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Polimorfismo de interleucina 10
e persisténcia da alergia ao leite de vaca

Interleukin 10 polymorphism and cow’s milk allergy persistence

Cristina Miuki Jacob?, Léa Campos de Oliveira2, Anna Carla Goldberg3,
Thelma Suely Okay?4, Andréia K. F. Gushken?, Leticia A. Watanabe!?,
Ana Paula M. Castro?!, Angela B. F. Fomin!, Antonio Carlos Pastorino!

Resumo

Justificativa: Alergia a leite de vaca (ALV) afeta 2,5% das criangas
menores de 3 anos, sendo que a maioria dos pacientes desenvolvem
tolerancia até 3 anos de idade. No entanto, na ALV IgE-mediada cerca de
35% desses pacientes persistem sintomaticos. O objetivo deste estudo
foi determinar se polimorfismos no gene que codifica a IL-10 estariam
associados a ALV persistente mediada por IgE em criangas brasileiras
com cinco anos.

Métodos: Neste estudo, 50 pacientes com ALV com idade de 5 anos
foram avaliados, sendo 36 persistentes e 14 tolerantes. Um grupo controle
composto por 224 individuos saudaveis foi incluido no estudo. Os critérios
de diagndstico foram: anafilaxia desencadeada pelo leite de vaca (LV)
ou reagao clinica imediata para o Teste Duplo Cego Placebo Controlado
(DCPC). A tolerancia foi definida como a auséncia de resposta clinica ao
DBPC ou durante a exposigdo acidental ao LV. Os dados utilizados na
andlise dos resultados clinicos e laboratoriais foram aqueles na época
do diagndstico. Todos os pacientes e os controles foram avaliados pelo
PCR-RFLP para os seguintes polimorfismos de IL-10: -3575A/T, -2849A/G,
-763A/C, 592C/A e pelo PCR-SSP para o polimorfismo IL-10 -1082G/A.

Resultados: Houve diferenga estatisticamente significante apenas
para o polimorfismo IL-10 -1082G/A, sendo a homozigose para o alelo
A estatisticamente significante comparando-se pacientes do grupo ALV
total versus grupo controles (p = 0,027) e a homozigose para o alelo G
entre grupo persistente versus grupo controle (p = 0,001).

Conclusao: Nos pacientes avaliados, o polimorfismo de IL-10 -
1082G/A foi associado ao fenotipo da ALV persistente.

Rev. bras. alerg. imunopatol. 2010; 33(3):93-98: Hipersensibili-
dade ao leite de vaca, interleucina 10, polimorfismo genético, evolugdo
clinica.

Introducao

Nas ultimas décadas tem sido constatado um aumento
da prevaléncia das doencas alérgicas, incluindo as alergias
alimentares, que acometem cerca de 7-8% das criangas e
4% dos adultos!.2. Varios fatores tém sido apontados como
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Rationale: Cow’s milk allergy (CMA) affects 2.5% of children under
3 years and the majority of patients develop tolerance at age 3. However,
in IgE-mediate CMA about 35% of them persist symptomatic. The aim of
this study is to determine if interleukin 10 (IL-10) gene polymorphisms
are associated to persistent IgE-mediated CMA in Brazilian children at
age five.

Methods: In this study, 50 IgE-mediated CMA patients were evaluated
at age 5, being 36 persistent and 14 tolerant to cow’s milk (CM). A
control group with 224 healthy individuals was included. The diagnosis
criteria were: anaphylaxis triggered by CM or immediate clinical reaction
to double blind placebo control test (DBPCT). The tolerance was defined
as the absence of clinical response to the DBPCT or during the accidental
exposure to CM. The data used about clinical and laboratorial findings
were from the diagnosis work up. All patients and the controls were
typed by PCR-RFLP for the following IL-10 polymorphisms: -3575A/T,
-2849A/G, -763A/C, -592C/A and by SSP for -1082G/A.

