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ABSTRACT

The frequency of cow’s milk allergy patients has become alarming. Recent epidemiological reports have shown that
one of the most worrying reasons for the occurrence of this type of allergy is the presence of beta-lactoglobulin in
milk. Health problems include hypersensitization of the immune system, gastrointestinal, cutaneous, respiratory pro-
blems, and, when more severe, anaphylactic events occur. In the present work, we studied the allergenicity to cow’s
milk about the mechanisms involved in the sensitization of the immunological system, diagnostics and biotechnologi-
cal perspectives, through the analysis of 52 articles associated with this problematization. The results of the analysis
based on allergenicity to cow’s milk revealed the existence of a diversity of nonspecific symptoms that corroborate the
retardation of the diagnosis. Also, it was possible to perceive that most diagnostic protocols are strictly based on the
restriction of milk and its derivatives. Despite the difficulties for the correct diagnosis and effective treatment, many
studies are still under development using technologies aimed at correcting the hypersensitivity of the immune system
caused by milk allergens, editing / interfering gene transcription and, consequently, altering the translation. In this
sense, such processes may contribute to the reduction and/or elimination of allergenicity to cow’s milk in the daily life
of those with this condition.
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RESUMO

A frequéncia dos portadores de alergia ao leite de vaca tem-se tornado alarmante. Relatorios epidemiologicos recentes
demonstraram que um dos motivos mais preocupantes para ocorréncia desse tipo de alergia € a presenca da beta-lacto-
globulina no leite. Os agravos a satde incluem hipersensibilizagdo do sistema imunolégico, problemas gastrointesti-
nais, cutaneos, respiratorios, ¢ quando mais graves, surgem os eventos anafilaticos. No presente trabalho estudamos a
alergenicidade ao leite de vaca frente aos mecanismos envolvidos na sensibilizag@o dos sistema imunoldgico, diagnds-
ticos e perspectivas biotecnologicas, através da analise de 52 artigos associados a essa problematizagdo. Os resultados
da analise baseados na alergenicidade ao leite de vaca revelaram a existéncia de uma diversidade de sintomas inespeci-
ficos que corroboram no retardamento do diagnostico. Além disso, foi possivel perceber que a maioria dos protocolos
de diagndsticos baseam-se estritamente na restri¢ao do leite e seus derivados. Apesar das dificuldades enfrentadas no
diagnostico correto e tratamento eficaz, muitos estudos seguem em desenvolvimento utilizando tecnologias visando
a corre¢do da hipersensibilizagdo do sistema imunoldgico provocada pelos alergénos do leite, edigdo/interferéncia da
transcrigdo génica e, consequentemente, alterando a tradug@o. Nesse sentido, tais processos poderdo contribuir para
reducdo e/ou eliminagdo da alergenicidade ao leite de vaca no cotidiano dos portadores dessa condicao.

Palavras-chave: alergia alimentar; B-lactoglobulina; imunoglobulinas; biotecnologias.
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INTRODUCAO

Alergia alimentar (AL) tornou-se o foco de muitos
estudos ao redor do mundo, dada a questdo do aumen-
to no nimero de novos casos principalmente em paises
desenvolvidos (1-3). A prevaléncia da doenca ¢ de apro-
ximadamente 2 a 3% da populacdo geral (4). Sabe-se
que esse tipo de agravo afeta criangas e adultos em di-
ferentes fases da vida, promovendo déficit na qualidade
de vida. Ademais, os agravos relacionados a AL devem
ser considerados graves e jamais subestimados, uma vez
que pode causar danos irreversiveis em decorréncia das
complicac¢des ndo tratadas (5).

No contexto das reagdes alérgicas provocadas pela
ingesta de alimentos, estas podem ser classificadas como
toxicas e ndo toxicas. As reag¢des toxicas se manifestam
pel agdo de toxinas bacterianas, efeitos farmacoldgicos
ou toxicos do proprio alimento. As reagdes ndo toxicas
sdo decorrentes da intolerdncia alimentar ndo-imune
(como exemplo, a lactose) e alergia alimentar. O que
acontece nesses casos ¢ o surgimento de um quadro de
hipersensibilidade aos alimentos, com participacdo de
mecanismos imunolédgicos (6).

