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RESUMO

Objetivo

Avaliar se o processo inflamatério intestinal, em criangas com APLV, pode
ser detectado através da ultrassonografia em escala de cinzas e com
Doppler em cores.

Introducgao

Alergia a proteina do leite de vaca € um problema pediatrico comum na pratica
clinica, com uma variabilidade de sinais clinicos, sintomas e dificil de diagndstico.
Ultrassonografia em escala de cinza e com Doppler em cores tem sido, cada vez
mais, utilizada para avaliar processos inflamatorios abdominais.

Métodos

Este estudo avaliou os dados clinicos e os exames ultrassonograficos em escala
de cinza e ao Doppler, de 34 criangas. O estudo foi dividido em duas etapas, com
delineamentos complementares: uma etapa inicial, constituindo um estudo de
casos e controles e uma segunda etapa constituindo um ensaio clinico. Dezessete
criangas, entre 0-6 meses de idade, com suspeita de alergia a proteina do leite de
vaca, e 17 lactentes assintomaticas, da mesma idade, foram avaliadas por um
investigador cego, que determinou a densidade vascular e a espessura da parede
intestinal, em diferentes partes do tubo digestivo. As variaveis clinicas e US foram
avaliadas em trés tempos, no grupo com suspeita: ao inicio, apds quatro semanas
de uma formula hidrolisada de aminoacidos, e apds teste de desencadeamento.
Foram determinados pontos de corte, para o percentual de densidade vascular,
através do Like-hood Ratio e da curva Receiver Operating Characteristic (ROC)

Resultados

A diferenga do valor da densidade vascular, em percentual, entre os pacientes
com alergia a proteina do leite de vaca (28,1%) e os controles (7,77% p = 0,001),
foi muito significativa. A analise de curva ROC mostrou que um ponto de corte de
18,7% pode diferenciar pacientes com alergia a proteina do leite de vaca, dos
controles, com 81,8% de sensibilidade e 94,1% de especificidade. Os valores
preditivos positivo e negativo foram acima de 88%. Area sob a curva foi de 0.941.
A espessura da parede intestinal, entre os dois grupos, foi minina.

Conclusao

Este estudo sugere que o Doppler podera ser util na suspeita diagnéstica de CMA.
Recomendamos utilizar, como ponto de corte, a densidade vascular de 18,7%. A
utilizacdo da espessura da parede intestinal apresenta dificil aplicabilidade clinica.

Palavras-chave: leite de vaca, alergia alimentar, ultrassonografia, lactente.




ABSTRACT
Aim

Evaluate whether the intestinal inflammation in children with CMA, can be
detected by ultrasound in gray scale and color Doppler.

Introduction

Cow’s milk allergy is a common pediatric clinical problem with a variability of
clinical signs, symptoms and it's hard to diagnose. Gray scale and color Doppler
ultrasonography have been increasingly used to evaluate abdominal disorders and
intestinal inflammation.

Methods

This study evaluated clinical findings and gray scale and color Doppler sonograms
of 34 infants. The study was divided into two stages, with additional designs: an
initial step, making a study of cases and controls and a second stage constitutes a
clinical trial Seventeen infants aged 0 to 6 months with a suspicion of cow’s milk
allergy and 17 non-symptomatic infants were evaluated by a blinded investigator
who determined the percentage of vessel density and the thickness of different
parts of the bowel. Clinical and ultrasonographic variables were evaluated at three
time points: at presentation, after 4 weeks of amino acid-based formula feeding,
and after challenge test. Likelihood ratio and ROC curve were used to define a cut-
off point for percentage of vascular density.

Results

The difference in percentage of vessel density between patients with cow’s milk
allergy (28.1%) and control infants (7.77%) was statistically significant. ROC
analysis showed that a cutoff point of 18.7% could differentiate between patients
with cow’s milk allergy and control infants with 81.8 % sensitivity and 94.1%
specificity. Positive and negative predictive values were greater than 88%. Area
under the curve was 0.941. Likelihood ratio of 10.8, when using a cut-off 20%.
Difference in bowel wall thickness between the two groups was very little.

Conclusion

Color Doppler may be used when cow’s milk allergy is suspected. We suggest a
cut-off point of 18.7% for percentage of vessel density. The use of the thickness of
the intestinal wall presents difficult applicability.

Key words: Cow’s milk, Food allergy, Ultrasonography, Infant.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 HISTORICO

Com as mudangas ocasionadas pelo desenvolvimento tecnoldgico
industrial, nas sociedades ocidentais, sobretudo na area de alimentacao, e com a
maior participacdo das mulheres no mercado de trabalho, a alimentacao infantil
tem se modificado, nos ultimos decénios.

Dentre as mudangas observadas, nos habitos alimentares, talvez as mais
significativas sejam: a redugao dos indices de aleitamento materno exclusivo e o
encurtamento do periodo de aleitamento (1). Consequentemente, ha uma
utilizacdo maior de outros tipos de leites, que nao o materno.

A tendéncia de n&o utilizar o aleitamento materno exclusivo tem sido
observada em todas as classes sociais. Utilizam-se varios tipos de leites,
provenientes de diferentes mamiferos. O mais usado ¢é o leite de vaca.

Atualmente existe disponivel uma variedade muito grande de produtos
comercializados, com reconhecida qualidade. A partir da maior utilizagcdo das
formulas baseadas em leite de vaca, como principal alimento, no primeiro ano de
vida, contudo, tém sido estudadas e reportadas multiplas afecg¢des, atribuidas a
esse leite. Entre essas doengas, estdo: anemia ferropriva, sangramento intestinal
oculto, intolerancia a lactose e alergia a proteina do leite de vaca.

Evidéncias mostram que a prevaléncia das doengas alérgicas vem
aumentando, nas ultimas décadas, tanto na Europa como na América, sendo que

a alergia alimentar parece fazer parte deste aumento (2-3-4). Supbe-se que este
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aumento esteja relacionado com a teoria da higiene ambiental, proposta por
Strachan (5). A hipotese da higiene postula que a exposigdo mais tardia, na vida,
a fatores imunomoduladores - tais como certas infec¢des virais e endotoxinas -
pode ser responsavel para a crescente prevaléncia de doengas alérgicas. Entre
essas doengas: asma, rinite alérgica e alergia alimentar (6).

Os primeiros relatos de alergia alimentar sdo atribuidos a Hipocrates apud
Moon&Kleinman (7). Ele ja afirmava que o leite de vaca poderia ocasionar, em
criangas, 0s seguintes sintomas: diarréias, vémitos, déficit no crescimento e até
urticaria. Filkestein apud Cantani (8), em 1905, relatou o primeiro caso de choque
anafilatico, apos ingestédo de leite de vaca, e Wernstedt apud Host (9), em 1910,

propds o termo de Alergia ao Leite de Vaca, para denominar esse transtorno.

1.1.1 Epidemiologia e Etiologia

A reagao gastrintestinal adversa a certos componentes alimentares vem
sendo descrita ha muitos anos. Em 1984, o National Institute of Health definiu os
termos usados para descrever reagdes adversas a alimentos. A utilizagdo desses
termos tem permitido uma melhor comunicagéo, no meio cientifico.

O termo “reacdo adversa” € genérico e pode ser aplicado a uma resposta
clinica anormal, atribuida a ingestdo de um alimento ou aditivo alimentar. As
reagoes adversas a alimentos, antigamente, dividiam-se em: toxicas e ndo toxicas.
Posteriormente, foram divididas em reagdes imunomediadas (alergia alimentar) e
ndo imunes (intolerancias). As reagdes nao imunes dependem de mecanismos

enzimaticos (intolerancia a lactose), farmacoldgicos ou quimicos. Em 2001,
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contudo, essa classificagdo foi reavaliada (10). O termo hipersensibilidade,
geralmente usado como sinbnimo de alergia alimentar é utilizado atualmente para
descrever sintomas ou sinais reproduziveis, causados pela exposigdo a um
estimulo definido, em uma dose tolerada por pessoas normais.

A Organizagdo Mundial de Alergia propds, em 2003, utilizar o termo alergia
alimentar, para denominar um grupo de disturbios, com resposta imunoldgica
anormal ou exagerada a determinadas proteinas alimentares, que podem ser
mediadas por imunoglobulina E (IgE) ou ndo (11-12). Intolerancia alimentar € um
termo genérico, que descreve uma resposta fisiolégica anormal a ingestdo de um
alimento ou aditivo alimentar, cujo mecanismo nao € imunoldgico. Esse
mecanismo pode ser metabdlico, por agado farmacoldgica, contaminagao toxica,
deficiéncia enzimatica ou idiossincratica (13).

Existem diversos alimentos capazes de gerar reagdes de alergia. Dentre os
mais comuns, se encontram os seguintes: amendoim, ovo, soja, leite e peixe. A
alergia causada pela proteina do leite de vaca (APLV) é a reacdo adversa a
alimentos mais comuns na infancia. Seu reconhecimento e seu diagndstico sédo
dificeis, uma vez que ndo ha um teste unico ou uma combinagdo de exames, que
definam este diagnéstico.

O leite de vaca contém mais de 25 fracbes protéicas, potencialmente
antigénicas. Para que uma molécula possua capacidade antigénica, deve
apresentar um peso molecular minimo de 10.000 Daltons e deve ser estavel ao
calor e ao acido. Ele € composto de 80% de caseina e 20% de proteinas do soro.
A beta-lactoglobulina (10% da proteina total), com um peso molecular entre

11.000 e 24.000 Daltons, € considerada a mais alergénica, seguida da alfa-
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lactoalbumina (4% da proteina total), gama globulina bovina e albumina sérica
bovina (14). Outros estudos referem, entretanto, como componente mais
destacado na alergenicidade a aS1caseina (15).

Os niveis de beta-lactoglobulina, no leite materno, podem estar elevados
em algumas maes, cujos filhos apresentam APLV, enquanto sdo alimentados
exclusivamente com leite materno. Nem sempre, contudo, esses niveis de beta-
lactoglobulina se relacionam com a presenca de alergia (12).

No Brasil, um recente estudo epidemioldgico, realizado em consultorios de
gastroenterologistas pediatricos, com 9.478 criancas, apresentou que 7,3%
possuem suspeita de alergia alimentar, sendo 77,0% do leite de vaca; 8,7% de
soja; 2,7 % de ovo; e 11,6%, outros. Nesse estudo, a incidéncia e prevaléncia da
suspeita de APLV foram de 2,2% e de 5,7%, respectivamente (16).

Estudos em paises desenvolvidos demonstraram que a APLV afeta de 2 a
7,5% das criancas, especialmente nos primeiros meses de vida (17). A verdadeira
prevaléncia de APLV em criangas, porém, € desconhecida, dado que se aplicam
diferentes definigbes e métodos diagnosticos. Portanto, € necessario utilizar a
padronizagdao das definicdbes e procedimentos diagnosticos, para interpretar os
diferentes estudos epidemiolégicos, ja que existe uma superestimagao de alergia
alimentar pelos pacientes e suas familias.

Bock estudou uma coorte de 520 criangas, desde o nascimento até os trés
anos de vida. Destes, apenas 6% das criangas reagiram a alimentos suspeitos
num teste de provocagao duplo-cego controlado com placebo. Em 28% dos casos,

entretanto, os pais acreditaram que seus filhos tinham alergia alimentar (18).
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Estudos prospectivos de recém-nascidos mostraram que, quando ha um
parente de primeiro grau atopico, a prevaléncia de alergia ao leite de vaca é de
cerca de 2% a 5%, no primeiro ano de vida, em comparagdo com um décimo
dessa incidéncia na auséncia de uma historia familiar positiva. A prevaléncia de
APLV é significativamente mais alta em criangas com dermatite atdépica ou com

asma (19).