Results: There was differences statistically significant only for IL-10
polymorphisms -1082G/A. Homozygosis to A allele was statistically
significant comparing CMA total patients with controls (p = 0.027) and
homozygosis to G allele between persistent group versus control group
(p = 0.001).

Conclusion: In these patients evaluated the IL-10 -1082G/A
polymorphism was associated to CMA persistent phenotype.
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possiveis facilitadores da alergia alimentar, entre eles a in-
teracdo entre predisposicdo genética e fatores ambientais,
incluindo a dieta3. A alergia ao leite de vaca (ALV) é uma
das mais frequentes alergias alimentares e acomete cerca
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de 2,5% das criancas menores de 3 anos?*. Muitas proteinas
do leite de vaca podem estar envolvidas na ALV, sendo as
mais importantes: a caseina, a beta-lactoglobulina e a alfa-
lactoalbuminas. As manifestagdes clinicas podem ser extre-
mamente variadas, dependendo do mecanismo imunoldgico
envolvido. O tratamento baseia-se na exclusao do leite e
derivados, sendo fundamental a escolha de substitutos que
garantam o desenvolvimento pondero-estatural adequado e
a qualidade de vida do paciente.

O controle do processo alérgico inclui o mecanismo de
tolerancia oral envolvendo delegdo ou anergia de células T
reativas a antigenos especificos, associados a expansdo da
populacdo de células T reguladoras com produgdo de IL-106.
O papel da interleucina 10 na indugdo de tolerancia tem sido
bastante evidenciado por varios estudos mostrando associa-
cdo entre niveis de IL-10 e desenvolvimento de toleréancia
a alimentos’:8. A IL-10 é uma citocina pleiotrépica, também
conhecida como fator inibidor de sintese de citocinas (CSIF),
causando reducgdo das concentragdes de citocinas pro-infla-
matodrias e outras moléculas, tais como Interleucinas -2 e
3 (IL-2, IL-3) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-o). Ela é
produzida por linfdcitos, células Natural Killer, macréfagos,
monacitos, células B, células dendriticas e queratindcitos. A
célula responsavel pela maior parte da producdo de IL-10
é a célula T reguladora, que exerce acdo supressora por
meio da producgdo desta citocina®10, Células T regulatdrias
CD4+CD25+ aparecem precocemente e a imunossupressao
é consequéncia da expressdo do fator de transcrigdo FOXP3.
Mutag0es desse fator podem causar desregulagao da respos-
ta imune, caracterizando em humanos uma doenga auto-
imunell., O papel das células T reguladoras e da IL-10 tém
sido também relacionadas a alergia alimentar. Linfocitos de
criangas com multiplas sensibilizagGes a alimentos, quando
estimulados in vitro com extrato de amendoim, ovoalbumi-
na e beta-lactoglobulina apresentam reducao da secregao
dos niveis de IL-10 e interferon y (IFN-y), com aumento da
secrecdo de interleucina 412, Da mesma forma, criangas de
risco para o desenvolvimento de doencas atdpicas também
apresentam reducdo dos niveis de IL-1013.

