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RESUMO

Objetivo: Analisar os fatores associados e as repercussfes nutricionais do desmame em
lactentes com alergia ao leite de vaca (ALV) assistidos no Nucleo de Alergia Alimentar de
Sergipe. Método: Estudo de coorte prospectivo, com um grupo caso (criangas com ALV) e dois
grupos controle (criancas sintomaticas ndo-alérgicas/CS e assintomaticas/CA). No inicio do
estudo, 166 criancas perfaziam o total de voluntérios, das quais 30 criangcas compuseram 0
grupo ALV, 84 o grupo CS e 52 o grupo CA. No final do estudo, o grupo ALV continuou com
30 criangas, 0 grupo CS com 41 e o grupo CA com 23 crianga. Foram coletados dados
socioecondmicos, antropométricos, sobre amamentacéo, os utensilios para a oferta de formulas
infantis e os fatores que motivaram o desmame conforme a perspectiva materna. Foi realizada
Anélise de Sobrevida para comparacdo do tempo de aleitamento materno entre os trés grupos
de estudo e foi realizado modelo de Regresséo Linear para verificar os fatores associados ao
tempo de aleitamento. Resultados: No inicio do estudo 33,3% das criancas do grupo ALV,
17,1% do grupo CS e 69,6% do grupo CA estavam em aleitamento materno exclusivo
(p=0,005). Os fatores mais frequentes de desmame nas crian¢as com ALV foram a dieta de
eliminacdo do leite de vaca (30%), sintomas alérgicos na crianga (20%) e ingurgitamento
mamario (20%). Criancgas que utilizaram o copinho como via de oferta de formula infantil
passaram 279 dias a mais em aleitamento materno em comparacao as que usaram mamadeira
(B%9=1,38; p=0,029). Do total de criancas avaliadas, 2,1% apresentaram baixa estatura (E/I < -
2) e 3,2% peso elevado para a idade (P/l > 2) no inicio do estudo. A vitamina D apresentou
concentra¢des séricas menores quanto mais tempo a crianga continuou em aleitamento materno.
Conclusédo: Criangas com ALV e com queixas gastrointestinais ndo-alérgicas desmamaram
mais precocemente em relacdo a criangas assintomaticas. As principais causas de desmame em
criancas ALV foram: dificuldade de adesdo a dieta de eliminacdo, ingurgitamento mamario e
reacOes alérgicas das criancas. O uso do copinho foi o principal fator associado & maior duracdo
da amamentacdo. O perfil nutricional ndo variou significativamente de acordo com o tempo de
aleitamento materno, a exce¢édo da vitamina D.

Descritores: Aleitamento materno. Desmame. Hipersensibilidade a leite.



ABSTRACT

Objective: To analyze the associated factors and nutritional repercussions of weaning in infants
with cow's milk allergy (CMA) assisted at the Sergipe Food Allergy Center. Method:
Prospective cohort study, with a case group (children with CMA) and two control groups
(symptomatic non-allergic/CS and asymptomatic/CA children). At the beginning of the study,
166 children made up the total number of volunteers, of which 30 children made up the ALV
group, 84 the CS group and 52 the CA group. At the end of the study, the CMA group continued
with 30 children, the CS group with 41 and the CA group with 23 children. Socioeconomic,
anthropometric, breastfeeding data, utensils for offering infant formula and the factors that
motivated weaning were collected from the maternal perspective. Survival Analysis was
performed to compare breastfeeding time between the three study groups and a Linear
Regression model was performed to verify the factors associated with breastfeeding time.
Results: At the beginning of the study, 33.3% of children in the CMA group, 17.1% in the CS
group and 69.6% in the CA group were exclusively breastfed (p=0.005). The most common
factors for weaning in children with CMA were the cow's milk elimination diet (30%), allergic
symptoms in the child (20%) and breast engorgement (20%). Children who used a cup as a
means of offering infant formula spent 279 more days breastfeeding compared to those who
used a bottle (Bstd=1.38; p=0.029). Of the total number of children assessed, 2.1% were short
(HAZ < -2) and 3.2% were overweight for their age (WAZ > 2) at the beginning of the study.
Vitamin D showed lower serum concentrations the longer the child continued breastfeeding.
Conclusion: Children with CMA and non-allergic gastrointestinal complaints weaned earlier
compared to asymptomatic children. The main causes of weaning in CMA children were:
difficulty adhering to the elimination diet, breast engorgement and allergic reactions in children.
Using a sippy cup was the main factor associated with longer breastfeeding duration. The
nutritional profile did not vary significantly according to the duration of breastfeeding, with the
exception of vitamin D.

Descriptors: Breastfeeding. Weaning. Milk hypersensitivity.
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1. INTRODUCAO

O aleitamento materno é mundialmente reconhecido como uma das melhores
estratégias em saude publica para a sobrevivéncia infantil, para a qualidade de vida na fase
adulta e para reducGes dos custos em saude (Rollins et al., 2016; North et al., 2022). Contudo,
em paises de baixa e média renda, o aleitamento materno exclusivo (AME) est& presente em
apenas 37% das criancas menores de seis meses de idade (Victoraetal., 2016). No Brasil, dados
do ultimo Estudo Nacional de Alimentacdo e Nutricdo Infantil (ENANI) informam prevaléncia
de 45,7% de AME e a regido Nordeste possui a menor taxa do pais (39%) (WHO, 2014; UFRJ,
2021). Em criancas até os dois anos de idade, a prevaléncia de aleitamento materno é de 60,3%,
mas em criangas com alergia ao leite de vaca a prevaléncia € de 0,5% na mesma faixa etaria
(Brasil, 2018; UFRJ, 2021).

A Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) e o Ministério da Saude (MS)
recomendam o aleitamento materno até os dois anos de idade ou mais, sendo exclusivo até os
seis meses de vida, por considerar o leite materno o alimento padrdo ouro para a nutricdo da

crianca além de aumentar o vinculo mée-filho (Brasil, 2015; Lima; Nascimento; Martins, 2018).

A interrupcdo do aleitamento materno (AM) pode ocorrer por multivariadas causas.
A preocupacdo dos pais mediante a instabilidade comportamental dos recém-nascidos (choros,
irritabilidade, sono instavel etc.), a producéo insuficiente de leite materno (LM) relatada pelas
mées, a introducdo precoce de outros alimentos e de formulas infantis nos primeiros dias de
vida do bebé, o marketing das industrias de formulas infantis, as politicas pablicas de incentivo
ao AM limitadas e a suspeita de alergias e reagdes ao LM séo descritas como fatores causais do

desmame em paises de baixa e média renda (Pérez-Escamilla et al., 2023).

Nas Gltimas décadas, a prevaléncia das alergias alimentares vem aumentando, no
entanto, informacdes sobre sua prevaléncia ainda sdo baseadas em estimativas. O leite de vaca
é um dos principais alérgenos alimentares na infancia. Em paises desenvolvidos estima-se que
a prevaléncia da alergia ao leite de vaca (ALV) esteja em torno de 0,5 a 3% das criangas no
primeiro ano de vida. No Brasil, estudo epidemioldgico realizado por gastroenterologistas
pediatricos informou uma prevaléncia de 5,4% e incidéncia de 2,2% de ALV em criancas
atendidas nos servicos do estudo (Vieira et al., 2010; Solé et al., 2018; CONITEC, 2022). Em
um estudo transversal realizado na cidade de Limoeiro, no nordeste do Brasil, a prevaléncia da

ALV em criangas pré-escolares foi de 1,7% (Jose et al., 2022). A ALV é considerada um
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problema de satde publica mundial (Heine, 2018), com repercussdes sociais e econdmicas tanto
para as familias, como para os governos. As despesas com alergias alimentares sao
consideraveis variando em cada pais conforme a politica de custeio e de salde (Fong et al.,
2022).

A alergia alimentar manifesta-se com sintomas inespecificos, muitas vezes dificeis
de serem distinguidos dos distarbios gastrointestinais, podendo englobar também os sistemas
respiratorio, cutaneo, cardiovascular e neurolégico. O tratamento consiste na exclusdo do leite
de vaca e derivados da dieta da crianca e da mae (quando o lactente apresenta reacGes ao leite
de vaca por meio do leite materno), com a inclusé@o de formulas infantis hipoalergénicas ou nao
alergénicas, quando o aleitamento materno é inviavel ou insuficiente (Cordero; Prado; Jiménez,
2018; Solé et al., 2018).

A dieta de exclusdo para tratamento da ALV pode ser um fator de risco para
desnutrigéo (Brasil, 2022) e para o desmame do leite materno, embora ainda sejam escassos 0S
estudos que avaliam as taxas e 0s motivos do desmame em lactentes com essa doenca. Criancas
em aleitamento materno exclusivo (AME) apresentam menores taxas de ALV,
provavelmentendevido a menor alergenicidade das proteinas contidas no leite materno, pela
presenca de imunorreguladores no leite humano e pela promogéo de microbiota intestinal que
favoreca a tolerancia oral (Cordero; Prado; Jiménez, 2018; Lima; Nascimento; Martins, 2018;
Solé et al., 2018).

Apesar dos guias atuais para o tratamento da ALV reforcarem a importancia de
manter o aleitamento materno no manejo da doenca (Fox et al., 2019), as taxas de desmame
nesse grupo de criangas ainda sdo elevadas (Brasil, 2018). Estudos sugerem que taxas maiores
de desmame podem aumentar a probabilidade de ALV (José et al., 2016; Solé et al., 2018;
Bomfim et al., 2021). E essencial que os profissionais de satide entendam essa relacao e utilizem
a educacdo em saude como instrumento transformador de orientacdo especializada para apoio
as maes de criancas com ALV e continuidade da amamentacdo (Folker-Maglaya et al., 2018;
Pires et al., 2022).

Servigos de saude especializados com protocolos clinicos instituidos, como o Nucleo
de Alergia Alimentar de Sergipe (NAAS), sdo importantes para 0 manejo dessa doenca e para
a reducdo dos processos judiciais e dos custos com férmulas especiais. Dados referentes a 2022,
estimaram que no Brasil ha 25 programas estaduais e 9 municipais para o atendimento de

criancas com ALV (Rocha-Correia; Felipe, 2023). Nos ultimos anos, a assisténcia a criangas
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até dois anos de idade com ALV nos servicos de referéncia aumentou de 0,4% em 2012 para
1,2% em 2019, conforme dados do Ministério da Saude. O impacto orcamentario para as
Secretarias Estaduais de Saude brasileiras na compra de férmulas especiais calculado em 2018
pela Comissdo Nacional de Incorporacdo de Tecnologia no SUS (CONITEC) foi de R$
659.212.776,41 em cinco anos de integracdo para dispensacdo dessas formulas nos servigos
especializados (Brasil, 2018, 2022).

Diante do exposto, percebe-se a importancia em pesquisar a associa¢ao do desmame
e a ALV em lactentes, da qual surgiram as seguintes questdes norteadoras: Quais os fatores que
motivaram as maes de criangas com ALV a desmamarem seus filhos? Quais as repercussoes
nutricionais nessas crian¢as? Quais séo as taxas de aleitamento materno em criangas com ALV
assistidas no NAAS? E como hipoteses a serem investigadas no estudo: os fatores associados
ao desmame do leite materno sdo diferentes em criancas com e sem ALV e ha prejuizo
nutricional em criancas desmamadas. Espera-se que os resultados desse estudo contribuam para
0s servigos especializados em alergia alimentar atentarem aos fatores do desmame nessa
populacdo, para a elaboragdo de estratégias de incentivo a continuidade do aleitamento materno,
para a prevencao de déficits nutricionais e para a reducdo dos gastos publicos com a dispensagédo

de férmulas especiais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aleitamento materno

O aleitamento materno € um determinante de saide com beneficios relevantes para
a satde do bindmio mae-filho. Os beneficios a crianga incluem melhor desempenho cognitivo,
prevencdo da desnutricdo e de infeccBes respiratorias, reducdo dos casos de enterocolite
necrotizante e de diarreia, menor risco de obesidade e de diabetes em longo prazo. Para a
lactante, reduz o risco de cancer de mama, de cancer de ovario, diabetes, obesidade e aumenta

o tempo de amenorreia lactacional. (Rollins et al., 2016; Victora et al., 2016; UFRJ, 2021).

O leite materno possui bioativos em sua composicdo como anticorpos, vitaminas,
lipidios, enzimas, horménios, etc., responsaveis pelo desenvolvimento do recém-nascido e pela
regulacdo do seu sistema imunoldgico (Zepeda-Ortega et al., 2021; Lokossou et al., 2022) .
Células imunoldgicas como células B, T e Natural Killer, macréfagos, neutrofilos e linfécitos
sdo secretadas no LM e estimulam a microbiota intestinal do recém-nascido, podendo contribuir

na prevencao de doencas alérgicas (Van Den Elsen et al., 2019).

Um dos fatores que prejudicam a consolidacdo do aleitamento materno é a
prematuridade da crianca e 0 baixo peso ao nascer, que levam a postergacdo do inicio do
aleitamento devido a pega e a succdo ineficazes, com consequente reducdo na producao de leite
materno (Rollins et al., 2016; Cortelo, 2017; Bomfim et al., 2021).

Outros fatores que também podem afetar o estabelecimento da amamentacdo
incluem aspectos politicos, sociais, econdmicos e psicoldgicos, seja por um inicio tardio do AM
ou pelo desmame precoce, como a auséncia de locais para amamentacdo nos ambientes de
trabalho, licencas maternidades por curto periodo, nivel de escolaridade dos pais, a
desinformacdo sobre as consequéncias do desmame precoce, a crescente divulgacdo de
férmulas infantis pelas industrias alimenticias, a introducdo dessas formulas, a falta de apoio
familiar e a depressdo materna. Fatores culturais também podem influenciar negativamente no
aleitamento materno, como relatos de familiares e pessoas proximas de que o leite materno é
fraco ou insuficiente, bem como o estimulo ao uso de chupetas e mamadeiras (Rollins et al.,
2016; Cortelo, 2017; Bomfim et al., 2021; Dutheil et al., 2021).

O desmame precoce leva ao inicio prematuro da dieta complementar, fator

relacionado a maiores taxas na infancia de doencgas respiratorias, gastrointestinais



17

(principalmente de diarreias), alérgicas, de aterosclerose e doengas cronicas ndo transmissiveis
na fase adulta. Devido a auséncia da ingestdo dos anticorpos e dos nutrientes presentes no leite
materno e ao inicio precoce de alimentos complementares, as criangas ficam mais susceptiveis
a desnutricdo, hospitalizagdes e oObitos (Bomfim et al., 2021). No Brasil, a alimentacdo
complementar ao leite materno € introduzida precocemente em cerca de 9% das criancas de 0
a 1 més de vida, em 16% das criangas com 2 a 3 meses e 38% das crian¢as com 4 a 5 meses de
idade (Brasil, 2015; Okafoagu et al., 2017).

A complementacdo do LM com férmulas infantis também pode levar ao desmame
por diminuir o tempo de aleitamento materno e pelo uso de bicos artificiais que modificam o
mecanismo de succdo e de degluticdo do bebé, levando a uma pega incorreta da mama
(confusdo de bicos). O uso de bicos e chupetas podem ocasionar dificuldades para a
implantacdo da amamentacdo ou o desmame (Buccini et al., 2017; WHO, 2018) e em longo
prazo, o surgimento de alteragcdes orofaciais e de caries dentarias (Fazal, 2018). A prevaléncia
do uso de chupeta no Brasil, em criangas menores de dois anos, é de 43,9% e no Nordeste
42,7%, (UFRJ, 2021). A Academia Americana de Pediatria recomenda o uso de chupeta para
evitar a sindrome da morte subita a partir da terceira ou quarta semana de vida da crianca,
momento em que a amamentacdo ao seio materno estd melhor estabelecida (Buccini et al.,
2017; SBP, 2017; Amaral et al., 2020; Jalali et al., 2021; UFRJ, 2021).

Nos altimos anos, o Brasil tem apresentado aumento dos indices de aleitamento
materno. Contudo, ainda ndo houve alcance das metas recomendadas pela OMS e pelo MS de
aleitamento materno exclusivo até o sexto més de vida e o seguimento do aleitamento materno
até os dois anos ou mais, apesar dos esforcos nacionais e internacionais de longa data (Brasil,
2017).

Em 1981, foi aprovado na 34% Assembleia Mundial da Saude, composta por paises
membro da Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU), o Cddigo Internacional de
Comercializagdo de Substitutos do Leite Materno. Este foi um marco politico importante para
a regulamentacdo da responsabilidade dos Estados, das instituicdes e de profissionais de satde
em defesa da amamentacdo e para o controle da divulgacdo/comercializacdo das formulas
infantis substitutivas do leite materno. O cddigo € composto por 10 aspectos, entre eles, a
proibicao da distribuicdo de amostras das férmulas para as lactantes e divulgacdo dos produtos
na midia e nas instituicdes de salde, a importancia do leite materno expresso nos rétulos, bem

como os perigos de uma alimentacdo artificial, dentre outros. Contudo, o marketing das
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férmulas infantis continua exercendo forte influéncia sobre os pais, ao divulgar que as formulas
infantis sdo tdo nutritivas quanto o leite materno. Portanto, para resultados positivos €
necessario politicas de monitoramento da aplicacdo do cddigo pelos governos (Victora et al.,
2016; Fazal, 2018; Romo-Palafox; Pomeranz; Harris, 2020; Jones et al., 2022). No Brasil, em
1992, foi aprovada a Norma Brasileira para Comercializacdo de Alimentos para Lactentes

(NBCAL), com o mesmo objetivo do cddigo internacional (Brasil, 2017).

Resultados promissores sdo observados com a implementacao de politicas publicas
de saude consolidadas para promocédo e defesa do aleitamento materno e de equipes de salde
capacitadas para assistir e orientar a mae e os familiares sobre o aleitamento materno no pré-
natal, imediatamente apds o parto e durante a fase de lactacdo (Rollins et al., 2016; Cortelo,
2017; Bomfim et al., 2021).

2.2 Alergia ao leite de vaca

A alergia alimentar (AA) é definida como uma reacdo adversa ao alimento
envolvendo o sistema imunol6gico, mediada e/ou ndo por imunoglobulinas E (IgE) apo6s
contato com o alimento alergénico (Cordero; Prado; Jiménez, 2018). A alergia ao leite de vaca
(ALV) estd entre as alergias alimentares mais frequentes na infancia e desencadeia
sintomatologia diversa ocasionada por uma hipersensibilidade reativa do sistema imunoldgico,
principalmente as proteinas caseina, alfa-lactaloumina e beta-lactoglobulina. Manifesta-se
geralmente nos primeiros seis meses de vida, com sintomas imediatos, dentro das primeiras
duas horas apds ingestdo de leite (IgE mediada) ou apés horas ou dias da ingestdo (IgE néo-
mediada) (Vandenplas et al., 2021; Zanetti; Silva, 2022).