1.1.2 Patogénese

A compreensao total da patogénese das reacdes de hipersensibilidade aos
alimentos continua sendo um mistério. Alguns dos fatores a serem esclarecidos
sdo as relagdes entre: a genética do individuo, a flora intestinal, o tipo e a
frequéncia de exposicao a alérgenos, mecanismos de tolerancia imunoldgica,
assim como alergenicidade de diferentes proteinas e surgimento de sinais e
sintomas de alergia.

A alergia alimentar desenvolve-se, tanto em individuos predispostos
geneticamente, quanto em individuos sem esta predisposi¢ao. Ocorre que, ao
serem expostos aos alérgenos, verifica-se a perda da capacidade de reconhecer e
ignorar antigenos alimentares, ou seja, falham os mecanismos de tolerancia
imunoldgica.

Para que exista alergia alimentar, é preciso que antigenos protéicos, que
chegam ao trato gastrintestinal, alcancem o meio interno, passando pelos
sistemas de defesa, imunoldgicos e nao imunolégicos. Os mecanismos nao

imunoldgicos incluem: a barreira acida gastrica, a camada de muco constituida por
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glicoproteinas, a microflora intestinal, o peristaltismo intestinal e a propria
integridade da mucosa intestinal. Esta udltima €& apontada como o principal
mecanismo, que poderia explicar a maior incidéncia de alergia alimentar em
lactentes, determinada pela imaturidade da barreira mucosa intestinal nos
primeiros meses de vida (20).

As defesas imunoldgicas estdo constituidas pelo sistema imune associado
ao trato gastrintestinal, incluindo linfécitos intraepiteliais e da lamina prépria,
placas de Peyer, citocinas e imunoglobulina A secretéria. A imaturidade desses
mecanismos, em recém-nascidos e lactentes, reduz a eficiéncia da barreira nessa
faixa etaria.

O antigeno protéico € transportado da luz intestinal, através das células M ,
que sensibilizam os linfocitos contidos nas placas de Peyer e nos foliculos
linféides. Os linfocitos migram pelos vasos linfaticos, até os ganglios mesentéricos
e, pelo canal toracico, atingem a circulagao sistémica. Os linfocitos sensibilizados
(B e T) voltam ao tecido linféide intestinal ou se depositam em outras superficies
mucosas, onde serdo células efetoras ou se transformardo em plasmacitos, para
producédo de imunoglobulinas.

A resposta imune ¢é predominantemente supressora, favorecendo o
desenvolvimento de tolerancia. A alergia alimentar ocorre, quando ha falha nos
mecanismos da tolerancia imunoldgica, ou seja, na capacidade de reconhecer e
ignorar antigenos alimentares (21).

Sampson classificou as manifestagbes gastrintestinais secundarias a

reagdes imunoldgicas aos alimentos em: 1) reagdes exclusivamente mediadas por




Referencial Teérico

20

IgE, 2) reagdes parcialmente mediadas por IgE; e, 3) reacbdes exclusivamente

mediadas por células, ou ndo-IgE. Quadro 1(12).

Tipo de reagéao/

Mediadas por IgE/

IgE/Mediada por

Mediadas por

células/ células/
Momento dos Inicio agudo
sintomas Inicio tardio Inicio tardio
Trato gastrintestinal Sindrome de alergia Esofagite Proctite, proctocolite,
oral, gastroenteropatia eosinofilica, enterocolite, doenca
gastroenterite celiaca
eosinofilica
Pele Urticaria, angioedema, | Dermatite atopica Dermatite
anafilaxia herpetiforme

Respiratério

Rinite, conjuntivite,
Broncoespasmo (asma)

Asma

Hemossiderose
(associada ao leite)

QUADRO1: Classificagado das reagbes imunomediadas a alimentos e os sistemas e
orgaos envolvidos

As reagdes mediadas por IgE, sdo, em geral, rapidas, com um inicio de

algumas horas, até 24 - 48h, apos a ingestdo do alérgeno. Mastdocitos sao

ativados e diversos mediadores quimicos como a histamina e metabdlitos do acido

araquidonico, sao liberados, mas, via de regra, isso ocorre sem produzir um dano

histologico no trato gastrintestinal.

As reagdes mediadas por células (linfocitos Th1 e macréfagos), entretanto,

sdo mais tardias que as provocadas por IgE, podendo chegar a ter sintomatologia

clinica até varios dias apdés a ingestdo do alérgeno. Até recentemente, estes

mecanismos ndo eram considerados reagdes alérgicas. Atualmente, existe um

consenso, no sentido de que as reagdes nao-IgkE sdo mediadas por células T. Este
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tipo de reacao caracteriza-se por liberagdo de citocinas e atragdo de macrofagos,
ao sitio da lesdo, com liberagcdo de enzimas lisossomais, produzindo dano ao trato
gastrintestinal. A severidade dessas lesbes depende do balango da resposta
imunolégica linfocitica Th1 /Th2. Lesdes mais severas estdo associadas com
predominio Th1.

Alguns fatores aumentam a absorgéo de antigenos, pelo aparelho digestivo,
e predispdem o aparecimento da alergia alimentar na infancia. Entre eles,
podemos citar: doengas que geram lesdo ou inflamagdo da mucosa intestinal,
alterando sua permeabilidade; a imaturidade fisiologica do aparelho digestivo
presente nos primeiros meses de vida; as criangas prematuras; as
imunodeficiéncias; a diminuigdo da acidez gastrica; a insuficiéncia pancreatica; as
infeccdes intestinais bacterianas; as alteracées da flora intestinal, entre outros

(22).

1.1.3 Manifestagoes Clinicas

A alergia a proteina do leite de vaca geralmente se manifesta durante os
primeiros meses de vida. As manifestacdes gastrintestinais incluem diarréia
cronica com ma absorgao, refluxo gastresofagico (RGE), constipagédo, vomitos,
ganho ponderal insuficiente, anemia e hemorragia digestiva alta e baixa (23-24).
Podem ocorrer sintomas subitos, como irritabilidade, colica, choro intenso e recusa
alimentar (25).

O RGE e a APLV sao considerados os disturbios gastrintestinais mais

comuns em lactentes, no primeiro ano de vida, sendo, muitas vezes, patologias
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relacionadas. Estudos recentes sugerem uma relagdo causal entre RGE e APLV,
onde diferentes prevaléncias (16%-42) de APLV, em pacientes com RGE foram
relatadas (26-27). Estas duas entidades tém muitas caracteristicas em comum:
sintomas clinicos, epidemiologia e histéria natural, que parecem ser estreitamente
associados, por vezes sobrepostos. Na pratica clinica, a distingdo entre RGE e
APLYV é importante, pois determina uma terapéutica diferente. Por essas razoes,
as ultimas recomendagdes de diagnodstico e manejo de RGE, publicadas em 2009,
em conjunto pelas Sociedades Europeia e Americana de Gastroenterologia
Pediatrica, orientam que, diante de um quadro de um lactente com vémitos
recorrentes e pouco ganho de peso ou com irritabilidade de natureza
desconhecida, deve-se iniciar, empiricamente, um esquema terapéutico de duas
semanas, com férmula extensamente hidrolisada ou formula de aminoacidos, para
excluir APLV (28).

O esvaziamento gastrico, em pacientes com RGE secundario a APLV,
ocorre muito lentamente, propiciando vémitos, principalmente em lactentes. Tem
sido observado um piloroespasmo secundario a uma infiltragdo eosinofilica na
mucosa e graus variaveis de comprometimento da mucosa gastrica, desde gastrite
histologica a gastrite hemorragica (29).

A ma absorc¢ao intestinal é frequente na APLV, o que se verificou em uma
casuistica italiana com 73 pacientes. Os sintomas mais comuns foram diarréia
(60,3%) e retardo do crescimento (32,9%) (30).

A proctite e a proctocolite alérgica ocorrem nos primeiros meses de vida,
apos a introducéo das formulas baseadas em leite de vaca leite de vaca, em forma

de complemento alimentar. Também pode ocorrer como estimulo antigénico,
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veiculado pelo leite materno, mesmo em pacientes alimentados exclusivamente
com esse alimento.

A associagao entre constipagao intestinal crénica e APLV foi estudada em
pacientes refratarios aos tratamentos habituais. Nestes casos, se observou uma
melhora acentuada dos sintomas, ao ser retirada a féormula baseada em leite de
vaca da dieta (31). A constipagcdo também pode ser determinada pela dor
evacuatéria, associada a inflamagdo da mucosa retal. Recentemente, um estudo
relacionou a APLV como uma das causas de constipagdo em lactentes (32).

Estudos morfolégicos do tubo digestério, em criangas com APLV,
demonstraram graus variados de atrofia da mucosa intestinal, bem como presenca
de processo inflamatério variado, em diferentes partes do tubo digestério -
es6fago, estbmago, duodeno, intestino delgado, célon e reto. Foi constatada uma
infiltracdo de linfomononucleares e eosindfilos, nas mucosas dos diferentes 6rgéaos
envolvidos (33).

Manifestagdes dermatologicas séo frequentes, sendo a dermatite atopica a
apresentagcdo mais observada, acometendo, principalmente, as dobras da pele. As
exacerbagdes, seguidas de periodos de remissdo sao frequentes. Bucks estima
que 1/3 das criangas com alergia alimentar apresenta manifestagbes cutaneas
(34). Ha associagao, também, entre urticaria e angioedema com alergia alimentar.
Nestes casos, o quadro clinico tem inicio abrupto, minutos ou horas apés a
ingestdo do alérgeno, sendo esta reagao mediada por IgE. O quadro caracteriza-
se por prurido e placas eritemato-papulares de carater migratorio, minutos ou

horas apds a ingestao do alérgeno.
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Manifestagdes respiratorias também sao usuais, apos ingestao ou inalagéo
de alérgenos, tais como broncoespasmo e rinite. Essas manifestagbes geralmente

sdo mediadas por IgE (35-36).

1.1.4 Diagnéstico

O diagnostico de APLV é dificil, devido as varias manifestagdes clinicas da
doencga, a existéncia de outras intolerancias alimentares, a auséncia de exames
laboratoriais conclusivos e as alteragbes histologicas inespecificas da mucosa
intestinal.

Na maior parte dos casos, as manifestagcées ndo sao isoladas, o que torna
o0 quadro clinico variavel e abrangente. Os sinais e sintomas podem resultar,
igualmente, de outros processos, como doengas metabdlicas, infecciosas
inflamatdrias e disturbios da motilidade gastrintestinal.

O diagndstico de alergia alimentar tem, a longo prazo, implicagoes
importantes de naturezas nutricionais, psicolégicas e sociais para a crianga. Um
tratamento empirico, baseado unicamente na suspeita clinica, pode ser prejudicial,
antes de ter um diagnéstico de certeza (37). Um diagnéstico preciso € essencial
para o manejo correto da APLV.

Observam-se anemia ou eosinofilia, em muitos casos. Também pode
ocorrer alteragao da atividade das dissacaridases por atrofia intestinal. A dosagem
de imunoglobulina E apresenta superposicdo com outros quadros clinicos
atopicos. As provas de laboratério, disponiveis na pratica clinica rotineira para

determinar a origem imunolégica, nos pacientes com reagbes adversas a
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alimentos, contudo, s6 permitem definir rea¢gdes imunoldgicas de tipo Ig E
mediadas.

Os testes para anticorpos IgE especificos incluem testes percutaneos
(prick) e testes séricos. Entre os testes cutaneos, o prick test € o mais utilizado.
Este teste é realizado com extrato de leite de vaca ou com suas diferentes
proteinas. Sua aplicabilidade € maior nas reagdes de alergia alimentar mediada
por IgE e o resultado deve ser comparado com solugcdo salina e histamina. O
resultado deste teste ndo € comprobatoério definitivo para o diagnostico. O fato de
alguns exames apresentarem resultado negativo, para APLV, n&o exclui essa
hipotese diagndstica (24).

