteinas com a transglutaminase utilizada na industria

alimenticia € uma técnica utilizada para diminuir a sinérese e aumentar a viscosidade e
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a consisténcia dos queijos de coalho e iogurtes.?®® Ja se demonstrou que o tratamento
com a TG reduz a alergenicidade do trigo.?®” Uma vez que existem também evidéncias

211

que a polimerizagdo pela transglutaminase reduz a alergenicidade da B-Lg” ' e da

ovalbumina®'®

em camundongos, a aplicagdo de técnicas de polimerizagdo poderia
potencialmente reduzir a alergenicidade de alimentos processados assim como ser util
na producdo de “alergbides” para a dessensibilizagdo imune ou inducdo de
imunotolerancia.’® Uma possivel explicacdo esta reducdo na alergenicidade seria o
mascaramento dos epitopos devido a ligacdo cruzada entre as proteinas. A
polimerizacdo seria também capaz de criar novos epitopos que resultariam no
desenvolvimento de sensibilidades nao relacionadas com a proteina original.

O objetivo principal deste trabalho foi 0 de comparar a imunorreatividade (in vivo,
in vitro e ex vivo) da B-Lg polimerizada com a da B-Lg nativa ou natural. Estudamos
este paradigma em duas condigdes. A primeira foi 0 emprego da B-Lg polimerizada pela
transglutaminase em presenca de cisteina (TgPolB-Lg). A TgPolB-Lg foi utilizada nos
testes cutaneo-alérgicos realizados de maneira pareada com a B-Lg nativa e nos testes
de enfrentamento ex vivo monitorados pelo teste de inibicdo da aderéncia do leucdcito.
Como a polimerizagédo pela transglutaminase resulta em polimeros de massa molecular
elevada que nédo penetram nos géis de SDS-PAGE, para a confeccao dos imunoblotes
a B-Lg foi polimerizada através do aquecimento, que gera tetrameros, considerados
polimeros para fins analiticos.?'® A literatura que expdem os experimentos realizados
com imunoblotes de B-Lg ndo é padronizada neste ponto. Alguns aquecem a -Lg (ou

leite total)®® 257

para o SDS-PAGE e outros ndo,”" resultando em padrdes diferentes de
distribuicaio de massas moleculares. Outros autores ja chegaram a interpretar o
tetramero de B-Lg como se fosse BSA em colunas eletroblotadas com -Lg purificada
apdés ser submetida a aquecimento. Um dos trabalhos chegou a atribuir a pouca
deteccdo do monbémero da B-Lg a “desnaturacdo” provocada pelos 10 minutos de
fervura. Na verdade a B-Lg ndo se desnatura com a fervura, mas polimeriza-se,
marcando assim bandas na altura de 73 kDa que pode ser confundido com a BSA, mas
os autores ndo consideraram este fendmeno na discussdo do artigo.?*® Justamente por
isso, um dos cuidados que tivemos ao realizar o imunoblote foi a desambiguagao do

tetramero da B-Lg (73 kDa) com a albumina sérica bovina (BSA - 67 kDa).
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Os testes cutaneos prestaram-se para avaliar a imunorreatividade in vivo contra
um neo-antigeno resultante da produgdo industrial de laticinios, e os imunoblotes
serviram para a detecg¢ao de anticorpos IgE especificos contra uma proteina alimentar
encontrada em mondémeros em pH acido, em dimeros em pH fisiolégico e em
tetrameros apds aquecimento. Os imunoblotes serviram tanto para o diagnéstico da
sensibilizacdo do individuo, quanto para avaliagdo de sensibilidade analitica da
metodologia empregada (SDS-PAGE com e sem tetrameros de B-Lg).