Historia familiar de doengas alérgicas, como rinite alérgica, asma, dermatite atdpica
e alergia alimentar em pais e/ou irméos, sdo fatores de risco para o surgimento das alergias
alimentares na crianca. Estudos demonstram que fatores ambientais, como local de nascimento,
tipo de parto e a qualidade da alimentacdo materna, também podem influenciar o risco de
alergias alimentares, contudo essas evidéncias precisam ser melhor estudadas (Zepeda-Ortega
etal., 2021).

Segundo as novas diretrizes do DRACMA - Diagnosis and Rationale against
Cow'’s Milk Allergy (2022), acredita-se ndo ter ocorrido aumento na prevaléncia da ALV em
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relacdo as outras alergias alimentares. Contudo, as reacfes anafilaticas se tornaram mais
presentes, gerando maior letalidade em criancas alérgicas ao leite de vaca (Fiocchi et al., 2022).
Segundo Hossny et al (2019), o diagndstico da ALV é superestimado quando baseado apenas
no relato dos genitores ou com base apenas nos resultados de exames de IgEs. sendo, portanto,
necessaria a confirmacdo da doenca pelo teste de provocagdo oral (TPO), devido aos riscos

nutricionais da dieta de exclusdo (Hossny et al., 2019; Fiocchi et al., 2022).

Em 2022, o TPO foi incorporado no Rol de Procedimentos e Eventos em Salde
pela Agéncia Nacional de Saude Suplementar (ANS) para o diagnéstico de criancas até 24
meses de idade, com suspeita de ALV, assistidas no Sistema Unico de Satde (SUS) ou pelos
planos de saude regulamentados (Brasil, 2022). O TPO deve ser realizado apds melhora clinica
com 2 a 4 semanas de uma dieta de exclusdo do alimento suspeito (Kotchetkoff; De Oliveira;
Sarni, 2023; Meyer et al., 2023). Consiste na oferta progressiva do alimento suspeito e/ou
placebo, em intervalos regulares, sob supervisio médica ou multiprofissional (medico,
nutricionista, enfermeiro e técnico de enfermagem) por no minimo 2 horas, com suporte para
atendimento de urgéncia. O TPO é de extrema relevancia para a confirmacéo da ALV, bem
como para avaliar a tolerancia oral ao alimento suspeito, sendo necessario o consentimento livre
e esclarecido dos responsaveis pela crianca para a sua realizacdo (SES, 2018; Calvani et al.,
2019; Vandenplas et al., 2021).

O TPO pode ser tipo aberto, simples-cego e duplo-cego controlado por placebo. No
TPO tipo aberto, a equipe de salde e genitores sabem qual alimento sera testado, sendo o teste
mais utilizado por demandar menos tempo e custo, com uma maior confiabilidade nos primeiros
anos de vida do paciente, pois em pacientes maiores 0s sintomas podem surgir por causas de
fundo psicoldgico e ndo devido ao alimento em teste. No TPO simples-cego, apenas a equipe
tem a informacdo do alimento que sera testado, podendo também ser susceptivel a vieses na
interpretacdo do resultado. E o padrdo-ouro dos TPOs para o diagndstico da alergia alimentar
é o duplo-cego, descrito e padronizado no consenso PRACTALL (2012). Neste tipo de TPO, a
ocorréncia de viés é minima, pois nem o médico e nem os familiares sabem quando o alérgeno
sera ofertado. Contudo, o TPO duplo-cego € pouco utilizado na préatica clinica devido a
dificuldade na sua implementacéo, implicando em maiores custos operacionais e financeiros
(Sampson et al., 2012; Calvani et al., 2019).

O diagndstico da ALV ndo é simples e requer uma anamnese e uma historia clinica

aprofundadas, sendo os sintomas gastrointestinais os de maior ocorréncia nas formas ndo IgE
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mediadas, podendo ser confundida com outras doencas e transtornos gastrointestinais infantis,
como regurgitacbes do lactente, colicas do lactente, disquesia funcional ou constipacédo
funcional. Diagndsticos errdneos podem expor a crianca a riscos nutricionais inerentes a dieta
de exclusdo, como déficit no crescimento, deficiéncia de micronutrientes como iodo, ferro,
calcio, vitaminas B12 e D. Anélise sanguinea das IgEs especificas e testes cutdneos podem
auxiliar o diagnostico, nos casos de ALV IgE-mediadas. A realizagdo do teste de provocacao
oral é preconizada para um diagnostico mais preciso da doenca (Zepeda-Ortega et al., 2021;
Vandenplas et al., 2021, 2023).

Os sintomas da ALV ndo IgE-mediada sdo amplos e inespecificos, como
regurgitacdes, vomito, choro persistente, irritabilidade, dificuldade alimentar, sangramento nas
fezes, constipacao intestinal, baixo ganho de peso, etc. Doengas como FPIAP (Food Protein
Induced Allergic Proctocolitis/Proctocolite Alérgica Induzida por Proteina Alimentar), FPE
(Food Protein Induced Enteropathy/Enteropatia Induzida por Proteina Alimentar) e a FPIES
(Food Protein Induced Enterocolitis Syndrome/Sindrome da Enterocolite Induzida por Proteina
Alimentar) séo apresentagcdes da ALV com gravidade de sintomas diversos (Vandenplas et al.,
2021; Zepeda-Ortega et al., 2021).

O FPIAP é a manifestagdo mais frequente das trés doencas e geralmente os lactentes
apresentam-se em bom estado de sadde, sem déficit no crescimento e sem sintomas graves. E
caracterizada por uma inflamacéo no célon que gera hematoquezia nos lactentes e, em alguns
casos, irritabilidade e recusa alimentar. No FPE, ha acometimento do intestino delgado,
apresentando vomitos e diarreia crénica com gordura nas fezes, podendo causar déficit no
crescimento infantil por ma absorcdo dos nutrientes. O FPIES é pouco frequente nas criancas
em AME e sua forma aguda caracteriza-se pelo surgimento de vémitos recorrentes, letargia,
palidez cutanea, hipotensdo, hipotermia nas primeiras 4h ap6s o consumo do alimento, e
diarreia, que surge entre 5 a 10h apds a ingestdo do alérgeno. No FPIES cronica, ha distenséo
abdominal, fezes diarreicas com sangue e/ou muco, vomitos intervalados, baixo ganho de
ponderal e déficit de crescimento, podendo levar mais tempo para ser reconhecida e
diagnosticada (Al-lede et al., 2023). O FPIES possui sintomatologia grave, podendo acometer
todo o sistema digestorio, causando alteracdes metabdlicas e até choque hipovolémico (Calvani
et al., 2019; Labrosse; Graham; Caubet, 2020; Vandenplas et al., 2021; Zepeda-Ortega et al.,
2021).
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A ALV mediada por IgE pode se apresentar por sintomas imediatos
gastrointestinais, dérmicos, respiratorios e, inclusive, anafilaxia. Estudos sugerem que a
persisténcia da ALV esta relacionada a niveis mais elevados de IgE. Nesses casos, recomenda-
se a realizacdo do TPO quando a crianga completar um ano de idade ou apds 6 a 9 meses de
exclusdo dietética das proteinas do leite de vaca. As doencas gastrointestinais eosinofilicas
(esofagite, gastrite e colite eosinofilicas) sdo manifestaces da alergia alimentar mista (mediada
e ndo mediada por IgE) onde ha quantidade elevada de eosindfilos no sistema digestorio
(Labrosse; Graham; Caubet, 2020; Vandenplas et al., 2021).

Lactentes com ALV podem tolerar a presenca da proteina do leite de vaca presente
no leite materno, sendo necessario, em casos de reacdes por meio do leite materno, a adeséo
materna de dieta de excluséo do leite de vaca e derivados (Hossny et al., 2019; VVandenplas et
al., 2021; Zepeda-Ortega et al., 2021; Lokossou et al., 2022).

Quando a prescricdo de formulas se faz necessaria, nos casos de producédo reduzida
de leite materno pela lactante, ou nos casos de manutencdo dos sintomas alérgicos, apesar da
dieta de exclusdo materna, orienta-se o uso de formula extensamente hidrolisada para criancas
com ALV com sintomas leves e moderados. Para casos mais graves, com histdria de anafilaxia,
déficit no crescimento ou quando os sintomas persistem com a formula extensamente
hidrolisada, a férmula de aminoacidos é indicada. Férmulas de soja podem ser indicadas para
ALV IgE-mediada em criancas maiores de 6 meses de idade e ndo alérgicas a soja. Formulas
hidrolisadas de arroz vém sendo estudadas na pratica clinica no tratamento da ALV e, quando
equilibradas nutricionalmente, podem ser consideradas uma opcdo as férmulas extensamente
hidrolisadas. Entretanto, o ultimo Consenso Nacional de Alergia Alimentar considera
necessarios mais estudos envolvendo o uso de formulas de arroz no manejo da ALV. As bebidas
vegetais ndo sdo recomendadas para o tratamento da ALV em criangas por possuirem
composicdo nutricional inadequada para uso como substituto do leite materno (Hossny et al.,
2019; Vandenplas et al., 2021; Zepeda-Ortega et al., 2021).

As férmulas de tratamento da ALV séo de elevado custo, apesar de apresentarem
nutrientes em quantidade considerada adequada para o lactente, ndo possuem 0s inUmeros
beneficios bioldgicos e psicossociais do leite materno. Assim, o aleitamento materno deve ser
incentivado, mesmo no contexto da alergia alimentar. Para tal, os profissionais de salde devem
estar capacitados para um atendimento humanizado, com orientacfes aos responsaveis pelas

criangas com ALV sobre a importancia da manutencdo do aleitamento materno e sobretudo,
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devem reconhecer os principais fatores que levam ao desmame do aleitamento materno na
crianca alérgica, visando intervenc@es efetivas para a permanéncia do aleitamento materno em
criancas com ALV (Hossny et al., 2019; Vandenplas et al., 2021; Zepeda-Ortega et al., 2021).

2.3 Aleitamento materno em criangas com alergia ao leite de vaca

A alergia ao leite de vaca (LV) é pouco comum em bebés que sdo exclusivamente
amamentados. Evidéncias recentes demonstram presenca de pouca quantidade de proteinas do
LV no leite humano que possam causar sintomas alérgicos e que essa quantidade de proteinas
varia de mde para méae e independe da porcédo de LV ingerida (Gamirova et al., 2022; Mcwilliam
etal., 2023).

As orientacdes atuais do DRACMA (2023) recomendam uma dieta materna de
eliminacdo de LV por um periodo de duas a quatro semanas em trés situa¢@es: quando a crianca
em AME for IgE mediada sintomatica; quando for sintomatica ndo-IgE mediada com uma
evidente anamnese indicativa de ALV e; em casos de crian¢as com dermatite atopica moderada
a grave sem respostas a corticoterapia. Apos esse periodo, o LV deve ser reintroduzido na dieta

materna em domicilio e observado recidiva de sintomas ou ndo (Mcwilliam et al., 2023).

Sintomas de ALV ndo-IgE medida como cdlicas, refluxo gastroesofagico,
constipacédo e choro intenso podem ser observados em bebés sem essa condicdo, o que pode
levar a uma orientacéo equivocada de uma dieta isenta de LV. A equipe de salde deve apoiar
a continuidade da amamentagdo em criangas com suspeita ou diagnostico de ALV e avaliar
cautelosamente a orientacdo da dieta materna de eliminacdo de LV, a fim de evitar alteracdes
imunoldgicas (reducdo nos niveis de anticorpos IgA e 1gG4), nutricionais, bem como na
qualidade de vida da mée e do bebé. Devido a ndo ingestdo de laticinios, essas mdes podem
apresentar niveis mais baixos de proteina, célcio, fésforo, zinco, magnésio, vitaminas A, B2,
B6, B12 e D, além de comprometer a microbiota intestinal pelo ndo consumo de probiéticos

oriundos dos fermentados lacteos (Solé et al., 2018; Brito et al., 2021; Mcwilliam et al., 2023).

Algumas barreiras podem surgir para as maes em dieta restritiva de lacteos,
prejudicando a continuidade da amamentando. Uma delas é compreender os ingredientes
descritos nos rotulos dos produtos industrializados. No Brasil, a rotulagem dos alimentos
industrializados segue as normas da Resolucdo da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de



23

Vigilancia Sanitaria — ANVISA (RDC n° 727, de 1° de julho de 2022) a qual determina que as
industrias de alimentos identifiquem os principais ingredientes alergénicos nos rotulos dos seus
produtos (GRANJA et al., 2023). Participar de eventos familiares e sociais pode gerar
preocupacao e ansiedade a lactante pela possibilidade de exposi¢édo fortuita a alimentos com
LV (Kotchetkoff; De Oliveira; Sarni, 2023). Além disso, pode haver inseguran¢a em continuar

amamentando quando o bebé continua sintoméatico (Mcwilliam et al., 2023).

E essencial que os profissionais de satide estabelecam estratégias para 0 manejo dos
sintomas das criangas com suspeita ou diagndstico de ALV, com orientacdes sobre os padrbes
comportamentais dos bebés, sobre a importancia da amamentacdo e de uma dieta materna
balanceada, sem alteracGes indevidas na alimentagdo (Brito et al., 2021; Mcwilliam et al.,
2023). Cabe ao enfermeiro, como membro da equipe de salde, gerenciar o cuidado oferecendo
uma assisténcia integral e humanizada, com a¢6es educativas sobre AM e ALV para o binbmio

mée-filho e seus familiares (Silva et al., 2020; Aquino et al., 2023).
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

e Analisar os fatores associados e as repercussdes nutricionais do desmame em
lactentes com alergia ao leite de vaca (ALV) assistidos no Nucleo de Alergia Alimentar
de Sergipe (NAAS).

Objetivos Especificos

1. Calcular as taxas de aleitamento materno em criancas alérgicas ao leite de
vaca e em criangas nao alérgicas;

2. Descrever os fatores associados ao desmame na perspectiva das maes de
criancas alérgicas e ndo alérgicas;

3. Avaliar o estado nutricional das criancas em estudo;

4. Estimar as associacOes entre a amamentacdo e o estado nutricional das
criangas em estudo;

5. Descrever os fatores associados ao desmame do leite materno em criangas

alérgicas ao leite de vaca e em criancas ndo alérgicas.
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4. METODOS

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo realizado com uma populagdo de
criancas com alergia ao leite de vaca (ALV) e de criancas ndo alérgicas de uma pesquisa de
coorte matriz que buscou avaliar a alimentacdo complementar e 0 comportamento alimentar de
lactentes de baixa renda do estado de Sergipe/NE-Brasil, durante o periodo de 18 meses de
seguimento, com idade entre zero a seis meses, recrutadas de fevereiro de 2019 a fevereiro de
2020, no Nucleo de Alergia Alimentar de Sergipe (NAAS) da Universidade Federal de Sergipe,

e em uma maternidade filantropica e em um instituto de sadde estadual.

A populacéo da referida pesquisa (figura 1) foi composta por 207 criancas, das
quais 155 compuseram o grupo de criangcas com suspeita de ALV e 52 0 grupo assintomatico
(grupo controle assintomético - CA). O diagnostico da ALV foi feito pela equipe médica do
Nucleo de Alergia Alimentar de Sergipe (NAAS), da Universidade Federal de Sergipe (UFS),
pela realizacdo de Teste de Provocacao Oral (TPO) nas criancas com suspeita de ALV, apés 4
a 8 semanas de dieta de exclusdo do leite de vaca. Das 155 criangas com suspeita de ALV, 41
foram excluidas devido a desisténcia dos pais em continuar na pesquisa ou devido ao nao
enquadramento nos critérios de inclusdo (figura 2), resultando em 114 criangas com suspeita
de ALV que realizaram o TPO. Lactentes em aleitamento materno foram submetidos a
reintroducéo do leite de vaca na dieta materna. Das 114 criangas, 30 apresentaram TPO positivo
e foram alocadas no grupo ALV e as 84 criangas restantes, com TPO negativo, formaram o
grupo controle sintomatico (CS).



Figura 1- Populacdo do estudo na fase inicial e final da pesquisa.
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Figura 2 - Critérios de recrutamento da populacdo do estudo.
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4.2 Campos de estudo
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O Ndcleo de Alergia Alimentar de Sergipe (NAAS), situado no Hospital

Universitario da Universidade Federal de Sergipe (UFS), vinculado as Secretarias de Saude

Estadual de Sergipe e Municipal de Aracaju, é o servicgo de referéncia do estado de Sergipe no

atendimento multiprofissional (médicas, nutricionista, enfermeira e técnica de enfermagem) de

criancas, com idade de zero a dois anos incompletos, com suspeita ou diagnéstico de ALV. O

IPES € uma instituicdo estadual que presta assisténcia em salde aos funcionarios publicos

municipais e estaduais associados. O Hospital e Maternidade Santa Isabel € uma associacao de

beneficéncia que realiza atendimentos materno-infantil e de cirurgia-geral. Os trés campos de

estudo localizam-se na cidade de Aracaju/SE.
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4.3 Populagéo e amostra do estudo

A populagéo do referido estudo foi a mesma do estudo matriz, exceto uma crianga
que foi excluida do grupo CA por ndo apresentar dados suficientes sobre aleitamento materno
para a analise estatistica, resultando nesse grupo ao final do seguimento em 23 criangas. A
amostragem foi por conveniéncia e a estimativa do quantitativo de criangas foi baseada na

estatistica anual do NAAS de TPOs com resultados positivos.

Os critérios de inclusdo foram criancas nascidas a termo (> 37 semanas de
gestacao), com idade entre zero e seis meses. As criancas sintomaticas (grupo ALV e CS) foram
atendidas pelos pediatras, nutricionista e enfermeira do NAAS e as criancas assintomaticas
(grupo CA) foram recrutadas no Instituto de Promocéo e de Assisténcia a Saude de Servidores
do Estado de Sergipe (IPESAUDE) e na Maternidade Santa Isabel foram atendidas pela
enfermeira e nutricionista do NAAS, que também séo as pesquisadoras do estudo.

Os critérios de exclusdo para todas as criancgas estudadas foram doenca inflamatéria
intestinal, doenca celiaca, fibrose cistica, doenga autoimune, anormalidades cromossomicas,

atraso no desenvolvimento e outras doencas crénicas presumidas ou diagnosticadas.

4.4 VVariaveis do estudo

As variaveis quantitativas coletadas foram: dados socioecondmicos e
demograficos, idade de inicio e término da amamentacdo, tipo de aleitamento no inicio do
estudo, uso de férmulas infantis, dados antropométricos da crianga no inicio e no final do estudo
e dados bioquimicos de nutrientes no inicio e no final do estudo. As variaveis qualitativas foram

0s motivos do desmame na perspectiva materna.

