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FORMATO DA TESE

A presente tese € composta por capitulos. O capitulo 1 apresenta
uma introducgédo, contextualizagdo do tema através de uma extensa revisdo
bibliografica, onde foi realizado um estudo comparativo sobre teste de contato
alérgico com alimentos em humanos e caninos, essa revisao foi formatada e contém
referéncias nas normas da revista cientifica Pesquisa Veterinaria Brasileira, a qual
serd submetida. O capitulo 2 trata-se de artigo cientifico completo, avaliando a
acuricia de extratos alérgicos de proteina bovina, suina, de frango e de soja, em
guatro diferentes concentracdes, para uso em teste de contato alérgico em caes
com prurido crénico, contendo referéncias, e formatado nas normas da revista
Veterinary Dermatology para o qual serd submetido. O capitulo 3 finaliza esta tese

com conclusdes gerais e consideragdes finais e impacto e perspectivas do trabalho.



RESUMO GERAL

A reacdo adversa aos alimentos (RAA) ocorre em 30 a 76% dos caes com
dermatite atépica. Seu diagnostico é estabelecido através de dieta restritiva (DR)
seguida de teste de provocacéo oral (TPO) ja que ndo existem testes eficazes para
seu diagndstico definitivo. O teste de contato com alimentos, devido a seu alto valor
preditivo negativo tem sido utilizado na selecao de alimentos para DR, porém, por falta
de padronizagéo, seu uso é limitado. Este estudo objetivou avaliar as concentracées
ideais de extratos de proteina bovina, suina, de frango e de soja a serem utilizados
em testes de contato com alimentos em céaes com prurido crénico, sendo avaliado sua
sensibilidade (SE), especificidade (ESP), valores preditivos negativo (VPN) e positivo
(VPP) e seguranca. Para tal 20 c&es higidos (grupo 1) e 11 cdes com prurido cronico
e perene associado a dermatite atopica (DA) (grupo 2) foram selecionados. Os caes
do grupo 1 foram submetidos ao teste de contato com alimentos (TCA), com as quatro
proteinas selecionadas nas concentracdes de 100, 200, 500mg e 1000mg em 0,2ml
de vaselina. Apds 48 horas da colocacdo dos testes se efetuou sua retirada e
interpretacdo dos resultados. Os cées do grupo 2 foram submetidos a DR e avaliados
seus escores lesionais (CADESI-4) e escala visual de prurido (pVAS) antes e no final
da DR. Ap6s a DR, todos também foram submetidos ao TCA, com 0 mesmo protocolo
dos animais do grupo 1. Ao fim da DR, todos os caes do grupo 2 foram submetidos
ao TPO com as proteinas testadas, se avaliando a recorréncia dos sinais clinicos. Dos
20 caes do grupo 1, somente um céo (5%) apresentou reacfes a proteina bovina, nas
concentracdes de 500mg e 1000mg/0,2ml. Em relacédo aos 11 cées do grupo 2, todos
apresentaram melhora parcial significativa (p<0,05) no CADESI-4 e pVAS ap6és DR,
reacOes positivas as quatro proteinas testadas e recorréncia dos sinais clinicos ap6s
o TPO, com excecao de um paciente positivo para proteina suina. Eritema leve foi
associado com valores de 100% de SE, ESP, VPP e VPN a proteinas bovina e de
frango nas concentracdes de 500mg e 1000mg/0,2ml, e a soja a 1000mg/0,2ml. Ja
para proteina suina, uma SE 100%, ESP 83%, VPP 83%, VPN 100% foram
observadas na concentracdo de 1000mg/0,2ml. Conclui-se que o TCA pode ser
utilizado no diagnostico da RAA para bovino, frango e soja, e na instituicdo de TPO as

mesmas.



Palavras chave: dermatite atépica, alergia, alergia alimentar, testes alérgicos,

dermatopatias alérgicas.