Os resultados dos testes cutaneos apresentados neste estudo identificaram
reducdo significativa na alergenicidade da TgPolB-Lg em relagdo a B-Lg. A
polimerizacao altera a distribuicdo espacial dos epitopos, o que pode explicar a
diminuicao da reatividade cutanea a proteina. Entretanto, apesar da reatividade cutanea
média da TgPolB-Lg ser menor que a da B-Lg, quatro pacientes ndao demonstraram
reacao cutanea a B-Lg e apresentaram reatividade cutédnea a TgPolB-Lg. Este achado
sugere que a polimerizacao pode ser deletéria para alguns pacientes. A polimerizacao
também aumentou a deteccao analitica do IgE especifico para a B-Lg pelo SDS-PAGE.
Antes de ser submetida a eletroforese a B-Lg foi aquecida por 10 minutos a 96TC. O
aquecimento estimula a polimerizacdo da B-Lg e resulta na deteccao de bandas a 73
kDa (tetrameros).?'® Uma vez que os mondémeros sdo proteinas muito pequenas, eles
podem ser perdidos durante o processo do blot devido a difusdo através dos poros da
membrana de nitrocelulose. Observamos isto algumas vezes quando colocamos duas
membranas no conjunto da eletrotransferéncia e observamos que a segunda
membrana também foi marcada pelas proteinas de baixa massa molecular (ou seja,
atravessaram a primeira membrana). Sendo que a polimerizacdo aumenta a massa
molecular da proteina, h4 maior retengdo na membrana durante a eletrotransferéncia e
melhor demarcagcao pelos anticorpos especificos. Este efeito foi demonstrado pelo
significante aumento na densidade Optica corrigida das bandas de 73 kDa em relagcéo
as bandas de 36 e 18 kDa.

Observamos entdo que a polimerizacdo resultou em diminuicdo da
imunorreatividade cutanea e aumento da imunorreatividade analitica. Apesar de serem
resultados aparentemente contraditérios, na verdade sado conclusdes independentes e

complementares. A imunorreatividade cutdnea depende essencialmente da
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aproximagao espacial de anticorpos da classe IgE ligados por sua fracdo Fc aos
receptores de alta afinidade presente nos mastécitos cutaneos (FceRl). Isto significa
que para estimular a degranulagdo do mastécito, faz-se necessario que duas ou mais
moléculas de IgE ligadas ao mastécito liguem-se simultaneamente a uma mesma
molécula de B-Lg. A ligacdo simultdnea estimula a aproximacdo das porgdes
intracitoplasmaticas dos receptores de alta afinidade permitindo a cascata de
fosforilacdo de proteinas especificas que geram o sinal para a degranulacdo.?®® Esta
particularidade faz com que as alteragbes geométrico-espaciais do alérgeno original
(como as induzidas pela polimerizagdo covalente) interfiram no processo de ligacao
cruzada, possivelmente por dificultar a aproximacgao dos receptores de alta afinidade e
a subseqiente degranulagdo dos mastécitos.?*®

A polimerizacao por aguecimento, por outro lado, realizada durante o preparo da
solugdo de B-Lg para a corrida eletroforética, produz tetrameros®'® que se ligam aos
anticorpos IgE especificos e facilitam a visibilidade da banda no imunoblote em relagéo
a visibilidade do monémero e do dimero, aumentando assim a sensibilidade analitica do
método.

Justamente por nao destruir os epitopos e por diminuir a imunorreatividade ao
nivel das células efetoras (mastécitos e baséfilos) a B-Lg polimerizada converte-se em
uma molécula promissora para compor um protocolo de dessensibilizagdo clinica de
pacientes hipersensiveis a B-Lg natural. Mais estudos seriam necessérios, para
determinar qual o grau de polimerizacdo seria ideal (tetrdmeros ou a polimerizagcao
enzimatica) no sentido de conservar os epitopos e diminuir a imunorreatividade clinica
da molécula.

Uma das consideracbes desta pesquisa que consideramos relevante é a
desmistificacdo dos exames complementares. Muitos alergistas e mesmo a literatura de
revisdo cultivam o conceito de que o teste cutdaneo ndo reagente para o alimento
suspeito (ou a pesquisa de IgE especifica negativa) afastaria por definitivo o diagnéstico