Um dos papéis fundamentais da IL-10 é a indugdo do
desenvolvimento de tolerancia oral. Criangas com alergia as
proteinas do leite de vaca que desenvolvem tolerancia apre-
sentam alta contagem de células T regulatérias CD4+CD25+
e reduzem a resposta proliferativa in vitro para beta-lacto-
globulina, quando comparadas as criangas alérgicas com
doenca clinicamente atival4. Estudo realizado por Hobbs et
al. mostrou que o polimorfismo IL-10 -571 estad associado
com altas concentragdes de IgE, podendo ter relevancia
funcional ndo apenas na resposta inflamatdria, mas também
na producdo de moléculas relacionadas a fen6menos alérgi-
cos!3. Polimorfismos do IL10 nas posigdes -1082 (G / A) e
-819 (T/C) estdo relacionados a diferentes niveis de IL-1016,
Recentemente, Negoro et al. avaliaram arelacdoentreIL-10e
outras citocinas com a gravidade da alergia alimentar e eczema
atdpico em criangas japonesas. Neste estudo, observou-se
correlacdo entre o gendtipo do IL10 - 627A, que apresenta
baixa expressdao dessa citocina, com as concentragbes de
IgE e gravidade da alergia alimentar?”.
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A Unidade de Alergia e Imunologia do Instituto da Crian-
ca, considerada centro de referéncia para o diagndstico e
tratamento da alergia alimentar, organizou um ambulatério
especifico para esta afeccdo em 2003, com atendimento
protocolado dos pacientes. Esta experiéncia mostrou que
dos pacientes com 5 anos ou mais, apenas 59,5% desen-
volveram tolerancia ao leite de vaca, dado este contrastan-
te com a literatura sobre a historia natural da ALV4. Deve
ser ressaltado, que muitos pacientes em seguimento sdo
adolescentes ainda reativos ao leite de vaca, inclusive com
quadros anafilaticos. Assim, além da avaliacdo das carac-
teristicas epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais, o estudo
da presenca de polimorfismos da IL-10 em pacientes com
alergia ao leite de vaca que persistem sensibilizados pode
contribuir para melhor caracterizacao deste grupo de risco.
Poderiamos definir um perfil genético, epidemioldgico e clinico
para pacientes com persisténcia da alergia ao leite de vaca,
possibilitando o conhecimento dos riscos do desenvolvimen-
to de outras doencas alérgicas e elaboracdo de estratégias
terapéuticas especificas.

Casuistica e métodos

Foram incluidos 50 pacientes com alergia ao leite de vaca
por mecanismo mediado por IgE, com idade minima de 5
anos, em seguimento no ambulatério de Alergia Alimentar
da Unidade de Alergia e Imunologia do Instituto da Crianga,
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina - Univer-
sidade de Sao Paulo (ICr-HC-FMUSP), sendo 14 tolerantes e
36 persistentes ao leite de vaca. Todos estes pacientes foram
avaliados aos 5 anos de idade e diagnosticados na Unidade,
sendo adotado o seguinte critério de diagnostico de alergia
ao leite de vaca - todos os trés itens abaixo:

- histdria familiar e/ou pessoal de atopia;

- histdria clinica compativel com alergia ao leite de vaca:
presenca de sinais e sintomas relacionados a ingestdo
de leite de vaca;

- presenca de IgE especifica ao leite de vaca total e/ou as
proteinas do leite de vaca (caseina, beta-lactoglobulina e
alfa-lactoalbumina) pela técnica do ImmunoCAP™, sendo
consideradas concentragdes > 3,5 kU/L;

associados a um dos seguintes itens:

- teste de provocacao duplo cego placebo controlado po-
sitivo;

- teste de provocacgdo aberto com manifestacdes clinicas
IgE mediadas, ocorrendo até 2 horas apds a ingestéo do
leite;

- presenga de anafilaxia.

O grupo controle para a avaliacao dos polimorfismos das
regiGes promotoras do gene da IL-10 foi constituido pelos
dados referentes a 227 individuos sadios, ndo relacionados,
candidatos a serem doadores de medula éssea e provenientes
da Divisdo de Transplante de Medula Ossea do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (HC-FMUSP), cujas amostras de DNA foram cedidas
para este estudo apds aprovagdo do Comité de Etica do
Hospital das Clinicas FMUSP.
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Extracao de DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir de amostra colhida
em tubo com EDTA pelo método descrito por Bignon et al.,
199518,

Estudo dos polimorfismos de citocinas

Todos os polimorfismos estudados s&o do tipo SNP (single
nucleotide polymorphism), e foram identificados pela técni-
ca de PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism
- PCR), ou pela técnica de PCR-SSP (sequence specific
primers - PCR).