ABSTRACT

Adverse food reaction (AFR) occurs in 30 to 76% of dogs with atopic dermatitis. Its
diagnosis is established through a restrictive diet (RD) followed by an oral
provocation test (OPT) since there are no effective tests for its definitive diagnosis.
The food patch test, due to its high negative predictive value, has been used in the
selection of foods for RD, however, due to the lack of standardization, its use is
limited. This study aimed to evaluate the ideal concentrations of bovine, porcine,
chicken and soy protein extracts to be used in food patch tests in dogs with chronic
pruritus, evaluating their sensitivity (SE), specificity (SP),negative predictive values
negative (NPV) and positive predictive value (PPV) and security. For this purpose, 20
healthy dogs (group 1) and 11 dogs with chronic and perennial pruritus associated
with atopic dermatitis (AD) (group 2) were selected. The dogs in group 1 were
submitted to the food patch test (FPT), with the four selected proteins in the
concentrations of 100, 200, 500mg and 1000mg in 0.2ml of vaseline. After 48 hours
of placing the tests, they were removed and the results were interpreted. Dogs in
group 2 were submitted to RD and their lesion scores (CADESI-4) and visual pruritus
scale (pVAS) were evaluated before and at the end of DR. After RD, all dogs were
also submitted to FPT, with the same protocol as the animals in group 1. At the end
of RD, all dogs in group 1 were submitted to OTP with the tested proteins, evaluating
the recurrence of clinical signs. Of the 20 dogs in group 1, only one dog (5%) showed
reactions to bovine protein, at concentrations of 500mg and 1000mg/0.2ml.
Regarding the 11 dogs in group 2, all showed significant partial improvement
(p<0.05) in CADESI-4 and pVAS after RD, positive reactions to the four tested
proteins and recurrence of clinical signs after OTP, with the exception of one patient
positive for pork protein. Mild erythema was associated with 100% SE, SP, PVP and
PVN values for bovine and chicken proteins at 500mg and 1000mg/0.2ml, and soy at
1000mg/0.2ml. As for pork protein, SE 100%, SP 83%, PPV 83%, NPV 100% were
observed at a concentration of 1000mg/0.2ml. It is concluded that the FPT can be
used in the diagnosis of AAR for cattle, chicken and soybeans, and in the institution
of OTP for the same.



Keywords: atopic dermatitis, allergy, food allergy, allergy tests, allergic

dermatopathies.



CAPITULO 1

(Artigo cientifico a ser submetido para publicacdo no periédico Pesquisa

Veterinaria Brasileira).

Teste de contato alérgico (patch test) para alimentos, uma revisdo comparativa
entre caes e humanos.

Raniere Gaertner?, Marconi Rodrigues de Farias®

Abstract.- Gaertner R., Farias MR. 2023. Patch test for food, a comparative review
between dogs and humans. Pontificia Universidade Catodlica do Parana — PUCPR,
Rua Imaculada Conceicdo, 1155, CEP 80215-901, Curitiba-PR, Brazil. E-mail:
marconi.puc@terra.com.br

The patch test or allergic contact test has been used for more than 100 years, mainly
in allergic reactions involving cellular components in late reactions and without IgE
involvement. More recently, this test has been used in patients with adverse reactions
to food, food allergies and in patients with atopic dermatitis, helping to create restrictive
diets. This work aims at a summary review of the use of patch test for food in medicine
and veterinary medicine, its indications, exchange, application techniques and
perspectives for clinical use. Although being used in veterinary medicine in patients
with atopic dermatitis and food allergies and being widely used in medicine in cases of
difficult-to-control atopic dermatitis, enterocolitis syndromes and eosinophilic
esophagitis, its lack of standardization and infections in relation to its sensitivity and
specificity lead to the lack of a consensus on its use, so the test can help in clinical
practice, however, without currently dismissing the oral challenge test as the gold
standard diagnosis for adverse reactions to food.