A pesquisa de anticorpos especificos IgE, pelo radio alergo absorbent teste
(RAST), tem uma melhor especificidade no diagndstico das alergias alimentares
mediadas por IgE, embora estudos em pacientes com APLV indiquem
negatividade dos testes cutaneos e valores de IgE e RAST dentro de normalidade.
Dois fatores podem guiar o uso de testes sorolégicos IgE especificos: a
cronicidade dos sintomas e a associagao com doencgas atépicas (asma, dermatite
atopica e anafilaxia).

Ambas as técnicas — teste percutaneo e analise sérica para IgE especifica
—meramente detectam a presenga do anticorpo (sensibilizagdo) e nao indicam,
necessariamente, que a ingestao resulta em reagdes clinicas. Eles sao altamente
sensiveis (>90%), mas apenas moderadamente especificos (50%). Séo
apropriados, quando ha grande suspeita de um alimento em particular. Os testes
cutdneos nao conseguem detectar a maioria das enteropatias ou colites

gastrintestinais, induzidas por mecanismos nao mediados por IgE (38).
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Os resultados desses testes sdo mais valiosos quando negativos. Isto se
verifica, ja que sua alta sensibilidade os torna aproximadamente 90% precisos,
para excluir reagdes mediadas por IgE. Um resultado positivo, contudo, esta
associado a reacgdes clinicas verdadeiras, em apenas 50% das vezes. Esses
testes ndo séo eficientes nos casos de triagem (39).

Quando existe uma grande suspeita de APLV, geralmente, na pratica
clinica, elimina-se o leite de vaca da dieta do lactente, durante algumas semanas,
para auxiliar no diagndstico. Apesar disso, uma resposta clinica favoravel a uma
dieta de eliminagdo normalmente ndo € confidvel, e pode ser apenas uma
coincidéncia. O diagndstico da APLV, reconhecido na literatura, baseia-se em trés
pontos: suspeita diagnostica, através de uma historia clinica compativel e de
exame fisico; recuperacao clinica, apds dieta de eliminacdo da férmula baseada
em leite de vaca e derivados; e, por ultimo, o teste de desencadeamento positivo,
confirmando o diagndstico pelo reaparecimento dos sinais e sintomas (40). O teste
de desencadeamento sO deve ser realizado, apdés algumas semanas de dieta de
exclusao, tempo necessario para que ocorra uma normalizagdo das alteragdes
morfologicas e funcionais do trato digestorio.

O teste de desencadeamento duplo-cego, controlado por placebo - Double-
blinde Placebo-controlled food Challenges (DBPCFC) - continua sendo o teste de
maior acuracia, para o diagnostico de alergia alimentar (41-42). Ele consiste em
utilizar uma férmula, composta por aminoacidos sintéticos (Neocate®), como
placebo, e uma formula teste, constituida de das férmulas baseadas em leite de
vaca leite de vaca. Apds randomizacao, sao oferecidas doses crescentes e sao

observadas manifestagdes clinicas durante sete dias. Se houver reaparecimento




Referencial Teérico 27

inequivoco de manifestagdes de APLV, o diagnédstico se confirma. Caso nao haja
sinais de alergia, o paciente continua recebendo formula baseada em leite de
vaca, de maneira aberta, para a detecg¢ao de falso-negativos.

A analise deste método de desencadeamento duplo-cego, controlado por
placebo, demonstra que este procedimento é de dificil aplicagdo, na maior parte
dos servigos médicos do pais. O estabelecimento do diagnéstico, pelo teste de
desencadeamento aberto ou duplo-cego controlado por placebo, é relevante para
reduzir diagnosticos falso-negativos ou positivos. O teste mais utilizado e aceito
em nosso meio, pela praticidade, é o protocolo de desencadeamento aberto com
férmula baseada em leite de vaca (40).

Nos lactentes, o diagnostico de APLV pode ser dificil, sobretudo nos
pacientes com poucas semanas de vida. O teste de desencadeamento controlado,
portanto, € mandatério, para confirmagao do diagnédstico. Este teste também tem
como finalidade evitar um excesso no diagnostico de APLV e a utilizagdo nao
justificada de uma férmula hidrolisada, com o alto custo que isto acarreta. Por
outro lado, a pouca valorizagdo do quadro alérgico pode desencadear reagdes
graves, quando os pacientes forem submetidos novamente ao alérgeno (43-44).

O carater potencialmente autolimitado da APLV, com desenvolvimento de
tolerancia ao alérgeno, antes que se indique o desencadeamento, muitas vezes
faz com que exista um subdiagndstico desta doenga. Ha, também, situacbes em
que o médico e a familia tém pouco interesse em realizar o desencadeamento, em
um paciente bem adaptado a dieta, para poupa-lo do desconforto de um eventual

teste positivo. Deve ser lembrado que uma expressiva parcela dos pacientes
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desenvolve tolerancia as formulas baseadas em leite de vaca, apés a idade de um

ano, e a maioria, aos trés (20).

1.1.5 Tratamento

A conduta terapéutica recomendada é eliminar a formula baseada em leite
de vaca da dieta da criangca e todo alimento que contenha leite bovino e seus
derivados em sua composicao. A resposta clinica ocorre em um curto periodo de
tempo. E fundamental esclarecer, para os familiares, que a alergia ndo é de
natureza quantitativa e, sim, qualitativa. Por isso, mesmo quantidades minimas do
alérgeno envolvido, quando presentes na alimentagcdo destes lactentes, podem
provocar o retorno dos sintomas (12).

A primeira opgao de substituicdo dietética, principalmente em lactentes
menores, € o leite humano. Trata-se do alimento ideal, por conter as proteinas que
o intestino imaturo dos lactentes esta preparado para receber. Neste caso, é
recomendavel a eliminagdo do leite de vaca e derivados da dieta materna, para
certificarmo-nos de que nao existe qualquer exposicdo da crianga as proteinas
potencialmente alergénicas (40).

A opcéo terapéutica baseia-se nas formulas alimentares a base de proteina
extensamente hidrolisada (45). Um dos meios mais eficazes, para reduzir a
alergenicidade de uma proteina alimentar, € diminuir o tamanho da molécula por
protedlise. Estas formulas contém apenas peptideos e aminoacidos, obtidos

através de hidrélise enzimatica e/ou térmica ou por ultra-filtragem.
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As formulas a base de proteina extensamente hidrolisada s&o aquelas com
fragmentos suficientemente pequenos para nao induzir reagdo em pacientes
alérgicos.

Nos ultimos anos, contudo, tem-se constatado alergia a esses produtos, ja
que eles apresentam um pequeno conteudo residual antigénico, sendo eficazes
em 90% dos casos. Ja no caso de criangas em que os sintomas nao sao
controlados com o uso de hidrolisado protéico, € necessario o uso de formula de
aminoacidos (46-47).

Somente os aminoacidos puros sdo considerados nao alergénicos.
Portanto, a formula baseada em aminoacidos sintéticos proporciona reducéo total
de alergenicidade, dado que ndo sao extraidos da hidrdlise de proteina e, sim,
desenvolvidos em laboratérios.

Varios estudos em criancgas, com diversas apresentacdes clinicas de APLV,
constataram que a utilizagdo de férmulas de aminoacidos gerou rapida resolugao
dos sintomas (46-48). Também foi verificado, no entanto, o desenvolvimento de
tolerancia a outras formulas, em aproximadamente 30 % dos pacientes, que
receberam formula de aminoacidos, durante algumas semanas (49). Além disso,
foi comprovada a necessidade de uso de féormulas de aminoacidos, por periodos
mais curtos, nos pacientes com alergia a hidrolisados, quando esses pacientes
sdo comparados aos que tém alergia a oligo-alimentos ou a multiplos. Nos
pacientes com diagndstico mais precoce e com sintomas, nos primeiros meses de
vida, a duragao da terapia com formula de aminoacidos foi mais curta (48).

As formulas a base de proteina isolada de soja ndo sdo recomendadas,

dado o alto indice de falha (50%). Essa orientagao se refere, principalmente, aos
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pacientes com afetacdo gastrintestinal, onde o mecanismo imunoldgico esta
mediado por células. Em um estudo que empregou testes de provocagao
controlados por placebo, 14% dos lactentes com alergia ao leite de vaca do tipo |
(IgE+) apresentava alergia a soja. Uma maior probabilidade foi observada na
enterocolite ndo mediada por IgE (50).

Um recente estudo prospectivo e randomizado, incluindo 170 lactentes com
alergia ao leite de vaca, abordou o tema de alergia a soja. Os lactentes receberam
tratamento com proteina de soja padréo ou hidrolisado protéico a base de leite de
vaca. O resultado foi que 10% reagiu a soja, enquanto que apenas 2,2% reagiu a
féormula hidrolisada. A incidéncia de problemas alérgicos foi a mesma nos
pacientes IgE positivos e negativos. Os autores notaram que o desenvolvimento
de anticorpos IgE especificos, para a soja, foi raro (51). O uso de formulas a base
de soja € normalmente recomendado apenas para os casos de alergia ao leite de
vaca IgE positivos e que nunca receberam soja (38).

Produtos a base de leite de cabra ou de outros mamiferos estdo

contraindicados, por apresentarem alto risco de reacao cruzada.

1.1.6 Estudo ultrassonografico (USG)

A ultrassonografia € um dos métodos de diagndstico por imagem mais
versateis e ubiquos, de aplicagdo relativamente simples e com baixo custo
operacional. E um procedimento diagndstico bastante seguro, que utiliza ondas
sonoras de alta frequéncia para criar imagens de estruturas internas do corpo. A

ultrassonografia com Doppler € uma forma de ultrassom, em que é possivel
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estudar estruturas e, ao mesmo, tempo avaliar seu fluxo sanguineo. O sangue no
interior do vaso, por estar em movimento, apresenta um fluxo, que é representado
por um grafico ou por cores.

Nos ultimos anos, a ultrassonografia em escala de cinza e com Doppler em
cores vem sendo, cada vez mais, utilizada em Pediatria, para avaliar processos
vasculares abdominais, inflamatérios intestinais, agudos e cronicos (52-53-54). A
utilizacdo do Doppler em cores, para avaliagcdo das doencgas inflamatorias
abdominais, ja estd bem estabelecida na pratica médica (55-56-57-58).

A neovascularizagéo intestinal, que ocorre principalmente na doenga de
Crohn em atividade, esta relacionada com niveis séricos aumentados de fator de
crescimento fibroblastico e com uma intensa estimulagdo da angiogenesis (59). O
aumento de vasos foi constatado, tanto microscopica quanto angiograficamente,
bem como através da colonoscopia. A utilizacao da ultrassonografia com Doppler,
no caso dessa doencga, permite determinar a regido em atividade, por meio do
aumento da perfusdo da parede intestinal, avaliando o grau de atividade. Esta
variavel é denominada “densidade vascular’ (vessel density) (55-57).

Siegel, em um estudo com 37 criangas, concluiu que a idade, a localizagao
da doenca, o espessamento da parede intestinal e o fluxo no Doppler em cores
sdo as mais importantes variaveis preditoras do tipo de doenga, seja isquémica,
inflamatéria ou vascular. A espessura da parede intestinal, nos pacientes com
doenca inflamatodria, foi de 7,8mm +/- 2,7mm; nos pacientes com vasculite, 7,6mm
+/- 1,6; e nos pacientes com isquemia, 14,6mm +/- 3,6, sendo a diferenca
estatisticamente significativa. A autora estudou, também, os fluxos intestinais, os

territérios comprometidos, a ecoestrutura da parede intestinal e os relacionou com
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o diagnéstico clinico (60). Seus achados séo similares aos reportados por outros
autores, como Quillen e Siegel, em estudo com criangas (61), e Teefey, com
adultos (62).