Reconhecidamente, as doencas alérgicas passaram
a ser entendidas como um problema de saude publica
a nivel mundial, agrupadas como doengas cronicas ndo
transmissiveis, que afetam 30% da populagdo (7,8). Por
outro lado, o perfil de alérgenos alimentares enfrenta di-
ficuldades no que se refere a diferenciagdo entre reagdes
adversas e verdadeiras alergias (9).

Quanto a gravidade das AL, os sintomas podem se
manifestar de forma leve ou potencialmente fatal; nes-
se ultimo caso, predominantemente em criangas. Outro
fator que merece atengdo, ¢ que esse tipo de alergia ndo
apresenta sintoma especifico e, dessa forma, o tipo de
manifestacao clinica € totalmente dependente do tipo de
mecanismo imunoldgico envolvido (10).

Deve ser considerado que na AL os mecanis-
mos sdo desencadeados majoritariamente pelas imu-
noglobulinas da classe IgE, sendo mais comuns em
criancas do que em adultos (11). Abordagens sobre
alergia alimentar, em especial a causada por leite de
vaca, tém demonstrado que o diagndstico se baseia
na resposta a exclusdo e provocagdo oral posterior
do leite e seus derivados (12). Considerando as ca-
racteristicas clinicas, alguns estudos demonstraram
que as manifestacdes clinicas aparecem comumente
no primeiro ano de vida (13,14).
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Nesse sentido, trés motivagdes surgiram para o de-
senvolvimento dessa pesquisa: o valor clinico dado a
APLV (alergia as proteinas do leite de vaca), a importan-
cia do diagndstico como forma de prevengdo dos agra-
vos a saude, e a biotecnologia como ferramenta de corre-
¢ao. Desta forma, o objetivo desse trabalho foi descrever
a importancia da alergia ao leite de vaca, retratando seu
mecanismo, diagndstico e perspectivas biotecnoldgicas.

METODOS

O estudo trata-se de uma revisao narrativa realiza-
da com base em periddicos nacionais e internacionais
abordando assuntos relacionados ao tema. As bases con-
sultadas para esta produgdo foram: Bireme, LILACS,
SciELO, Pubmed e portal de periddicos CAPES.

As buscas nas bases de dados nacionais foram rea-
lizadas utilizando os unitermos “alergia alimentar” ou
“alergia ao leite de vaca” e “beta-lactoglobulina”. Para
as buscas internacionais: “food allergy” ou “allergy to
cows milk” e “beta-lactoglobulin”.

A pesquisa bibliografica foi realizada para alcancgar
as melhores evidéncias sobre alergia alimentar provoca-
da pela ingesta das proteinas do leite de vaca. Para isso,
ndo houve restri¢des de data e idioma de publicacdo. Fo-
ram selecionados para o estudo, um total de 52 artigos
disponiveis nos diferentes bancos de dados supracitados
em fevereiro de 2017.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Alergia as proteinas do leite de vaca. Relatos da
literatura mostraram que as AL tém crescido considera-
velmente nos tltimos anos ao redor do mundo. Este fato
torna-se mais preocupante quando as reagdes alérgicas
se apresentam na sua forma mais grave (2,3,15).

O conhecimento da alergia provocada por leite de
vaca tornou-se notorio a partir do ano 2000 e consigo
o conhecimento de que esse tipo de reagdo estaria sur-
gindo nos primeiros anos de vida (15). Foi relatado que
21% das criangas com alergia ao leite permaneciam nes-
ta condigdo até pelo menos 16 anos de idade (16).

Sabe-se que a alergia provocada pelas proteinas do
leite de vaca corresponde a reag@o de hipersensibilidade
desencadeada pelo sistema imunoldgico. E esse fator ¢
bastante agravante, pois, muitas vezes, o leite ¢ o pri-



meiro alimento ingerido pelas criangas, causando alergia
antes dos 6 meses de idade (17,18). Quanto a gravidade
dessa enfermidade, em individuos adultos as rea¢des ad-
versas provocadas pelos alimentos ndo causam risco de
vida (19).

As reagdes provocadas por proteinas do leite da
vaca sdo normalmente mediadas pela produgdo de lin-
focitos Th2, com expressiva producdo de interleucinas
(ILs) 4, 5 e 13. Em contrapartida, células T reguladoras
suprimem a fun¢@o de linfécitos Th2, impedindo que a
reagdo alérgica ocorra. Por outro lado, a interleucina 10
¢ a principal citocina da resposta inflamatéria, que age
induzindo a resposta das células T contra os alérgenos
4).