4.5 Coleta de dados

Os dados foram coletados nos campos de estudos discorridos anteriormente pela
equipe da pesquisa matriz, capacitada e composta por:
- Médicas do NAAS - realizavam atendimento as criangas encaminhadas ao NAAS com

suspeita ou diagndstico de ALV; aplicavam o TCLE para as criancas elegiveis; prescreviam a
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dieta de excluséo de leite de vaca e derivados; aprazavam os TPOs e analisavam seus resultados;
direcionavam as criancas elegiveis para a nutricionista e enfermeira do NAAS (figura 3);

- Nutricionista do NAAS/pesquisadora - coordenava a pesquisa; administrava o fluxo da coleta
de dados da pesquisa matriz; atendia as criangas elegiveis encaminhadas pelas médicas,
realizava as medidas antropomeétricas (anexo D), aplicava os questionarios referentes a nutri¢do
(anexo C e E) e encaminhava as criangas para a enfermeira; aprazava as datas de atendimento
de retorno das criangas para o seguimento do estudo; inseria os dados coletados no banco de
dados; (figura 4);

- Enfermeira do NAAS/pesquisadora — administrava o fluxo da coleta de dados da pesquisa
matriz; realizava os TPOs prescritos pelas médicas; recebia as criancas encaminhadas pela
nutricionista, aplicava os instrumentos direcionados para a enfermagem (anexo A, B e F);
organizava os questionarios em prontuarios codificados por crianca; orientava 0s pais sobre a
coleta das amostras bioldgicas para a analise bioquimica; encaminhava a crianca e 0s pais para
a coleta de sangue no laboratério ou em sala adaptada; recebia as amostras bioldgicas,
identificava, protocolava, armazenava e encaminhava para analise laboratorial no Hospital
Universitario de Aracaju/SE (HU/SE) e em laboratorio terceirizado; recolhia os resultados de
exames no laboratério e via internet, realizava copia e entregava o resultado original para o0s
pais e a cOpia anexava ao prontudrio da crianca participante; realizava contato telefénico para
0s pais da crianca quando eles ndo compareciam para o seguimento do estudo ou em caso de
amostras bioquimicas pendentes; inseria os dados coletados no banco de dados (figura 5);

- Técnicos em enfermagem do ambulatério do HU/SE — auxiliavam a enfermeira durante a
coleta dos dados;

- Teécnicos de laboratério do HU/SE e terceirizado — realizavam as venopunges nas criangas e
a centrifugacdo das amostras;

- Estudantes de enfermagem e nutricdo - auxiliavam a enfermeira e a nutricionista durante a

coleta dos dados.



Figura 3 — Fluxograma de coleta de dados - Médicas.
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Figura 4 - Fluxograma de coleta de dados - Nutricionista.

Fonte: Figura do autor.
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Figura 5 — Fluxograma de coleta de dados - Enfermagem.
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As variaveis do estudo foram oriundas da pesquisa matriz, colhidas por intermédio
de:

a) Questionario estruturado (anexo A) — dados sociodemogréaficos, historia familiar de
alergia e da alimentacdo infantil (aleitamento materno, idade e motivos do desmame,
uso de formulas infantis e oferta de alimentos complementares). Esse questionario foi
aplicado pelos pesquisadores no momento do cadastro das criancas no estudo.

b) Questionario de classificacdo do nivel socioecondémico familiar no Brasil (anexo B) —
nivel socioecondmico da populacdo pesquisada foi avaliado pelo Critério de

Classificacdo Econdmica Brasil (CCEB) da Associa¢do Brasileira de Empresas de



d)
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Pesquisas, aplicado no cadastro da crianca no estudo. O CCEB utiliza um sistema de
pontos, no qual cada caracteristica socioeconémica familiar tem uma pontuacdo
especifica e 0 somatdrio desses pontos indica a classe socioeconémica da familia
definida pela ABEP, sendo a classe A o nivel socioecondmico mais favorecido e a classe
E o nivel menos favorecido. O estudo utilizou 0 modelo de questionario e o sistema de
pontos disponiveis no site da ABEP (ABEP, 2018).

Formulario de idade de introducdo de alimentos complementares (anexo C) — utilizado
para obter dados sobre a idade de inclusdo, aleitamento materno e consumo de féormula
infantil. Foi aplicado no cadastro da crianga no estudo, aos 6 e aos 9 meses de idade e
ao final do estudo.

Medidas antropomeétricas (anexo D) — foram aferidas medidas antropométricas de peso
e de estatura das criancas, conforme protocolos padronizados (WHO, 2009; Brasil,
2011) no momento do cadastro e ao final do seguimento. O peso e a estatura de
nascimento da crianca foram colhidos da Caderneta de Saude da Crianca do Ministério
da Saude do Brasil. O peso da crianca foi aferido em balanca pediatrica digital com 5¢g
de precisdo (Welmy, Sao Paulo, Brasil), com a crianca despida. A estatura da crianca
foi verificada em infantdmetro com 0,1 cm de precisdo (Avanutri, Trés Rios, Brasil).
Para a classificacdo antropométrica de estatura/idade (E/I), peso/estatura (P/E),
peso/idade (P/I), IMC/idade (IMC/I), em escore-Z utilizou-se o programa WHO
ANTHRO versdo 2.0.2. As criancas foram classificadas com déficit de estatura se E/I <
-2 escore-Z. Criancas com P/l < -2 escore-Z foram classificadas como baixo peso e com
P/E e IMC/I < -2 escore-Z foram classificadas como magreza. Foi considerado excesso
de peso quando P/I, P/E e IMC/I foram > 2 escore-Z (WHO, 2009).

Coleta de sangue e de urina — exames bioquimicos foram realizados para a avaliacdo do
estado nutricional de nutrientes no dia do TPO e no final da pesquisa. As analises
laboratoriais foram feitas no laboratério do HU/UFS e em laboratério particular.
Técnicos em laboratério coletaram o sangue das criangas no periodo entre 7h e 10h da
manhd, por puncdo venosa, em tubos de gel separador de soro e ativador e em tubos sem
e com coagulante EDTA para a obtencdo do soro. Foi colhido o volume maximo de 10
ml de sangue de cada crianca que estava em jejum de 4h. Uma fragdo do sangue sem
coagulante foi analisado no mesmo dia em que foi coletado, em analisador hematol4gico
automatico Cell-Dyn Rubi para dosagem de hemoglobina, e indices hematimétricos. O

sangue sem EDTA foi centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos para obtencéo de soro.
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A outra parte do soro foi encaminhada ao laboratério de bioquimica do HU/UFS para
realizar a dosagem de proteinas totais, aloumina e globulina séricas calcio, ferro,
fésforo, fosfatase alcalina, ferritina, proteina C reativa e 25-hidroxi-vitamina D
[25(OH)D]. As amostras de soro foram pipetadas em aliquotas de 1ml e estocadas a -
18°C para envio ao laboratério particular na mesma semana da coleta. O transporte foi
realizado em gelo seco, seguindo os padrdes de transporte da empresa. No laboratorio
particular foram dosadas a homocisteina total (tHcy), a vitamina B12 sérica, 0 &cido
metilmaldnico, a pré-albumina sérica e IgEs especificas para o leite de vaca e fraces
proteicas, quando se suspeitou de ALV IgE mediadas. Concentrages especificas de IgE
para proteinas do leite de vaca foram avaliadas pelo método de imunoensaio
fluoroenzimatico ImmunoCAP e o ponto de corte foi > 5,2 KU/I conforme descrito por
Franco et al (2018). Analise do iodo foi realizada por bioquimica urinaria, pelo método
de plasma acoplado indutivamente com espectrometria. A amostra da urina foi colhida
em coletor urinario infantil, com captagdo minima de 10 ml de urina, congelada a -18°C

e transportada para laboratério particular para a analise do iodo urinério.

A coleta dos dados do estudo iniciou em fevereiro de 2019 e finalizou em marco de
2021.

4.6 Analise dos dados

Os dados foram analisados no programa SPSS versdo 22.0. Utilizaram-se os testes
t de Student, Qui-quadrado de Pearson, Mann-Whitney, Exato de Fisher e Anélise de Sobrevida
como métodos para a analise comparativa das variaveis entre os trés grupos do estudo. As
respostas das mées sobre os fatores que motivaram o desmame do aleitamento foram separadas
por grupos do estudo, tratadas para uniformizagédo e em seguida foi solicitado a um analista de
sistema para automatizar a contagem dessas respostas, sendo realizada por meio de um

programa em linguagem de programacao Python.

As variaveis categoricas (fatores associados ao desmame na perspectiva materna)
foram descritas por meio de frequéncia absoluta e relativa. Foram estimadas curvas de
sobrevida para permanéncia na amamentacdo por meio do método de Kaplan-Meier. A hipétese
de igualdade de curvas de sobrevida para permanéncia na amamentacao foi testada por meio do

teste de Gehan-Breslow (Wilcoxon Generalizado).
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As variaveis continuas (dados socioecondémicos e demograficos, idade de inicio e
término da amamentacao, tipo de aleitamento no inicio do estudo, uso de formulas infantis,
dados antropomeétricos da crianca no inicio do estudo e dados bioquimicos de nutrientes) foram
descritas por meio de média, mediana, desvio padrdo e intervalo interquartil. A hip6tese de
aderéncia das variaveis continuas a distribuicao normal foi testada por meio do teste de Shapiro-
Wilks. Quando confirmada, a hipdtese de igualdade de média entre duas amostras
independentes foi avaliada por meio do teste de t, caso contrario, a hipotese de igualdade de

medianas entre duas amostras independentes foi avaliada por meio do teste de Mann-Whitney.

Para avaliar os fatores associados ao tempo de amamentacdo foram estimados
modelos de regressao linear e estimados coeficientes de regressdo brutos e ajustados para 0s
grupos do estudo e variaveis relevantes. Além disso, nas mdultiplas comparacGes para
proporcdes foi empregado o teste Z de Bonferroni. O teste de Shapiro-Wilk é um teste estatistico
utilizado para verificar se os dados seguem uma distribuicdo normal. Sendo assim, O teste de
Kruskal-Wallis e Dunn foram empregados para comparar as medianas de trés amostras
independentes e nas multiplas comparacdes respectivamente em situagdes em que os dados ndo
atendiam aos pressupostos da distribuicdo normal e da homogeneidade de variancias. O
software utilizado foi o R Core Team 2022 (Versdo 4.1.2) e o nivel de significancia adotado em

todo estudo foi de 5%.

4.7 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Sergipe (CAAE 97662918.0.0000.5546) e respeitou 0s principios éticos da pesquisa
com seres humanos, conforme Resolucdo no 466 da Conselho Nacional de Salde, de 12 de
dezembro de 2012 (Brasil, 2011). Foram assegurados a confidencialidade dos participantes da
pesquisa que puderam optar pela participacdo voluntaria no estudo, com a concordancia por
meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido - TCLE (anexo F), no qual
pode abster-se de participar da pesquisa a qualquer tempo. Os responsaveis pelas criancas
elegiveis foram esclarecidos verbalmente sobre os objetivos, riscos e beneficios em participar
do estudo. Cada voluntério recebeu um cddigo de identificacdo para resguardo de suas
identificacGes.
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Os participantes foram informados dos beneficios resultantes da pesquisa que
incluiram assisténcia de enfermagem, nutricional e médica. Os responsaveis foram orientados
sobre eventuais caréncias nutricionais pela nutricionista do estudo. Duavidas e problemas

relacionados a pesquisa foram sanados pela equipe.

A pesquisa gerou riscos minimos a crianca e a Seus responsaveis, como 0
desconforto da crianca diante do profissional de saude, por ser uma pessoa desconhecida e o
incobmodo durante a coleta de sangue. Tais riscos foram amenizados por uma assisténcia

humanizada e por um ambiente acolhedor e agradavel durante o atendimento.
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5. RESULTADOS

Das 207 criancas incluidas inicialmente no estudo, 155 compuseram 0 grupo caso
(criangas com suspeita de ALV) e 52 criangas integraram o grupo CA. Das crian¢as do grupo
caso, 114 (73,5%) realizaram o Teste de Provocacdo Oral (TPO), destas, 30 (26,3%)
apresentaram TPO positivo e foram alocadas no grupo ALV e as 84 (73,7%) criancas

remanescentes com TPO negativo compuseram o grupo CS.

Devido a pandemia de Covid-19, houve uma perda amostral durante o seguimento
nos grupos CS e CA por desisténcia voluntaria e abandono dos pais, ndo retornando ao local da
pesquisa e ndo respondendo aos contatos telefénicos dos pesquisadores. Os pais justificaram a
desisténcia em continuar na pesquisa devido a pandemia do Covid-19, da mudanca de
residéncia para outro estado, da melhora do quadro clinico da crianca e da alta do Ndcleo de
Alergia Alimentar de Sergipe. No final do seguimento de 18 meses o total da amostra foi de 94
voluntarios. O grupo ALV permaneceu com 30 (32%) participantes, o grupo CS totalizou 41
(44%) e o grupo CA, 23 (24%) criangas. No grupo ALV, 90% das criangas apresentaram

sintomas gastrointestinais.

Né&o foram detectadas diferencas estatisticamente significativas na idade, sexo, tipo
de alimentacdo infantil, nivel socioecondmicos e pardmetros antropométricos no inicio do

estudo entre as criangas que mantiveram e as que perderam o seguimento (p>0,05).

Do total de criancas avaliadas, 2 (2,1%) apresentaram baixa estatura (E/l <-2) e 3
(3,2%) (P/1 > 2) peso elevado para a idade no inicio do estudo. A média geral de idade no estudo
dos trés grupos de criangas foi de 2,9 meses, sendo o grupo CS com a maior média de idade
3,57 meses, seguido pelo grupo ALV 2,85 meses e 0 CA 2,47 meses. Com relacdo ao nivel
socioeconémico, 40 (42,1%) familias possuiam baixa-média renda, conforme critério da
Associacdo Brasileira de Empresas de Pesquisa (ABEP), sem diferenca estatistica entre 0s
grupos (p=0,372). O grupo CS foi 0 grupo com menores taxas de AM (34,1%) na admissao no
NAAS, com maior quantidade de criancas que recebeu férmula na maternidade (43,9%), que
estava em uso de chupeta (70%) e que iniciou a oferta da alimentacdo complementar primeiro
(com 120 dias de vida da crian¢a). As caracteristicas da amostra por grupo de estudo estdo

descritas nas tabelas 1 e 2.
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Tabela 1- Caracteristicas gerais e socioecondmicas por grupo de estudo.

ALV Cs CA

(n=30/31,9%) (n=41/42,7%) (n=23/24,5%)  valor-p
Idade em més, Mediana [11Q] 2,85[2,27;4,47] 3,57 [2,57;4,47] 2,47[0,83-4,03] 0,087
Idade em dias, Mediana [11Q] 85,5 [68;134] 107 [77;134] 74 [25-121] 0,087%
Tipo de Parto, n (%)
cesérea 24 (80) 31 (75,6) 12 (52,2) 0,066 ?
normal 6 (20) 10 (24,4) 11 (47,8)
Sexo, n (%)
masculino 17 (56,7) 18 (43,9) 12 (52,2) 0,560°
feminino 13 (43,3) 23 (56,1) 11 (47,8)
Idade da mée, Mediana [11Q] 31[24;33] 30 [27;32] 24 [20;34,5] 0,259
Ndmero de irmaos, Mediana [11Q] 1[0;1] 1[0;1] 0[0;1] 0,228%
Ordem de nascimento, n (%)
primeiro filho 14 (46,7) 19 (46,3) 15 (65,2) 0,691°
segundo filho 8(26,7) 15 (36,6) 6(26,1)
terceiro filho 3 (10) 2(49) 1(4,3)
quarto filho 3 (10) 2 (4,9 1(4,3)
quinto filho 1(3,3) 0(0) 0(0)
sexto filho 1(3,3) 3(7,3) 0(0)
Escolaridade materna, n (%)
analfabeto/fundamental | incompleto 3(10) 4(9,8) 2(8,7) 0,102°
fundamental | completo/fundamental 11 incompleto 2 (6,7) 1(2,4) 0(0)
fundamental completo/médio incompleto 3 (10) 8 (19,5) 1(4,3)
médio completo/superior incompleto 9 (30) 15 (36,6) 16 (69,6)
superior completo 13 (43,3) 13 (31,7) 4(17,4)
Nivel socioeconémico por classe, n (%)
D-E 9 (30) 12 (29,3) 6 (26,1) 0,372°
C 8(26,7) 20 (48,8) 12 (52,5)
B 12 (40) 8(19,5) 4(17,4)
A 1(3,3) 1(2,4) 1(4,3)
Nivel socioecondmico, Mediana [11Q] 25,5 [15;33] 21 [16;27] 23 [16,5;28] 0,686

Legenda: ALV - grupo com alergia ao leite de vaca. CS - grupo controle sintomético. CA - grupo controle
assintomatico. n — frequéncia absoluta. % — frequéncia relativa percentual. 11Q — Intervalo Interquartil. K — Teste
de Kruskal-Wallis. Q — Teste Qui-Quadrado de Pearson. ¢ Subgrupos distintos ao nivel de 5% para os testes Z
de Bonferroni (proporcdes) ou Dunn (medianas).

Tabela 2 — Tipo de aleitamento, uso de chupeta e idade de inicio da alimentacdo complementar
por grupo de estudo.