de hipersensibilidade de natureza alérgica,?®°

, mas quando reunimos todos os dados
clinicos e laboratoriais, concluimos que nenhum exame complementar foi definitivo para
descartar o diagnéstico de sensibilizacdo. Falsos negativos aconteceram com todos os
testes, inclusive com o imunoblote, que tem sensibilidade de picogramas. Ha que se
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valorizar a clinica e a anamnese bem feita. Para fazer uma estimativa da sensibilidade
analitica do ImmunoCAP e dos testes cutaneos (tomando o imunoblote como
referéncia) analisamos a acurdcia destes dois testes apenas nos pacientes com
imunoblote positivo. Neste grupo de 45 pacientes a sensibilidade analitica do
ImmunoCAP foi de 42,2%. A sensibilidade analitica do teste cutaneo de puntura
realizado com a B-Lg nativa foi de 56,5%. A sensibilidade analitica combinada do
ImmunoCAP e do teste cutaneo de puntura realizado com a B-Lg nativa foi de 77,5%.
Quando combinamos a estes dois testes os resultados do teste cutaneo de puntura
realizado com a B-Lg polimerizada, a sensibilidade analitica combinada aumenta para
84,4%. O ImmunoCAP demonstrou entdo uma taxa de falsos negativos de 57,8%. Os
testes cutaneos demonstraram uma taxa de falsos negativos de 42,3%. Quando os
testes sdo associados a taxa de falso-negativos cai para 24,5%. Estes dados
demonstram que os dois testes analiticos sdo ferramentas complementares para o
diagnostico de sensibilizacdo e que o resultado negativo em um ensaio nao indica
necessariamente auséncia de sensibilizagao.

A eletroforese de gradiente do leite de vaca apresenta quatro alérgenos
principais. As caseinas (Bos d 8) constitui-se em uma familia de fosfoproteinas
hidrofébicas relacionadas (aS1, aS2, B e k) com um grande numero de peptideos de
prolina (19 - 25 kDa). A a-lactoalbumina (Bos d 4) é uma proteina do soro com 14,2
kDa. A albumina sérica bovina (Bos d 6) € um componente sérico de 66,6 kDa
secretado no leite. A B-lactoglobulina (Bos d 5) € uma proteina do soro de 18,4 kDa
encontrada em dimeros (36,8 kDa) em pH neutro e como monémeros em pH menor do
que 3. Uma vez que realizamos a eletroforese em tampao de corrida com pH 8,3,
observamos uma maior proporcdo de dimeros da B-lactoglobulina do que de
mondémeros.

O diagnéstico de sensibilizagdo as proteinas do leite de vaca mediada por IgE é
atil na prescricao de medidas dietéticas, principalmente quando definimos as proteinas
envolvidas. O leite de vaca tem duas fases. As caseinas compdem a fase sélida
(queijo). A fase liquida (soro) retém a lactose e dezenas de proteinas como a fB-
lactoglobulina, a a-lactoalbumina, a albumina sérica bovina, as imunoglobulinas e

outras. Laticinios industrializados provém uma fonte adicional de sensibilizacao devido
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a modificagdo da proteinas nativas.'® '3 Ao estabelecer diretrizes dietéticas para um
paciente com hipersensibilidade ao leite de vaca € essencial conhecer todos os
componentes aos quais ele € sensibilizado. Ao realizar um diagnéstico de “intolerancia
a lactose” baseado somente em estatisticas, assume-se o risco de negligenciar o
diagnostico de comorbidades importantes como as alergias as caseinas e as proteinas
do soro. A dieta de exclusdo é diferente para cada condicdo. De fato, ndo é raro
encontrar na pratica clinica pacientes com alergia as proteinas do leite de vaca fazendo
uso de férmulas isentas de lactose, na ilusdo de que ndo sao nocivas. O nivel de
lactose é reduzido no queijo pela extracdo do soro e pela fermentacdo bacteriana.?®?
Um paciente com intolerancia a lactose ou alergia as proteinas do soro do leite sera
capaz de ingerir queijo maturado livre de lactose, se nao co-existir alergia as caseinas.
Um paciente com alergia a caseina deve evitar todos os derivados do leite e as vezes
até a ingestao de soja, uma vez que a fragdo S30 da proteina da soja pode apresentar
reagdes cruzadas com as caseinas do leite.?®® Este fato explica a freqliéncia
significantemente aumentada de reatividade cutdnea a soja entre os pacientes com
reatividade cutanea a caseina. Algumas vezes, uma simples anamnese € suficiente
para distinguir entre estas duas condicbes, mas testes cutaneos e imunoensaios
geralmente sdo necessarios e muito Uteis para confirmar a suspeita de sensibilizacdo
primaria ou co-existente. Todos os pacientes do grupo intolerante que apresentaram
sintomas apéds a ingestao de queijo maturado mostraram sensibilidade mediada por IgE
verificada por imunoblote ou testes cutédneos. A co-existéncia de sensibilizagdo ao leite
em pacientes com intolerancia a lactose nao é uma indicacao per se de alergia ao leite
de vaca, mas alguns pacientes com intolerancia a lactose que nao respondem bem a
dieta de exclusdo de lactose podem ser alérgicos as proteinas do leite de vaca,
principalmente pacientes com manifestagées extra-intestinais. Para confirmar é
necessaria uma prova de provocagdo com uma férmula de leite de vaca isenta de
lactose. Concluimos que a sensibilizacdo mediada por IgE as proteinas do leite de vaca
€ uma comorbidade freqlente entre individuos com intolerancia a lactose refratarios a
dieta livre de lactose. A investigacao de sensibilizacdo imune as proteinas do leite de
vaca pode conduzir a diagnésticos mais acurados e decisdes terapéuticas mais