Os anticorpos de imunoglobulina G para os alérge-
nos do leite sdo estimulados tanto em criangas atopicas
como nao-atopicas. Os sintomas alérgicos e a sensibili-
zagdo atdpica estariam associados aos anticorpos 1gG4
especificos dos alérgenos. Tanto IgG4 como IgE sdo
regulados por mecanismos semelhantes, ¢ no final da
resposta, esses mediadores mudam de classe a partir da
interleucina 4 secretada peles linfocitos Th2. Em con-
traste, a interleucina 10 inibe a producdo de IgE embora
regule a secregdo de IgG4 (4).

A exclusio total do leite e de seus derivados deve
ser avaliada com bastante cautela, uma vez que este tipo
de restrigdo dietética pode acarretar em problemas nutri-
cionais importantes (20). Em adi¢do, pode-se dizer que
as deficiéncias nutricionais prejudicam o crescimento
(21). Por essa razdo, torna-se necessario o desenvol-
vimento de novos alimentos funcionais adaptados aos
consumidores alérgicos, uma vez que alergia ao leite de
vaca trata-se de uma reagdo imunologica adversa (22).

Proteinas liacteas. At¢ o momento, varias protei-
nas foram identificadas como alérgenos do leite, sendo
elas: a-; a-,, B e k-caseinas, B-lactoglobulina (B-LG) e
a-lactalbumina. As caseinas, B-LG e a-lactalbumina sdo
consideradas os peptideos de maior alergenicidade pre-
sente no leite de vaca (23).

A B-LG &, dentre as proteinas do soro do leite, a de
maior concentragdo, correspondendo a 50% do total de
todas as proteinas encontradas no soro (24). Esta protei-
na ¢ um importante alérgeno que estimula a produgao
de IgE em mais de 90% dos pacientes alérgicos ao leite
(23).

Existem evidéncias de que as proteinas alimentares
possuem alta resisténcia as alteragdes estruturais provo-
cadas pelo calor, baixo pH e hidrdlise por enzimas do
fluido gastrico. Dada essas caracteristicas, aumentam as
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chances de chegar & mucosa intestinal para serem absor-
vidas e ativar a resposta imune. Sendo assim, sdo esses
os fatores que corroboram para o surgimento da alergia
as proteinas do leite (23).

Muitos estudos estdo voltados para reduzir a aler-
genicidade da B-LG por meio de tratamento térmico,
hidrélise enzimatica ¢ glicosilagdo, na modificagdo de
sua estrutura e destruicdo dos seus epitopos (25,26). Es-
sas agdes individuais ou em conjunto sdo responsaveis
por destruir a estrutura tridimensional da B-LG, fazendo
com que a mesma torne-se inativa em suas fungdes fi-
sioldgicas. Outra forma de impedir sua fungao ¢ realizar
mutagdes recombinantes, por meio de mudangas nos re-
siduos de aminoacidos especificos nos locais de ligagdes
do alérgeno, o que ira implicar em solugdo para imuno-
terapia nos casos de alergenicidade especifica (27).

Sintomatologia. Os sintomas da alergia ao lei-
te de vaca s@o diversos e por essa razdo o diagnostico
por muitas vezes ¢ falho, como exemplo, diagnosticar
erroneamente a alergia as proteinas do leite como intole-
rancia a lactose. Dentre os sintomas estao manifesta¢des
gastrointestinais e cutineas, problemas respiratorios e
eventos anafilaticos, sendo este Gltimo o mais grave e
emergencial (18).

Dentre as manifestagcdes clinicas gastrointestinais
causadas pela alergia a proteinas do leite podem ser ci-
tadas dores abdominais, perda de apetite, doencga de re-
fluxo gastroesofagico, sangue nas fezes, diarreia e cons-
tipagdo (22).

Nos pacientes submetidos a dessensibilizacao oral,
as reagdes adversas ocorrem geralmente com sintomas
locais, como ¢ o caso do prurido oral tendo seu efeito
ligeiramente cessado, desmerecendo o tratamento com
anti-histaminico. As dores abdominais por sua vez, sdo
mais intensas e tornam-se muitas vezes a causa do aban-
dono do tratamento (28).