ALV Cs CA

(n=30/31,9%) (n=41/42,7%) (n=23/24,5%) valor-p
Uso de formula na maternidade, n (%)
sim 11 (37,9) 18 (43,9) 5(21,7) 0,204 °
nao 18 (62,1) 23 (56,1) 18 (78,3)
Uso de chupeta, n (%)
sim 15 (50) 28 (70)° 8(36,4)? 0,030°
nao 15 (50) 12 (30) 14 (63,6)
Inicio do uso da chupeta (dia), Mediana [11Q] 3[1;15] 411;37,5] 30 [10,5;60] 0,127%
Alimento em uso na admissao, n (%)
leite materno 15 (50) *° 14 (34,1)° 16 (69,6) 0,005°
formula infantil (LV, soja, FEH) 3(10) 7((17,1) 2(8,7)
formula tratamento (FEH, FAA e FA) 5(16,7)%0 16 (39)° 0(0)®
leite materno e férmula infantil (LV, soja, FEH) 2(6,7) 3(7,3) 4(17,4)
leite materno e tratamento 3(10) 1(2,4) 0(0)
Idade de oferta do primeiro alimento (dias), Mediana 0.015K
[1hQ] 150 [75;150] *° 120 [60;162,5] 180 [150;180] ° '

Legenda ALV - grupo com alergia ao leite de vaca. CS - grupo controle sintomatico. CA - grupo controle
assintomatico.: n — frequéncia absoluta. % — frequéncia relativa percentual. 11Q — Intervalo Interquartil. K — Teste
de Kruskal-Wallis. Q — Teste Qui-Quadrado de Pearson. °€Subgrupos distintos ao nivel de 5% para os testes Z
de Bonferroni (proporgdes) ou Dunn (medianas). LV — Leite de vaca. FEH — Formula extensamente hidrolisada.
FAA — Férmula de aminoécidos. FA — Frmula de arroz.
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5.1 Taxas e tempo de aleitamento materno

No inicio do estudo, 70 (74,4%) criancas estavam em aleitamento materno e 33
(35,1%) criancgas estavam em aleitamento materno exclusivo. As criangas do grupo controle
assintomatico apresentaram maiores taxas e tempo de aleitamento materno exclusivo.
Dezesseis (69,6%) criancas do grupo controle assintomatico mamavam exclusivamente até o
momento da primeira avaliacdo, enquanto 10 (33,3%) do grupo ALV e 7 (17,1%) criancas do
grupo controle sintomatico mantinham a amamentacdo exclusiva nesse momento (p= 0,005)
(tabela 3). Ao final do estudo 51 (54,2%) lactantes continuavam a amamentar seus filhos, das
quais 18 (78,3%) eram do grupo CA, 17 (56,7%) do grupo ALV e 16 (39,0%) do grupo CS
(p=0,009) (tabela 4).

Tabela 3 - Tempo de aleitamento materno exclusivo no inicio da pesquisa por grupo de estudo.

Grupo ALV Grupo CS Grupo CA Valor-p
n (%) n (%) n (%)
Nunca 6 (20) 10 (24,4) 1(4,3) 0,005
<1 més 9 (30) 13 (31,7) 1(4,3)
2 a 3 meses 2 (6,7) 11 (26,8) 3(13)
4 a 6 meses 3 (10) 0 0
Mantém AME 10 (33,3) 7(17,1) 16 (69,6)
Sem resposta 0 0 2(8,7)

Legenda: AME: aleitamento materno exclusivo; ALV: grupo com alergia ao leite de vaca; CS: grupo
controle sintomatico; CA: grupo controle assintomatico.

Tabela 4 - Prevaléncia de aleitamento materno no inicio e ao final do seguimento.

ALV Cs CA

(n=30/31,9%) (n=41/42,7%) (n=23/24,5%) valor-p
Tempo total de amamentacéo, Mediana [11Q] 120 [71;281] *° 112 [30;197] ® 288,5 [100;606] ° 0,022k
Leite materno no inicio do estudo, n (%)
sim 25 (86,2) %" 25 (61)° 20 (90,9)® 0,022°
nao 4(13,8) 16 (39) 2(9.1)
Mantém leite materno no final do seguimento,
n (%)
Sim 17 (56,7) " 16 (39)° 18 (78,3)? 0,009°
Néo 13 (43,3) 25 (61) 5(21,7)
Tempo de AME, Mediana [11Q] 419 [152;587] 244.5 [139,5;482,5] 495,5 [153;540] 0,291

Legenda: ALV: grupo com alergia ao leite de vaca; CS: grupo controle sintomético; CA: grupo controle
assintomatico. AME: aleitamento materno exclusivo. n: frequéncia absoluta. %: frequéncia relativa percentual.
11Q: Intervalo Interquartil. K: Teste de Kruskal-Wallis. Q: Teste Qui-Quadrado de Pearson. ¢ Subgrupos
distintos ao nivel de 5% para os testes Z de Bonferroni (proporcdes) ou Dunn (medianas).
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A analise de sobrevida ilustra a curva do tempo de aleitamento materno ao longo
do seguimento (figura 6). O grupo ALV apresentou um desenho na curva de propor¢do de AM
semelhante ao grupo CS, demostrando queda na continuidade do aleitamento aos 4 meses de
seguimento e mantendo a curva em declinio até por volta dos 10 meses de seguimento, quando,

entdo a curva se estabiliza.

Figura 6: Curva de sobrevida do tempo de aleitamento materno por grupo de criancas.
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Legenda: CS: grupo controle sintomatico; ALV: grupo com alergia ao leite de vaca; CA: grupo controle
assintomatico.

5.2 Causas de desmame na perspectiva materna e fatores associados ao tempo de

aleitamento materno

As causas do desmame relatadas pelas mées estdo descritas na tabela 5. As respostas
mais frequentes no grupo ALV foram a dificuldade em continuar amamentando seguindo a
dieta de excluséo do leite de vaca e derivados (30%) e, com taxas iguais (20%), os sintomas
alérgicos na crianca e o ingurgitamento mamario. No grupo CS, a producdo insuficiente de LM
e a recusa da crianca em mamar predominaram em igual percentagem (20%), bem como a dieta
de exclusdo de lacteos (10%) e os sintomas apresentados pela crianca (10%). Apenas uma

genitora do grupo CA tinha desmamado, informando que a crianga recusou o LM.



Tabela 5 - Causas de desmame do leite materno na perspectiva materna.
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ALV CS CA

n (%) n (%) n (%)
Sem resposta 1 (10) 3 (15) 0 (0)
Relacionadas a8 mée
Mastite 0 (0) 1(5) 0 (0)
Ingurgitamento mamario 2 (20) 1(5) 0(0)
Fissuras mamarias 0 (0) 0 (0) 0(0)
Mamilo materno invertido 0(0) 1(5) 0(0)
Dieta de excluséo 3(30) 2 (10) 0 (0)
Hospitalizacdo da puérpera 1(10) 0 (0) 0(0)
Producéo insuficiente de LM 1(10) 4 (20) 0 (0)
Retorno da genitora ao trabalho 0(0) 1(5) 0(0)
Deficiéncia nutricional materna 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Relacionadas a crianga
Reacdes alérgicas 2 (20) 2 (10) 0 (0)
Recusa do LM pela crianca 0 (0) 4 (20) 1 (100)
Baixo peso da crianca 0(0) 1(5) 0(0)
Dificuldade na succ¢éo 0 (0) 0 (0) 0(0)

Legenda: ALV: grupo com alergia ao leite de vaca; CS: grupo controle sintomatico; CA: grupo controle

assintomatico; n — frequéncia absoluta. % — frequéncia relativa percentual; LM: leite materno.

Na analise de regressdo linear para verificar os principais fatores associados ao

tempo de aleitamento materno (tabela 6), observou-se que criancas que utilizaram copinho

como via de oferta de formula infantil passaram aproximadamente 279 dias a mais em

aleitamento materno comparado a criangas que utilizaram mamadeira (p=0,029), na analise

ajustada, com resultado expressivo do beta padronizado (B*=1,38). Criancas de familias com

melhores condigdes socioecondmicas desmamaram mais cedo na analise ndo ajustada

(p=0,016), perdendo essa associacdo na analise ajustada. A presenca de ALV ou sintomas

gastrointestinais ndo-alérgicos ndo foram associados ao tempo de aleitamento materno.



Tabela 6 - Fatores associados ao tempo de aleitamento materno em lactentes com e sem alergia ao leite de vaca; associagfes ndo
ajustadas e ajustadas.

N&o ajustado Ajustado
1C95% 1C95%
B Inf Sup p B« B Inf Sup p Bsd

GRUPO_FINAL:

ALV - CA -20,60 -153,00 111,80 0,757 -0,10 22,68 -12345 168,82 0,757 0,11

CS-CA -91,00 -214,00 32,40 0,146 -0,45 -42,64 -194,36 109,07 0,575 -0,21
Parto:

normal — cesarea 87,40  -18,50 193,00 0,104 0,43 74,36 -54,28 203,00 0,251 0,37
Idade da méae -4,04 -11,50 3,46 0,286 -0,13 1,93 -7,61 11,48 0,686 0,06
NUmero de irméos 1,20 -79,70 82,10 0,976 0,00 -125,62 -308,47 57,23 0,174 -0,36
Ordem de nascimento 1090 -27,50 49,20 0574 0,07 5533 -33,71 14437 0,218 0,32
Via de oferta da férmula infantil:

Copinho — Mamadeira 239,00 2,84 475,00 0,047 1,18 278,97 29,44 52850 0,029 1,38

Sonda orogéstrica — Mamadeira -181,70 -581,92 219,00 0,368 -0,90 -66,35 -477,86 34517 0,747 -0,33

Mamadeira e Copinho — Mamadeira 160,30 -239,92 561,00 0,427 0,79 159,46 -261,23 580,16 0,450 0,79

Ausente — Mamadeira 83,80 -21,16 189,00 0,116 041 82,01 -50,51 214,53 0,220 0,40
Uso de chupeta:

ndo — sim 32,60 -67,20 132,00 0,517 0,16 5453 -57,40 166,45 0,333 0,27

Escolaridade materna:

fundamental | completo/fundamental 11 incompleto —
analfabeto/fundamental I incompleto

fundamental completo/médio incompleto —
analfabeto/fundamental | incompleto

médio completo/superior incompleto —
analfabeto/fundamental | incompleto

superior completo — analfabeto/fundamental |

-512  -313,20 302,90 0,974 -0,03 -12,38 -349,38 324,61 0,941 -0,06
133,78 -51,10 318,60 0,153 0,66 167,46 -46,34 381,26 0,122 0,83
4555 -110,10 201,20 0,561 0,22 48,78 -132,64 230,20 0,592 0,24

-82,39 -24430 7950 0,313 -0,41 -44,73 -288,87 199,41 0,714 -0,22

incompleto
Nivel socioeconémico -6,08 -11,00 -1,16 0,016 -0,29 -2,89 -10,89 511 0,472 -0,14
Peso/idade -4,21 -4400 3560 0,834 -0,03 -21,48 -65,02 22,06 0,327 -0,13

Legenda: ALV: grupo com alergia ao leite de vaca; CS: grupo controle sintomatico; CA: grupo controle assintomatico; LM: leite materno; B — coeficiente
de regressdo. 1C95% - Intervalo com 95% de confianga. Inf — Limite inferior. Sup — Limite superior. B — coeficiente de regressdo padronizado. Modelo
Ajustado: R2: 0,354. R2 gjustado: 0,134. RMSE: 162. Shapiro-Wilk: p=0,119. Breusch-Pagan: p=0,303. Durbin-Watson: p=0,900. VIF: 1,12-2,38.
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5.3 Repercussdes do desmame na nutricéo das criancas

No inicio do estudo, as criancas do grupo CA apresentaram concentracdes séricas
de vitamina B12 inferior aos outros grupos de criancas, sendo o valor médio abaixo dos valores
de referéncia (144,46; p=0,002).
concentracdo sérica de acido félico (p<0,001) e uma elevacdo nos niveis de homocisteina

No final do seguimento, foi observado uma queda na

(p=0,001) no grupo CA, porém mantendo-se dentro dos valores de normalidade. Ndo houve
alteragdes significativas nos demais biomarcadores nos grupos de criangas em estudo (tabela
7).

Tabela 7 - Mediana dos indices antropomeétricos e dos biomarcadores em criangas com ALV e
dos grupos controle sintomatico e assintomatico no inicio e final do estudo.

ALV Cs CA

Mediana [11Q] (n=30/31,9%) (n=41/42,7%) (n=23/24,5%) valor-p
Idade da crianga no dia do exame 5,45 [3,37;5,95] * 4,94 [3,52;5,67] 3,32[1,2;4,5]° 0,003%
E/l inicial -0,66 [-1,53;0] -0,44 [-1,09;0,2] -0,74 [-1,18;0,29] 0,558
E/1_final 0,47 [-0,63;1,16] -0,27 [-0,7;0,55] -0,8 [-1,27;-0,3] 0,160
P/l inicial -0,52 [-1;0,4] -0,01 [-0,56;0,75] -0,07 [-0,53;0,75] 0,119%
P/l final 0,51 [-0,21;1,53] 0,36 [-0,68;0,94] -0,48 [-0,69;0,38] 0,393K
Hb inicial (g/dL) 11,15 [10,9;11,55] 11,5 [10,65;11,7] 11,25 [10,4;12,4] 0,705%
Hb final (g/dL) 12,3 [12;13,1] 12,3[12;12,6] 12,6 [12,2;12,8] 0,672K
Célcio sérico inicial (mg/dL) 10,75 [10,45;11,65] 10,9 [10,4;11,1] 10,8 [10,5;10,9] 0,842
Célcio sérico final (mg/dL) 10,2 [10,1;11,1] 10,4 [10;10,8] 10,6 [10,4;10,7] 0,343
FA inicial (U/L) 832,5[726,5;929] 798 [625,5;915,5] 804 [668;1016] 0,606
FA final (U/L) 705 [680;865] 698 [613;842] 743 [639;822,5] 0,789K
Fosforo sérico inicial (mg/dL) 6,2 [5,9;6,4] 6,4 [6,2;6,85] 6,45 [6,1,7,4] 0,067%
Fosforo sérico final (mg/dL) 5,7 [5,5;6,2] 6 [5,7;6,4] 5,8 [5,45;6,1] 0,647
Magnésio sérico inicial (mg/dL) 2,412,3;2,5] 2,4[2,2;2,5] 2,4[2,3;2,4] 0,537K
Magnésio sérico final (mg/dL) 2,2[2,1;2,4] 2,3[2,3;2,4] 2,3[2,2;2,3] 0,071K
PCR inicial (mg/dL) 0,5[0,4;1] 0,5[0,2;0,7] 0,35[0,1;0,7] 0,190%
PCR final (mg/dL) 0,6 [0,5;1,1] 0,55 [0,4;0,9] 0,5[0,4:1] 0,669
Albumina inicial (g/dL) 4,3[4,2;4,45]* 4,414,2,45]° 4,2[4,4,3]° 0,015K
Albumina final (g/dL) 4,4[4,4,4,5] 4,5[4,3;:4,7] 4,6 [4,45;4,6] 0,417K
lodo urinério inicial (ug) 197,97 [116,83;245,05] 187,39 [132,83;314,43] 305,32 [198,22;407,25]  0,036%
lodo urinério final (ug) 354,14 [221,06;483,08] 390,83 [175,81;395,34] 0,254 ¢
Pré-Albumina inicial (mg/dL) 15,8 [11,6;17,05] 18,45 [13,4;20] 15,35 [13,4;17,6] 0,113%
Pré-albumina final (mg/dL) 20,5[17,8;21,1] 19,7 [18,05;21,65] 18,95 [17;20,3] 0,861
Acido folico inicial (ng/mL) 23,9[17,96;24,8] 24,8 [18,67;24,8] 22,3 [15,99;24,8] 0,536
Acido félico final (ng/mL) 24,8 [20;24,8] *° 24,8 [24,8;24,8]° 18,47 [17,59;21,72] ® 0,000%
Homocisteina inicial (umol/L) 6,23 [4,9;7,88] *° 6,23 [5,03;7,58] * 7,9 [5,91;10,6] © 0,041
Homocisteina final (umol/L) 4,29 [3,65;5,27] 4,02 [3,54;4,76] 7,18[5,17;8,73]"° 0,001%
Ac. metilmal6nico inicial (umol/L) 0,22 [0,16;0,42] 0,27 [0,17;0,83] " 0,47 [0,32;0,84] 0,017
Ac. metilmalénico final (umol/L) 01[0;0,14] 0,14 [0;0,25] 0,22 [0,17;0,31] 0,072
Ferritina inicial (ng/mL) 27,65 [20,4;74,25] ¢ 29,6 [12,8;64] ¢ 72,7 [35,5;126,5]° 0,010
Ferritina final (ng/mL) 23[15,7;32,2] 22,75 [15,6;33,2] 17,7 [12,15;23,65] 0,401%
Vitamina D inicial (nmol/L) 54,15 [47,95;67,25] 56,3 [43,3;66,9] 45,75 [37,6;62,4] 0,312K
Vitamina D final (hmol/L) 49,2 [45,4;71] 50 [46,8;66] 51,1 [40,5;63,05] 0,797X
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ALV CS CA
Mediana [11Q] (n=30/31,9%) (n=41/42,7%) (n=23/24,5%) valor-p
vitB12 inicial (pmol/L) 353,94 [199,14;452,96]° 319,21 [208,37;430,05] ° 144,46 [118,97;250,49]® 0,002K
vitB12 final (pmol/L) 283,74 [189,9;342,12] 278,2 [192,86;431,53] 221,68 [162,93;284,85] 0,319

Legenda: n — frequéncia absoluta. % — frequéncia relativa percentual. 11Q — Intervalo Interquartil. K — Teste
de Kruskal-Wallis. Q — Teste Qui-Quadrado de Pearson. ¢ Subgrupos distintos ao nivel de 5% para os testes
Z de Bonferroni (proporg¢des) ou Dunn (medianas). ALV — grupo com alergia ao leite de vaca. CS — grupo
controle sintomatico. CA — grupo controle assintomatico. E/I — Estatura/ldade. P/l — Peso/ldade. Hb —
hemoglobina. FA — Fosfatase Alcalina. PCR — Proteina C Reativa. Ac. metilmaldnico — Acido metilmalonico.
vitB12 — Vitamina B12.

A analise de associacdo entre o aleitamento materno, antropometria

e

biomarcadores demonstrou menores concentracdes séricas da vitamina B12 nas criangas

amamentadas em relagdo as criangas desmamadas, tanto no inicio (203,84; p>0,001) quanto no

final do estudo (212,81; p<0,001) (tabela 8). Nenhuma crianca em estudo fazia uso prolongado

(> 3 meses) de inibidores de secre¢do gastrica.

Tanto no inicio quanto no final do estudo, a média da homocisteina (8,30/6,65;

p<0,001) e do &cido metilmalonico (1,04/0,27; p=0,009/0,004) séricos foram mais elevados nas

criancas amamentadas. No inicio do estudo, as criancas desmamadas apresentaram

concentracOes séricas da pré-albumina (17,12; p=0,049) significativamente maior em relacdo

as criancas em aleitamento materno (tabela 8). Ndo foram observadas diferencas significativas

entre as criangcas desmamadas e as que permaneceram no aleitamento materno nos parametros

nutricionais avaliados.
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Tabela 8 — Associacao entre aleitamento materno e parametros nutricionais no inicio e no final
do estudo.