PCR-RFLP: realizada em tubos de 0,2 mL, num volume
final de reacdo de 25 pl, contendo: 50 ng do DNA gendmico,
2,5 pl de tampéo 10 x (GIBCO-BRL),1,0 a 2,0 mM de MgCl,
(GIBCO-BRL), 50 pM de cada dNTP (GIBCO-BRL), 0,25 a
1,0 uM de primers, 0,2 unidades de Taqg DNA polimerase
(LABTRADE). As sequéncias dos primers, bem como a con-
centragédo utilizada dos mesmos e do MgCl, e as condigdes das
reagoes e as enzimas de restrigdo utilizadas, estdo descritas na
Tabela 1. Dez microlitros dos produtos de amplificagdo serdo
acrescentados a 20 pUL de uma mistura contendo a enzima
de restricdo (Tabela 1). No sitio de restricdo de cada enzima,
onde houve reconhecimento da sequéncia de nucleotideos
pela enzima, houve quebra (digestao) no produto de PCR,
formando fragmentos menores. Os polimorfismos foram
identificados por eletroforese em gel de agarose, contendo
1 pg/L de brometo de etidio, em tampdo TAE 1,0 x (pH 8,0).
A imagem resultante de cada gel foi capturada em sistema
de fotodocumentagdo com transiluminador e luz ultravioleta
(UV) e armazenada para posterior analise.

PCR SSP: realizada em tubos de 0,2 mL, num volume final
de reagdo de 25 pl, contendo: 50 ng do DNA e uma mistura
de reagentes contendo tampdo 10 x, 1,0 a 2,0 mM de clo-
reto de magnésio, 50 uM de cada dNTP, 0,25 a 1,0 pmol/uL
de primers e a enzima 1U da enzima Taq DNA polimerase.
As sequéncias dos primers, a mistura dos reagentes, bem
como as condigOes das reagbes estdao descritas na Tabela 2.
Os polimorfismos foram identificados por eletroforese em
gel de agarose, contendo 1 pg/L de brometo de etidio, em
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tampao TAE 1,0 x (pH 8,0). A imagem resultante de cada
gel foi capturada em sistema de fotodocumentacao com
transiluminador e luz ultravioleta (UV), e armazenada para
posterior analise.

Analise estatistica

Para analise dos dados, as variaveis qualitativas (nominais
eordinais) entre os grupos tolerantes e persistentes, descritas
em frequéncia e intervalo de confianca, foram comparadas por
meio de métodos ndo paramétricos: teste de x2 ou teste de
Fisher, quando indicado. A associagao entre os polimorfismos
de IL-10 dos pacientes e do grupo controle foi analisada pelo
teste de x2 ou teste de Fisher, quando indicado. A corregéo
de Bonferroni (p.), utilizada para comparagdes muiltiplas,
foi aplicada na comparagéo dos resultados do polimorfismo
IL-10-1082A/G com os pacientes agrupados em persistentes
e tolerantes.

As frequéncias alélicas foram obtidas pela féormula:
fal = n/2N, onde as frequéncias relativa e absoluta do alelo
sdo representadas por fal e n, respectivamente, e o nUmero
de individuos da amostra é N.

Resultados

Os polimorfismos IL-10 -3575, IL-10 -2849, IL-10
-2763 e IL-10 -592 ndo apresentaram associagdo com
a alergia a leite de vaca (ALV). Entretanto, observou-se
uma diferenca estatisticamente significante na distribuicao
de alelos e genodtipos da IL-10 -1082G/A comparando o
grupo com ALV total com o grupo-controle. Neste caso, a
homozigose para o alelo A foi significativamente maior no
grupo controle (46%) em comparagao com o grupo AVL
total (26%) com p = 0,027 (OR=2,89; IC95% 1,10-7,58).
Entretanto, a homozigose para o alelo G foi significante-
mente aumentada nos pacientes com alergia persistente
(24%) em comparagdo com o grupo tolerante (8%), com
p = 0,001 (OR = 6,15; IC95% 1,86-20,39). Esta diferenga
estatistica permaneceu mesmo apds corregdo de Bonferroni
(p.=0,002) (Tabela 3).