consistentes.
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A inibicao da habilidade dos leucécitos de aderir ao vidro apés um enfrentamento
ex vivo depende principalmente de mecanismos celulares que resultam na interagdo de
linfécitos T, B e macréfagos.?®2*2 Quando ativados na presenca do antigeno
especifico, células formadoras de rosetas de eritrocitos de carneiro (linfécitos T) liberam
fatores soluveis sobrenadantes que interferem no fendmeno da aderéncia ao vidro que
é observado no plasma controle nao enfrentado.?’® O envolvimento dos linfécitos T
também foi sugerido pelo fato que anticorpos murinos anti-theta também abolem a
inibicdo da aderéncia.?**?* Leucotrienos, e em especial LTC4 sao fatores participantes
e modulados por interferon.?*2*’Como a geracéo de cisteinil leucotrienos pelas células
dendriticas € um passo demonstrado no reconhecimento de alérgenos dectin-2
dependentes, o teste de inibicdo da aderéncia leucocitaria pode estar avaliando esta via
indiretamente.?®® A avaliagdo da imunorreatividade celular poderia sugerir a capacidade
de um alergdide de induzir imunotolerancia, e isto ainda € um objeto de estudo. O
mecanismo de desenvolvimento de tolerancia induzida inicia-se com as células
dendriticas tolerogénicas que programam as células T imaturas (“prime naive T cells”) a
se tornarem células Tq secretoras de IL-10 e TGF-B.%%?° As células dendriticas
coletam macromoléculas das camadas mucosas através de fagocitose trans-epitelial.?”"
As células dendriticas orais (células orais de Langerhans, oLC) expressam
constitutivamente altos niveis do receptor de alta afinidade para a fracdo Fc do IgE
(FceRl) ocupada por moléculas de IgE que parecem ser essenciais para a coleta dos
antigenos.?’? Esta coleta realizada em condigdes livres de inflamacdo atenua a
maturacao da célula dendritica, aumenta a sua capacidade migratéria e sua capacidade
de produzir citocinas tolerogénicas como a IL-10 e o TGF-8.2”® O aumento na massa
molecular induzido pela polimerizacdo enzimdtica poderia teoricamente estimular a
fagocitose oral e interferir com a absorcdo da B-Lg pelos receptores de lipocalina.'’
Assim, a habilidade do IgE especifico contra a proteina nativa de ligar-se ao alergoide €
essencial e deve ser avaliada antes que uma estratégia de inducao de tolerancia seja
aplicada em ensaios clinicos. A transglutaminase pode ser também utilizada para criar
ligacbes covalentes entre diferentes proteinas. Demonstrou-se que a fusao
recombinante de proteinas alergénicas e proteinas bacterianas imunogénicas estimula

a atividade das células dendriticas.?’* Esta habilidade da transglutaminase de unir
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covalentemente as proteinas pode, teoricamente, ser utilizada para aumentar a
atividade tolerogénica do alergbide pela adicdo de coadjuvantes bacterianos
selecionados. Este € um tépico que também necessita de estudos especificos.