Amamentacdo
Presente Ausente p-valor
Média (DP) Mediana (11Q) Média (DP) Mediana (11Q)

P/ inicial 0,22 (1,91) -0,07 (:0,58:0,67) -0,29 (0,99) -0,26 (-0,97:0,36) 0,157 W
P/ final 0,34 (1,17) 0,00 (-0,59;1,41) 0,30 (1,11) 0,43 (-0,68:0,94) 0,920
E/linicial -0,48 (1,25) -0,53 (-1,34:0,27) -0,68 (0,90) -0,75 (-1,10; -0,09) 0,3917
E/l final -0,35 (0,98) -0,54 (-1,03;0,25) -0,10 (1,32) 0,08 (-1,18:0,87) 05127
Hb inicial (g/dL) 11,39 (0,99) 11,20 (10,70;11,8) 11,06 (1,17) 11,30 (10,6:11,7) 0,535
Hb final (g/dL) 12,4 (0,87) 12,35 (11,80;12,75) 12,41 (0,84) 12,45 (12,00;12,9) 09447
Ferritina inicial (ng/mL) 99,18 (118,15) 54,00 (2325:117,2) 50,33 (57,05)  29,35(19,30:62,15) 0,053
Ferritina final (ng/mL) 35,17 (64,89) 20,15 (12,50:26,20) 26,86 (17,93) 22,45 (13,50;32,70) 0,450

VvitB12 inicial (pmol/L)
vitB12 final (pmol/L)

203,84 (121,55) 157,76 (118,97;246,8) 395,03 (187,42) 352,09 (265,27;504,31)  <0,001"
212,81 (97,35) 193,97 (126,35;284,85) 376,92 (159,38) 331,04 (267,49;445,57)  <0,001"

Homocisteina inicial (Lmol/L) 8,30 (3,44) 7,88 (6,14:10,28) 5,66 (2,14) 5,37 (4,787,10) <0,0017
Homocisteina final (umol/L) 6,65 (2,40) 6,17 (4,7;8,18) 3,87 (0,66) 3,84 (3,48:4,22) <0,0017
Ac. metilmalonico inicial (umoliL) 4 g4 1 57 0,44 (0,25;0,91) 0,42 (0,48) 0,22 (0,16:0,48) 0,009
Ac. metilmaldnico final (umol/L) 0,27 (0,21) 0,24 (0,16;0,34) 0,08 (0,10) 0,00 (0,00;0,16) 0,004
Vitamina D inicial (nmol/L) 5480 (20,18) 556 (41,45:6545) 5547 (17,12) 5325 (44,05:60,95) 08937

Vitamina D final (nmol/L) 53,74 (17,87) 50,45 (41,35:64,15) 55,28 (15,08) 49,90 (45,40;66,00) 0,811 W

Fosforo sérico inicial (mg/dL)

6,48 (0,64) 6,40 (6,10:6,90) 6,44 (0,72) 6,40 (6,00:6,80) 0,766
Fosforo sérico final (mgfdL) 6,04 (0,94) 5,85 (5,60;6,15) 5,96 (0,47) 5,80 (5,60;6,40) 0,814
Calcio sérico inicial (mg/dL) 10,78 (0,49) 10,8 (10,45;11,05) 10,96 (0,6) 10,90 (1050:11,20) 01347
Célcio srico final (mg/dL) 10,61 (0,51) 10,50 (10,35:10,75) 10,40 (0,59) 10,30 (10,00:10,90) 0,154
Magnésio sérico inicial (mg/dL) 2,37 (0,19) 2,40 (2,20:2,50) 2,41 (0,15) 2,40 (2,30:2,50) 0,603%
Magnésio sérico final (mg/dL) 2,28 (0,14) 2,30 (2,20;2,35) 2,30 (0,14) 2,30 (2,20;2,40) 0,6607
Albumina inicial (g/dL) 4,21 (0,24) 4,20 (4,00:4,40) 4,29 (0,24) 4,30 (4,20:4,40) 0,126%
Albumina final (g/dL) 4,52 (0,12) 4,50 (4,40:4,60) 4,48 (0,19) 4,40 (4,30:4,60) 0,227W
Pré-Albumina inicial (mg/dL) 15,22 (3,60) 15,80 (13,30;18,20) 17,12 (4,69) 17,45 (13,55;20,25) 0,0497
Pré-Albumina final (mg/dL) 1858 (3,09) 1890 (1740;20,80) 20,09 (4,58) 20,00 (18,20;22,60)  0,2417

Legenda: DP — Desvio Padrao. I1Q — Intervalo Interquartil. W — Teste de Mann-Whitney. T — Teste t para amostras
independentes. E/I — Estatura/ldade. P/l — Peso/ldade. Hb — hemoglobina. vitB12 — vitamina B12. Ac.
metilmal6nico — acido metilmaldnico. PCR — proteina C reativa.
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Na tabela 9 continuamos com analise comparativa, utilizando o coeficiente de
regressdo de Badj e incluindo a variavel de tempo total de amamentacdo. Na andlise ndo-
ajustada as criangas que estavam em AM demonstraram niveis séricos menores de albumina e
as amamentadas por mais tempo, niveis séricos menores de pré-aloumina, contudo, na anélise
ajustada esse resultado ndo foi observado. Ja a vitamina D, na analise ajustada, apresentou

concentrag¢Bes séricos menores quanto mais tempo a crianga continuou em AM.

Tabela 9 - Anélise da associacdo entre 0 desmame, 0 tempo de amamentacgdo e 0s parametros
nutricionais.

B (1C95%) p-valor Badj (1C95%) p-valor
P/l
N&o amamentou 0.424 (-1.233,-2.082) 0.607 0.439 (-2.324,3.202) 0.730
Tempo de total de amamentagdo -0.015 (-0.111,0.080) 0.745 0.018 (-0.140,0.176) 0.803
E/l
Né&o amamentou 0.842 (-1.014,2.699) 0.364 1.382 (-0.862,3.625) 0.200
Tempo de total de amamentagdo 0.019 (-0.088,0.126) 0.724 0.067 (-0.061,0.196) 0.271
Hb (g/dL)
Né&o amamentou 0.922 (-0.612,2.456) 0.231 0.785 (-1.653,3.223) 0.490
Tempo de total de amamentagdo 0.019 (-0.069,0.108) 0.662 0.055 (-0.085,0.195) 0.402
Ferritina (ng/mL)
N&o amamentou 34.980 (-91.979,161.940) 0.580 -27.242 (-220.834,166.349) 0.754
Tempo de total de amamentagdo 0.066 (-7.302,7.434) 0.986 -3.881 (-14.006,6.244) 0.403
VitB12 (pmol/L)
Né&o amamentou 48.324 (-138.590,235.238) 0.603 224.113 (-334.058,782.284) 0.382
Tempo de total de amamentagdo 6.567 (-4.383,17.517) 0.232 7.262 (-18.669,33.193) 0.536
Homocisteina (umol/L)
N&o amamentou -0.608 (-4.524,3.308) 0.755 -4.150 (-9.984,1.684) 0.142
Tempo de total de amamentagdo -0.044 (-0.273,0.185) 0.699 -0.184 (-0.491,0.123) 0.209
Ac. metilmaldnico (umol/L)
N&o amamentou 2.468 (-3.561,8.497) 0.412 -5.946 (-17.180,5.288) 0.257
Tempo de total de amamentagdo 0.023 (-0.331,0.376) 0.897 -0.119 (-0.641,0.403) 0.612
Vitamina D (nmol/L)
N&o amamentou -3.369 (-24.302,17.564) 0.746 -22.017 (-67.867,23.833) 0.300
Tempo de total de amamentagdo -0.186 (-1.401,1.029) 0.758 -2.417 (-4.815,-0.019) 0.049
Fosforo sérico (mg/dL)
Né&o amamentou 0.348 (-1.032,1.729) 0.612 -1.017 (-4.606,2.573) 0.542
Tempo de total de amamentagdo 0.015 (-0.065,0.094) 0.714 -0.030 (-0.235,0.176) 0.755
Caélcio sérico (mg/dL)
Né&o amamentou -0.282 (-1.316,0.752) 0.584 -1.321 (-3.325,0.683) 0.173
Tempo de total de amamentagdo -0.001 (-0.061,0.059) 0.973 -0.032 (-0.147,0.083) 0.550
Magnésio sérico (mg/dL)
Né&o amamentou -0.048 (-0.330,0.233) 0.730 -0.315 (-0.890,0.260) 0.251
Tempo de total de amamentagdo -0.001 (-0.018,0.015) 0.891 -0.022 (-0.055,0.011) 0.168
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Albumina (g/dL)

Né&o amamentou -0.28 (-0.547,-0.014) 0.040 -0.427 (-0.985,0.130) 0.118
Tempo de total de amamentagdo -0.01 (-0.026,0.005) 0.193 -0.013 (-0.045,0.018) 0.371
Pré-albumina (mg/dL)

N&o amamentou 7.385 (-0.698,15.469) 0.072 8.281 (-28.421,44.982) 0.525
Tempo de total de amamentagdo 0.534 (0.059,1.009) 0.029 0.473 (-1.716,2.662) 0.541
PCR (mg/dL)

N&o amamentou 6.141 (-12.046,24.329) 0.497 0.238 (-2.82,3.297) 0.862
Tempo de total de amamentagdo 0.143 (-0.924,1.210) 0.787 0.003 (-0.140,0.145) 0.968

Legenda: B — Coeficiente de regressdo. Badj — Coeficiente de regressdo ajustado. IC95% — Intervalo com 95% de
confianca. P/l — Peso/ldade. E/I — Estatura/ldade. Hb — hemoglobina. VitB12 — vitamina B12. Ac. metilmalénico

— &cido metilmalénico. PCR — proteina C reativa.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo € pioneiro no Brasil na avaliagdo do aleitamento materno em
lactentes de regido de baixa-média renda com ALV, comparando a lactentes com sintomas
gastrointestinais nao-alérgicos e criancas saudaveis. Observamos que criangas sem sintomas
gastrointestinais permanecem em aleitamento materno por mais tempo e criangas com sintomas
gastrointestinais ndo-alérgicos sdo desmamadas mais precocemente. A persisténcia dos
sintomas gastrointestinais neste grupo de criangas pode ter contribuido para o uso de chupetas
e de férmulas com o intuito de reduzir os sintomas e, por consequéncia, ter influenciado
negativamente na continuidade do aleitamento materno (Hendaus et al., 2018; Pérez-Escamilla
et al., 2019; Jalali et al., 2021; Al Hariri, 2023; Janwadkar et al., 2023).

Pais de criangas com sintomas gastrointestinais podem estar mais susceptiveis ao
apelo da industria que divulga nos meios de comunicacdo as férmulas infantis como uma
solucdo para tais sintomas. Provavelmente, os pais das criancas sintomaticas nao-alérgicas
tenham sido influenciados por esse marketing na expectativa de melhorar o quadro clinico dos

seus filhos (Romo-Palafox; Pomeranz; Harris, 2020; Jones et al., 2022).

A analise de sobrevida demonstrou um declinio linear significativo nas taxas de
amamentacao por volta do quarto més de seguimento nos trés grupos em estudo. O retorno da
mée as atividades laborais ao final da licenca maternidade pode ser uma explicacdo para esse
achado (Hendaus et al., 2018; Jalali et al., 2021; Burns et al., 2023; Souza et al., 2023). Uma
revisdo e meta-analise recente demostrou que o retorno da mulher ao trabalho é uma entre trés
principais causas de desmame, afetando negativamente o inicio e a duracdo da amamentacéo,
bem como a prevaléncia da amamentacdo exclusiva, com a introducdo de férmulas infantis,

principalmente se a mae trabalha em turno integral (Dutheil et al., 2021).

Na analise de percepcdo materna sobre os motivos do desmame foi observado que
0s principais motivos em criangas sintomaticas ndo-alérgicas foram a producdo materna
insuficiente de leite, os sintomas apresentados pela crianga, a sua recusa em mamar e a dieta de
eliminacdo do leite de vaca/derivados no periodo de investigacdo da ALV, esta ultima também
descrita pelo grupo de criangas com alergia ao leite de vaca. O estresse materno, o choro do
bebé, a falta de orientacdo sobre a amamentacao, a auséncia de apoio familiar e social, dentre
outros, influenciam na producdo de leite materno, interferindo negativamente no AM (Hendaus

et al., 2018; Pérez-Escamilla et al., 2019; Jalali et al., 2021). Distarbios gastrointestinais
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funcionais (FGIDs) decorrentes da imaturidade do sistema imunol6gico e gastrointestinal
acometem 50% dos bebés de zero a seis meses de vida, sendo o0s sintomas mais frequentes as
regurgitacdes, cdlicas e constipacdo intestinal. Tais sintomas geram sofrimento nas criancas,
ansiedade nos pais, reduzem a qualidade de vida da familia e podem provocar sintomas
depressivos na mae e fragilidade no vinculo mée-filho reduzindo, assim, a duracdo do
aleitamento materno. Desta forma, o diagndstico das FGIDs deve ser ratificado quando as
doencas gastrointestinais e a alergia alimentar forem descartadas, com orientacdes adequadas
aos pais da crianca para que o aleitamento materno seja continuado (Vandenplas; Hauser;
Salvatore, 2019; Vandenplas et al., 2021).

Possivelmente, a persisténcia dos sintomas, a indefinicdo no diagnostico, a dieta
materna de eliminacdo, a ansiedade e a preocupacdo relacionada a salde do bebé podem
também ter culminado na interrupcdo do aleitamento materno pela mae de criancas com
sintomas nao-alérgicos (Karcz; Lehman; Krdlak-Olejnik, 2020; Nordhagen et al., 2023). A
realizacdo dos testes de provocacdo oral (TPO) em tempo oportuno para a elucidacédo
diagndstica da ALV é de fundamental importancia para reduzir o tempo de dieta de eliminagéo
do leite de vaca em pacientes ndo alérgicos, podendo minimizar os desafios para a continuidade
da amamentacdo (Meyer et al., 2023). Também foi observado que a taxa de desmame no grupo
ALV foi inferior quando comparado as criangas sintomaticas ndo-alérgicas. Uma possivel
explicagdo para esse achado se deve ao fato de as criangas sintomaticas receberem alta do
NAAS apds TPO negativo, ao contrario das criangas com TPO positivo, que sdo mantidas em
seguimento nesse centro de referéncia para o tratamento da alergia alimentar. A equipe do
NAAS segue mais estritamente os protocolos clinicos nacionais e internacionais de manejo das
doencgas gastrointestinais, dando suporte familiar para a manutencdo do aleitamento materno
(SES, 2018; Solé et al., 2018; Vandenplas et al., 2021; Fiocchi et al., 2022). Além disso, boa
parte das criangas com suspeita de alergia alimentar ja chega na primeira consulta do NAAS
com formula de tratamento para ALV, prescrita pelo pediatra responsavel. A baixa adesdo dos
pediatras brasileiros aos consensos e diretrizes das doengas gastrointestinais pode levar a uma

assisténcia pouco otimizada para essas queixas e consequente desmame (Vieira, 2019).

Com relacdo aos principais fatores associados ao tempo de AM nos 18 meses de
seguimento das criancgas, 0 uso do copinho foi a via de oferta de complementacdo lactea que
demonstrou maior protecdo na continuidade do AM. A técnica do copinho € uma estratégia
alimentar de baixo custo, a qual diminui os indices de desmame por seu processo ser semelhante

a succdo do seio materno e por impedir a confusdo de bicos, diferentemente do uso de
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mamadeiras, que gera disfuncéo orofacial, pega incorreta da mama, interferéncia na afetividade

entre mée-filho e desmame precoce (Batista et al., 2018; Moraes et al., 2017).

No inicio do estudo, a concentracdo da vitamina B12 sérica foi inferior em criangas
amamentadas com consequente elevacdo do acido metilmal6nico e da homocisteina, que sao
os marcadores de deficiéncia funcional dessa vitamina quando elevados. Estudo prévio desse
grupo de pesquisa demonstrou que, ao utilizar algoritmo que considera ndo apenas a vitamina
B12 sérica, mas, também seus marcadores bioquimicos (homocisteina e 4cido metilmaldnico),
nenhuma crianca do grupo controle assintomatico apresentou deficiéncia de B12 no inicio do
estudo, mas 13% das criangas com ALV apresentou, 0 que demonstra a importancia de uma

analise ampliada dos marcadores dessa vitamina (Jardim-Botelho et al., 2023).

A concentracdo da albumina e da pré-albumina sérica se mostrou mais elevada em
criangas desmamadas no inicio do estudo. Esse achado pode estar relacionado ao maior
conteudo proteico presente em formulas hipoalergénicas (1,7-1,9 g/100ml) e em férmulas
infantis (1,2-1,49/100ml) em relacdo ao leite materno (0,89/100 ml) (Hasbaoui et al., 2021;
SBP, 2021). Entretanto, ao final do estudo ndo houve diferenca significativa entre os niveis
séricos de pré-albumina nas criangas amamentadas e ndo amamentadas, sugerindo pouca
relevancia clinica/nutricional da diferenca sérica observada no inicio do estudo. A auséncia de
diferencas nutricionais significativas entre as criancas amamentadas e ndo amamentadas pode
ser atribuida ao uso de férmulas infantis desenhadas para atender as necessidades nutricionais
de lactentes pelas criancas desmamadas e, também, pelo acompanhamento nutricional

ambulatorial que todas as criancas avaliadas receberam ao longo do seguimento do estudo.

Os niveis séricos de vitamina D foram significativamente menores em criangas que
permaneceram em aleitamento materno por mais tempo, talvez pelo fato do leite materno
fornecer uma quantidade restrita de vitamina D em comparacdo as formulas infantis que
possuem essa vitamina acrescentada em suas formulacdes e, também, provavelmente pela
reduzida exposic¢do solar das lactantes durante o periodo de isolamento social na pandemia do
Covid-19, uma vez que os niveis de vitamina D no leite materno correlaciona-se com os niveis
séricos da mae (Dos Santos et al., 2020; Kazemain et al., 2022). Entretanto, 0s niveis séricos
de vitamina D dos lactentes estiveram dentro dos niveis considerados adequados em todos 0s

grupos avaliados.

A elevada perda de seguimento foi uma limitacdo do presente estudo. Maiores

perdas ocorreram devido a pandemia de COVID-19, apesar do uso de estratégias para manter a
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coleta dos dados, como comunicagéo telefénica com os genitores, coleta de materiais bioldgicos
para 0s exames laboratoriais em domicilio e otimizacao do recrutamento das criancas na etapa
final do estudo para um atendimento individualizado, seguindo as normas do uso de mascaras,
higienizacdo das méaos e controle de aglomeracGes. A analise de sobrevida foi uma estratégia
metodoldgica que minimizou a perda de dados sobre o tempo de aleitamento materno.