Um recente estudo analisou como a resposta intestinal a uma provocagao,
em pacientes com alergia alimentar, pode ser reconhecida, através da
ultrassonografia (63). Através de uma sonda nasoduodenal, a mucosa duodenal
foi exposta ao alérgeno suspeito, dissolvido em 10 ml de soro fisiolégico. Foram
avaliadas, através da ultrassonografia, antes e depois do exame, as seguintes
medidas: espessura e diametro do bulbo duodenal e jejuno, atividade peristaltica e
fluidos intraluminais. Uma importante correlacdo foi observada entre os achados
ultrassonograficos (espessura da parede do bulbo duodenal e do jejuno,
exsudacado de fluidos dentro do Iumen intestinal) e os sintomas provocados
através do teste. Da mesma forma, outra significativa correlagdo se encontrou
entre os achados positivos ultrassonograficos, o teste confirmatério de alergia
(duplo cego controlado com placebo) e os testes cutaneos (prick teste). Este foi o
primeiro estudo em que foi monitorada a resposta intestinal a um alérgeno, através
da ultrassonografia.

O espessamento da parede intestinal desaparece, apds eliminacdo do
alérgeno, e reaparece, no teste de desencadeamento. Estas mudangas na
espessura da parede intestinal mostram estreita correlagdo com as mudangas na
contagem de eosindfilos periféricos e nas manifestagcdes cutaneas, através dos
testes-padrao (64).

Quillen e Siegel conduziram um estudo de coorte, tentando determinar se a

ultrassonografia com Doppler pode identificar um incremento da vascularizagao
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intestinal, associado a doencgas inflamatérias intestinais, e determinar se
diagndsticos especificos podem surgir de diferentes padroes de fluxo.
Observaram, através do Doppler em cores, um aumento do fluxo intestinal na
mucosa e transmural, em pacientes com uma ampla variedade de doengas
inflamatérias intestinais. Esses achados sao inespecificos, dado que todo
processo inflamatério de qualquer tipo produz neovascularizagdo. No grupo
controle, entretanto, nenhuma anormalidade foi observada, sendo que, este
estudo pbde identificar diferentes localizagbes comprometidas e diferenciar
processos extrinsecos intestinais (61).

Ruess et. al.(58) dedicou-se ao estudo das alteragbes ultrassonograficas,
na escala de cinzas, e ao Doppler em cores, nas doencgas intestinais inflamatdrias
(retocolite ulcerativa e Doenga de Crohn), observando mudangas significativas, na
atividade da doenca, nos pacientes submetidos ao tratamento. Eles analisaram 17
pacientes, 13 com doenga de Crohn (DC) e quatro com retocolite ulcerativa
(RCU). Todos tinham pelo menos um segmento intestinal anormal, espessado e
hiperemiado. A parede intestinal foi considerada espessada, quando maior que
3mm, e hiperemiada, de acordo com o grau ao Doppler: grau 1 (sem
vascularizagao); grau 2 (vascularizagao minima ou 1 a 5 pixeis/centimetro); grau 3
(vascularizagdo moderada ou maior que 5 pixeis/cm); grau 4 (aumento severo da
vascularizagdo, incluindo discretos vasos ou areas de confluéncia vascular).
Foram feitos exames ultrassonograficos com Doppler seriados, avaliando tais
segmentos. Observou-se redugdo gradual, tanto da espessura intestinal, quanto
do grau de vascularizagdo ao Doppler, juntamente com a melhora clinica dos

pacientes.
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Em relagdo a alergia a proteina do leite de vaca, se conhece que esta
doencga determina alteragbes gastrintestinais, que podem ser demonstradas pelos
estudos ultrassonograficos, determinando um espessamento da parede intestinal
(65).

Patenaude descreveu o primeiro caso de APLV, em que o diagndstico foi
sugerido pela ultrassonografia (66). Estudou um paciente de dois meses de vida,
em aleitamento materno exclusivo. Esse paciente foi avaliado, por apresentar
quadro de vOmitos projetivos, antecedentes de fezes com sangue e historia de
importante irritabilidade. Foi descartada estenose hipertrofica de piloro, colite
infecciosa e aganglionose. No estudo USG, foi constatado um cdélon esquerdo
espastico, com perda da diferenciacdo das camadas da parede intestinal e um
acentuado espessamento da mucosa e submucosa. Esses achados, ndo foram
observados novamente, apos cinco dias de tratamento com hidrolisado protéico e
dieta de exclusdo, com total restituicdo do padrao USG normal.

Arslen estudou 20 pacientes com alergia alimentar. Para tanto, avaliou a
resposta intestinal, apds provocagcdo endoluminal com alérgenos alimentares,
através de sonda nasoduodenal. Conjuntamente ao procedimento de provocagao,
foi realizado um estudo endossonogréfico, através da mesma sonda, medindo a
espessura da parede duodenal. Todos os pacientes tinham histéria de alergia
alimentar e foram divididos em dois grupos, segundo os resultados de testes
especificos de alergia, positivos ou negativos (RAST, estudo de liberagdo de
histamina e skin prick), em Intolerantes e Alérgicos, respectivamente. Um aumento

da espessura da parede duodenal foi observado em 55% dos pacientes (64).
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Em estudo prospectivo controlado, com 62 neonatos, foi avaliada a
sensibilidade e especificidade da ultrassonografia com Doppler versus a radiologia
simples de abdome, no diagnéstico de enterocolite necrosante (67). Os resultados
mostraram maior sensibilidade e especificidade, sugerindo que este estudo deve
fazer parte da avaliagdo inicial de todo neonato com caracteristicas clinicas
sugestivas de enterocolite necrosante. Tanto a auséncia de fluxo na parede
intestinal, sugerindo isquemia, como o aumento da vascularizagdo da mesma,
indicando um processo inflamatério incipiente, sdo fatores que facilitam o manejo

clinico precoce.

1.2 JUSTIFICATIVA

No contexto da Pediatria, a APLV tem sido bastante destacada como
relevante, especialmente pela sua frequéncia no primeiro ano de vida. A
inespecificidade dos sinais e sintomas dessa doenca pode retardar ou
impossibilitar seu diagnéstico, na atengdo basica. Sua apresentagédo clinica
semelhante com a doenca do RGE e com cdlicas do lactente torna, muitas vezes,
dificil o diagnostico diferencial, entre essas enfermidades.

Estd bem estabelecido que a ultrassonografia em escala de cinzas e com
Doppler em cores podem detectar processo inflamatério intestinal em criangas.
Sabe-se que a APLV determina um processo inflamatoério intestinal. Até o
momento, entretanto, ndo foram realizados estudos que avaliassem a circulacéo

intestinal, através da ultrassonografia em criangas com suspeita de APLV.
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A observagao de sinais inflamatoérios, nessas criangas, ao ultrassom em
escala de cinzas e ao Doppler em cores, podera ser util, no sentido de alertar para
a possibilidade diagnostica de APLV. Sendo este exame um método indcuo e nao
invasivo, de facil realizagdo e baixo custo, podera ser aplicado no diagnostico e
acompanhamento dos pacientes com APLV.

Até o momento, a avaliagcdo do grau de vasos na parede intestinal, ao
Doppler em cores, era realizada através da contagem do numero de vasos na
parede intestinal. Este método tradicional apresenta algumas dificuldades na hora
de quantificar os pixels.

Este estudo utilizou uma metodologia original, que se propds a avaliar a
densidade vascular da circulagdo mesentérica, através de programa de analise de
imagens Imaged®. Esta tecnologia possibilita identificar quantitativamente a
proporgdo de vasos sanguineos nas imagens e elimina qualquer possibilidade de
subjetividade nas avaliagbes, aumentando, assim, a acuracia do método.

A realizacdo de varios estudos ultrassonograficos, em diferentes momentos
do processo diagndstico, acompanhando a rotina habitual diagnéstica de APLV,
permitira, possivelmente, observar e quantificar o processo inflamatério que se

desenvolve nestes lactentes.




Referencial Teérico 37

1.3 OBJETIVO PRINCIPAL

- Avaliar se o processo inflamatorio intestinal, em criangas com APLV, pode
ser detectado através da ultrassonografia em escala de cinzas e com Doppler em

cores.

1.3.1 Objetivos secundarios

- Comparar os achados clinicos e ultrassonograficos de criangas normais e
dos pacientes com suspeita de APLV.

- Estabelecer um valor de corte, utilizando a ultrassonografia com Doppler,
através da avaliagdo da circulacdo mesentérica periférica, que nos permita
diferenciar entre lactentes normais e pacientes com diagndstico confirmado de
APLV.

- Avaliar a resposta clinica e ultrassonografica, nos lactentes com suspeita

de APLV, apos tratamento com Neocate ® e apos desencadeamento oral.
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2 PACIENTES E METODOS

O estudo foi dividido em duas etapas, com delineamentos complementares:
a) Etapa inicial: estudo de casos e controles, em que comparamos os achados
ultrassonograficos, em um grupo de lactentes com suspeita de alergia ao leite de
vaca e em um grupo de controles; b) Segunda etapa: ensaio clinico, que
comparou os achados ultrassonograficos em lactentes com suspeita de APLV, nas
diversas etapas do diagndstico: no momento de suspeita inicial, no tratamento e
apos teste de desencadeamento.

Esse ensaio clinico avaliou, de forma prospectiva e consecutiva, os dados
clinicos e os exames ultrassonograficos, em escala de cinza e ao Doppler em
cores, de 34 criangas, constituindo dois grupos.

O grupo de estudo (GE) estava formado por 17 lactentes, entre 0 - 6 meses
de vida, com suspeita clinica de APLV. Esses pacientes que foram encaminhados
para o Servico de Gastrenterologia Pediatrica, do Hospital Sdo Lucas (HSL), de
Porto Alegre, entre maio de 2006 e julho de 2009. No grupo controle (GC), 17
criancas assintomaticas, entre 0 - 6 meses de idade, que fizeram um controle
mensal, no Servigo de Pediatria do HSL, no mesmo periodo.

As variaveis clinicas e ultrassonograficas foram avaliadas em trés tempos,

no GE, e em uma unica vez, no GC, como mostra a Figura II-1.
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Neocate®: Férmula hipoalergénica composta por aminoacidos

FIGURA 1- Desenho do estudo.

Pacientes

Os critérios de inclusdo no GE foram: pacientes com suspeita diagnostica
de APLV, de acordo com as manifestagdées clinicas obtidas em anamnese e
exame fisico, realizados no ambulatério de Gastrenterologia Pediatrica do HSL; e
estar em uso de formula baseada em leite de vaca. Os critérios de exclusao foram:
aleitamento materno exclusivo; uso de outro tipo de alimentagcdo complementar
durante o estudo; uso de quaisquer medicagdes; pacientes com evolugao clinica
desfavoravel, que precisem interromper o uso de dieta via oral; presenga de
patologia gastrointestinal de outra etiologia; nascido com idade gestacional menor
de 36 semanas; percentil de peso menor que trés ou maior que 97, conforme
Organizacédo Mundial da Saude (OMS) (1). Nenhum dos pacientes, seja do GE ou

do GC, poderia ter, no momento do estudo USG, outro quadro clinico associado,
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que pudesse alterar a vasculatura intestinal, como, por exemplo, processo
infeccioso de vias aéreas superiores ou outra comorbidade.

Foi aplicado uma entrevista estruturada, pelo pesquisador, para obter as
seguintes informacdes: idade, ganho de peso nos ultimos 30 dias, antecedes
neonatais, tempo de aleitamento materno e introducé&o na dieta do leite de vaca,
antecedentes proprios e familiares de processos atdpicos, como: broncoespasmo
e /ou urticaria/leczema. Em todas as consultas, foram registrados o peso e o
comprimento.

