0021-7557/10/86-04/285
Jornal de Pediatria
Copyright © 2010 by Sociedade Brasileira de Pediatria

ARTIGO ORIGINAL

Oral food challenge test to confirm the diagnosis
of cow’s milk allergy

Teste de desencadeamento alimentar oral na confirmacdo diagndstica
da alergia a proteina do leite de vaca

Maria das Gragas Moura Lins!, Marcia Raquel Horowitz?,
Giselia Alves Pontes da Silva3, Maria Eugénia Farias Almeida Motta4

Resumo

Objetivo: Verificar a prevaléncia de alergia a proteina do leite de
vaca em criangas com sintomas atribuidos a ingest&o do leite de vaca.

Métodos: Foram estudadas 65 criancas com sintomas atribuidos a
ingestdo do leite de vaca. A definigdo diagndstica ocorreu apos teste de
desencadeamento alimentar oral aberto, realizado no minimo 15 dias ap6s
dieta de exclusédo e auséncia de sintomas, com periodo de observagdo de
até 4 semanas apos o teste. Considerou-se caso (alergia a proteina do
leite de vaca positiva; n = 35) crianga com reaparecimento do sintoma
que motivou a realizagdo do teste, e comparagdo (alergia a proteina do
leite de vaca negativa; n = 30) aquela sem sintomas apos o periodo de
observagdo do teste.

Resultados: A mediana de idade foi 5 meses (P 25-75% 2-9 meses)
no grupo caso e 7 meses (P 25-75% 4-11 meses) no grupo comparacao
(p = 0,05). O teste ndo confirmou alergia a proteina do leite de vaca
em 46,8% dos pacientes com sintomas atribuidos a ingestdo de leite
de vaca. Reagdo tardia ocorreu em 77,1% (27/35) dos casos com teste
positivo, sendo 18/27 na primeira, 3/27 na segunda e 6/27 na terceira
semana de observagdo. Encontrou-se associagéo estatistica significante
entre manifestagGes cutdneas e teste positivo (p = 0,04), mas ndo com
sintomas digestivos e respiratorios.

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

J Pediatr (Rio J). 2010,;86(4):285-289: Hipersensibilidade a leite,
condigdes patoldgicas, sinais e sintomas, lactente, pré-escolar.

Abstract

Objective: To determine the prevalence of cow’s milk protein allergy
in children with symptoms attributed to cow’s milk intake.

Methods: Sixty-five children with symptoms attributed to cow’s milk
intake were studied. Diagnosis was established after an open oral food
challenge test carried out at least 15 days after an elimination diet and
absence of symptoms, with a follow-up period of up to 4 weeks after the
test. The children who remained asymptomatic after this period were
considered negative for cow’s milk protein allergy (n = 30), while those
whose symptoms reappeared were considered positive (n = 35).

Results: The median age was 5 months (P 25-75% 2-9 months)
in the case group and 7 months (P 25-75% 4-11 months) in the
comparison group (p = 0.05). The test did not confirm cow’s milk
protein allergy in 46.8% of the patients with symptoms attributed to
cow’s milk intake. A delayed reaction occurred in 77.1% (27/35) of
the cases testing positive, 18/27 in the first week, 3/27 in the second
week, and 6/27 in the third week of follow-up. A statistically significant
association was found between cutaneous manifestations and positive
test result (p = 0.04). However, there was no association with digestive
and respiratory symptoms.

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

J Pediatr (Rio J). 2010,;86(4):285-289: Milk hypersensitivity,
pathological conditions, signs and symptoms, infant, preschooler.
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Introducao

A prevaléncia da alergia a proteina do leite de vaca (APLV)
é descrita entre 2 e 8%?*2. Os resultados sdo conflitantes
e de dificil comparagdo, devido aos diversos critérios diag-
nosticos e desenhos de estudo utilizados, sendo maiores as
prevaléncias baseadas exclusivamente nas manifestagoes
clinicas (em geral, percepgdo dos pais) do que quando se
utilizam instrumentos diagndsticos mais objetivos, como o
teste de desencadeamento alimentar oral3->.

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

Assim, é preciso considerar a baixa especificidade dos
sintomas no diagndstico de APLV, pois também podem indicar
outras doencgas, como doenca do refluxo gastroesofagico,
diarreiainfecciosa, alteragGes anatémicas, constipagdo orga-
nica, etc.5. Ademais, na perspectiva da medicina evolutiva,
o consumo precoce de férmula lactea impede o contato do
tubo digestério com os agentes bioativos do leite materno,
propiciando o desenvolvimento de sintomas’. Esses agentes
contribuem para a maturagdo imunoldgica e integridade da
mucosa intestinal (dificultando a ocorréncia de APLV) e a
maturagao da fungao motora (dificultando o aparecimento
de sintomas por imaturidade funcional)7:8.