As vantagens desse estudo incluem a homogeneidade no nivel socioeconémico
entre os grupos avaliados, a incluséo de grupos controle para comparagdo com as criangas com

ALV e a realizacdo do teste de provocacao oral para a confirmacao diagnéstica da ALV.
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7. CONCLUSAO

Criangas com ALV e com queixas gastrointestinais ndo-alérgicas desmamaram
mais precocemente em relacdo a criangas assintomaticas. As principais causas de desmame na
perspectiva materna no grupo ALV incluem a dieta de eliminacdo do leite de vaca,
ingurgitamento mamario e reacGes alérgicas apresentadas pela crianga. O uso de copinho para
complementar o leite materno foi o principal fator associado a maior duragdo do aleitamento
materno em todo o grupo de lactentes avaliados, independentemente do nivel socioeconémico
e da presenca ou ndo de sintomatologia gastrointestinal. O perfil antropométrico e o0s
biomarcadores de nutrientes avaliados ndo variaram significativamente de acordo com o tempo
de aleitamento materno, a excecéo da vitamina D, embora a média da concentracao sérica desta

vitamina tenha se mostrado adequada em todos os grupos avaliados.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Boa parte dos determinantes do desmame do leite materno, observados nesse
estudo, sdo fatores passiveis de intervencéo, se feitos precocemente. Os resultados desse estudo
contribuem com informac@es importantes para a elaboracao de estratégias de politicas de satde
para a protecdo e promocao do aleitamento materno na atencdo basica do lactente, tanto em
ambito puablico, quanto privado. Atencdo especial deve ser dada as queixas gastrointestinais na

puericultura, visando a prevengdo do desmame.

Este estudo recebeu financiamento da Fundacdo de Apoio a Pesquisa e Inovacdo Tecnoldgica
do Estado de Sergipe - FAPITEC/SE — PPSUS, com valor aprovado sem alteracdes
orcamentérias de R$ 48.090,28.
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Form 1: Questionario Geral — Aplicado no Cadastro COD:

Nome da crianca: Prontuario:

Nome do responsavel: Data: / /
Contato telefone: Parentesco com a crianga: ( )M&e ( ) Pai ( ) Outro

Data de nascimento: / /

1 Peso ao nascer da crianca: Estatura ao nascer da crianca: Apgar. |

2 Tipo de parto: ( ) 1- cesaria () 2- normal

3 Idade gestacional:

4 Sexo da crianga: () 1- masculino () 2-feminino
5 Idade atual da mée:
6 Idade atual do pai:
7 Numero de irméos:
8 Ordem de nascimento da crianca: 1- ( )Primeiro filho 2- ( )Segundo 3- ( )Terceiro 4- ( )Quarto
9 Algum membro da familia possui:
1-( )asma 2-( )rinite alérgica 3-( ) eczema atépico 4-( ) alergia alimentar
10 Se sim na questédo 9, qual(is) membro(s) da familia?
1-( )pai 2-( )mae 3-( )irmaos. Quantos irmaos tem ou teve os problemas acima?
11 A mée fumou durante a gestagédo: ( ) 1-sim ( ) 2-n&o
12 Sua moradia é em qual regido: 1-( ) urbanade Aracaju 2-( ) urbanado interior 3-( ) ruralt
13 Na sua casa possui:
a- Rede de esgoto: ( ) 1-sim () 2-ndo
b-Coleta de lixo: ( ) 1-sim () 2-n&o
14 Quantos cdmodos possuem na casa (incluindo banheiro, sala e cozinha):
15 Quantas pessoas residem na casa:
16 Usou alguma férmula na maternidade? ( ) 1-sim ( ) 2-n&o

17 A crianca recebeu leite do peito: ( ) 1-sim () 2- ndo. Se sim, até que idade?

! Considerar 4rea rural se local onde mora tiver criagdo de animais (gado, porco, galinha, etc.), e se os pais cuidarem pessoalmente da
criagdo (Roduit, C. et al. 2012 e 2014).
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18 Teve sintomas alérgicos durante o aleitamento? ( ) 1- sim ( ) 2- ndo

19 Se sim para a questdo 18, qual(is):

20 Se houve desmame do aleitamento materno, quais 0s motivos:
1. ( ) mastite 2.( )ingurgitamento 3.( )rachaduras 4.( ) dieta de exclusdo 5.( )outros

21 Até que idade a crianca recebeu somente leite do peito (sem chas, agua, leite, outras bebidas ou
alimentos)?
1-( ) Nunca 2-( )<15dias 3-( ) 16-29dias 4-( )1 més 5-( )2meses 6-( )3 meses
7-( )4 meses 8-( )5 meses 9-( ) até o momento
22 A crianca fez uso de algum tipo de férmula infantil até o0 momento da admissdo no Nucleo de
Alergia? ( )1-sim ( )2-ndo  Se sim, perguntar:

a) Qual (is) férmula (s) utilizou?

b) Com qual idade utilizou?

23 Se sim para a questéo 22, como foi ofertada a formula para a crianca?

1.( ) mamadeira 2.( copinho 3.( )colher 4.( )sondaorogastrica 5. ( ) sonda nasoentérica

24 A crianca faz uso de chupeta? ( ) 1-sim ( ) 2- ndo

25 Se sim para a questédo 24, desde qual idade usa chupeta?

26 Se for do GRUPO CASO, quais os sintomas relatados relacionados a APLV (ver no

prontudrio):

|. Gastrointestinais 12.( ) Melena 11l. Dermatoldgicos
Subjetivos 13.( ) Enterorragia Subjetivos

1.( ) Prurido oral 14.( ) Assadura perianal 22.( ) Prurido corporal

2.( ) Cdlicas 15( ) Baixo ganho ponderal Objetivos

3.( ) Gases 23.( ) Hiperemia

Objetivos 1l. Respiratdrios 24.( ) Urticdria/angioedema
4. ( ) Regurgitagbes Subjetivos 25.( ) Eczema

5.( ) Reagdo perioral 16. ( ) Prurido nasal e de garganta 26.( ) Dermatite atdpica

6.( ) Vomitos Objetivos IV. Cardiovasculares

7.( ) Hematémese 17.( ) Rinoconjuntivite 27.( ) Hipotensao

8.( ) Distensdo abdominal | 18.( ) Sintomas laringeos (rouquidao, disfonia) | 28.( ) Sonoléncia e desmaios
9.( ) Constipagdo 19.( ) Tosse IV. Inespecificos

10.( ) Diarreia 20.( ) Prurido nasal e de garganta 29.( ) Choro

11.( ) Sangue nas fezes 21.( ) Falta de ar/BCE/sibilancia 30. ( ) Irritabilidade
27 Diagnéstico médico:

1-( ) DRGE like 6-( ) constipagdo 11-( ) dermatite atopica

2-( ) FPIAP 7-( ) EEo 12-( ) anafilaxia

3-( ) FPE 8-( ) gastroenteropatia Eo 13- ( ) urticdria aguda ou angioedema

4-( ) FPIES aguda 9-( ) urticaria de contato 14- ( ) hemossiderose pulmonar

5-( ) FPIES crénica | 10-( ) asma e rinoconjuntivite

28 TPO diagnéstico (ver no prontuario): 1-( ) positivo 2-( ) negativo
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QUESTIONARIO DE CLASSIFICACAO DO NIVEL SOCIOECONOMICO
FAMILIAR NO BRASIL

Aplicado no Cadastro COD:

Nome da crianga:

Nome do entrevistado:

1. Quem é o chefe da familia (sustento financeiro)?

OPCOES RESPOSTA

Pai

Mae

Os dois pais

Filho (a)

AV6 (6)

Outros

N&o sei/ndo lembro

2. Qual é o grau de instrucdo do chefe da familia? Considere como chefe da familia a
pessoa que contribui com a maior parte da renda do domicilio.

OPCOES RESPOSTA

Analfabeto / Fundamental | incompleto

Fundamental | completo / Fundamental Il incompleto
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Fundamental completo/Médio incompleto

Médio completo/Superior incompleto

Superior completo

3. Qual a renda familiar?

OPCOES

RESPOSTA

Até 1 salario minimo

De 1 a 2 salarios minimos

De 2 a 3 salarios minimos

De 3 a 5 salarios minimos

Acima de 5 salarios minimos

Nao sei/ndo lembro/prefiro ndo responder

4. No domicilio tem:

62

ITENS DE CONFORTO

NAO 1
POSSUI

4+

Quantidade de automoveis de passeio exclusivamente para uso
particular

Quantidade de empregados mensalistas, considerando apenas
0s que trabalham pelo menos cinco dias por semana

Quantidade de maquinas de lavar roupa, excluindo tanquinho

Quantidade de banheiros

DVD, incluindo qualquer dispositivo que leia DVD e
desconsiderando DVD de automével

Quantidade de geladeiras

Quantidade de freezers independentes ou parte da geladeira
duplex

Quantidade de microcomputadores, considerando
computadores de mesa, laptops, notebooks e netbooks e
desconsiderando tablets, palms ou smartphones

Quantidade de lavadora de loucas

Quantidade de fornos de micro-ondas
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Quantidade de motocicletas, desconsiderando as usadas

exclusivamente para uso profissional

Quantidade de maquinas secadoras de roupas, considerando

lava e seca

5. A &gua utilizada neste domicilio é proveniente de?

OPCOES

RESPOSTA

Rede geral de distribuicédo

Poco ou nascente

Outro meio

6. Considerando o trecho da rua do seu domicilio,

voceé diria que a

rua é:

OPCOES

RESPOSTA

Asfaltada/Pavimentada

Terra/Cascalho
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L) EM CIENCIAS
DA SAUDE

Formulario ‘idade de introduc¢io de alimentos novos’ — Aplicar aos 6, 9 e 12 meses de idade

Nome da crianga:

Data:

Cod:

/ /

1- Seu filho ja comeu algum desses alimentos até o momento?

N°  do | Grupo alimentar Exemplos Sim=1
grupo Nédo =2
alimentar
1 Leite de vaca e derivados | Leite de vaca in natura ou em pd, queijo, iogurte e
(ndo ultraprocessados) outros laticinios
2 Cereais fonte de glaten Centeio, trigo, aveia (farinha de aveia ou flocos) e
cevada
3 Outros cereais Milho, arroz, cuscuz de milho e arroz
4 Feijoes Feijdo, lentilha, grdo de bico, ervilha, soja
5 Macarrdo, pdo, biscoito Paes diversos, biscoitos diversos, macarrao
6 Cereais infantis (glaten) Mucilon, Nutrilon, Vitalon, Milnutri cereais,
farinha lactea, etc.
7 Outros cereais infantis Cremogema, Arrozina, Maisena, fuba, etc.
8 Tubérculos Batatas, macaxeira, inhame, mandioguinha
9 Legumes Beterraba, brécolis, cenoura, quiabo, vagem, etc.
10 Vegetais folhosos e temperos | Alface, repolho, rdcula, espinafre, agrido, cebola,
alho, coentro, salsa, etc.
11 Frutas Abacaxi, banana, goiaba, maca, pera, etc.
12 Sucos Suco da fruta com ou sem aglcar
13 Carnes Carne de boi, frango, porco, carneiro, etc.
14 Ovos Ovo de galinha, codorna, etc.
15 Peixes Peixes em geral (salmédo, sardinha, atum, robalo etc
16 Crusticeos e moluscos Caranguejo, camardo, ostra, etc.
16 Nozes e sementes Amendoim, castanha de caju, nozes, gergelim, etc.
17 Comidas prontas Papinhas Nestlé, papinhas Emp6rio da papinha, etc
18 Refrigerantes e néctar Fanta, cola, sucos de caixinha, suco em pg, etc.
19 Biscoitos e salgadinhos Bolachas, biscoito maisena, cream cracker,
recheados, wafer, cheetos, cheeps, etc.
20 logurte com aclcar e | Danoninho, chambinho, iogurtes ultraprocessados
corantes em geral
21 Agua de coco Agua de coco

2- Seu filho ja recebe refeicdo completa (papa principal)?

( )1-sim ( )2-néo
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3- Se sim para a questdo 2, na maioria das vezes, qual a fonte da comida/papa?
1-( ) comprada pronta (ex.:papa Nestlé, empdrio da papinha, etc)

2-( ) feita em casa
4- Se acriancga ja tiver iniciado a transi¢do alimentar, perguntar:

a) Qual foi o primeiro alimento introduzido na dieta (além de leite materno/férmula infantil) do
seu filho? Anotar:

b) Qual idade ele tinha?

5- Com que frequéncia vocé oferece um alimento novo para o seu filho?

1-( )acadadia 2-( )acada 2 dias 3-( )acada 3 dias
4-( )acada7 dias 5-( )acada 10 dias 6-( )>10dias
6- Jaoferece gua para seu filho: 1-( ) Sim 2-( ) Nao
7- Se sim para a questao 6, quantas vezes ao dia vocé oferece, em média?
1-( )1lvez 2-( )2vezes 3-( )3vezes 4-( )4dvezes 5-( )>4vezes
8- Seu filho gosta de beber agua? 1-( )Sim 2-( )Naéo
9-  Seu filho tem alergia a alimentos, além do leite de vaca? () 1-sim ( ) 2-ndo. Se sim,

qual(is)?

10- Seu filho apresenta outras doengas alérgicas como:
() 1. Dermatite atdpica

() 2. Rinite alérgica
( )3.Asma
( ) 4. Nao

11- Utiliza algum suplemento nutricional (polivitaminico, vitamina D, sulfato ferroso/ferro, TCM,
maltodextrina ou outros suplementos em p6)?

( )1l.sim ( )2-néo. Se sim, qual(is)?

12- Como vocé alimenta seu bebé?

1. ( ) deixa ele comer por si mesmo, com as maos ou com colher, e fica monitorando

2. () voceé ou outro cuidador é que sempre oferece os alimentos na boca dele, com a colher

3. () vocé (ou outro cuidador) oferece alguns alimentos com a colher e outros em pedagos para
0 bebé comer com as méos

ANOTAR DO PRONTUARIO:

13- Numero de consultas médicas no NAA-SE até o momento:
14- Nmero de consultas com nutricionista no NAA-SE até o momento:
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Antropometria: Avaliar no inicio do estudo e aos 6, 9, 12 e 18 meses de idade (obs: antropometria

da mée somente no inicio do estudo)

12 avaliacdo: Data:

1. Peso da mae: Kg Estatura da mae: cm ( )aferido ()
referido
2. Peso do pai: kg Estatura da pai: cm ( )aferido ()
referido
3. Peso atual da crianga: g Estatura atual da crianca: cm
4. Circunferéncia cefélica da crianca: cm
5. Circunferéncia braquial da crianga: cm
2% avaliacéo (aos 6 meses de idade): Data:
a- Peso atual da crianga: g Estatura atual da crianca: cm
b- Circunferéncia cefélica da crianca: cm
c- Circunferéncia braquial da crianca: cm
32 avaliacdo (aos 9 meses de idade): Data:
a- Peso atual da crianca: g Estatura atual da crianca: cm

b- Circunferéncia cefalica da crianca:

cm
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c- Circunferéncia braquial da crianga:

42 avaliagdo (aos 12 meses de idade): Data:

cm

a- Peso atual da crianca:

b- Circunferéncia cefélica da crianca:

c- Circunferéncia braquial da crianga:

52 avaliacdo (aos 18 meses de idade): Data:

cm

cm

a- Peso atual da crianca:

b- Circunferéncia cefélica da crianca:

c- Circunferéncia braquial da crianca:

cm

g Estatura atual da crianca:

g Estatura atual da crianca:

cm

cm

67
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Revisado: 01/02/19

Projeto de Pesquisa: Alimentacéo complementar e comportamento alimentar em lactentes com alergia ao

leite de vaca de regido de baixa renda
Prezado Sr(a),

Vimos através desta carta convidar vocé e o seu filho(a) para participarem de um estudo que sera
realizado no Ndcleo de Alergia Alimentar (NAAS) do Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe
(UFS). Sua participacdo neste estudo de pesquisa ndo é obrigatoria. Vocé pode escolher se quer participar deste
estudo e, se mais tarde desistir, podera sair sem se preocupar em perder os beneficios do estudo e do atendimento no
NAAS. As pessoas responsaveis pelo estudo séo a Dra. Anne Botelho, a Dra. Jackeline Franco, a Dra. Sarah Fontes
e o Dr. Ricardo Gurgel, que trabalham no Hospital Universitario da UFS. Estamos realizando este estudo porque
precisamos entender se a forma como a crian¢a se alimenta do 6° ao 12° més de idade influencia no seu
comportamento alimentar e no seu estado nutricional, se o tipo de microrganismos presentes nas suas fezes esta
relacionado a sua nutri¢do global e se a alergia ao leite de vaca interfere no seu estado nutricional, comportamento
alimentar e na qualidade da sua microbiota intestinal. Este estudo durard mais ou menos 12 meses, ou seja, se decidir
participar do estudo, seu filho serd acompanhado pela equipe do estudo durante 1 ano.

Estamos fazendo este convite porque o seu filho(a) é ou serd acompanhado por nds, no NAAS, e esta
na idade ideal para participar desse estudo. Se vocé concordar que seu filho(a) participe deste estudo, nos iremos
pedir a vocé que comparega as consultas previamente agendadas com as pediatras, a nutricionista e a enfermeira do
estudo para responder algumas perguntas e para que ele(a) seja pesado(a) e medido(a). A programacéo dos encontros
é a seguinte: um encontro hoje, no cadastro do seu filho no estudo, e um encontro quando ele completar 6 e 9 meses
de idade. Depois disso, pediremos que volte a consulta com ele(a) quando completar 12 meses e 18 meses de idade.
Quando ele fizer 7 e 8 meses de idade, vamos ligar para vocés para fazermos algumas perguntas. Caso nao possam
responder no momento da ligacdo, podemos retornar a ligar em momento escolhido por vocé. Os encontros
(consultas) serdo no ambulatério do Hospital Universitario da UFS. Em dois momentos (no inicio e no final do
estudo) vamos pedir para colher uma pequena amostra de sangue do seu filho, 10 mL (1 colher de sobremesa) no
inicio do estudo e 10 mL quando ele estiver com 18 meses de idade, caso ele tenha diagnéstico comprovado de
alergia ao leite de vaca. Essa amostra de sangue servira para saber se ele(a) tem deficiéncia de algum nutriente.
Também nestes dois momentos, vamos pedir para colher uma amostra de urina do seu filho. Para isso, vamos te dar
um saco de recolha de amostras de urina para uso pediatrico para colhermos a urina no periodo em que a crianga
estiver nas consultas. Em dois momentos (no inicio do estudo e em mais um momento, entre 9 e 12 meses de idade)
vamos pedir para colher uma amostra de fezes do seu filho para avaliarmos a composi¢do dos microrganismos
(bactérias, fungos e virus) que habitam no trato gastrintestinal do seu filho. Nds entregaremos um coletor e
orientacOes sobre como fazer a coleta das fezes. Caso seu filho(a) apresente nas fezes algum microrganismo que
cause doengas, ele(a) recebera o tratamento especifico.