Index terms: patch test, allergic patch test, food allergy, adverse reaction to food.
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Resumo.-[Teste de contato alérgico (patch test) para alimentos, uma revisao
comparativa entre cades e humanos.] O patch test ou teste de contato alérgico vem
sendo utilizado ha mais de 100 anos principalmente em reacgdes alérgicas com
envolvimento de componente celular em reacdes tardias e sem envolvimento de IgE.
Mais recentemente esse teste vem sendo utilizado em pacientes com reacao adversa
aos alimentos, alergia alimentar e em pacientes com dermatite atépica, auxiliando na
elaboracdo de dietas restritivas. Este trabalho visa uma revisdo bibliografica do uso
de patch test para alimentos na medicina e na medicina veterinéria, suas indicacdes,
mecanismos, técnicas de aplicacdo e perspectivas para uso clinico. Embora sendo
utiizado na medicina veterinaria em pacientes com dermatite atOpica e alergia
alimentar e sendo amplamente utilizada na medicina em casos de dermatite atopica
de dificil controle, nas sindromes de enterocolite e na esofagite eosinofilica, sua
caréncia de padronizacgao e variagcdes em relagcéo a sua sensibilidade e especificidade
levam a inexisténcia de um consenso sobre seu uso, assim sendo o teste pode ajudar
na pratica clinica entretanto sem dispensar atualmente o teste de provocacao oral
como diagnostico padréo ouro para reacOes adversas ao alimento.

Termos de indexacgdo: patch test, teste de contato alérgico, alergia alimentar, reacao

adversa ao alimento.

1- Introducéo.

A dermatite atépica (DA) € uma dermatopatia cronica, inflamatoria e
pruriginosa, que acomete caes geneticamente predispostos (Halliwell, 2006). Avancos
no entendimento de sua etiopatogenia sugerem que a DA é uma sindrome clinica
multifatorial (Marsella e De Benedetto, 2017), que resulta de uma complexa
combinagao de fatores como anormalidades de barreira cutanea, disfungbes da
resposta imunolégica e hipersensitizacdo neurogénica, que resultam em infeccdes
recorrentes, hipersensibilidade aos alérgenos ambientais, alimentares e de origem
microbiana (Nuttal et al. 2019, Steinhoff et al. 2022).

As reacOes adversas aos alimentos (RAAS) incluem a intolerancia alimentar
(IA) e a hipersensibilidade alimentar, que pode ser subdividida em alergia alimentar

(AA), a gual geralmente é associada a reacfes IgE dependentes, e as reacdes



inflamatdérias mediadas por células aos alérgenos alimentares ou componentes da
dieta (Possebom et al, 2022).

O padrao ouro de diagnéstico das RAAs é a dieta restritiva por oito semanas,
seguida da realizac&o do teste de provocacao oral (TPO) com o alimento ao qual o
paciente é sensivel, uma vez que testes comerciais confidveis para o diagndéstico nao
existem (Hensel et al. 2015, Olivry et al. 2015, Johansen et al. 2017).

Um crescente aumento no interesse por protocolos diagndésticos mais faceis
execucao e aceitagao pelo tutor do que a dieta restritiva seguida do TPO tem ocorrido,
devido a dificil adesdo e manutencdo a dieta e a resisténcia ao TPO (Caglayan-
Sozmem et al. 2015). O teste de contato (patch test) € o método mais consagrado no
diagnéstico da dermatite de contato e sua utilizacdo com extratos alimentares vem
sendo sugerido como um possivel teste ndo invasivo para o diagnéstico de RAAs em
criangcas com dermatite atépica (Caglayan-Sozmem et al. 2015)

Em caes, o teste de contato com extratos alimentares, em funcéo de seu alto
valor preditivo negativo, se mostrou util na indicacdo de componentes para elaboracéo
de dietas restritivas em cades com reacdes cutaneas adversas aos alimentos,
principalmente aqueles com prurido crénico associado a dermatite atopica (DA)
(Possebom et al. 2022).

Porém, a grande variacdo de metodologias de aplicacdo, formulacdes e
concentracbes dos alérgenos e os resultados variaveis de sua sensibilidade e
especificidade em varios estudos denotam a necessidade de uma padronizacao ou
normatizacao desse método diagndstico (Fernandes & Prates 2007).

Como o controle da exposicdo dos pacientes sensibilizados aos alérgenos
deflagradores faz parte do controle multimodal da DA, a elaboracdo de dietas
adequadas para cdes com DA sensiveis a trofoalérgenos se faz necessaria para um
controle adequado da doenca (Chehade & Mayer 2005, Wang & Sampson 2011,
Marsella et al. 2012, Possebom et al. 2022).