Os sinais e sintomas observados, nas criangas do GE, foram registrados
em forma dicotbmica (Sim/Nado): vOmitos, diarréia, sangues nas fezes,
irritabilidade, constipacdo e manifestagcdes dermatoldgicas. Para definicdo dos
sinais e sintomas, acima descritos, foram utilizados os conceitos aceitos na
literatura, ja que n&o existe nenhum questionario de aplicabilidade, validado para
esta doenga. Constipagao: definido como retardo ou dificuldade nas evacuacgdes,
com fezes secas por duas ou mais semanas e suficiente para causar significativo
desconforto ao paciente (2). Diarréia: evacuagao de fezes liquidas e com maior
frequéncia que o habitual. Foi empregada, também, a impressao subjetiva da mae,
que, conhecendo o ritmo intestinal do filho, informou sobre a presenga ou
auséncia de diarréia, ja que a OMS define o caso como a passagem de trés ou
mais evacuagdes frouxas ou liquidas, por dia (3-4). Urticaria ou eczema atopico:
lesbes na pele de tipo “rash” maculo-papular e/ou eritrodermia difusa ou lesées
pruriginosas secas, em placas eritematosas. Fezes com sangue. VOmitos: mais de

trés episodios diarios, seguidos de desconforto. Irritabilidade: criangas que choram
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mais de trés horas por dia, durante e apés as mamadas, com dificuldade para
dormir e acordando varias vezes durante a noite, com choro intenso.
Todos os sintomas registrados tiveram uma relagédo temporal, entre a

introducao do leite de vaca e a presenga posterior de sintomas.

Exames ultrassonograficos

Os exames ultrassonograficos foram realizados, utilizando-C12-3, com
transdutores lineares (HD11 XE, Philips Medical Systems, Seattle, WA). Na escala
de cinza, o estudo obteve, em milimetros, a espessura da parede de alga intestinal
de jejuno, de ileo terminal e de todos os segmentos do colon. A medida foi
realizada, colocando um cursor na mucosa superficial e outro na serosa da parede
da mesma alca.

Os exames ultrassonograficos foram realizados pelo mesmo examinador,
sendo este um médico radiologista com vasta experiéncia, estando cegado sobre
0 grupo a que pertence o paciente.

O estudo com Doppler em cores avaliou a quantidade de vasos
mesentéricos, existentes em uma area de 4cm? (2 x 2cm). Foram estudadas cinco
regides no hemiabdome direito e cinco no hemiabdome esquerdo, com o objetivo
de examinar as regides de ileo e jejuno, obtendo 10 imagens. Toda a area colorida
era considerada vaso. A densidade vascular desta superficie era avaliada através
de um software de imagens (descrigdo a seguir), que determinou a porcentagem

de superficie colorida, em cada uma das imagens.
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O ganho do Doppler em cores foi ajustado de tal forma que
desaparecessem as cores relacionadas aos artefatos e permanecessem os sinais
relativos aos vasos. Foi considerado vaso o sinal pulsatil (artéria) ou continuo
(veia), persistente em um determinado ponto. O equipamento foi ajustado para
detectar fluxos sanguineos de baixas velocidades, com padronizagdo da
velocidade a 8cm/s, utilizagdo de baixo filtro de parede. No sentido de evitaremos
os artefatos, ndo foram obtidas imagens durante a presenga de alguma
movimentagao do paciente ou peristaltismo de alga(s) intestinal (ais).

Foi solicitado que todos os lactentes estivessem com trés horas de jejum.
Os pacientes foram examinados, inicialmente, em decubito dorsal, utilizando-se
uma abordagem pelo flanco abdominal esquerdo e direito, ou através de uma
abordagem abdominal anterior, com a tentativa de evitar algas com conteudo
gasoso. Procurou-se estudar areas que apresentassem algas intestinais sem
conteudo liquido, solido e/ou gasoso. Caso isto nao fosse possivel, 0 exame era
postergado por 30 a 60 minutos, para se obter um melhor esvaziamento de algas
intestinais. Alguns lactentes apresentaram excessiva distensdo gasosa intestinal,
mesmo com jejum maior. Nestes casos, a crianga era posicionada em decubito
lateral direito ou esquerdo, por aproximadamente cinco minutos para ocorrer
deslocamento gasoso superior e a regido mais pendente era entdo estudada. Nos
lactentes que se apresentavam muito irritados e com choro durante o exame,
utilizou-se a técnica de colocar o dedo para a crianga mamar, ou entao, se instilou
pequeno volume de agua via oral para que nao houvesse distensdo de algas

intestinais.
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Depois da digitalizagdo das imagens, obtidas a partir do exame USG, em
formato “Tagged Image File Format’ (TIFF), foi utilizado um programa publico para
analise assistida por computador de imagens, chamado ImageJ (National
Institutes of Health). Este software, disponivel para download gratuito, em

http://rsbweb.nih.gov/ij/, pode quantificar, em percentual, a vascularizagdo da

amostra tecidual examinada, contida no interior da area de 4 cm quadrados,
previamente descrita. Com esta técnica, foi possivel identificar o percentual de
area colorida em cada imagem obtida. Como nas imagens obtidas, a imagem
colorida correspondia a vasos sanguineos (cor pulsati ou continua em
determinado pixel), foi possivel determinar a area vascularizada, em cada
imagem, obtendo um valor de 0 a 100%. A esse percentual de vasos que ocupa a

imagem, denominamos “porcentagem de densidade vascular” (Figura 2).

17,553 %

FIGURA 2 - Mostrando a aplicagdo do software, para calcular a percentagem de densidade
vascular.a) Imagem em Doppler em cores de algas de jejuno, demonstrando a
densidade vascular neste roi selecionado de 4 cm2.b) Imagem obtida com Doppler
em cores e analisada pelo software ImageJ™, demonstrando a percentagem de
densidade vascular.
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Métodos

Os pacientes do GE, apdés os estudos ultrassonograficos e depois de
completada a entrevista estruturada e exame clinico, foram orientados a receber,
exclusivamente, uma férmula de aminoacidos (Neocate®), durante quatro
semanas (Figura 1). As maes cujos filhos eram pacientes com suspeita de APLV,
que estivessem em uso de formulas baseadas em leite de vaca e também de
aleitamento materno em forma mista, foram orientadas a realizar uma dieta isenta
de proteina do leite de vaca, com suplementacdo de calcio, conforme ultimas
recomendacgdes internacionais (5). A férmula lactea escolhida, para ser
administrada a estes pacientes durante quatro semanas, nos assegura uma
completa remissédo dos sintomas, caso seja realmente um paciente com APLV.

Apos completar quatro semanas com essa férmula, baseada em
aminoacidos, os pacientes do GE realizaram nova avaliagcdo, no ambulatério de
Gastroenterologia Pediatrica do HSL. Nesse momento, novamente foi realizada a
entrevista estruturada, exame clinico e um exame USG em escala de cinza e com
Doppler em cores. Os dados clinicos sobre sintomas foram, mais uma vez,
registrados de forma dicotdmica, com excegao para a irritabilidade. Neste quesito,
a mae foi questionada se seu filho tinha melhorado muito, pouco, nada ou tinha
piorado.

Os pacientes do GE, apo6s realizarem o segundo exame USG, foram
submetidos a desencadeamento aberto, conforme Ultimas orientagdes
internacionais, sugeridas por grupo de expertos (5).

Tanto os pais quanto o médico tinham conhecimento que o lactente seria

exposto a proteina do leite de vaca e que isso ocorria sob supervisdo médica, em
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ambiente hospitalar. O inicio do teste foi feito sob supervisdo médica, no Setor de
Endoscopia do HSL, onde o paciente permaneceu quatro horas em observacgao.

Neste desencadeamento, apdés um exame fisico do lactente, com inspegao
da pele, o médico umedeceu uma gaze com uma férmula lactea modificada,
derivada do leite de vaca, e a encostou na pele do paciente, para verificar se
ocorria uma reagao imediata cutanea eritematosa, pelo contato. Apos 20 minutos,
o mesmo procedimento foi feito na mucosa oral, com o objetivo de verificar se
aparecia edema labial. Se o paciente permanecesse assintomatico, a seguir era
oferecido um volume de leite, pela boca, e aumentando progresivamente (1, 5, 10,
20, 50, a 100 ml), a cada 30 minutos. Caso o paciente permanecesse
assintomatico por trés horas, sem lesbes cutaneas, vdmitos, diarréia ou
manifestacdes respiratérias, o teste de desencadeamento era continuado no
domicilio do paciente. Nestes casos, os volumes de foérmula lactea eram
aumentados, progressivamente, até atingir a quantidade normalmente consumida,
pelo menos 250 ml, a cada dia.

Novo exame USG, controle clinico e preenchimento da entrevista
estruturada com os mesmos critérios de avaliacdo, descritos acima, foram
realizados imediatamente apds o paciente ter apresentado sinais ou sintomas que
confirmaram o diagndstico de APLV, ou em uma semana apés o inicio do teste de
desencadeamento oral, mesmo sem nenhum achado clinico que confirmasse o
diagndstico.

O padrao diagnéstico reconhecido, para pacientes com suspeita de APLV,
inclui uma dieta de exclusdo, com plena resolugao clinica, e reaparecimento dos

sinais e sintomas, apos teste de desencadeamento. Assim, os pacientes que
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apresentaram teste de desencadeamento positivo, por referir qualquer sintoma
sugestivo da doencga, apos reintrodugédo da formula contendo leite de vaca, foram
considerados portadores de APLV.

Os exames ultrassonograficos ndo apresentam nenhum risco para o
paciente. A dieta de exclusédo e o teste de desencadeamento sdo o padrao-ouro
para diagnostico de APLV e ja sao realizados ha bastante tempo, na rotina do
servigo de Gastrenterologia Pediatrica do HSL.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em abril de 2006. Todos os
pais ou responsaveis assinaram o termo de consentimento. Foi obtido um
patrocinio para o estudo da Nutricia Advanced Medical Nutrition - DANONE

fornecendo as formulas de aminoacidos (Neocate).

Analise estatistica

Os resultados foram analisados, através do programa SPSS, versdo 13.0,
utilizando o teste t de student para as médias, na comparacdo de variaveis
continuas, com distribuicdo simétrica entre os grupos. Em caso de assimetria, o
teste de Mann-Whitney foi aplicado. Pearson’s chi-square or Fisher’s exact test
foram utilizados para as variaveis categoricas. A Andlise de Variancia (ANOVA),
para medidas repetidas, foi utilizada para comparar as médias das variaveis
ultrassonograficas nas trés ecografias. Para complementar essa analise, o teste
de Bonferroni foi aplicado.

Foram determinados pontos de corte, para o percentual de densidade

vascular através da analise dos quartis, com o auxilio do Likel-hood Ratio.
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Também foi avaliado um ponto de corte, a partir da curva Receiver
Operator Characteristic (ROC). A andlise da sensibilidade, especificidade e
valores preditivo positivo e negativos auxiliou na determinagdo do melhor ponto de
corte. Também foi calculada a area sob a curva, com o respectivo intervalo de
95% de confianga. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05).

Foi calculado o tamanho de amostra, utilizou-se a variavel espessura da
submucosa do jejuno. O unico estudo similar, na literatura, avalia criangas normais
e com alergia alimentar (ovo e leite), que apresentavam também dermatite atépica
(6). Obtiveram o valor, em média, de 1,3 mmm, com desvio padrao (DP) de 0,2
para os controles e o valor de 3,8 mm DP 0,9 mm em relacdo aos doentes. Para
obter um valor de significancia de 0,05, precisamos de um N= 16. N&o
encontramos na literatura, entretanto, nos estudos com dados sobre pacientes
com APLV mais que um relato de caso, sem descricao de valores de espessura
(7). Também nado encontramos dados em valores quantitativos, em relagcéo a
densidade vascular, nestes pacientes ou em pacientes-controle, utilizando a

ultrassonografia com Doppler em cores.
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INTRODUCTION: Cow’s milk allergy (CMA) is a common pedi-
atric clinical problem with a variability of clinical signs, symp-
toms and it's hard to diagnose. Gray scale and color Doppler
ultrasonography have been increasingly used to evaluate ab-
dominal disorders and intestinal inflammation.