Tabela 1 - Composicdo nucleotidica dos primers, temperaturas do programa de amplificagdo no termociclador, e enzimas utilizadas para a

digestdo dos produtos amplificados

Conc. primer Conc. MgCl,
PCR-RFLP SNPs Primers HM mM A E D enzima
IL-10 F-ATCCAAGACAACACTACTAA 0,50 2,0 56 °C 720C 950C Rsa II
-592, R-TAAATATCCTCAAAGTTCC 0,50 20s 30s 20s
IL10 F- TCTAGGAAATGGCTTGAGAT 0,25 1,5 65 oC* 720C 94 0C Ddel,
-2763, R- AATAGGGTTGAGGTTAGGATCTG 0,25 30s 30s 30s AlwI
-2849 58 oC**

30s

IL-10 F- GGTTTTCCTTCATTTGCAGC 0,25 1,5 62 °C 720C 950C Apol
-3575 R- ACACTGTGAGCTTCTTGAGG 0,25 20s 30s 20s

* = 15 ciclos; ** =

25 ciclos; A = annealing; E = extensdo; D= denaturagdo.
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Tabela 2 - Sequéncia dos primers e condigdes de amplificagdo dos PCRs
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Primers Conc. primer Conc MgCl,
mM mM E D A E A
IL-10 F- ACTACTAAGGCTTCTTTGGGAAG 0,25 1,5 65 72 95 62 72 95
1082 F- ACTACTAAGGCTTCTTTGGGAAA 0,25 45s 30s 30s 30s 30s 30s

R-CAGTGCCAACTGAGAATTTGG comum

A = temperatura de annealing; E = temperatura de extensdo; D = temperatura de denaturagdo.

Tabela 3 - Frequéncias dos polimorfismos de IL-10 em criangas com alergia a leite de vaca comparando-se pacientes tolerantes e persis-

tentes com controles saudaveis

Pacientes com ALV

Analise estatistica

T P Total C p X2 OR IC 95%
IL10 -1082
n 13 34 47 217
AA 7 (0,54) 5(0,14) 12 (0,26) 100 (0,46)
AG 5(0,38) 21 (0,62) 26 (0,55) 91 (0,42) 0,032 - - -
GG 1 (0,08) 8 (0,24) 9 (0,19) 26 (0,12)
Genotipo
GG vs AA
Total vs C 0,027 4,90 2,89 1,10-7,58
TvsC ns
PvsC 0,001** 10,67 6,15 1,86-20,39
PvsT ns
IL10 -3575
n 14 34 49 224
AA 2 (0,14) 3 (0,09) 5(0,22) 13 (0,06)
AT 5(0,36) 15 (0,44) 20 (0,28) 77 (0,35) ns* - - -
TT 7 (0,50) 16 (0,47) 23 (0,50) 134 (0,60)
IL10 -2849
n 14 35 49 224
AA 1 (0,07) 0 (0,00) 1 (0,02) 12 (0,05)
AG 3 (0,21) 16 (0,46) 19 (0,39) 52 (0,23) ns* - - -
GG 10 (0,71) 19 (0,54) 29 (0,59) 160 (0,71)
IL10 -2763
n 14 36 50 224
AA 1(0,07) 2 (0,06) 3 (0,06) 21 (0,09)
AC 7 (0,50) 15 (0,42) 22 (0,44) 66 (0,29) ns* - - -
CcC 6 (0,43) 19 (0,52) 25 (0,50) 138 (0,62)
IL10 -592
AA 2 (0,18) 5(0,14) 7 (0,15) 32 (0,14)
AC 8 (0,62) 16 (0,44) 24 (0,51) 95 (0,42) ns* - - -
CcC 3 (0,23) 13 (0,36) 16 (0,34) 97 (0,43)
TOTAL 13 34 47 224

T = tolerantes; P = persistentes; C = controles saudaveis; n = nimero de individuos; x? = qui-quadrado; RC = razdo de chances; IC = intervalo

de confianga; ns = ndo significante.
* se refere a andlise de todos os dados.
** p. - apos corregdo de Bonferroni (p. = 0,002).
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A homozigose para o alelo G também estava aumentada
em comparagdo com o grupo controle (12%), porém essa
diferenca ndo foi estatisticamente significante (Tabela 3).