Atualmente, observa-se dificuldade no diagndstico da
APLV, com incidéncia reduzida ou elevada, resultando em
prejuizo para a nutricdo da crianga e para a qualidade de
vida da familia, especialmente nos diagndsticos erroneos®.
Portanto, sdo necessarios estudos que utilizem critérios
mais apropriados e possam auxiliar o diagndstico da APLV.
Este estudo teve o objetivo de verificar a prevaléncia de
APLV em criangas com sintomas atribuidos a ingestdo do
leite de vaca.

Métodos

Foram convidados a participar da pesquisa pais de 66
criangas, referenciadas ao ambulatério de Gastroenterologia
Pediatrica do Hospital das Clinicas (HC), Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), Recife (PE), com sintomas adver-
sos relacionados a ingestdo do leite de vaca pela crianga,
ou pela md@e em amamentagdo ainda consumindo leite de
vaca e derivados. Os sintomas eram cutaneos (dermatite
atdpica e urticaria), respiratérios (tosse e dispneia, rinites)
e digestdrios (regurgitacdo, vomitos, sangramento retal,
constipacao, diarreia e proctite). Constipagao foi considerada
quando a crianga defecava duas ou menos vezes por semana,
com fezes endurecidas e dor a defecacdo. O sangramento
retal foi referido pelos pais como presenga de sangue em
qualquer quantidade, antes ou depois da defecagdo ou junto
com as fezes. Proctite foi considerada ao exame fisico pela
presenca de edema e eritema, com ou sem fissura, na regido
perianal, ainda consumindo leite de vaca e seus derivados.
O mesmo paciente poderia apresentar um ou mais sintomas
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gastrointestinais ou associacdo destes com sintomas cuta-
neos ou respiratérios. Foram excluidos pacientes com outras
doencas do trato digestério, alergia a multiplas proteinas,
sintomas respiratorios ou dermatite atopica isolados, em uso
de antialérgicos e prematuros de muito baixo peso.

Apos assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, foi aplicado um formulario, estruturado com
dados da histéria individual, para avaliagdo de sintomas e sua
relacdo com a exposicdo ao leite de vaca, registro de dados
do exame fisico, incluindo avaliagdo do estado nutricional e
imunoglobulina E (IgE) total e especificas (anticaseina, anti
B-lactoglobulina e anti o-lactoalbumina).

O estado nutricional foi avaliado com base na idade,
peso e estatura, conforme recomendado por Gibsoni0, O
peso foi mensurado em uma balanca digital (Filizola™) com
a crianga despida. O comprimento ou altura foi aferido com
estadidmetro de bebé nos menores de 2 anos e de parede
(Tonelli®) com a crianga descalga, com coluna e membros
inferiores alinhados. Os indices antropométricos peso/ida-
de e altura/idade foram calculados pelo programa Epi-Info
versdo 3.3.2, com base nos valores de referéncia do Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) 2000!1. O valor
do ponto de corte para baixo peso e baixa estatura foi o
percentil menor de 5.

O nivel de IgE total e especificas foi determinado pelo
3gAllergy™ Specific IgE Universal Kit e Immulite® 2000 3g,
um imunoensaio por electroquimioluminescéncia com dois
passos reacionais baseados numa tecnologia de fase liquida
e em esferas revestidas. Considerou-se elevada a IgE total
com niveis acima dos pontos de corte indicados pelas idades
(recém-nascidos até 1 més: 6,1 UI/mL; 1-2 meses: até 15
UI/mL; 3 meses a 5 anos: até 60 UI/mL) e, para IgE especi-
ficas, o valor igual ou acima da classe III (3,5-17,5 KU/L).