METHODS: This study evaluated clinical findings and gray scale
and color Doppler sonograms of 34 infants. Seventeen infants
aged 0 to 6 months with a suspicion of CMA and 17 non-symp-
tomatic infants were evaluated by a blinded investigator who
determined the percentage of vessel density and the thickness
of different parts of the bowel. Clinical and ultrasonographic
variables were evaluated at three time points: at presentation,
after 4 weeks of amino acid-based formula feeding, and after
challenge test. Likelihood ratio and ROC curve were used to de-
fine a cut-off point for percentage of vascular density.
RESULTS: The difference in percentage of vessel density be-
tween patients with CMA (28.1%) and control infants (7.77%)
was statistically significant. ROC analysis showed that a cutoff
point of 18.7% could differentiate between patients with CMA
and control infants with 81.8 % sensitivity and 94.1% specificity.
Positive and negative predictive values were greater than 88%.
Area under the curve was 0.941. Likelihood ratio of 10.8, when
using a cut-off 20%. Difference in bowel wall thickness between
the two groups was very little.

CONCLUSION: Color Doppler may be used when CMA is sus-
pected. We suggest a cut-off point of 18.7% for percentage of
vessel density. The use of the thickness of the intestinal wall
presents difficult applicability.
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Cow’s milk allergy (CMA) is a com-
mon pediatric clinical problem,
with a frequency of 2.5% to 7.5%
in the general population (1-2).
The prevalence of allergic diseases,
including food allergies, has in-
creased over the last decades (3).In
the etiopathogenesis of CMA, early
exposure of the immature infantile
intestine to cow's milk protein trig-
gers an immunological response
and consequent intestinal inflam-
mation of variable intensity (4-5),
either immunoglobulin E mediated
or non-immunoglobulin E medi-
ated (6-7). Patients with CMA may
present with several gastrointesti-
nal disorders: chronic diarrhea and
malabsorption, gastroesophageal
reflux, constipation, vomiting, in-
sufficient weight gain, anemia and
low digestive tract hemorrhage (8-
9). However, symptoms are often
unspecific: irritability, colic, intense
crying and refusal to eat (10).

The variability of clinical signs and
symptoms and the lack of con-
clusive laboratory tests or specific
histological changes in the intesti-
nal mucosa make CMA difficult to
diagnose (11). Several medical spe-
cialization guidelines describe and
prescribe the use of an exclusion
diet; symptoms improve in cases

suggestive of CMA, and the allergy
is confirmed using a challenge test
a few weeks after clinical improve-
ment (12-13).

In Pediatrics, gray scale and color
Doppler ultrasonography (US) have
been increasingly used to evalu-
ate acute and chronic abdominal
vascular disorders and intestinal
inflammation (14-15-16). Inflam-
matory and infectious intestinal
diseases cause a thickening of the
intestinal wall that can be detected
using gray scale US (17-18). Color
Doppler US detects increases in
vessel density in the intestinal wall
when there is active inflammation
(19-20). These imaging modalities
have not been used to examine
children with CMA.This study evalu-
ated whether gray scale and color
Doppler US detect intestinal inflam-
mation caused by CMA and wheth-
er these tests should, therefore, be
used as diagnostic tools for CMA.

METHODS

This study was divided into two
phases with complementary de-
signs: (a) first phase - comparison
of US findings in a group of infants
with signs and symptoms sugges-
tive of CMA and in a control group;
(b) second phase: clinical trial that

compared US findings in infants
with signs and symptoms sugges-
tive of CMA at the three diagnostic
time points (presentation, treat-
ment, and after challenge test).
This prospective study evaluated
clinical data and gray scale and col-
or Doppler US findings of 34 con-
secutive children divided into two
groups. The study was approved
by our Institutional Review Board
on April 2006. Parents or guardians
signed informed consent forms.
The study group (SG) comprised 17
infants aged 0-6 months, who pre-
sented with signs and symptoms
of CMA and were referred to the
division of Pediatric Gastroenterol-
ogy of the Sdo Lucas Hospital (HSL)
between May 2006 and July 2009.
The control group (CG) enrolled
17 non-symptomatic infants aged
0 - 6 months who were seen for a
monthly pediatric follow-up visit at
the Pediatrics Service of HSL during
the same time period.

Clinical and ultrasound variables
were evaluated at three time points
in the SG and only once in the CG
group (Figure 1).

SG inclusion criteria were: patients
suspected of having CMA accord-
ing to physical exam and history
obtained during visit to the Pedi-

Study Design
Day O 4 weeks with Neocate® Day 28  Day 28
Patients with | Symptoms
suspition of
cow’s milk allergy
1st Sonogram 2nd Sonogram Open 3rd Sonogram
Clinical examination Clinical examination ?::t"“!‘ Clinical examination
=Clinieal
l examination
Control Sonegram
Group Clinical examination
\ I\ )
| 1
Case-control study Clinical Trial
FIGURE 1
Study design
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atric Gastroenterology Outpatient
Service; patients receiving cow's
milk formula (CMF). Exclusion cri-
teria were: exclusive breastfeeding;
use of other type of complemen-
tary diet during the study time; use
of any medication; another gastro-
intestinal pathology; birth at < 36
weeks; weight below 3rd or above
97th percentile according to the
World Health Organization (WHO)
charts (21).

A clinical questionnaire was ap-
plied always by the same investi-
gator, and the following data were
collected: age, weight gain in the
last 30 days, duration of breastfeed-
ing and introduction of CMF in the
infant’s diet.

Data collected for the SG infants
were recorded as dichotomous
variables (Yes/No): vomiting, diar-
rhea, blood in stools, iritability,
constipation, and skin lesions. No
questionnaire has been validated
for CMA; therefore, signs and symp-
toms were defined according to the
literature: constipation - delay or
difficulty to evacuate, dry stools for
two or more weeks and substan-
tial patient discomfort (22); diar-
rhea; three or more loose or watery
stools per day (23); atopic urticaria
or eczema - maculopapular rash
and/or diffuse erythema; blood in
stools; vomiting - more than 3 epi-
sodes per day, followed by discom-
fort; irritability - crying more than
3 hours per day, during and after
feeding with difficulty to sleep;and
awakening several times during the
night with intense crying.

All the symptoms were associated
with the time when CMF was intro-
duced and the later development
of symptoms.

US examination was performed us-
ing C12-3 linear transducers (HD11
XE, Philips Medical Systems, Bothell,
WA).The gray scale study measured
the thickness of the wall of bowel

FIGURE 2

17.653%

Use of software to calculate vessel density. (A) shows color Doppler sonogram of jejunal
loops and vessel density in the selected 4 cm2 roi; (B) figure analyzed using the Image/™

software shows percentage of vessel density.

loopsin the jejunum, terminal ileum
and all colon segments. Measure-
ments were made by placing one
pointer at the mucosal layer and
the other at the serosa in the same
loop. US exams were performed by
the same examiner, a very experi-
enced radiologist blinded to which
group the patient belonged.

The color Doppler test evaluated
the quantity of peripheral mesen-
teric vessels in a 4 cm? area (2 x 2
cm). To examine the ileal and jeju-
nal regions, five areas were exam-
ined in the right and 5 in the left
side of the abdomen. All colored
areas were classified as vessels. Ves-
sel density in the surface was evalu-
ated using an image software (de-
scribed below), which determined
the percentage of colored areas in
each image and the mean value.
Color Doppler gain was adjusted to
eliminate the color artifacts but to
retain vessel signals. Vessels were
recorded as the pulsating (artery)
or continuous (vein) signal that per-
sisted in a certain area.The US unit
was adjusted to detect low velocity
blood flows, and velocity was stan-
dardized at 8 cm/s by using a low
wall filter. To avoid artifacts, images
were not obtained during patient
movements or bowel loop peristalsis.
No patient in either group had, at

the time of US examination, any
other associated clinical condition
that might affect intestinal vessels.
Theinfants fasted for 3 hours before
US exams.The patients were first ex-
amined while lying down on their
back, and the exam was performed
using a left and right flank approach
or an anterior abdominal approach
to avoid loops with gas contents.
We tried to examine areas in which
the bowel loops had no liquid, solid
or gas contents. If that was not pos-
sible, the exam was postponed 30
to 60 minutes to ensure that bowel
loops were emptied.

After the ultrasound images were
saved, public domain software
(ImageJ™; National Institutes of
Health) was used for computer-as-
sisted analysis. This software, avail-
able for free download at rsh.info.
nih.gov/ij/index.html, can provide
the percentage of vessel density in
the tissue sample under exam, the
4 cm2 area described above, and
calculate the percentage of colored
area on each image. As the color
image corresponded to blood ves-
sels (pulsatile or continuous color
in a certain pixel) in the images ob-
tained, the vascularized area could
be determined in each image, and
a value from 0% to 100% was ob-
tained.This number was called per-

3
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FIGURE 3

Infant of 6 weeks of age with suspected CMA. Symptoms of Irritability, vomiting, severe food refusal and poor weight gain
A) Doppler ultrasonography realized before treatment showing vascularity of 10 different regions

B) Doppler ultrasonography after 4 weeks of AAF, total improvement of symptoms.

C) Doppler ultrasonography with important vascularization 48-72 h after provocation test. Symptoms of vomiting, food

refusal and intense irritability.

centage of vessel density (Figure 2).
When US exams, questionnaire, and
physical exams were completed,
the guardians of SG patients re-
ceived instructions to feed the in-
fants only with a amino acid-based
formula (AAF) (Neocate®) for 4
weeks (Figure 1).

After 4 weeks receiving AAF, SG pa-

tients underwent another evalua-
tion in the Pediatric Gastroenterol-
ogy Outpatient Service using the
questionnaire, clinical exam, and a
second gray scale and color Dop-
pler US scans.

After US exams, SG patients under-
went an open challenge according
to guidelines (12).Parents and pedi-

atrician were aware that the infants
would be exposed to cow's milk
protein under medical supervision
in a hospital. After a physical exami-
nation of the undressed infant, in-
cluding skin examination, a drop of
CMF was placed on the infant's lips.
If no reaction occurred after 15 min,
CMF was given orally, and the dose

4
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was increased stepwise (1,5, 10,20, wom

50 to 100 ml) every 30 min. There-

after, the infant was observed for 3 =

h and examined for skin or respira- 5007 ¢

tory reactions before going home. 4500

If no reaction occurred, parents g 009 o

were told to give the infant at least £ sm- o

250mlof CMFeachday forthenext ~ Pereentaoe £ o

week and observe the child for late  density 'g - :

reactions. O o P
Another US exam, clinical control, o ;

and questionnaire were completed e ‘e S
according to the same evaluation 1om-] g :

criteria described above when the 500+ E .

patient had signs or symptoms that oo

confirmed CMA, or a week after Control Group study Group

the oral challenge test, even when FIGURE 4

there was no clinical confirmation.
Figure 3 shows 30 images corre-
sponding to three sample points of
an infant suspected of having CMA.
We see the increased vascularity at
the beginning (A}, improved after

Mean of the 10 images as percentage for each patients. Dotted lines show the cut-off

points according to 50th and 75th percentiles; o, case confirmed; +, cases not confirmed;

A, patients that dropped out follow-up before second US exam; +=p<0.05.