Assim, a utilizacdo de testes alérgicos em cdes com prurido crénico pode ser
uma ferramenta util na elaboracdo de uma dieta restritiva, se evitando tentativas
frustradas para sua composi¢éo, além da demanda de tempo e custo.

Este artigo tem como objetivo revisar a literatura médica e veterinaria sobre a
utilizacao dos testes com extratos alimentares para avaliacdo da RAAs em pacientes

caninos e humanos com DA.



2- Reacdes adversas a alimento.

A reacdo adversa a alimento inclui a hipersensibilidade alimentar (HA) e a
intolerancia alimentar (IA) (Olivry & Bizikova 2010, Wang & Sampson 2011, Matricoti
& Noli 2018). 1A é classificada como resposta ndo imunoldgica, e pode ser subdividida
em reacdo devido ao ingrediente ativo farmacologico, reacdo devido aos metabdlitos
de certos ingredientes, idiossincrasia alimentar e pseudo-alergia (Day, 2005, Bhagat
et al. 2017).

HA é classificada como resposta imunolégica aos alérgenos alimentares
(trofoalérgenos) ou a componentes da dieta, podendo ser mediada por IgE, 0 que
conduz a reacOes de hipersensibilidade imediatas do tipo | (AA), ou associada a
respostas de hipersensibilidade tipos Il e IV também podem estar envolvidas nas
reagfes imunoldgicas ao alimento associados a deposi¢éo de imunocomplexos ou de
carater inflamatoério crénico, mediado por células (Day 2005, Fritsch 2010, Olivry &
Bizikova 2010, Bhagat et al. 2017).

Fatores que contribuem ao desenvolvimento de alergia alimentar tém a
capacidade de interferir na barreira mucosa (virus, bactérias, parasitas, toxinas, etc.),
0 que leva a uma maior penetracéo e apresentagdo anormal de antigenos alimentares
ao sistema imune associado ao intestino (GALT), representado pelas placas de Peyer,
tecido linfoide difuso na lamina prépria, enterécitos e linfocitos intraepiteliais (Day
2005, Bhagat et al. 2017).

Outros fatores responséveis por um alérgeno alimentar induzir a AA séo a
resisténcia destes as enzimas digestivas e termorresisténcia associados ao aumento
de sua capacidade de penetrar na barreira fisiolégica da mucosa, que pode estar
relacionado ao aumento do pH gastrica, diminuicdo do peristaltismo, do muco
superficial protetor, de moléculas juncionais dos enterdcitos e da IgA intraluminal
(Bhagat et al. 2017).

O antigeno alimentar quando captado por células apresentadoras de antigenos
(célula dendritica), € apresentado a um linfécito ThO, o qual é estimulado a se
transformar em Th2 e secretar IL-4, que induz a proliferacdo de células B, formacao
de plasmdécitos e a producéo e liberacao de IgE alérgeno especifica (Day 2005, Fritsch
et al. 2010, Bhagat et al. 2017). A IgE alérgeno especifica se liga aos mastdcitos

sensibilizando-os, 0 que favorece sua degranulacdo e a liberacdo de substancias



vasoativas e pro-inflamatoérias a cada reexposicao (Day 2005, Fritsch et al. 2010,
Bhagat et al. 2017).

Como as reagdes imunoldgicas aos alérgenos alimentares podem nao ser
mediadas somente por IgE, estudos sobre outros mecanismos de reagcado observaram
um infiltrado cutaneo inflamatério nas lesées eczematosas de pacientes humanos com
DA rico em linfocitos TCD4+ e linfocitos T especificos para alérgenos alimentares, o
gue denota a ocorréncia de uma resposta tardia aos alimentos (Werfel & Breuer 2004).
Estas reac6es mediadas por células (hipersensibilidade tipo V) podem se desenvolver
apos 12 horas da exposi¢cdo ou mais aos trofoalérgenos, e decorrem da fagocitose,
processamento e apresentacdo por células dentriticas aos linfécitos ThO que, por
estimulos da IL12, se convertem em Thl, que migram para a area de penetracao do
antigeno e liberam citocinas inflamatérias como IL-1, IL-2 e IL-6, interferon-y (IFN-y),
estimulando a migracdo para o tecido de linfécitos T citotoxicos, neutrofilos,
macrofagos e eosindfilos de neutréfilos (Day 2005, Verlinden et al. 2006, Fritsch et al.
2010, Lazarine et al. 2013, Bhagat et al. 2017).