O teste de desencadeamento alimentar oral aberto foi
realizado para definir o diagndstico de APLV: criangas e
maes, quando ainda amamentando, foram orientadas para
seguir uma dieta de exclusdo do leite de vaca e derivados
durante pelo menos 2 semanas, utilizando férmula de pro-
teina isolada de soja. Todos os pacientes realizaram a dieta
de exclusdo pré-teste adequadamente. Havendo resolugao
dos sintomas, as criangas eram admitidas na enfermaria
de Clinica Pediatrica do HC/UFPE, por 24 horas, para reali-
zagao do teste de desencadeamento alimentar oral aberto
modificado de Isolauri & Hill2, Sampson!3 e Chapman4, da
seguinte forma: 1) tempo 0: aplicou-se cerca de 2 mL de
leite de vaca na pele do antebrago esquerdo; 2) tempo 15":
aplicou-se cerca de 2 mL de leite de vaca na regido perioral;
3) a partir do tempo 30’, a cada 15 minutos, ofertou-se o
leite de vaca gradativamente, em porgdes de 1, 4, 10, 20,
20, 20 e 25% do volume total calculado (0,5 g de proteina
do leite de vaca sem lactose/kg), até o aparecimento de
sintomas. O teste de desencadeamento foi suspenso sempre
que o sintoma apresentado pelo paciente, referido pela fa-
milia, antes do teste de desencadeamento, era reproduzido,
incluindo-se o paciente no grupo APLV. Se os sintomas nao
apareciam durante a hospitalizagdo, o paciente continuava
a consumi-lo na quantidade habitual, pré-teste, duas a trés
vezes por dia. Foi agendada uma visita semanal de retorno
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ao ambulatério para averiguar a presenca de sintomas,
até 4 semanas consecutivas. O paciente que desenvolvia o
mesmo sintoma relatado antes do teste de desencadeamento
durante o periodo de observacéo foi incluido no grupo APLV
ao final de 4 semanas de observagao; e o paciente que nao
apresentava sintomas foi incluido no grupo sem APLV. Nao
houve aparecimento de sintomas diferentes dos apresenta-
dos antes do teste. Estes foram contrarreferenciados para
continuar a investigagdo, e os primeiros foram mantidos
em acompanhamento no ambulatério de Gastroenterologia
Pediatrica do HC/UFPE.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa com Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude
(CEP/CCS) da UFPE sob n° 197/06.

As informagBes obtidas dos formularios e dos exames
complementares de 65 pacientes foram armazenadas (co-
dificando-se as varidveis categoricas) em arquivo de dados
elaborado no programa de estatistica Epi-Info, versdo 3.3.2
for Windows, no qual foi realizada a analise estatistica. As
idades entre os grupos de comparacao foram sumarizadas
como medianas e comparadas pelo teste de Mann-Whitney.
As diferengas entre as variaveis categoricas foram determina-
das pelo teste de qui-quadrado. Os testes estatisticos foram
considerados significantes quando o valor de p < 0,05.

Resultados

A admissdo no estudo, a idade dos pacientes foi de 5
meses (P 25-75% 2-9 meses) no grupo APLV e de 7 meses
(P 25-75% 4-11 meses) no grupo sem APLV (p = 0,05).
Cerca de 50% dos pacientes com sintomas atribuidos a
ingestao de leite de vaca ndo confirmaram APLV no teste de
desencadeamento alimentar oral. Os pacientes relatavam
inimeros sintomas no momento da inclusdo no estudo, na
maioria dos casos; porém, no teste de desencadeamento
alimentar oral, 24/35 pacientes positivaram com apenas
um sintoma, e 11/35 positivaram com dois sintomas. Rea-
gao tardia ocorreu em 77,1% (27/35) dos casos com teste
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positivo, sendo 18/27 na primeira, 3/27 na segunda e 6/27
na terceira semana de observacao.

Conforme se observa na Tabela 1, encontrou-se asso-
ciagdo estatisticamente significante entre manifestagdes
cutaneas e teste de desencadeamento alimentar oral po-
sitivo. A presenca de sintomas digestivos e respiratdrios
ndo se associou estatisticamente com a confirmagdo do
diagnodstico de APLV.

A IgE total foi elevada em 17/35 pacientes (33,8%) do
grupo APLV e em 5/30 (16,7%) pacientes do grupo sem
APLV, mas as IgE especificas foram elevadas apenas nos
pacientes do grupo APLV: 3/35 (8,6%) para caseina, 3/35
(8,6%) para ol-lactoalbumina e 5/35 (14,2%) para B-lacto-
globulina. Destes, dois apresentavam vOmitos e baixo ganho
de peso associados a urticaria, com sintomas vagais (palidez
e sudorese); e trés apresentavam apenas urticaria. A Figura
1 descreve o nimero de pacientes com sinais e sintomas
digestorios nos dois grupos.