Nossos resultados suportam o conceito que a polimerizagdo enzimatica é uma
ferramenta que diminui a alergenicidade in vivo da B-Lg. A polimerizacdo também nao
diminuiu a imunorreatividade humoral in vitro, nem a imunorreatividade celular ex vivo
da B-Lg. Portanto, a polimerizagcdo pela transglutaminase representa uma técnica
promissora para produzir moléculas adequadas para o desenvolvimento de estratégias
e protocolos de dessensibilizagdo sublingual/oral no tratamento das alergias

alimentares.
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6 CONCLUSOES

6.1 Quanto a influéncia da polimerizacao pela transglutaminase (em presenca de
cisteina) na imunorreatividade IgE-mediada IN VIVO contra a B-Lg em seres
humanos com hipersensibilidade ao leite de vaca.

Tanto no grupo de participantes adultos, quanto no grupo de criancgas, o teste t
pareado demonstrou que as diferencas entre a imunorreatividade desencadeada pelos
testes cutaneos contra a B-Lg e contra a TgPolB-Lg foram significativas (p < 0,05).

Portanto, rejeitamos a hipétese nula e ficamos com a hipotese alternativa:

Hipotese 1: A imunorreatividade humoral IN VIVO contra a B-Lg
polimerizada pela TG (em presenca de cisteina) nao € equivalente a

imunorreatividade humoral IN VIVO contra a B-Lg nativa em criancas e adultos
com hipersensibilidade ao leite de vaca.
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6.2 Quanto a influéncia da polimerizacao pelo aquecimento na imunorreatividade
IgE-mediada IN VITRO contra a B-Lg.

O teste t pareado demonstrou nos participantes adultos que as diferencas entre
as imunorreatividades mensuradas pela densidade 6ptica média corrigida nas bandas
observadas a 72 kDa (tetramero), 36 kDa (dimero) e 18 kDa (monémero) foram todas
significativas entre si (p < 0,05).

Portanto, rejeitamos a hipétese nula e ficamos com a hipétese alternativa:

Hipotese 1: A imunorreatividade humoral IN VITRO contra a B-Lg
polimerizada pelo aquecimento nao é equivalente a imunorreatividade humoral

IN VITRO contra a B-Lg nativa em criancas e adultos com hipersensibilidade ao
leite de vaca.
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6.3 Quanto a influéncia da polimerizacao pela transglutaminase (em presenca de
cisteina) na imunorreatividade celular EX VIVO contra a B-Lg..

No grupo de participantes avaliados comparativamente quanto a
imunorreatividade mediada por células (independente do status humoral mediado por
IgE) contra a B-Lg e TgPolB-Lg conforme enfrentamento antigénico ex vivo monitorado
pelo teste de inibicdo da aderéncia leucocitaria, ndo houve diferenga significativa entre
0S grupos, ocorrendo também uma correlagdo significante entre os testes pareados.
Rejeitamos, portanto a hipétese alternativa, uma vez que nossos dados favorecem a
hipétese nula:

Hipotese 0: A imunorreatividade celular contra a B-Lg polimerizada pela
transglutaminase em presenca de cisteina é equivalente a imunorreatividade

celular contra a B-Lg nativa em individuos sem histérico de hipersensibilidade
ao leite de vaca.
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6.4 Quanto a incidéncia de hipersensibilidade mediada por IgE em individuos
adultos com hipolactasia refrataria a dieta de exclusao de lactose.

No grupo de participantes adultos sintomaticos, dos 56 pacientes, apenas 4 nao
reagiram a nenhum teste de detecgcao de IgE especifico (7,1%). Se considerarmos a
reatividade a qualquer teste como critério diagnostico de sensibilidade mediada por
IgE, entdo a incidéncia de sensibilizacdo mediada por IgE a B-Lg na populacao
amostral de individuos com hipolactasia refrataria a dieta de exclusao de lactose é de
92,9%.