3- Alérgenos alimentares.

Alérgenos alimentares, também denominados de trofoalérgenos, sao
moléculas que quando ingeridas podem deflagrar reacdes de hipersensibilidade
(Commins, et al. 2009). As proteinas parecem ser 0s principais trofoalérgenos,
entretanto os carboidratos e lipideos também podem causar reacdes de
hipersensibilidade, principalmente quando conjugados as proteinas (lipo ou
glicoproteinas) (Commins, et al. 2009, Fritsch et al. 2010, Bhagat et al. 2017, Roitel et
al., 2017).

Os trofoalérgenos de uma maneira geral tém peso molecular superior a 10kDa,
se apresentam estaveis ao calor, sdo normalmente sollveis em agua e resistentes a
proteases digestorias (Verlinden et al. 2006).

Em cées, 78% dos casos de RAAs relatados foram relacionadas aos alérgenos
encontrados na carne bovina, carne de frango, lacticinios e trigo (Roudebush 2013).
J& RAAs ligadas a ingestdo de ovos de galinha, carne suina, peixe, carne ovina, milho
e soja foram menos relatadas, e foram raras as reagdes a carne de pato e ao arroz
(Roudebush 2013). No Brasil, Possebom et al. (2022) relatou a carne de frango e soja,

determinando maior nimero de reacdes positivas em testes de contato alérgico.



Estudos demonstraram que cdes com RAAs reagem principalmente a IgG, a
fosfoglucomutase e albumina sérica da carne bovina e devido a homologia entre as
imunoglobulinas ovina e bovina, reagdes cruzadas podem ocorrer entre estas carnes
(Carlotti 2017, Bhagat et al. 2017, Olivry et al. 2022).

O leite bovino contém cerca de 20 componentes proteicos, e a B-lactoglobulina
parece ser o componente proteico mais alergénico para caes, seguida pela caseina,
lactalbumina e albumina sérica bovina (Bhagat et al. 2017). Entretanto, Shimakura et
al. (2021) coloca a albumina sérica, seguida da caseina como principais alérgenos do
leite bovino para cdes. Em humanos alérgicos ao leite de vaca, ja se demonstrou a
existéncia de reacdes cruzadas com leite de bufala, ovelha, cabra e com menor
ocorréncia a leite de égua e camela (Solé et al. 2018a). Em testes cutaneos de leitura
imediata (detectando IgE especifica ao alérgeno alimentar) observou-se, com pouca
frequéncia, reagOes cruzadas entre carne bovina e leite de vaca, essas reagdes
envolvem a albumina sérica (um alérgeno menor do leite, presente na carne de varios
mamiferos), entretanto as taxas de reatividade clinica dos pacientes sdo baixas,
provavelmente em funcdo da caracteristica termolabil da albumina sérica, onde o
cozimento/aquecimento do alimento, torna a albumina sérica menos presente no
alimento em questédo (Solé et al. 2018a).

A albumina sérica, além do piruvato quinase M 1/2, enolase 3, creatina quinase
tipo M, aldolase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, lactato desidrogenase e triose
fosfato isomerase 1, sdo considerados os principais alérgenos alimentares presentes
na carne de frango para humanos e caes sensibilizados a esta (Bexley et al. 2018,
Solé. et al. 2018a, Pucheu-Haston & Mougeot 2020).

No ovo destacam-se as proteinas ovomucoOide e ovalbumina, além de
ovotransferina, ovomucina, lizosima, albumina (da clara do ovo) e lipovitelina,
losvitina, lipoproteina de baixa densidade (da gema do ovo). Em humanos alérgicos
ao ovo de galinha, uma reacdo cruzada a clara de ovos de outras aves ja foi
demonstrada e, alergia a gema de ovo podem ter reacdo cruzada a carne de frango
(Solé et al. 2018a).