35
30 17— S/ APLY [JAPLY '7
25 — 12
20 +—
9

15 +—
01|10

4 12
511

6 4
0 2 2

T T T
Regurgitagcdo/ Sangramento Constipacédo Diarreia Proctite
vomitos retal

APLV = alergia a proteina do leite de vaca; S/APLV = sem alergia a proteina
do leite de vaca.

Figura 1 - Sinais e sintomas do trato digestério dos pacientes
apds teste de desencadeamento alimentar oral

Tabela 1 - Caracteristicas demograéficas e clinicas das criangas com sintomas sugestivos de APLV de acordo com a confirmagdo de APLV

APLV

Pacientes Sim (n = 35), n (%) N&o (n = 30), n (%) p
Sexo feminino 19 (54,2) 18 (60,0) 0,83
Estado nutricional

Peso/idade (percentil menor que 5) 7 (20,0) 6 (46,2) 0,75

Altura/idade (percentil menor que 5) 6(17,1) 1(3,3) *
Sintomas

Trato digestorio 25 (71,4) 22 (73,3) 0,91

Respiratérios 9 (30) 0,52

Cutaneos 24 (68,6) 12 (40,0) 0,04

APLV = alergia a proteina do leite de vaca.

* Teste estatistico ndo realizado devido ao numero insuficiente de pacientes para preencher uma das caselas.
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Discussao

Em quase metade (46,8%) das criangas com sintomas
atribuidos a ingestdo do leite de vaca, a APLV n&o foi con-
firmada pelo teste de desencadeamento alimentar oral. Os
pacientes relatavam inlmeros sintomas no momento da
inclusdo no estudo; porém, no teste de desencadeamento
alimentar oral, 24/35 pacientes positivaram com apenas um
sintoma, e 11/35 positivaram com dois sintomas, confirmando
que as queixas relacionadas a ingestdo de leite de vaca sao
excessivas. Esse resultado evidencia que, mesmo na presenga
de uma histéria clinica sugestiva de APLV, é preciso realizar
investigagdo complementar com o teste de desencadeamento
alimentar oral para confirmar o diagndstico®15. A predomi-
nancia da APLV nos pacientes estudados ocorreu naqueles
de menor idade, e a distribuigéo de frequéncia dos sintomas
gastrointestinais, cutaneos e respiratérios foi semelhante a
encontrada por Host!6,

A APLV ocorre no organismo que n&do desenvolveu toleran-
cia oral. Fatores envolvidos no estabelecimento da toleréancia
oral sdo genética, microbiota intestinal e idade do paciente,
além de fatores associados aos antigenos!?. No inicio da
vida, a exposicdo a antigenos alimentares apresentados ao
sistema imune ativa os linfdcitos T reguladores, resultando
em supressdo da resposta imune e indugdo da tolerancia
orall8, Esse processo ocorre naturalmente na maioria das
criangas em aleitamento materno exclusivo, expondo sua
mucosa intestinal as baixas doses de antigenos alimentares
presentes no leite materno, que induzem supressao ativa de
reag0es imunes pela secrecao mucosa de fator de crescimento
tecidual beta (transforming growth factor beta, TGF-beta)18.
No entanto, a permeabilidade intestinal aumentada possibilita
o desenvolvimento de APLV, sobretudo quando ha a oferta
de proteina heterdlogal®.

A crianca em aleitamento artificial, além de estar em
contato continuo com proteinas estranhas numa fase de
permeabilidade intestinal vulneravel, perde o beneficio dos
agentes bioativos do leite materno para protegao contra APLV?.
O TGF-beta, citocina presente no leite materno, participa da
producdo de imunoglobulina A (IgA) pela mucosa intestinal
e da supressdo celular na resposta imune; niveis reduzidos
propiciam sensibilizagdo alérgica e APLV20,

A microbiota intestinal adquirida no periodo pds-natal
também é necessaria para o desenvolvimento de tolerancia
oral e expressdo e fungdo dos linfocitos T reguladores?t. O
aleitamento materno exclusivo é responsavel pela colonizagdo
bacteriana pelo género bifidobactéria, que participa ativamen-
te na tolerdncia oral?2. Essas bactérias estdo reduzidas nas
criangas que usam férmulas lacteas artificiais, favorecendo
a ocorréncia de APLV22:23,