No grupo controle de 20 participantes adultos assintomaticos, houve evidéncia
de sensibilizacdo em apenas um individuo, ou seja a incidéncia de sensibilizacao
mediada por IgE a B-Lg na populacdo amostral de individuos assintomaticos foi de 5%.
A diferenga entre os resultados do imunoblote entre os dois grupos foi significativa no
teste do Chi-quadrado e no teste de Fisher (p < 0,05)

Em decorréncia da significativa diferenga observada em nossa casuistica,

rejeitamos a hipdtese nula e ficamos com a hipétese alternativa 2"

Hipotese 1: Pacientes adultos com hipolactasia refrataria a dieta de
exclusao de lactose tém maior incidéncia de hipersensibilidade mediada por IgE

contra as proteinas do leite de vaca do que a populacao tolerante ao leite de

vaca.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar de ser um diagnéstico freqlientemente realizado na pratica clinica, a
alergia é uma doenca de dificil caracterizacdo, em especial, as alergias alimentares.

O que se costuma chamar de “padrédo ouro” para o diagnostico da alergia
alimentar é a prova de provocagdo oral, que na realidade € uma prova de
hipersensibilidade cujo resultado ndo pdée em evidéncia mecanismos imunes em
particular.

Por outro lado, as evidéncias de sensibilizacdo ndo confirmam necessariamente
uma ligagdo entre os sintomas e os mecanismos imunes demonstrados, assim como a
inexisténcia dessas evidéncias também ndo descarta a presenga do mecanismo imune.

As ferramentas clinicas de que dispdem os médicos para a deteccao destes
mecanismos imunes, apesar de serem muito especificos, sdo pouco sensiveis. Em
nossa casuistica a dosagem de IgE por ImmunoCAP abaixo dos limites de deteccao,
ou o teste cutaneo-alérgico nao reagente, ndo descartaram a possibilidade de
sensibilizacdo mediada por IgE, que foi mostrada pelo imunoblote.

A polimerizacado pela transglutaminase utilizada em queijos e iogurtes pode
alterar a alergenicidade destas proteinas, e mesmo diminui-la em pacientes com
alergia as proteinas do leite de vaca. As proteinas derivadas da polimerizagéo
industrial de laticinios podem apresentar epitopos proprios e desenvolver quadros de
imunorreatividade distintos da imunorreatividade as proteinas naturais, que até o
momento foram insuficientemente estudados.

A polimerizagao pela transglutaminase, uma vez que diminui a alergenicidade e
nao altera significantemente a imunorreatividade mediada por células é um modelo
estratégico promissor para o planejamento de protocolos terapéuticos de

dessensibilizacdo e indugao de tolerancia oral/sublingual.?”®
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9 ANEXOS DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
9.1 Folha de rosto do SISNEP

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Salde
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP
FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES

HUMANOS FR - 194898
Projeto de Pesquisa

Avaliagdo da Imunorreatividade a Beta-Lactoglobulina Bovina Nativa e Polimerizada em Pacientes Intolerantes ao Leite de
vaca.

Area de Conhecimento Grupo Nivel

4.00 - Ciéncias da Salde - 4.01 - Medicina - Diag. Grupo Il Diagnostico
Area(s) Tematica(s) Especial(s) Fase

Nao se Aplica

Unitermos

Imunorreatividade, Beta-lactoglobulina, Leite de Vaca, Intolerancia
Sujeitos na Pesquisa

= = =
N° de Sujeitos no Total Brasil N° de Sujeitos Grupos Especiais
Centro 100 Total Cri de 18
100 100 rianga e ou menores de 18 anos,
Placebo Medicamentos Wash-out Sem Tratamento Especifico E:B_a%oq e
NAO HIV / AIDS NAO NAO lologicos
NAO NAO
Pesqulsidar Responsavel
Pesquisador Responsavel CPF | Identidade
Celso Eduardo Olivier 102.105.518-28 13.761.594 SSP/SP
Area de Especializagéo Maior Titulagdo Nacionalidade
IMUNOALERGOLOGIA MEDICO BRASILEIRO
Enderego Bairro Cidade
R MAESTRO DIOGO HUGO BRATFISCHER, 70 B2-23 JARDIM MIRANDA  CAMPINAS - SP [
Cédigo Postal Telefone Fax Email |
13032-900 19 34611692 / 19 34635941 19 34555726

docsystems@docsystems.med.br

Termo de Compromisso

Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas complementares. Comprometo-me a utilizar os
materiais e dados coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo e publicar os 1 dos sejam eles

favoraveis ou néo.
Aceito as respons: |d S p condut;éo cientifica do projeto acima.
2is0 Fduerd