Se ele(a) apresentar deficiéncia de nutrientes, serd prescrito pela nutricionista ou pelas pediatras o
suplemento adequado para o tratamento. O sangue sera colhido por profissional treinado e experiente em coleta de
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sangue de criangas pequenas (lactentes). Todos os testes que serdo feitos no sangue do seu filho(a) serdo para a
pesquisa. O sangue ndo sera vendido e o nome do seu filho(a) ndo aparecera escrito nos tubos de sangue. Se, ap0s as
analises laboratoriais do sangue do seu filho, ainda sobrar sangue, ele ficara guardado mesmo se o estudo estiver
acabado. Se em algum momento durante o estudo vocé quiser as partes do sangue doado pelo seu filho, ou mesmo
quiser destrui-los, por favor, entre em contato com a Investigadora Principal, Dra. Anne Jardim Botelho ou com a
Co-investigadora Principal, Dra. Jackeline Motta Franco, nos telefones escritos no final desta carta. Em respeito as
normas éticas de conducdo de pesquisa cientifica no Brasil, vocé ou sua familia ndo receberdo nenhum pagamento
para participar desse estudo. Os resultados do estudo ficardo em prontuarios individuais que serdo abertos para esse
estudo. Nesses prontuarios ficardo copias dos resultados dos exames de sangue. Os resultados originais dos exames
de sangue serdo entregues a Vocé ou a outro responsavel legal pela crianca.

O teste no sangue podera causar um pequeno desconforto quando a agulha for colocada no brago.
Porém, usaremos anestésico tépico antes da coleta para reduzir esse desconforto. Mais tarde o braco pode ficar com
alguma mancha roxa onde a agulha tiver sido colocada, mas isso ndo acontece com frequéncia. Em casa, no periodo
pos coleta de sangue, nés recomendamos que vocé observe o local onde foi tirado o sangue. Se algo te preocupar,
por favor nos ligue para que possamos oferecer os cuidados necessarios.

Nos guardaremos todos os registros do seu filho(a) em lugar seguro onde ninguém pode ir. Somente
em condicOes especiais as informagdes podem ser vistas por outras pessoas como aquelas do Comité de Etica, equipe
de estudo, monitores do estudo, auditores e financiador da pesquisa. O nome do seu filho(a) ndo aparecera em nenhum
lugar.

O beneficio de participar deste estudo é o acompanhamento médico e nutricional que seu filho(a)
receberd, com avaliacdo do desenvolvimento corporal dele(a), com o exame de sangue, urina e fezes. Se ele(a)
apresentar algum problema nutricional, vocé recebera orientacGes a respeito. Se ele(a) tiver um problema no sangue,
voceés receberdo orientacBes da equipe do estudo e, caso haja alguma situacdo mais grave, receberdo encaminhamento
adequado para exames e avaliacdo apropriados.

Caso vocé tenha alguma pergunta sobre os direitos como voluntério de pesquisa, vocé podera entrar
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa, como descrito abaixo:

Universidade Federal de Sergipe (UFS), Ambulatério do Hospital Universitario, Rua Claudio Batista S/- Bairro
Sanatorio, Aracaju CEP 49060-100 Tel: 2105-1805

Para perguntas sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com a Dra. Anne Jardim Botelho no seu telefone: (79)
99191-9010 e com a Dra. Jackeline Motta Franco no seu telefone: (79) 99988-6215.

Eu li e discuti este formulario de consentimento e entendi o conteldo do material. Minhas perguntas foram

respondidas. Eu livremente concordo que meu filho(a) participe deste estudo.

Seu nome

Nome da crianca:

Nome da pessoa da esquipe do estudo:

Assinatura: Data:
[_] Checar se o voluntario esta apto a ler

Testemunha:

Assinatura: Data:
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ABSTRACT

Purpose: This study aimed to describe the growth, body protein status, and micronutrient
biomarkers of Brazilian infants with cow’s milk allergy (CMPA) at baseline and at 18 months
of follow-up in comparison with their healthy peers.

Methods: Thirty infants with CMPA younger than six months of age were included in this
longitudinal study, and their nutritional status was compared with that of 24 non-allergic
age-matched children. Anthropometric measurements were used to assess growth, and
blood and urine samples were analyzed for protein and micronutrient status. Mixed linear
models adjusted for birth weight, socioeconomic status, infant feeding at baseline, weight-
for-age, C-reactive protein, serum albumin, micronutrient dietary supplementation, and salt
consumption were employed to evaluate the evolution of nutritional parameters throughout
the follow-up period.

Results: Overall, the mean age of the children at enrolment was 2.9 (standard deviation 1.7)
months, and 29 children (53.7%) were male. Infants with CMPA showed a higher prevalence
of functional iron depletion (transferrin saturation <20) (p=0.027), lower serum ferritin
(7=0.009), and lower urinary iodine (p=0.034) levels than non-allergic children at baseline.
Patients with CMPA showed a higher increment in weight-for-age and length-for-age over
time than those in the control group (p<0.01). Mixed linear analyses showed a significantly
lower increase in serum vitamin B12 (s-B12) (p=0.001) and urinary iodine (p<0.001)
concentrations over time compared to the control group.

Conclusion: Infants with CMPA on a cow’s milk elimination diet had a higher weight and
length at 18 months of follow-up but showed signs of inadequate iron, iodine, and B-12
vitamin status.

Keywords: Food hypersensitivity; Anthropometry; Micronutrients; Nutritional status;
Vitamin B12 deficiency; Iron deficiencies; Growth; Infant
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INTRODUCTION

Cow milk protein allergy (CMPA) is one of the most common food allergies in childhood
affecting 0.5-3% of infants in developed countries [1]. Although there is a paucity of
epidemiological food allergy (FA) data in Brazil, in reference centers 1.9% of children aged
4-23 months have oral food challenge (OFC)-confirmed FA, of whom 1.0% present with
CMPA [2].

Some studies on CMPA in developed countries have found that children with food allergies
have lower growth parameters, in particular, height-for-age, than healthy infants and a lower
intake of micronutrients, which may not necessarily translate into deficiencies [3]. However,
studies on height growth in children with FA have produced conflicting results [4-7]. This
discrepancy may be attributed to differences in studied populations, including those with
IgE- and non-IgE-mediated CMPA, presence of comorbidities, type of elimination diet,
duration of follow-up, and age at which CMPA was diagnosed [8-12].

To date, only one study has published a broad evaluarion of nutritional biochemical
parameters in children aged 0-2 years- on a cow’s milk elimination diet. An increased risk
of B12 deficiency in breastfeeding infants on a cow’s milk elimination diet and iron, zinc,
and vitamin D deficiencies was found in all feeding groups [13]. Additionally, Thomasson et
al. [14] found that one-third of Norwegian children aged <2 years with suspected CMPA had
urine iodine concentrations indicating iodine deficiency. However, as these studies evaluated
children from developed countries, extrapolation of these data for children from developing
countries may not be reflective, because nutritional deficiencies may also be a result of food
insecurity. Therefore, we performed a longitudinal observational study to compare the
growth, protein, and micronutrient biomarkers of Brazilian infants with CMPA at diagnosis
and 18 months of follow-up with those of a non-allergic control group.

MATERIALS AND METHODS

Study design

A prospective cohort study comparing the growth, protein, and micronutrient biomarkers
of Brazilian infants with CMPA with those of a non-allergic control group was conducted
(Supplementary Fig. 1). Infants up to six months of age with symptoms of IgE and/or non-
IgE-mediated CMPA were prospectively recruited at the Reference Center for Food Allergy
of Sergipe (RCFAS), Federal University of Sergipe, Northeastern Brazil, over a 12-month
period (February 2019-February 2020). A total of 150 symptomatic children met the inclusion
criteria, of whom 30 had OFC-confirmed CMPA. Healthy infants were recruited from a
maternity clinic where the mother did not experience any prenatal complications between
September 2019 and March 2020, and were placed in the non-allergic control group. A total
of 42 healthy children met the inclusion criteria. Of these, 24 agreed to participate.

The exclusion criteria were prematurity, inflammatory bowel disease, growth hormone
deficiencies, celiac disease, cystic fibrosis, autoimmune disease, chromosomal

abnormalities, developmental delay, and any other presumed or diagnosed chronic diseases.

The RCFAS is a public service of the Unified Health System (Sistema Unico de Saude- SUS)
and has a multidisciplinary team and is responsible for the diagnosis of CMPA in all children
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from the Sergipe state, with a suspected clinical history based on the recognition of symptom
patterns and OFC.

Infants with symptoms suggestive of CMPA underwent open OFC after resolution of the
symptoms with an elimination diet performed after 4-8 weeks on a cow’s milk exclusion diet,
which consisted of extensively hydrolyzed formula (eHF) or amino acid formula (AAF), and/
or advising a breastfeeding mother to exclude all cow’s milk proteins (CMP) from her diet and
to take daily calcium and vitamin D supplementation [15,16]. The OFC was performed under
medical supervision according to the PRACTALL guidelines [17]. OFC were not performed in
patients with a clinical history of IgE-mediated CMPA with specific serum IgE 25,17 KUA/L.
This cutoff has been found to have an 88% predictive value for positive OFC [18]. Children
who did not present with immediate reactions after the OFC were asked to regularly consume
cow milk protein for 30 days after the OFC, followed by a physician evaluation. Patients were
also advised to return to our allergy center atany time if they presented with delayed CMPA
symptoms for clinical evaluation. Children with clinician-confirmed delayed symptoms were
also classified as positive for OFC based on clinical criteria.

In the RCFAS, all formula-fed children with OFC-proven CMPA have eHF or AAF through
medical prescriptions reimbursed by the local health authority.

The scheduled time for the follow-up study visit at 18 months coincided with that during the
COVID-19 pandemic. Although the study participants were still followed-up, this resulted in a
larger follow-up loss than expected.

Data collection

Demographic and sociceconomic information, gestational age, mode of delivery, family
history of allergies, breastfeeding, use of infant formula, and complementary food and salt
consumption were collected using structured questionnaires. These data were included in the
multivariate model to adjust for the analyses as appropriate.

Information on ownership of household assets, parental income, water and sanitation were
used to construct a wealth index, by using the method of ABEP (Brazilian Association of
Research Companies), where ‘A’ is the highest socioeconomic level and ‘E’ is the lowest [19].

Weight and length measurements were collected by a trained pediatric dietitian using
regularly calibrated equipment according to the anthropometric standardized method
defined by the World Health Organization (WHO) [20]. The child’s length was measured
using a supine length measurement board (Alturexata) with 0.1-cm precision. Weight was
measured in children without clothing using a pediatric scale (Welmy) with 5-g precision.

Z-scores were calculated using WHO Anthro software to obtain the child length (LAZ),
weight-for-age (WAZ), and weight-for-length (WLZ). Children were classified as stunted if
their LAZ was <-2 and were graded as underweight and wasted if their WAZ and WLZ had
z-scores <-2, respectively. In addition, children were classified as having a high weight-for-
age if WAZ >2 and overweight if WLZ >2 [21].

Blood samples were collected in the morning, following a 4 hours fasting period, upon

enrolment and at 18 months of follow-up, in accordance with routine procedures. Nutritional
biomarkers were collected as shown in Supplementary Table 1, and the reference values
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used for this study are listed in the same table. Vitamin B12 deficiency was assessed by the
algorithm s-B12 <250 pmol/L and Homocysteine (tHcy) >6.5 pmol/L OR s-B12 <250 pmol/L,
and Methylmalonic acid (MMA) >0.28 umol/L [13,22].

Children with iron and/or vitamin D deficiencies were supplemented according to the
Brazilian Pediatric Association guidelines [23-25]. Vitamin B12 deficiency was treated with
a high oral dose of cyanocobalamin (1 mg every day for 1 week, then 1 mg every week for 4
weeks) [26-28]. Other nutritional deficiencies were treated individually.

Data analysis

Statistical analyses were performed using the R Core Team 2021 (Version 4.1.0) software,
and a 5% significance level was used. The difference-in-differences (DID) estimator in
mixed linear models was employed to evaluate the evolution of nutritional parameters from
baseline to 18 months of follow-up. The models were adjusted for covariates according to
each nutritional biomarker to provide robust results, indicating the true effect of CMPA on
nutritional parameters over the 18 months of follow-up. Mixed linear models were adjusted
for birth weight; socioeconomic status; infant feeding at baseline; weight-for-age; C-reactive
protein, iron, vitamin D, and vitamin B12 dietary supplementation (for children with vitamin
B12 deficiency); and salt consumption in complementary foods (for iodine analysis). Serum
albumin levels were also included in the adjusted longitudinal analysis of serum calcium levels.

The sample size was established based on repeated measures ANOVA [29] with G*Power
3.1.9.7 software [30]. Considering two groups, two measurements, a 5% significance level,
80% power, and a medium effect size (f=0.236) [31], the calculation yielded a requirement for
108 observations, resulting in 27 participants per group.

Ethical approval

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Federal University of
Sergipe (CAAE 97662918.0.0000.5546), and followed the ethical principles of the Declaration
of Helsinki. Consent and participation were voluntary, and caregivers were also reassured of
the confidentiality of the research.

RESULTS

Description of participants

One hundred and fifty children attended the RCFAS were eligible for inclusion in the study.
Of these, 30 children had OFC-confirmed CMPA. We also recruited 24 healthy age-matched
infants in the control group, following a frequency-matching protocol according to age. At
the end of the study, 30 (55.6%) children were lost to follow-up and 24 children completed
the study: 13 (54.2%) from the CMPA group and 11 (45.8%) from the control group (p=0.536).

No statistically significant differences were detected at baseline for age, sex, liquid feed
including breastmilk and formula, socioeconomic status, and nutritional parameters
between children who completed the 18 months of follow-up and those who were lost to
follow-up.

More children had non-IgE-mediated gastrointestinal (GI) manifestations of CMPA, with
food Protein-Induced Allergic Proctocolitis and food protein-induced Gastroesophageal

https://doi.org/10.5223/pghn.2023.26.6.355 358



Nutritional Status in Infants with Cow’s Milk Allergy

Pediatric Gastroenterology, h n
Hepatology & Nutrition

https://pghn.org

Reflux Disease diagnosed in 19 (63.3%) and 10 (33.3%) children, respectively. Acute urticaria/
angioedema and anaphylaxis were observed in 2 (6.7%) children and 1 (3.3%) child,
respectively.

Overall, the mean age of the children at enrolment was 2.9 (standard deviation [SD] 1.7)
months, and 29 children (53.7%) were male (Supplementary Table 2). The cow’s milk
elimination diet was commenced in symptomatic infants at a mean age of 3.2 (1.5) months,
and the formal diagnosis occurred at a mean age of 5.4 (SD 2.5) months. In children with

a positive OFC for delayed CMPA, the onset of symptoms occurred at a median of 13 days
(interquartile range [IQR]: 4-31 days) after the OFC. By the end of the 18-months follow-up,
the mean age of the children was 21+3.6 months, and no significant differences in age were
detected among the studied groups (p=0.267).

The children in both groups predominantly belonged to middle- to low-income families.
Twenty-five (46.3%) families earned less than $200 per month and 42 (77.8%) earned less
than $600 per month. Sociceconomic status and family income of the recruited children did
not differ significantly among the study groups (p=0.086 and p=0.076, respectively). Three
(5.6%) recruited children were small for gestational age (1,000-2,499 g); however, it was
decided to keep those children in the study, as they had already reached a normal weight and
length-for-age when they first actended the RCFAS at baseline.

Infant feeding and anthropometry

One-third of the children with CMPA were not breastfeeding at the beginning of the study,
whereas 96% of the non-allergic children were breastfeeding (p=0.008) (Table 1). At the end
of the study, five (29.4%) and 10 (76.9%) children were still breastfeeding in the CMPA and
control groups, respectively (p=0.013).

At baseline, the daily median intake of infant formula by non-breastfed children was 850
mL (IQR: 760-1,110) in the CMPA group and 758 mL (IQR: 675-840) in the control group
(p=0.533). By the second year of life, there was still no statistically significant difference
(=0.703) in the daily median intake of infant formula in the non-breastfed children in the
CMPA group (600 mL [IQR: 420-660]) vs. the control group (430 mL [IQR: 190-960]).

Of the total study population, three children (5.7%) were stunted (LAZ <-2) and three (5.6%)
were underweight (WAZ <-2) at baseline. Five (9.3%) children were overweight with a weight-
for-length >2 z-score. No significant differences in baseline anthropometric status were
detected between CMPA and non-allergic children (Table 1).

By the end of the follow-up, one child (1.9%) was stunted, none were underweight, and three
(5.6%) were overweight. Comparing the z-scores from baseline to 18 months at follow-up, a
significant increase was observed in weight-for-age and length-for-age in children with CMPA
compared with non-allergic children (p<0.01) (Fig. 1, Table 2).

Nutritional biomarkers

1. Protein and iron status

The baseline total protein, albumin, prealbumin concentrations, and iron biomarkers are
shown in Table 3. Comparing the protein and iron biomarkers from the baseline to the
18-months follow-up, there was no significant difference between the groups in the DID-
adjusted analyses (Fig. 1, Table 2).
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Table 1. Infant feeding description and anthropometry of studied children at baseline

Infant feeding and anthropometry All (n=54) CMPA (n=30) Control group (n=24) p-value

Formula feeding at maternity 0.147
Yes 16 (30.2) 11(37.9) 5(20.8)

No 37(69.8) 18 (62.1) 19 (79.2)

Breastmilk cessation 0.008
Yes 11 (20.4) 10 (33.3) 1(4.2)
No 43 (79.6) 20 (66.7) 23 (95.8)

Infant nutrition in the beginning of study 0.120
Exclusive breastmilk 31(57.4) 15 (50.0) 16 (66.7)
Infant formula® 4 (7.4) 2(6.7) 2(8.3)
Soy formula 1(1.9) 1(3.3) 0(0.0)
Substitute formula® 5(9.3) 5(16.7) 0 (0.0)
Whole cow's milk 3(5.6) 2(6.7) 1(4.2)
Breastmilk and infant formula® 7(13.0) 2(6.7) 5(20.8)
Breastmilk and substitute formulat 3(5.6) 3(10.0) 0(0.0)

Number of complementary foods 0.935
None 41 (75.9) 29 (73.3) 19 (79.2)
One food item 5(9.3) 3(10.0) 2(8.3)
2 to 5 food items 6 (11.1) 4(13.3) 2(8.3)
26 food items 2(3.7) 1(3.3) 1(4.2)

Age of introduction of complementary foods 80 (59.0) 73 (63.0) 12 (1.0) 0.007
None 42 (77.8) 20 (66.7) 29 (91.7) 0.151
amo 3(5.6) 3(10.0) 0 (0.0)
1to 3mo 4(7.4) 3(10.0) 1(4.2)
4to5mo 5(9.3) 4(13.3) 1(4.2)

Weight-for-age -0.92 (-0.9/0.5) -0.5 (-1.0/0.4) -0.03 (-0.5/0.9) 0.074
Underweight 3(5.6) 2(6.7) 1(4.9) 0.259
Eutrophy 49 (90.7) 28 (93.3) 21 (87.5)

High weight-for-age 2(3.7) 0 (0.0) 2(8.3)

Length-for-age -0.64 (1.1) -0.75 (0.84) -0.50 (1.4) 0.113
Sstunting 3(5.7) 2(6.7) 1(4.3) 0.600
Eutrophy 50 (94.3) 28 (93.3) 22 (95.7)

Weight-for-length 0.54 (-0.4/1.1) 0.46 (-0.43/0.86) 0.57 (-0.18/1.3) 0.273
Eutrophy 49 (90.7) 28 (93.3) 21(87.5) 0.393
Overweight 5(9.3) 2 (6.7) 3(12.5)

Values are presented as number (%) or median (interquartile range).
CMPA: cow’s milk allergy group.
“standard formula and partially hydrolyzed cow’s milk formula, TExtensively hydrolyzed cow’s milk formula, amino acid formula, and hydrolyzed rice formula.