Discussao

Aprevaléncia da alergia a alimentos vem aumentando nas
Ultimas décadas, em parte devido a mudancas nos habitos
alimentares. Os antecedentes genéticos tém se mostrado
importantes e parecem contribuir ndo sé para o desenvolvi-
mento global da alergia, como também para sua gravidade
e persisténcial?.

No presente estudo, apds observagdo que clinicamente
muitos pacientes estavam ainda persistentes a idade de 5
anos, tentou-se avaliar fatores que poderiam justificar este
fendtipo, entre eles a ocorréncia de polimorfismos de IL-10
que poderiam ndo induzir a tolerancia do leite de vaca. Outros
autores ja haviam relacionado estes dados, porém em nossa
populagdo, caracterizada por grande miscigenagao, poderia
haver um perfil diferente daquele ja publicado, o que justi-
ficaria esta pesquisa. Embora seja uma casuistica reduzida
para se concluir sobre perfil genético relacionada a persis-
téncia de ALV, este é o primeiro estudo entre a associacdo de
ALV e polimorfismos de IL-10. O tamanho da amostra pode
ser um fator de erro em estudos de associacdo!®, devendo
ser utilizadas populagdes tdo grandes quanto possivel para
manter o poder estatistico capaz de detectar uma associacao
significativa. Entretanto, a presencga do alelo G na posigao
-1082 mostrou um risco seis vezes maior para desenvolver
uma alergia persistente (OR=6,15), mantendo-se este risco
mesmo apds cuidadosa correcdo estatistica de Bonferroni.

Observamos também associacdo quando comparamos
pacientes persistente versus tolerantes a ALV onde o alelo
G em homozigoze estava presente em uma frequéncia mais
elevada no grupo persistente. Corroborando com 0s nossos
dados, Hunninghake et al. mostraram associagdo do gené-
tipo GG com exacerbagdo da asma em criangas expostas a
alérgenos de acaros na Costa Rica20. Ao contrario, Kim et
al. mostraram associagao do alelo A do polimorfismo -1082
com asma induzida por aspirina além da presenca de rinos-
sinusites devido a interagéo de entre polimorfismo de IL-10
-1082A/G e TGFB -509C/T2L,

Diferentes estudos tém mostrado resultados conflitantes
com relagdo aos niveis séricos de IL-10 e os dados de po-
limorfismos22:23, o que indica a necessidade de um estudo
entre a associagao dos polimorfismos do gene que codifica
a IL-10 e os niveis dessa citocina em nossa populacgdo.
Apesar de acreditarmos que uma menor produgdo de IL-10,
pode resultar na falta da inducdo de tolerancia e contribuir
para um fendtipo alérgico, a alta producdo de IL-10 poderia
estar relacionada a maior gravidade das doengas alérgicas.
Isso pode ser explicado pelo fato de IL-10 ser um potente
fator de crescimento e fator de diferenciagdo em células
B ativadas humanas, levando a amplificagdo da resposta
imune humoral?4,

Em resumo, nossos resultados indicam que o polimorfismo
-1082A/G no gene da IL-10 pode estar associado a ALV. Além
disso, se correlacionou com a gravidade da alergia a leite de
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vaca, podendo funcionar como um marcador de persisténcia
a ALV, servindo de alerta para essa evolugdo e a necessidade
de intervengdo precoce nesses pacientes.
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