A albumina sérica pode estar associada a RAAs a carne suina, além do alfa-
gal, um oligossacarideo expresso em glicoproteinas e glicolipeptideos em humanos

(Ferreira et al. 2015, Solé et al. 2018a), entretanto em cées, como a alfa-gal &



produzida no organismo canino, a hipersensibilidade classica contra esse antigeno,
nao é desencadeada nessa espécie (Baumann et al. 2020).

Entre os alérgenos de peixe que desencadeiam RAAs em humanos, desataca-
se a parvoalbumina (Solé et al. 2018a) e cades a enolase e aldolase (Bexley et al.
2018), e entre os principais componentes alérgicos presentes na soja estdo as
vicilinas, globulinas (Solé et al. 2018a).

Ja foi observado em cées reacdo cruzada entre as proteinas enolase, aldolase
de peixe e frango (Pali-Schdll, et al. 2017). AvaliagBes soroldgicas em cées também
observaram reacgfes cruzadas ao piruvato quinase, creatina quinase, alfa-actina,
desidrogenase, betaenolase, aldolase, maleato desidrogenase, lactato
desidrogenase, triose fosfato isomerase, gliceraldeido-3 fosfato presentes nas carnes
de frango e peixe (Bexley et al. 2018).

Em cdes um estudo usando o A-RISC (Allergens Relative Identity, Similarity
and Cross-reactivity) demonstrou um alto risco tedrico de reacfes cruzadas entre
proteinas alimentares da mesma familia (como a I-lactato desidrogenase) em
espécies diferentes (frango, pato, peru, avestruz, bovino, ovino, equino, suino, coelho,

bacalhau, salméo e jacaré) (Olivry et al. 2022).

4- ReacOes adversas aos alimentos e a dermatite atépica.

A dermatite atopica é uma doenca crénica, inflamatoria, pruriginosa que afeta
cerca de 20% da populagao canina (Solomon et al. 2010, Baviera et al. 2015). Esta
cursa com alteragBes genéticas da barreira cutanea (Cork et al., 2006) e disfuncdes
imunologicas, destacando-se uma hiper-reatividade da resposta Th2 cutanea
mediada e um aumento de formacao de IgE aos alérgenos ambientais, alimentares e
microbianos (Nuttal et al., 2019). As principais alteracdes na barreira epidérmica da
dermatite atopica sdo o adelgagcamento da camada cornea, aumento dos espacos
intercelulares, reducdo de ceramidas, perda de &gua transepidérmica e Xxerose
cutanea (DeBoer & Marsella 2001, Simou et al. 2005, Solomon et al. 2011, Baviera
et al. 2016).

Nos EUA, estudos apontam que aproximadamente 3,5% dos adultos e 8% das
criancas apresentam sintomas relacionados a AA (Ungar et al. 2017). Em adicao, a
AA pode ser diagnosticada em um terco das criancas com dermatite atopica moderada
a grave (Edward & Martinez 2014).



Nos humanos com DA, o papel dos alimentos na deflagracdo e agravamento
da doenca esta bem documentado, entretanto observou-se que o tipo de alimento
desencadeador da DA é passivel de variacdo com a idade do paciente (Caglayan
Sozmen et al. 2015, Mansouri et al. 2018). No ocidente, os alérgenos indutores de DA
em lactentes sao frequentemente encontrados no leite de vaca, ovo e amendoim e,
com o passar da idade, troalérgenos do trigo, nozes e peixes aparecem mais
frequentemente como deflagradores da DA (Caglayan Sozmen et al. 2015, Mansouri
et al. 2018).

ReacOes adversas aos alimentos (RAAs) podem ser consideradas causas
frequentes de prurido ndo sazonal, alesional ou ndo em cées (Proverbio et al. 2010,
Hensel et al. 2015). Estima-se sua ocorréncia em cerca de 5% de todas as doencas
de pele e aproximadamente 25% das condi¢cdes alérgicas tegumentares em cées
(Matricoti & Noli 2018).

Ja em cdes com dermatite atOpica, estima-se que a presenca de RAAs ocorram
em com frequéncias que variem de 25 a 76% (Olivry & Mueller 2017), Possebom et
al. 2022), logo a DA pode ser considerada uma doenga tegumentar onde os sintomas
estdo relacionados a co-sensibilizacdo e reacdo tegumentar multifatorial (Dermatite
atopica latu sensu) (Pucheu-Haston et al., 2015).