Nineteen (35.2%) children with CMPA received iron supplements at the baseline. No
significant differences in iron supplementation were found between the study groups
(p=0.4806) at enrolment or at the end of follow-up (p=0.556).

2. B12 and folate status

The baseline serum B12 vitamin, folate, and their biochemical markers are described in
Table 3. We found B12 deficiency (assessed by the algorithm s-B12 <250 and tHey >6.5 OR
§-B12 <250 and MMA >0.28) in three (12.5%) children with CMPA and none in the control
group at baseline. None of the children diagnosed with B12-vitamin deficiency presented
with clinically significant neurological signs and symptoms. Only one (1.9%) child was
receiving a vitamin B12 supplement at baseline and at the end of follow-up (4%), at a dose
of 0.24 and 2 mcg/day, respectively. None of the children received folic acid supplements
throughout the study period.

Children in the CMPA group showed a significantly lower increase in serum vitamin B12

concentration over time than those in the control group in the adjusted and non-adjusted
DID analyses (p=0.001 and 0.008, respectively) (Fig. 1, Table 2).
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baseline and follow-up. (B) Length-for-age distribution at baseline and follow-up. (C) Total protein distribution at

baseline and follow-up. (D) Albumin distribution at baseline and follow-up. (E) Globulin distribution at baseline
and follow-up. (F) Ferritin distribution at baseline and follow-up. (G) Vitamin B12 distribution at baseline and

follow-up. (H) Urinary iodine distribution at baseline and follow-up.

DID: difference-in-difference, CMPA: cow’s milk protein allergy, CG: control group, WAZ: Weight-for-age z-score,

LAZ: length-for-age z-score.
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Table 2. Adjusted and unadjusted DID analyses to describe differences in nutritional biomarkers and anthropometry from baseline to 18 months follow-up in
cow’s milk allergic children compared to control children

Nutritional parameter
Total proteins (g/dL)
Albumin (g/dL)

Globulin (g/dL)

Prealbumin (mg/dL)
Hemoglobin (g/dL)

Ferritin (ng/mL)

Transferrin saturation (%)
b-McV (fL)

b-MCH (pg)

Vitamin B12 (pmol/L)
Homocysteine (pmal/L)
Methylmalonic acid (pmol/L)
Folate (nmol/L)
25-hidroxi-vitamin D (nmol/L)
Alkaline phosphatase (U/L)
Serum calcium (mg/dL)
Serum phosphorus (mg/dL)
Serum magnesium (mg/dL)
Urinary iodine (ug)
Weight-for-age
Length-for-age
Weight-for-length

Unadjusted (95% CI)
0.498 (-0.008-1.005)
-0.098 (-0.265-0.069)
0.609 (0.193-1.025)
-1.191 (-5.596-3.213)
0.460 (-0.586-1.507)
58.727 (-23.455-140.909)
0.082 (-14.148-14.313)
2.601 (~3.808-9.011)
1.250 (-0.890--3.390)
-933.306 (~405.508--61.103)
0.732 (-2.403-3.867)
0.502 (-0.279-1.284)
3141 (-1.194-7.475)
1.979 (-12.320-16.278)
-136.252 (-565.572-293.068)
-0.336 (-1.013-0.341)
0.618 (-0.243-1.478)
-0.082 (-0.237-0.074)

-848.603 (-1,102.455--594.751)

1.168 (0.354-1.983)
1143 (0.208-2.077)
0.796 (-0.022-1.614)

p-value
0.054
0.25
0.004
0.596
0.389
0.161
0.991
0.426
0.252
0.008
0.647
0.208
0.156
0.786
0.534
0.331
0.159
0.305

<0.001
0.005
0.017
0.056

Adjusted (95% Cl)
0.374 (-0.295-1.044)
-0.128 (-0.341-0.084)
0.531 (-0.022-1.085)
-3.265 (-8.268-1.739)
0.521 (-0.730-1.772)
92.614 (-15.894-201.123)
1.377 (-16.958-19.712)
1.436 (-5.707-8.580)
0.654 (~1.799-3.108)
~395.739 (~523.784--127.694)
-9.843 (-7.056-1.370)
0.795 (-0.577-2.166)
2.886 (~2.442-8.215)
4,848 (-13.972-23.667)
-248.716 (~740.323-242,891)
-0.464 (-1.210--0.282)
0.225 (-0.797-1.248)
-0.107 (-0.312-0.097)

-981.948 (-1,371.464--592.432)

1.511 (0.388-2.634)
2120 (0.850-3.391)
0.429 (-0.281-1.139)

DID: difference-in-difference, Cl: confidence interval, b-MCV: mean corpuscular volume, b-MCH: mean corpuscular hemoglobin.

https://pghn.org

3. Bone metabolism biomarkers
The mean baseline 25(OH)D, alkaline phosphatase, calcium, and magnesium levels were
normal and no significant differences were observed between the CMPA and control groups
(Table 3). Forty-two (77.8%) and 11 (45.8%) children received vitamin D supplements at
baseline and follow-up assessment, respectively, and no significant differences in this

supplementation were found between the studied groups (p>0.05).

p-value
0.973
0.236
0.06
0.201
0.414
0.094
0.883
0.694
0.601
0.001
0.186
0.256
0.288
0.614
0.321
0.210
0.666
0.304

<0.001
0.008
0.001
0.236

There were no significant differences in the evolution of bone metabolism biomarkers
between the groups from the baseline to the end of the study in the DID analyses (Table 2).

4. Jodine status

The median baseline urinary iodine level was normal (218 pg) in both groups, and the control
cohort showed significantly higher levels than the children with CMPA (296 vs. 198 ng;

p=0.034) (Table 3). None of the children received iodine supplements either at baseline or

at the end of follow-up, except foriodinated salt added to the child’s complementary foods

from one year of age.

The urinary iodine concentration remained stable throughout the follow-up period in both

groups (Fig. 1), although children with CMPA presented a significantly lower increase in urinary

iodine concentration over time than control children in the DID analyses (p<0.001) (Table 2).

DISCUSSION

To the best of our knowledge, this is the first prospective longitudinal study to compare
anthropometric measurements and protein/micronutrient biomarkers between infants with
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Table 3. Nutritional biomarkers in infants with and without cow’s milk allergy at baseline

o . All (n=47) CMPA (n=24) Control group (n=23)
Nutritional biomarker N 95% CI N 959% Cl N 95% CI p-value
Total proteins (g/dL) 6.0 0.4 6.0 0.5 5.9 0.4 0.251
Low (<6,0) 22 47.8 9 39 (22-59) 13 57 (37-75) 0.188
Albumin (g/dL) 4.2 4.0-4.3 4.3 4.2-4.5 4.2 4.40-4.3 0.044
Globulin (g/dL) 1.8 0.3 17 0.3 1.8 0.2 0.213
Low (<2.3) 43 93.5 22 96 (79-99) 21 91 (73-98) 0.500
Prealbumin (mg/dL) 15.2 3.7 14.9 4.1 15.5 3.4 0.264
Low (<20) 42 91.3 21 91(73-98) 2 91 (73-98) 0.696
C reactive protein (mg/L) 0.5 0.2-0.9 0.5 0.4-1.0 0.4 0.1-0.8 0.159
Elevated (»3.0) 3 6.7 0 0 (0-15) 3 13 (5-32) 0125
Hemoglobin (g/dL) n.2 10.7-11.7 n.2 10.9-11.5 n.2 10.5-12.2 0.624
Anemia 10 21.3 4 17 (7-36) 6 26 (13-46) 0.333
Ferritin (ng/mL) 49.2 23.1-m7.2 27.6 20.4-74.2 741 36.8-142.9 0.009
Iron deficiency 14 20.8 10 42 (24-61) 4 17 (7-37) 0.066
Transferrin saturation 21.0 14.0-26.5 18.5 14.5-26.0 22 14.0-36.5 0.282
Low (<20) 29 46.8 15 63 (43-79) 7 30 (16-5T) 0.027
b-MCV (fL) 811 8.6 78.4 7.2 83.9 9.1 0.165
Low 15 31.9 9 38 (21-57) 6 26 (13-46) 0.393
Elevated 1 2.1 1 4 (1-20) 0 0 (0-14)
b-MCH (pg) 27.0 3.2 96.1 2.8 27.9 3.3 0.359
Low 18 38.8 10 42 (24-61) 8 35 (19-55) 0.427
Vitamin B12 (pmol/L) 314 178-487 354 199-453 146 124-250 0.005
Low (<250) 27 58.7 10 43 (26-63) 17 74 (54-87) 0.036
Homocysteine (pmol/L) 2 5.2-8.9 6.2 4.9-7.8 7.9 6.2-9.9 0.039
Hyperhomocysteinemia (>6.5) 28 60.9 n 48 (29-67) 17 74 (54-87) 0.065
Methylmalonic acid (pmol/L) 0.38 0.21-0.60 0.22 0.16-0.42 0.48 0.32-0.79 0.001
Elevated (>0.28) 25 62.5 7 41 (22-64) 18 78 (58-90) 0.019
Vitamin B12 deficiency (algorithm) & 6.5 3 13 (5-32) 0 0 (0-14) onz
Folate (nmol/L) 23.5 17.0-24.8 59.7 45-62 57.9 41-62 0.642
25-hidroxi-vitamin D (nmol/L) 54.0 17.4 143.8 44.3 126.0 41.4 0.747
Deficiency (25 to 50) 1 2.1 o} 0 (0-14) 1 4 (1-21) 0.489
Alkaline phosphatase (U/L) 831 696-980 832 726-929 752 682-1,009 0.774
Low (<250) 1 2.1 1 4 (1-20) 4] 0 (0-14) 0.378
Elevated (>950) 13 97.7 5 21 (9-40) 8 35 (19-55)
Serum calcium (mg/dL) 10.8 10.5-11.1 10.7 10.4-11.6 10.8 10.5-10.9 0.724
Elevated (>10.5) 32 68.1 16 67 (47-82) 16 70 (49-85) 0.540
Serum phosphorus (mg/dL) 6.3 6.0-7.0 6.2 5.9-6.4 8.5 6.1-7.5 0.031
Elevated (>7.0) 10 22.2 1 5 (1-29) 9 39 (22-59) 0.006
Serum magnesium (mg/dL) 2.4 2.3-2.5 2.4 2.3-2.5 2.4 2.3-2.4 0.204
Elevated (»2.5) 6 13.0 4 17 (7-37) 2 9 (2-27) 0.333
Urinary iodine (pg) 218 161-341 198 117-245 296 193-397 0.034
Low (<100) 5 12.5 4 19 (8-40) 1 5(1-25) 0.204

Values are presented as mean (standard deviation) or median (interquartile range).

CMPA: cow’s milk protein allergy, Cl: confidence interval, b-MCV: mean corpuscular velume, b-MCH: mean corpuscular hemoglobin.

N=46 for total proteins, albumin, globulin, prealbumin, vitamin B12, homocysteine, folate, and serum magnesium; n=45 for serum phosphorus; and n=40 for
methylmalonic acid and urinary iodine.

CMPA and nonallergic infants in a developing country. We found that children with CMPA
who received a CMP elimination diet had higher rates of both weight gain and length gain
than non-allergic children. In addition, children with proven CMPA showed a significant
increase in total serum protein, albumin, and globulin levels over the measurement period,
similar to that in non-allergic children.

Several cross-sectional studies have demonstrated concerns about longitudinal growth

in children with CMPA on an elimination diet [4,6,32]. A feasible explanation for this is a
decreased intake of nutrients, especially low intake of energy, protein, calcium, phosphorus,
magnesium, zinc, riboflavin, and niacin [4,9,10]. However, in this study, children with CMPA
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had a growth status similar to that of the control group at baseline and significantly higher
weight-for-age and length-for-age z-scores at the 18-month follow-up.

One possible explanation for this finding is the higher levels of protein in hypoallergenic
formulas (1.7-1.9 g/100 mL) when compared to breastmilk and to standard formula (1.2-1.4
g/100 mL). This implies that the protein energy contribution is approximately 10-11%,
which is similar to that suggested for catch-up growth [33]. There is a paucity of longitudinal
studies describing the anthropometry of children with CMPA compared to that of healthy
children from developing countries. A longitudinal study enrolling Thai infants with CMPA,
but without a control group, demonstrated a significantly more pronounced improvement
in growth in CMP-allergic infants fed with hypoallergenic formula than in those who were
breastfed [34]. This finding reinforces our hypothesis that higher protein intake through
substitute formulas contributes to higher weight and height increments. In contrast,
longitudinal studies of children with CMPA from developed countries that included healthy
controls showed that children with CMPA using hypoallergenic formula reached similar (but
not higher) weight and height z-scores from baseline to 2 years of age [8,9]. In our study, the
higher anthropometric z-scores in CMP-allergic children than in non-allergic children may
also be explained by the lower socioeconomic status of both groups of children, as formula-
fed children from the CMPA group had free access to substitute formula by a social program
for CMPA treatment, which did not occur in healthy children.

Regarding micronutrient biomarkers, children in the control group had significantly lower
concentrations of vitamin B12 and higher concentrations of t-Hecy and MMA than those in the
CMPA group at baseline. This result may be a reflection of the higher rates of breastfeeding in
the control group, as vitamin B12 in breast milk has been found to be positively associated with
maternal B12 intake [35], and in lower socioeconomic groups, animal protein consumption is
lower because of cost [36,37]. Moreover, infant formulas are enriched with cobalamin and have
been found to yield higher serum vitamin B12 and lower t-Hcy levels in formula-fed children
[38]. Although not statistically significant, the fact that the formula-fed infants from the control
group consumed 430 mL vs. 600 mL in the CMPA group could make this difference.

However, when vitamin B12 status was evaluated using an algorithm that considered vitamin
B12 and its biochemical markers t-Hcy and MMA, none of the children in the control group
showed B12 deficiency at baseline. In contrast, 13% of the children with CMPA had vitamin
B12 deficiency when this algorithm was used. A similar prevalence of vitamin B12 deficiency
(12%) was observed by Kvammen et al. [13] in 0—2-year-old Norwegian children undergoing
cow milk elimination diet.

This study could not ultimately attribute baseline vitamin B12 deficiency to CMPA, because
these levels could also reflect lower newborn endogenous stores associated with mothers.
Several studies have shown that the most common etiology of vitamin B12 deficiency in
infancy is maternal deficiency in strictly vegetarian mothers or even in non-vegetarian
mothers from low socioeconomic populations [39,40]. Maternal food preferences were
recorded in this study, with no mothers in either group consuming a vegetarian diet.
Although the control group presented with prolonged breastfeeding in the second year of
life, children with CMPA showed a significantly lower increase in s-B12 over time, which may
be explained by unnoticed and sustained intestinal inflammation, which in turn may affect
vitamin B12 absorption [16,41]. This finding underscores the need to consider vitamin B12
deficiencies in young children with CMPA.
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The present study also demonstrated that children with CMPA had a higher rate of functional
iron depletion and lower ferritin concentrations at baseline than those in the control group.
Funcrional iron depletion, defined as low transferrin saturation, is characterized by the
presence of adequate iron stores as defined by conventional criteria, but with insufficient iron
mobilization for adequate support, which is commonly related to chronic inflammation [42,43].

The CMPA group presented with a lower initial ferritin concentration over time despite
consuming sufficient hypoallergenic iron-fortified formula in non-breastfed children. These
findings suggest that bowel permeability dysfunction due to inflammartory processes in
children with predominantly non-IgE-GI manifestations of CMPA may contribute to infant
iron store depletion prior to treatment [44,45]; however, the elimination diet per se does
not guarantee iron store repletion. The volume of iron-fortified formula intake decreased
throughout follow-up as the infants’ acceptance of complementary foods increased, which
may in low-income populations lead to lower intake of iron-rich protein due to the cost of
some iron-rich foods [36]. The present study revealed a lower prevalence (19%) of urinary
iodine content <100 pg in the CMPA group than that (31%) in Norwegian children younger
than 2 years on a cow’s milk protein-free diet [14]. Urinary iodine is subject to daily variations
according to individual diet and hydration, which limits the interpretation of the nutritional
status [14]. Cow milk is an important source of iodine, particularly in young children, where
the use of fortified salt is not promoted due to concerns about excessive sodium intake.
Further research is required in children with CMPA to establish the iodine status in larger
populations.

A limitation of this study is that nutrient intake was not quantified to establish comparisons
with the control group. However, the analysis of the amount of daily infant formula intake did
not demonstrate significant differences between formula-fed children with and non-allergic.
Another limitation of this study was the loss of a relevant number of participants to follow-
up, which was mostly due to the COVID-19 pandemic. However, the proportion of children
lost to follow-up was similar between groups.

The practical implications of this study are that children with CMPA from a resource-
constrained setting may show adequate anthropometric achievement, although they may

be at risk of specific micronutrient deficiencies such as iron, vitamin B12, and iodine, which
may compromise growth, immune function, and neuromotor development [41,46,47]. This
highlights the need for thorough nutritional evaluation as part of clinical practice, including
blood assays and dietetic assessment, to investigate micronutrient deficiencies.

In conclusion, Brazilian infants with CMPA who consumed a cow’s milk protein elimination
diet showed signs of inadequate iron and vitamin B12 nutrition and presented a higher

increment in weight and length scores from 0-6 months to 1722 months of age than
nonallergic children predominantly breastfed at a similar age and socioeconomic status.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Fig. 1
Flow diagram of the study design.

Click here to view
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Supplementary Table 2
Cut-offs for the nutritional biomarkers

Click here to view

Supplementary Table 3
Demographic and birth characteristics of the study population

Click here to view
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