Como pode ser visto, essas enfermidades implicam
diretamente na saude e qualidade de vida do paciente.
Acredita-se que as doencgas causadas por APLV sdo con-
sequéncia de predisposi¢cdo genética (12).

Além do que foi dito, é necessario direcionar maior
atengdo as criangas e aos jovens, visto que esses sdo pas-
siveis de reacdes alérgicas mais graves (29-31). Sendo
assim, surge a necessidade de maior consciéncia sobre
alergia alimentar (32).

Protocolos de diagnéstico e terapias. Embora
existam muitas ferramentas para o diagndstico da aler-
gia ao leite de vaca, esta condigdo enfrenta, em boa parte
dos casos, varias complexidades. O diagnostico ¢ reali-
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zado por meio de testes cutdneos, pesquisa de anticor-
pos especificos (IgE) e testes de provocacdo do proprio
alimento. E importante destacar que tais diagnosticos
sdo imprescindiveis, uma vez que irdo servir para o
direcionamento da conduta médica e, por conseguinte,
melhoria na qualidade de vida da crianga ou do adulto
portadores desta enfermidade (18).

Os testes cutaneos sdo capazes de reportar a sensibi-
lizagdo e ndo a alergia propriamente dita. Outros exames
complementares como a endoscopia, a biopsia digestiva
e a pesquisa de sangue oculto nas fezes sdo frequente-
mente solicitados; entretanto, até o momento é desco-
nhecido seu papel para elucidar o diagnéstico, uma vez
que se trata de exames inespecificos para investigagdo
de alergia alimentar. Além disso, esses procedimentos
sd0 bastante criticados quando realizados em pacientes
com bom estado de saude, visto que é pouco provavel
sua contribui¢@o para o diagnostico de APLV (1).

Para o tratamento sintomatico do episddio agudo
da alergia, pode-se contar com auto-injetor de epinefrina
nos casos de anafilaxia, em carater de emergéncia (29).
Por outro lado, as imunoterapias ndo sdo um tratamento
de emergéncia, mas sim utilizadas para controle e evitar
a progressdo da doenga. Na imunoterapia, o que se tem é
a mistura de um alimento alergénico a outro diariamente
consumido, sendo essa preparacdo consumida gradati-
vamente em doses crescentes, ¢ que pode ser realizada
com variagdo de alimentos desde que suas proteinas se-
jam identificadas previamente e que estejam isentos de
contaminagdo microbiana (33).

Os mecanismos da imunoterapia oral ainda néo fo-
ram totalmente elucidados. Tudo do que tem sido reali-
zado indica que ha ativacdo da resposta imunitaria com
aumento da IgG4, uma vez que € descrita como neutrali-
zante do antigeno (34, 35). Sendo assim, existem poucas
evidéncias de que realmente este tipo de terapia conceda
tolerancia duradoura aos alimentos (33).

Outro método de indugdo a tolerdncia de um ali-
mento alergénico € o teste de imunoterapia sublingual,
que ¢ realizado com a oferta de doses gradativas do ex-
trato do alimento alergénico sob a lingua. Apesar deste
método ser capaz de promover tolerdncia a certos ali-
mentos, tem sido documentado que a imunoterapia oral
reporta mais eficiéncia e seguranga no desenvolvimento
de tolerancia alimentar (19, 36, 37).

Acredita-se que criangas com niveis elevados de
IgE sejam mais propensas a adquirir APLV de modo per-
sistente (38). Em contrapartida, em criangas com niveis
decrescentes de IgE pode-se predizer que estejam mais
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proximas da recuperacdo (39). Por outro lado, por mais
que os testes que quantifiquem os niveis de IgE sejam
indicados para o diagndstico de APLV, alguns autores
acreditam que a resposta de IgE alérgeno-especifico seja
controversa (40). Em um estudo, foi proposta a des-
sensibilizacdo oral por introdugdo progressiva de leite
em criangas com APLV mediada por IgE, e o protocolo
apresentou-se seguro ¢ eficiente. Os autores relataram
alteragdo imunoldgica caracterizada por um aumento
dos niveis de IgG4 especifico do antigeno, redugdo de
IgE e IL-5, e diminui¢do da produgdo de IL-13 ( 20).