TABLE 1 Patient characteristics. Quantitative variables are expressed as mean

standard deviation or median (percentiles 25 - 75). Qualitative variables are

4 weeks using the AAF (B) and an described by n (%)
. . Variables Group
increase in the number of vessels,
o Suspected CMA Controls p

after re-exposure to cow’s milk (c). n=17) n=17)
The SPSS 13.0 software was used  xga (months) 3644123 380+162 0743
for statistical analyses.The Student 310 sax 71412) 11(64.7) 0303
t test was used to compare sym-  Allergy 4(23.5) 2(11.8) 0.656
metrically distributed continuous  Weight (kg) 5.82+1.25 634+1.25 0233
variables between groups, and  Length{cm) 50.9+4.49 614+542 0377
the Mann_Whitney test, for asym- Weight gain in previous 0.52+0.24 0.74£0.16 0.003
metrical distributions. The Pearson gont;;:gjl durat 1000310 J10-38 0008
chi-square or Fisher exact test was {nrf;;ths) ng duration 0(03-1.0) 10.0-38) ’
used for categorical variables. Re- . o iniroduction of 03(0.1-1.0) 10(08-2.0) 0.049
peated measures ANOVA, followed  cow's milk (months)
by the Bonferroni test, was used to  constipation: 3(17.6) 0(0.0) 0227
compare means of US variables in  Diarrhea: 6(353) 0(0.0) 0018
the three scans. Urticaria/aczema 3(17.6) 0(0.0) 0227
A {ut_off point was deﬁned for the |"|Iab|“t)": 17 (100.0) 0(0.0) <0.001
percentage of vessel density ac- ~ Vomiting: 12(706) 0(0.0) <0.001

Blood In feces 6(35.3) 0(0.0) 0.018

cording to quartiles and the likeli-
hood ratio (LR).

The cut-off point was also assessed
using the ROC curve. Sensitivity,

TABLE 2 Likelihood ratio to confirm diagnosis according to percentage of image area

with blood vessels.

specificity and positive (PPV) and E?L‘g;:ge tgl‘:‘) i?::%ls PRV NPV
negative predictive (NPV) values  gansity %) ) LR: %) (%)
were used as aids in the calcula- 5715 2(182) 13 (765) 0.24 _ 86.7
tion of the best cut-off point. The  13_3¢ 2(18.2) 3(17.6) 1.03 _ _
area under the curve (AUC) was 20 7 (63.6) 1(5.9) 108 87.5 -

also calculated together with 95%

LR: likelihood ratio.* P<0.001 for the group with percentage from 0 to 12%.
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confidence intervals (95% Cl). The
level of significance was set at 5%
(p<0.05).

RESULTS

Thirty four patients were enrolled
in the study. Both groups were
similar at baseline, with no signifi-
cant differences in median age, sex,
weight, length (Table 1). Patients in
the SG had a lower weight gain in
the previous month than patients
in the CG (p= 0.003). The infants in
the SG had a shorter breastfeeding
duration and earlier introduction of
CMF (p=0.004).

Irritability (100%) and vomiting
(70%) were the most frequent
symptoms in the SG (Table 1).

Two of the 17 patients in the SG
underwent only the first US test.
One patient refused the challenge
test and the other was not brought
back to continue follow-up.

Figure 4 shows the percentage of
mean vessel density for each pa-

study were: 12% to rule out CMA,
with LR of 0.24 for possibility of
CMA diagnosis and NPV of 86.7%;
and 20% to confirm CMA, with LR of
10.8 and PPV of 87.5% (Table 2 and
Figure 4).

There was no association between
signs or symptoms and higher per-
centages of vessel density in pa-
tients with a confirmed diagnosis
of CMA. The progression of clinical
signs and symptoms is described in
Table 3. Weight gain of the 11 pa-
tients with a confirmed diagnosis of
CMA between the first and the sec-
ond study time points and who re-
ceived AAF for 4 weeks was greater
(0.88 kg, SD=0.33) than the weight
gain in the month before the first
visit (0.53 kg, SD=0.28; p=0.036).
The percentage of vessel density
for patients with a confirmed diag-
nosis of CMA and control patients
was significantly different (28.1 +
14.5 vs. 7.77+ 6.07; p=0.001) (Table
4); its progression for patients with

ROC analysis was used to define the
optimal cut-off point for percent-
age of vessel density, and revealed
that a cut-off point of 18.7% could
differentiate  between patients’
probability to have CMA and con-
trol patients; sensitivity was 81.8 %,
specificity, 94.1%, and PPV and NPV,
90.0% and 88.9%. AUC was 0.941
(95% CI,0.860-1.000) (Figure 6).

DISCUSSION

This study used gray scale and color
Doppler ultrasonography to diag-
nose CMA.The percentage of mes-
enteric vessel density according
to color Doppler scans of patients
with signs and symptoms sugges-
tive of CMA was significantly great-
er than in normal infants, and the
value increased when only the pa-
tients with a diagnosis confirmed
by the challenge test were included
in the analysis.

TABLE 3 Progression of clinical

tient in both groups at baseline. aconfirmed diagnosisof CMA is de- SYmptoms.

Mean percentage of vessel density  scribed in Figure 5. _ Confirmed cases(11).
in the SG was greater than in the  The thickness of the intestinal seg- ~ Variables 1stUs 2ndUS 3rdUs
CG (2401, SD=13.7; 7.77, SD=6.07: ments in the CG and at the three Clinical n_n_n
p<0.05). time points in the SG is shown in  Constipation 3 0 0
Of the 15 patients in the SG that Table 4.The comparison of intestinal ~ Diarrhea 3 0 8
completed the study and under- wall thickness between CG and pa-  uUrticariafeczema 3 [
went three US exams, 11 had CMA  tients with CMA indicated thatitwas  rritanility 1 0 6
confirmed by the challenge test. greater among the latter. However,in - yopmiting & 0 5
The cut-off points for percentage the second and third scans,only the 5116 ca 4 0 0

of vessel density according to the

jejunal and ileal segments showed

1: Only one patient examined at the first

50th and 75th percentiles in this the same difference (Table 4). time paint had urticaria/eczema again.
TABLE 4 Ultrasonography findings.
Variables Confirmed cases
Controls
1stUs 2nd US 3rd Us P Poom
Mean £ 5D Mean = 5D Mean £ 5D Mean 5D

Vessel density (%) 7.77 £6.07 28.1+145b 127 £9.3a le5t62a 0.001 0.005
Thickness left colon (mm) 1.18+0.38 1.99+1.17 133040 172037 0.049 0.123
Thickness right colon (mm) 1.05+£0.10 1.55+052 1.15+£0.33 1.35+£048 0.011 0117
Thickness lleum (mm) 1.86+0.52 228+ 0.44b 1.77 £ 0.69a 210+ 046ab 0.038 0.006
Thickness jejunum (mm) 1.20+0.28 1.72+0.57b 1.15 £ 0462 1.52+046ab 0.037 0.004

* comparison of control group with confirmed casesin 1st US using the Student t test.
** comparison of three US exams of confirmed cases using repeated measures ANOVA.
a,b Equal letters indicate no difference according to Bonferroni test.
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Moreover, the value of vessel den-
sity from the second (after 4 weeks
of exclusion diet) to the third (after
the challenge test) US exam in pa-
tients with a confirmed diagnosis
of CMA increased from 12.7% to
16.5%, but this increase was not
statistically significant. This may
be assigned to the fact that the US
exam was conducted immediately
after symptoms appeared. As it
was an open test, the parents were
asked to report on the appearance
of any symptom, and it would not
be ethical to keep cow’s milk feed-
ing only to reach a more significant
increase of inflammation in the di-
gestive tract.

The cut-off percentages for vessel
density were below 12% and above
20%, which matched the 50th and
75th percentiles in the sample.
These values also show LR of 0.24
and 10.8 to rule out or confirm the
diagnosis of CMA.

The power of percentage of vessel
density as a test to diagnose CMA
was assessed using the area under
the ROC curve. The percentage of
vessel density was a significant pre-
dictor of CMA, as the area under
the ROC curve was 0.94. Sensitiv-
ity, specificity, PPV and NPV were
above 88%.

US findings, particularly vessel den-
sity, seem to be associated with
inflammatory changes in the in-
testinal wall (15-19-24). The phys-
iopathologic mechanism of CMA
in infants is usually associated with
intestinal inflammation (25),and US
may, therefore, detect these chang-
es. When associated with clinical
parameters, US may be useful to
suggest the diagnostic hypothesis
of CMA.

Color Doppler may detect an in-
crease in intestinal vessels in other
intestinal inflammatory diseases.
Our results showed that similar re-
sults may also be found in infants
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FIGURE 5

Mean values of three color Doppler sonograms only for 11 patients with confirmed CMA.
The values of the first sonogram were greater than the values of the second (p=0.003)
and the third (p=0.024) sonograms; values for the second and third sonograms did not

differ from each other (p=0.519).
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FIGURE 6

Sensitivity and specificity of percentage of vessel density for the disease according to
ROC curve. Area under the curve: 0. 941; 95%Cl: 0.860 - 1.000; Cut-off point: 18.7%;
Sensitivity=81.8%; Specificity=04.1%; PPV=00.0%; NPV=88.9%

with CMA. This increase in vessel
density may be used as a noninva-
sive tool to help to establish a diag-
nosis and follow up infants suspect-
ed of having CMA.

As expected, patients with signs
and symptoms suggestive of CMA
had a lower weight gain than nor-
mal patients, as well as a shorter
duration of breastfeeding and ear-
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lier introduction of CMF. The most
frequent symptoms were irritability
(100%) and vomiting (70%). Symp-
toms are unspecific, and the diag-
nosis, therefore, is difficult. Moreover,
these symptoms are common at
this age in association with gastro-
esophageal reflux and infantile colic.
We used an AAF (Neocate®) be-
cause it was completely free of al-
lergens and would ensure a safer
response to the exclusion diet (26-
27-28). According to data in the
literature, the oral challenge test
confirms the diagnosis, but does
not rule it out because tolerance to
the allergenic protein could be ear-
ly (29-30). Therefore, tolerance may
have developed during the 4 weeks
of the exclusion diet. Two of the 4
patients that might have CMA had
highly suggestive symptoms, such
as blood in stools and diarrhea,
which improved with the use of the
AAF. Vessel density was above the
cut-off point for these two infants,
and they probably developed tol-
erance during the time when they
received the exclusion diet.

The intestinal wall thickness mea-
sured using gray-scale US was sig-
nificantly different between control
patients and patients with CMA
in the four segments under study.
However, this difference remained
significant only in the ileum and the
jejunum in the second and third US
scans. As the difference in intestinal
wall thickness between the control
group and the patients with CMA
was small, this parameter seems to
have little value for clinical practice.
The main symptom for four of the
infants with a confirmed diagnosis
of CMA was blood in stools. Mean
thickness in the first US exam was
2.97 in the left colon, which is sig-
nificantly greater than in the con-
trol group. This suggests that the
assessment of submucosal wall
thickening in infants with CMA as-

sociated with blood in stools may
help to establish a diagnosis and to
monitor clinical progression.

Many studies counted the number
of vessels in the intestinal wall to
define the intensity of circulation
(15-31-32). However, considering
that the small bowel loops are tor-
tuous and overlapping, the indi-
vidual identification of vessels may
be difficult. Therefore, we decided
to evaluate vessel density of the in-
testinal wall by capturing images of
several (10) segments and calculat-
ing a mean value for the areas with
the most and the fewest vessels.
This method may be adequate for
clinical practice because it uses free
image software.

One of the limitations of this study
was the small number of patients
and the fact that the sample was
clinically heterogeneous. Patients
had CMA symptoms of varying de-
grees of severity, which might be a
sign of different clinical presenta-
tions. Even so, our results showed
significant differences.

This study may open an interest-
ing line of research about CMA, an
important pathology with a high
incidence among infants. The free
computer-assisted image analysis
method used in this study is innoc-
uous to patients, easy to perform by
the medical team, and has good ap-
plicability.