Data.‘q / [ IZUU \/

Instituigio Onde Sera Realizado perd®
Nome CNPJ ; :
UNICAMP/Faculdade de Ciéncias Médicas - SP 04.606.842/5000-13 S il
Unidade/Orgao Participagéo Estrangeira Projeto Multicéntrico
Faculdade de Ciéncias Médicas / Clinica Médica NAO NAO
Enderego Bairro Cidade
Rua Tessdlia Vieira de Camargo 126 Bardo Geraldo Campinas - SP
Caédigo Postal Telefone Fax Email
13084970 19 35218936 19 35218936 cep@fcm.unicamp.br

Termo de Compromisso

Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas complementares e
condiges para o desenvolvimento deste projeto, autorizo sua execugéo.

Nome:

/ ‘\H =
Data: L'T:I (é’ / J“JO&

ﬁr , !SOEdUar
1‘!‘.&! J-:}.n T e dO
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

%) www fom unicamp bepesquisn/eticn/index. htm]

CEP, 2202710 V1A
[Laruipo 3ELY

PARECER CEP: M= 40920048 {Exte n® dove sor citado pas comespondincias neferemte o oste projeto)
CAAE: 05320146, (00-08

[-IDENTIFICACAD:

PROVETD: “AVALIACAOQ DA IMUNORREATIVIDADE A BETA-LACTOGLOBULINA
BOVINA NATIVA E FOLIMERIZADA EM PACTENTES INTOLERANTES AQ LEITE
DE VACA™

PESQUISADDR RESPONSAVEL: Celse Eduardo Olivier

INSTITUICAQ: Hospital das Clinicas / UMICAMP

APRESENTACAD AD CEP 10/06/2008

APRESENTAR RELATORIO EM: 24/06/09 (0 fonmuliio sncontri-se n rise acims)

1= QEIETIVOS

Avalir em pacientes clinicaments infolerantes a0 leite de vaca o immarneatividade da [i-
lecteglobuling polimerizads pela transflumminase, comparndo-a com 2 imunorreatividade 4 -
lactoglobaling native pora determinar & importincia relativa de cada componente o guadre clinico

peral.
11 - SUMARIO

Pretende-s¢ propiciar ans pacientes portadores de niolerincia de maturezs munoeldgicn a
alimenios lictecs uma atengio diferencindn, no sentido de melhor compreender o scu problema e
padronizar wma investigagio imunologica especifice que sirva com fesraneente para o ofcntagio ¢
cenduglio de case. A proposia metodoldgicn sepue as recomendagies da Organizagdo Mundinl de
Salde e regulamentagies cspecificas relacionadas & avalingdo da alergia. Serfo avaliados dois grupos
de pacienes: pacientes provedientes do ambuliseio de Imuncalergologia com suspena clinica de
alergia efou intolerineia so leie de vaca, com sintonas; e pacientes procedentes do ambulsiors de
doengas Tancionais ¢ de diamdia crimica da Gastroclinica com diagndstico de intolerincin & lactose
confirmado. Us metodos disgnasticos empregados consiem:  festes  custdneos de sensibilidade
imesfinta, testes de contuio ¢ dosagem de [gE especifica,