Existem relatos de que o leite hidrolisado em suas
diferentes apresenta¢des ndo causa reagdes alérgicas em
torno de 90% das criangas que fazem seu uso. Entretan-
to, 10% das criangas sdo intolerantes a estes produtos
mesmo hidrolisados (41). Por mais que o indice de into-
lerancia seja menor, ressalta-se a importancia do uso de
leite com auséncia total dos peptideos a-lactoglobulina,
B-lactoglobulina e caseina, no sentido de eliminar abso-
Iutamente qualquer alergenicidade (42), pois os pepti-
deos B-lactoglobulina, caseina e a-lactoglobulina sdo os
principais alergénicos do leite de vaca (17).

Outros estudos discutem que criangas alérgicas ao
leite de vaca foram capazes de estimular a producdo de
IgE a partir de epitopos de proteinas do leite de ove-
lha, cabra e bufala. Discute-se ainda que o polimorfismo
dessas proteinas provoque reagdo imunogénica e reati-
vidade cruzada (22). Ha concordéncia de que a alergia
as proteinas do leite estejam limitadas a suspensdo da
ingesta de leite (43).

Foi revelado que o aquecimento do leite em altas
temperaturas sob longa duragdo resulta em baixa aler-
genicidade, uma vez que a temperatura causa destrui-
¢do dos epitopos conformacionais das proteinas do leite,
levando a desestruturagdo tridimensional desses alérge-
nos, e como consequéncia, baixa capacidade de ligacdo
da IgE (44). Os autores reportaram em seu estudo que o
leite aquecido acima de 95 °C durante o tempo minimo
de 30 minutos ndo provocou ligacao detectavel de IgE
em paciente apds sua ingesta. Sendo assim, a ingesta do
leite nessas condig¢Oes seria uma das alternativas a ser
considerada para os portadores de APLV.

Aplicacdes biotecnologicas nas alergias as pro-
teinas do leite. A técnica de transferéncia de genes esta
entre os recursos mais promissores da biotecnologia. E
a partir desse advento, pode-se esperar no futuro a mo-
dificag@o do genoma do gado doméstico, visando elimi-
nar os alérgenos do leite. A transferéncia e incorporagéo
de novos genes aos cromossomos de animais, faz deles
transgénicos (45).



O método mais utilizado para o desenvolvimento
de animais transgénicos ¢ a microinje¢ao de sequéncias
de DNA no pronucleo do zigoto recentemente fertiliza-
do. Nessa técnica, 0 DNA se integra aleatoriamente a
um cromossoma, ¢ em seguida, é expresso nos tecidos
somaticos e germinativo. Além disso, a transferéncia de
genes mediada por esperma tornou-se alvo de estudo
para alterar os embrides de gado, assim como transferén-
cia nuclear, que produz animais geneticamente idénticos
mediados por células embrionarias e somaticas (46).

Outras estratégias corretivas exploradas para regu-
lar a alergia alimentar refere-se a proteina recombinante
de Brucella abortus (U-Ompl6), que mostrou, durante
a sensibilizacdo por exposi¢do oral de leite de vaca, ser
capaz de melhorar a resposta imunologica reduzindo os
sinais clinicos, os anticorpos IgE do soro, e modular a
resposta Th2 em favor da imunidade Thl (47). Esses
efeitos sugerem que a sensibilizagdo alérgica mediada
por IgE pode ser melhorada. Sendo assim, U-Ompl6
revelou-se um adjuvante promissor para administragdo
oral de forma segura para o tratamento da alergia as pro-
teinas do leite.

Diante da necessidade de eliminar a alergenici-
dade da B-globulina, novas abordagens estdo tornan-
do-se prosperas, como ¢ o caso da segmentagdo de
genes ¢ RNA de interferéncia, capazes de eliminar a
alergenicidade do leite de ruminantes sem que com-
prometa os demais componentes nutricionais (48). O
desenvolvimento de nucleases quiméricas, nucleases
ativadoras de transcrigdo, CRISPR/Cas9, mostram-
-se promissoras e eficientes na segmentacdo de ge-
nes (45). As nucleases dedo de zinco sdo ferramen-
tas eficientes para modificagdo de genes especificos
(49), atuando de forma sinérgica para induzir ruptu-
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