CONCLUSIONS

There is an important difference in
intestinal vessel density in infants
younger than 6 months with CMA
when compared with healthy in-
fants matched according to age.
This study suggests the use of Dop-
pler US as a tool to screen for CMA.
An 18% cut-off point for vessel
density should be adopted: results
below it would indicate that the
likelihood of the disease is low, and
above it,that it is high.
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Conclusoes .

4 CONCLUSOES

Nossos resultados mostram que a densidade vascular periférica
mesentérica, ao Doppler em cores, em pacientes com suspeita de APLV, foi
significativamente maior do que nas criangas normais. Além disso, o valor
aumentou, quando considerados unicamente os pacientes confirmados, através
do teste de provocacgéo.

Nossos resultados, utilizando a espessura da parede intestinal, pela
ultrassonografia em escala de cinzas, permitiu a observacdo de diferenga
estatisticamente significativa, nos quatro segmentos estudados, entre os
pacientes-controle e os pacientes com APLV. Considerando que a diferenca na
espessura da parede intestinal, entre o grupo controle e os pacientes com APLV,
foi muito pequena e de dificil mensuracéo, este parametro se torna de pouco valor,
na pratica clinica.

Observamos que individuos com ponto de corte em percentual de
densidade vascular inferior a 18,7% apresentam baixa probabilidade para ter a
doenca; em caso superior a este ponto, ha forte sugestdo de apresentar a doenga.

Os sintomas mais frequentes, encontrados em pacientes com APLV, foram

irritabilidade (100%) e vémitos (70%). Os pacientes com suspeita de ALPV tiveram
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um ganho de peso menor que os pacientes normais. Foi verificado, também,
tempo de aleitamento materno menor, com introdugcéo mais precoce de férmulas a
base de leite de vaca.

Este estudo demonstra que a ultrassonografia com Doppler em cores
podera ser util como teste de rastreamento, tanto de criangas com clinica duvidosa
de APLV, quanto na avaliagao de criangas com quadros sugestivos de APLV.

Este € o primeiro estudo, utilizando a ultrassonografia em escala de cinzas
e com Doppler em cores, no processo diagndstico de APLV. Entendemos,
entretanto, que, para confirmar nossos achados, outros estudos precisam ser

realizados, utilizando esse método, com um numero maior de criangas.
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5 RESULTADOS NAO INCLUIDOS NO ARTIGO PARA
PUBLICAGCAO (CAPITULO lil)

Foram coletadas informagdes em forma dicotbmica (sim/n&o), sobre
antecedentes alérgicos dos pacientes. Perguntamos se eles tinham apresentado,
anteriormente, repeticdo de quadros de urticaria ou de broncoespasmo. Também
registramos, da mesma forma, a histéria de alergia cutanea ou respiratoria dos
pais.

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes. As variaveis quantitativas estdo descritas por
média = desvio padrdo ou mediana (percentis 25 — 75). As variaveis qualitativas estao
descritas por n (%).HF: histéria familiar. Em vermelho, os dados sobre alergia e sobre
histéria familiar de alergia.

Grupo
Variaveis Suspeita APLV Controle P
(n=17) (n=17)

Idade (meses) 3,64 £1,23 3,80 £ 1,62 0,743
Sexo masculino 7 (41,2) 11 (64,7) 0,303
Alérgicos 4 (23,5) 2 (11,8) 0,656
HF de alergia 9(52,9) 5(29,4) 0,296
Peso (kg) 5,82+ 1,25 6,34 + 1,25 0,233
Comprimento (cm) 59,9 £ 4,49 61,4 £542 0,377
Ganho de peso no ult. 0,52 +0,24 0,74 + 0,16 0,003
més(kg)

Tempo de aleitamento 1,0 (0,3 -1,0) 2,1(1,0-3,8) 0,004
materno (meses)

Inicio do consumo de leite 0,3(0,1-1,0) 1,0 (0,8 — 2,0) 0,049
de vaca (meses)

Constipacao 3(17,6) 0 (0,0) 0,227
Diarréia 6 (35,3) 0 (0,0) 0,018
Urticaria/rush 3(17,6) 1(5,9) 0,601
Irritabilidade 17 (100,0) 0 (0,0) <0,001
Vémito 12 (70,6) 0 (0,0) <0,001
Sangue nas fezes 6 (35,3) 0 (0,0) 0,018
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Estes dados ndo foram colocados no artigo, devido ao fato de trazerem
muita informagao e serem pouco relevantes, devido ao numero de pacientes.

O ganho de peso dos 17 pacientes com suspeita de APLV nos, ultimos 30
dias antes da consulta, foi em média de 0,52 kg + 0,24, e dos pacientes-controle
de 0,74+ 0,16 kg (p= 0,003). Quando analisado o periodo de 28 dias, dos
pacientes com suspeita de APLV fazendo uso da férmula baseada em
aminoacidos, observamos que o ganho de peso foi, em média de 0,80 kg. Este
valor de ganho de peso esta bem proximo dos apresentados pelos pacientes do
grupo-controle. Quando avaliamos, unicamente, os 11 pacientes confirmados de
APLV, apés teste de provocagao, o ganho de peso foi de 0,88 kg +0,33em 28 dias,
provavelmente fazendo uma recuperacao do peso.

Quatro pacientes com diagndstico confirmado de APLV tiveram, entre seus
sintomas principais, a presenga de sangue visivel nas fezes. Quando avaliada a
espessura da submucosa do célon esquerdo, desses pacientes, o valor médio foi
de 2,9 mm £1,37 e dos controles 1.18 + 0.38, dando um valor de p=0,078.
Acreditamos que esse valor ndo, chegou a valores de significancia estatistica,

provavelmente por causa do numero de pacientes.

51 PONTOS DE DISCUSSAO E OUTRAS INFORMAGOES SOBRE O
TRABALHO

A féormula lactea baseada em aminoacidos, que foi administrada durante
quatro semanas aos pacientes com suspeita de APLV, porque assegura uma

completa remissédo dos sintomas, caso seja realmente um paciente com esta
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doenca. As recomendacgdes internacionais orientam no sentido de que, se o
paciente ndo melhorar com essas formulas, o diagnéstico deve ser descartado e o
processo precisa ser orientado para outras patologias (1-2).

O custo dessas formulas é muito elevado. Apesar disso, para evitar viés de
afericdo, achamos fundamental, utilizar este tipo de férmula, mesmo que isso

tenha resultado em um numero menor de pacientes, no estudo.
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Anexo 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de pacientes com

suspeita de APLV.

Titulo da Pesquisa: ULTRASSONOGRAFIA COM DOPPLER EM CORES PARA AVALIACAO
INTESTINAL EM LACTENTES NORMAIS E COM ALERGIA A PROTEINA DO LEITE DE VACA:
PADRAO NO DIAGNOSTICO E APOS TRATAMENTO.

Justificativa:

Seu filho, no momento, estd com um quadro clinico de suspeita de Alergia a Proteina do Leite de
Vaca. O objetivo desta pesquisa € analisar com ecografias como esta o intestino dele e como
respondera ao tratamento.

Como meio de realizacdo do trabalho, seu filho devera ser submetido a ecografias e consultas
médicas, que serao feitas em 3 momentos diferentes.

1° Momento: Sera realizada uma primeira ecografia na primeira consulta, onde sera entregue o
leite que seu filho tomara por 4 semanas, sem custo financeiro algum.

2 ° Momento : Apds estas quatro semanas, sera realizada outra consulta e uma nova ecografia.

3° Momento: Se seu filho responder bem ao leite, sera realizada, sob supervisdo médica e em
nivel hospitalar, uma prova para ver se tolera o leite de vaca e novamente, se realizara outra
ecografia abdominal.

As ecografias serdo realizadas no setor de radiologia deste hospital e ndo trazem nenhum risco
para seu filho e nenhum custo para vocé.

Os beneficios que se podem obter sdo a melhora do estado clinico da crianga, ja que os leites que
serao fornecidos gratuitamente, unicamente por um periodo de 4 semanas, sdo os mais bem
recomendados para o quadro clinico de seu filho. Apds estas 4 semanas se seu filho continuar
necessitando de férmulas hipoalergénicas estas férmulas ndo mais serdo fornecidas pelos
pesquisadores e ficardo ao encargo dos pais.O uso de férmulas hipoalergénicas é fundamental
para todas as criancas que apresentam este quadro clinico de alergia a proteina de leite de vaca,
sendo normalmente adquiridas pelos pais desde o inicio do tratamento.

Também sera possivel avaliar, através de uma ecografia abdominal, a circulagéo intestinal.

Damos plena garantia de resposta a qualquer pergunta que podera surgir durante o estudo, assim
como privacidade.

A concordancia em participar neste estudo nao implica necessariamente em qualquer modificagéo
no tratamento que recebera seu filho.

Da mesma forma, a ndo concordancia em participar deste estudo n&o ira alterar de nenhuma
maneira o tratamento.

BU, e fui informado(a) dos objetivos da pesquisa acima de
maneira clara e detalhada .

Recebi informagao a respeito do tratamento oferecido e esclareci minhas duvidas. Sei que em
qualquer momento poderei solicitar novas informag¢des e modificar minha decisdo se assim eu
desejar.
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O Dr Matias Epifanio certificou-me de que todos os dados desta pesquisa referente ao meu bebé
serao confidenciais, bem como o seu tratamento ndo sera modificado em razdo desta pesquisa e
terei liberdade de retirar meu consentimento de participagdo na pesquisa.

Fui informado (a) que caso existirem danos a saude, causados diretamente pela pesquisa, terei
direito a tratamento médico e indenizagao conforme estabelece a lei.

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orgamento da
pesquisa.

Caso tiver novas perguntas sobre este estudo posso chamar ao Dr. Matias Epifanio no telefone
99996248. Para qualquer pergunta sobre os meus direitos como participante deste estudo ou se
penso que fui prejudicado pela minha participagédo, posso chamar Dr. José Spolidoro, Chefe do
Servico, através do telefone 99858440 ou ainda através do Comité de ética em Pesquisa (CEP) da
Instituicdo através do telefone 33203345.

Declaro que recebi copia de presente Termo de Consentimento.

Assinatura Nome Data

Assinatura do pesquisador Nome Data

Este formulario foi lido para:

Em.......... [oviiiaiins J pelo Dr.Matias Epifanio enquanto eu estava presente .

Assinatura de testemunha Nome Data
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Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dos controles

Eu concordo que meu filho participe do estudo:
“ULTRASSONOGRAFIA COM DOPPLER EM CORES PARA AVALIACAO INTESTINAL EM
LACTENTES NORMAIS E COM ALERGIA A PROTEINA DO LEITE DE VACA: PADRAO NO
DIAGNOSTICO E APOS TRATAMENTO.” como grupo controle, uma vez que ele ndo apresenta
sinais clinicos de alergia alimentar.

Fui informado que a Ultrassonografia com Doppler € um procedimento nao invasivo e de facil
realizagdo, ndo havendo nenhum prejuizo para a saude do meu filho.

Este procedimento sera realizado sem nenhum 6nus e eu receberei um laudo descritivo do estudo.
Tive a garantia de resposta a qualquer pergunta que poderia surgir durante o estudo. Assim como
tive assegurado minha privacidade e de meu filho.

A concordancia em participar neste estudo nao implica necessariamente em qualquer modificagéo
no tratamento que recebera meu filho.

Caso surjam novas perguntas sobre este estudo posso entrar em contato com o Dr. Matias
Epifanio no telefone 99996248.

Declaro que recebi a copia do presente Termo de Consentimento.

Assinatura Nome Data

Assinatura do pesquisador Nome Data

Este formulario foi lido para:Em ........... Lo, I pelo Dr.Matias Epifanio enquanto eu estava
presente.

Assinatura de testemunha Nome Data