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

0 protescolo & bem deserite, desacando o5 cuidados em atender a5 normas § estabelecidos
para diggndstico. O critérios de inclusio e exclusdo foram apresentados. Como se treinm de
menores, o Temmo de Consentimento Livee ¢ Esclorecklo possan espago pora assinobura dos
respinsdvels, apesar de divigibe o purticipantes da pesquise, Ha oportunidnde de autorizar o coleta
de sangue e sua exocagem no [aborators de imunobogie & Alergin Experimental até realizagio dos
procedimentos. Mo entanto, na declamg@o de wso e armazenamento de material hislogico, ao reforie
gue o materisl biologeo estocado nio serd wbilizedo poara noves pesguisas sem o pedvio
copgeniments do CEP, esfabelece-se a divida quante no perinde de estocagem do matecial. O

umiie & Liics rm Fruguisa - U8 AP
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> FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
SNle COMITE DE ETICA EM PESQUISA

orgaments previste preterde ter come fonle de recursos a Fapesp ow outrs agéncias de fomento, Hi
declarsgho do responsdvel do  Laborstdrio Especinlizado  de  Gastroenterslogia  quanta - ao
encaminhamento dos pacientes aphs realizagiio do dingndstico de intolerincia a lactose.

Becomendamos que seja esclorecido sobre o esiocagem do mateelsl bioldgico e, se
mecessirio, allerar o Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido.

V-PFARECER DO CEP

0 Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Citncias Médicas do UNICAMP, dpeds
acator o5 parecerss dos membros-relatores previamente dessgnados para o presente caso ¢ atendendo
todos o8 dispesitives das Resolugbes 1969 ¢ complementares, resolve pprovar sem restripdies o
Protocole de Pesquisa, bem como fer aprovado o Termo do Consentimento Livee ¢ BEsclarecnd,
Essnm oomnn iodes ox anexos ineluidos na Pesquiss supracitoda,

0 contedo ¢ a5 conclusdes aqui aprescntados sfo de responsabilidede exchsiva  do
CEPTFUMAMNICAME & nfo representam a opinide da Universidade Estadual de Campinas nem a
CENTIpROTIELE Y,

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeitn da pesquisn tem o liberdade de recusar-se a participar on de retir seu
consentimento em qualquer fase do pesquisa. sem penalizsgio algumo e sem prejuizn an seu cuidado
(Bes. CMNS 996 — Dem IV LD ¢ deve receber uma eopis do Termo de Consentimente Livee ¢
Esclarecida, no integra, poe ele assinado {fem 1V.2.4d),

Pesquisador deve desenvolver a pesguisa conforme delineads no profocole aprovado ¢
descontinuar ¢ estudo somente apds andlise dns mebes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou
(Pues. CMS e 11 ), exceto quondo perceber risco ou dano mlio previsto ao sujeito pasticipante ou
guandn constatar o superioridade do regime oferecido 8 urmn dos grupes de pesquisa (Tem V.30

0 CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ow fatos relevantes que alierein o
curso normal do estede (Res. CNS Bem V) E papel do pesquisador nssepurar medidas imediatas
ndequodas frente a evenio adverse grave ocorride (mesmo que tenha side em outro centro) ¢ enviar
notificagho ae CEP ¢ & Agéncia. Macionnl de Vigilincin Sanitiria — AMVISA — junto com seu
preicisiEamEiio,

Eventuais modificagies ou emendas ao protocobo devem ser apresentadas no CEP de forma
clarn e sucinta, identificando a parte do protocolo o ser modificada & suns justifieativas. Em caso de
projetn da Grupe | ou [T npresentadios anteriomente 4 ANVISA, o pesquissdor o patrocinadar deve
envid-lus tnmbém & mesma junte com o parécer sprovatorio do CEP. pars serem funtadas oo
protocolo inkcial (Res. 23197 lem 11.2.e)

Relatérios parciais e final devemn ser apresentades ao CEP. de scordo com os prazos
esfabelecidos nn Resolugio CRS-MS 19696,

VII- DATA DA REUNIAD

Homologado na V1 Reunifio Ordindria do CEP/FCM, em 24 de unho de 2008

z
Prof. e B i

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FOM f LINICAMP

Camirt ibe Tlica ein Proguins - TN AKD

Ham: Tesadlln Vieira de Cimangs, 1160 FONE [UFF 5531-5934

Caisn Poaizl b1 11 FAX i 3521-TI8T

LR Cainginas - 58 cEpE LM Enicamp s
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