Cerca de 50% dos pacientes com sintomas atribuidos
a ingestdo de leite de vaca ndo confirmaram APLV no
teste de desencadeamento alimentar oral. Isso chama a
atencdo para o fato de que a presenga de sintomas ndo
implica, invariavelmente, a presenga de doenga, mas pode
indicar um processo de maturagdo funcional em evolugdo,
cabendo ao médico avaliar a interpretagdo dos pais e
diferenciar entre salde e doenca’.824, E natural que os
pais associem a presenca de sintomas na crianga de baixa
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idade a ingestdo de leite de vaca, pois, na maioria dos
casos, é o Unico ou o principal alimento consumido em
curtos intervalos de tempo. Sintomas podem depender do
inicio precoce de férmula lactea, que dificulta a maturagdo
da fungdo motora gastrointestinal decorrente da auséncia
do estimulo dos agentes bioativos do leite materno no
organismo’. Dessa forma, sintomas no lactente saudavel
possivelmente ndo representam doenca na maioria das
situagdes e podem indicar um problema de desenvolvi-
mento funcional imaturo, aliado ao consumo de férmula
lactea. Portanto, regurgitacdo pode decorrer do aumento
do tempo de esvaziamento gastrico e maior intervalo en-
tre as mamadas propiciado pelo uso de férmulas lacteas;
diarreia pode resultar de sobrecarga de solutos no pre-
paro do leite artificial ou alimentacao excessiva a curtos
intervalos de tempo; dificuldade na defecacao pode indicar
incoordenagao entre pressao intra-abdominal e relaxamento
do assoalho pélvico nos primeiros meses de vida; consti-
pacdo pode iniciar com a mudanca de leite materno para
férmula lactea ou introducdo de sdlidos ou engrossantes
do leite; e nenhuma dessas situagdes representa doenga,
mas imaturidade organica e/ou erro alimentar24-27,

Na pratica, os exames laboratoriais (teste cutaneo,
dosagem de IgE) identificam apenas sensibilizagdo pela
positividade da IgE e possivel reagdo imediata, mediada
por IgE, sendo negativos nas criangas com sintomas gas-
trointestinais e provavel reacdo tardia, mediada por células.
O nivel de IgE estd associado com persisténcia a APLV,
notadamente no mecanismo IgE mediado, e seguimento
do paciente na marcha atdpica, com duragdo prolongada
das manifestagdes clinicas da APLV e aparecimento de
outras manifestagGes alérgicas futuras?8.29, A auséncia de
sintomas no curto prazo, ainda nos meses iniciais, indica
maior probabilidade de desenvolvimento de tolerancia
oral clinica, mais comum nos mecanismos mediados por
células30. Portanto, ndo se pode descartar que pacientes
sintomaticos, de fato, apresentem APLV, porém de curta
duragdo, enquanto a maturidade do sistema imune e a
toleréncia oral ndo sdo alcangadas?8.

No periodo de dieta de exclusdo de leite de vaca, os pa-
cientes que ndo estavam em aleitamento materno exclusivo
fizeram uso de foérmula de proteina isolada de soja como
substituto nos 15 dias que precederam a realizagdo do teste
de desencadeamento alimentar oral. Apesar de a literatura
ndo recomendar o uso desse tipo de férmula para criangas
menores de 6 meses com manifestagdes clinicas gastrointes-
tinais, pelo risco de o paciente também apresentar alergia a
proteina da soja (10 a 14% dos casos), as situagdes clinicas
referidas cursam com elevado grau de permeabilidade intes-
tinal e gravidade de apresentacdo clinica, comprometimento
nutricional intenso (doenca gastrointestinal eosinofilica,
sindrome da enterocolite induzida por proteina alimentar,
proctocolite alérgica), o que ndo foi o caso de nossos pa-
cientes, que apresentavam sintomas isolados, sem insergao
em nenhuma dessas situagGes clinicas especificas®:31-33,
Conforme consta no Consenso Brasileiro de Alergia Alimen-
tar, respaldado por sociedades médicas internacionais, essa
formulagdo pode ser utilizada na conducgdo de formas clinicas
leves, mediadas por células34. O seguimento dos pacientes
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com teste de desencadeamento alimentar oral positivo que
participaram deste estudo demonstrou resolugao de sintomas,
com evolugdo clinica favoravel.

O teste de desencadeamento alimentar oral continua

sendo a melhor forma para demonstrar relagdo causal entre
antigenos alimentares e sintomas. Os resultados deste estudo
corroboram a necessidade do teste de desencadeamento ali-
mentar oral para determinar, com menor margem de erro, os
pacientes que realmente tém APLV e que serdo beneficiados
com dieta de exclusdo de leite de vaca.
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