Em um estudo na Finlandia, observou-se que a exposicdo a alimentos de
origem animal crus, em filhotes caninos, parece ter um efeito protetor na deflagracéo
de sintomas cutaneos de alergia\dermatite atdpica na idade adulta (Hemida et al.
2021). Em contrapartida, a exposi¢cédo de filhotes caninos a alimentos processados
pelo calor, a uma mistura de Oleos palatabilizantes e acucares de frutas pareceu
favorecer a deflagracado de sintomas cutaneos de alergia\dermatite atopica na fase
adulta (Hemida et al. 2021).

Segundo Bergamnn et al. (2013), apesar dos aeroalérgenos terem seu papel
destacada em diversos estudos, os trofoalérgenos ou alérgenos alimentares foram
identificados como principais gatilhos externos da DA em humanos, sendo que a
sensibilizacdo ocorre classicamente através do trato gastrintestinal em funcdo da
disfuncdo da barreira intestinal e consequente absorcédo facilitada do trofoalérgeno,
induzindo a AA em pacientes com DA. Entretanto o processo de sensibilizacao ao(s)
alérgeno(s) alimentar(es) pode se desenvolver por via epicutanea em individuos com

defeitos de barreira fisica associado a dermatite atopica (Bronw et al, 2008, Elias et



al. 2008, Barnes 2010, Possebom et al. 2022). Em até 50% dos pacientes humanos
com DA grave, mutacdes no gene da filagrina estédo correlacionadas a um maior risco
de sensibilizagdo aos alérgenos ambientais e alimentares (Heratizadeh et al. 2011).

Em cdes com DA, parece ndo haver predilecdo por sexo e idade para o
desenvolvimento de RAAs, e esta deve ser investigada em todos os caes com prurido
cronico e perene (Verlinden et al. 2006, Bethlehem et al. 2012, Johansen et al. 2017).
Em relacdo a racas, um estudo apresentou o West White Highland Terrier, Pug,
Boxers, Rhodesian Ridgebacks e Pastores Alemaes como racas predispostas (Picco
et al. 2008).

Entre seus principais sinais clinicos podemos destacar, prurido cronico,
eritema, alopecia e escoriacdes autoinduzidas e, em casos crénicos, hiperqueratose,
acantose e liguenificacdo cutanea (Lloyd 2014, Possebom et al. 2022). Quanto ao
padrdo topografico lesional, extremidades dos membros, flexuras, regido periocular,
perilabial, perivulvar, perianal, pavilhdes auriculares, axilas e regido inguinal sdo
frequentemente afetados (Lloyd 2014).

Nos cdes com prurido cronico e ndo sazonal, a RAA deve ser considerada se
sinais gastrintestinais estiverem presentes, como vomitos, diarreia, flatuléncia,
tenesmo, distensédo abdominal, célica visceral, aumento dos movimentos peristalticos
(Proverbio et al. 2010, Hensel et al. 2015).

5- Diagnoéstico da RAA.
5.1. Dietas de eliminagéo e teste de provocacgéao oral.

Geralmente ha suspeicao de RAAs quando uma reducéo ou resolucdo completa
do prurido e das lesdes ocorre ap0s o estabelecimento de uma dieta restritiva, de oito
semanas, e é confirmado quando, diante ao desafio com a dieta pregressa ou com as
proteinas ao qual o animal esteja sensibilizado (teste de provocacgéo oral- TPO), por
até 14 dias, ocorre o reinicio do prurido e dos sinais clinicos (Bethlehem et al. 2012,
Johansen et al. 2017, Mueller & Olivry 2017).

Dietas restritivas, também denominadas de exclusédo ou de eliminacao, podem
incluir dietas preparadas nos domicilios (dietas caseiras) constituidas por fontes de
proteinas e carboidratos inéditas ao paciente, e dietas comerciais industrializadas
(racbes), contendo proteinas e carboidratos Unicos, originais e, preferencialmente,

hidrolisadas ou ultra-hidrolisadas (Bethlehem et al. 2012, Johansen et al. 2017).



Na medicina, o padrao ouro para diagnostico de RAAs também é o TPO apos
uma dieta restritiva para resolucéo dos sintomas (Ungar et al. 2017, Solé et al. 2018b).
O TPO consiste, apds um periodo de exclusao dietética e remissdo dos sinais clinicos,
na oferta progressiva de um alimento suspeito e/ou placebo, por intervalos regulares,
com monitoragdo médica em fungdo de possiveis reagdes clinicas (Nowak-Wegrzyn
et al. 2009).

Nestes casos, o TPO precedido da dieta restritiva tem como finalidades: a
confirmacdo ou exclusdo de AA, determinar a aquisicdo de tolerancias em AAs
potencialmente transitorias (AA a trigo, soja, ovo, leite bovino), avaliacdo de
reatividade em pacientes sensibilizados, observar a tolerancia a alimentos passiveis
de reacdes cruzadas, observar efeitos do processamento dos alimentos, sua
tolerabilidade e, nos pacientes com dietas restritivas a multiplos alimentos, avaliar
alérgenos alimentares associados a doencas crénicas que podem deflagrar reacfes
imediatas (Solé et al. 2018b).

Em humanos, os TPOs, podem ser classificados como abertos (médico e
paciente cientes dos alimentos ofertados), simples cego (somente médico ciente do
alimento ofertado) e duplo cego e controlado por placebo (onde nenhuma das partes
esté ciente do que é ofertado (Nowak-Wegrzyn et al. 2009). O TPO duplo cego e com
placebo é considerado padrédo ouro no diagndstico de alergia alimentar, entretanto o
tempo necessario para executar esse teste, a necessidade de estrutura fisica
adequada e equipe médica treinada para atendimento de eventuais reacfes
exacerbadas e o alto custo acabam limitando seu uso, sendo mais executado para
fins de estudos e pesquisas (Solé et al. 2018b).

TPOs abertos parecem ser os mais adequados para fins clinicos e podem
confirmar reacdes IgE mediadas e ndo IgE mediadas (Greenhawt 2011). O TPO
simples cego, apesar de uma possibilidade, apresenta as mesmas dificuldades
técnicas que o duplo cego e com placebo (Solé et al. 2018b).

Em funcéo da auséncia de dados comparativos entre os diferentes protocolos
de TPO em humanos, nao é formado consenso em relacao a quantidade das doses e
o intervalo entre as doses na administragdo do alimento possivelmente ofensivo (Solé
et al. 2018b). Antes da administracdo do TPO é importante verificar a ndo ingestédo do
alimento ofensor por um periodo minimo de 14 dias e se o tempo de jejum necessario

foi observado pelo paciente (Caffarelli & Petroccione 2001, Bindslev-Jensen et al.
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2004). O objetivo do jejum € potencializar a absorcao do alimento testado e prevenir
gue alimentos ingeridos previamente interfiram na interpretacdo dos resultados, além
de minimizar os riscos do paciente na necessidade de manobras de ressuscitacao
(Nowak-Wegrzyn 2009, Solé at al. 2018b).

S&o normas do TPO: a- o alimento a ser oferecido ndo deve ter contato com
outros alimentos a fim de evitar reacfes cruzadas (Nowak-Wegrzyn et al. 2009), b- as
doses do alimento ofertado devem ser crescentes, minimizando o risco de reacdes
graves e favorecendo a identificacdo da menor dose capaz de provocar sinais clinicos,
sendo usualmente recomendado de 8 a 10g para alimentos secos, 16 a 20g para
carnes e peixes e 100ml para liquidos (Solé et al. 2018b), c- as doses e os intervalos
entre as doses do alimento podem ser a cada duas horas, ou cada 15 a 30 minutos,
de acordo com a clinica do paciente (Nowak-Wegrzyn et al. 2009, Horvatich et al.
2018, Solé et al. 2018b).

Na interpretacdo do TPO em humanos, sdo considerados sinais clinicos
objetivos como aparecimento de eritema, urticaria generalizada, palidez, angioedema,
tosse, sibilo respiratério, estridor laringeo, coriza, espirros repetitivos, alteracdo de
voz, obstrucdo nasal, lacrimejamento, hiperemia conjuntival, diarreia, vomitos, queda
na pressao arterial e, em 20%, aumento na frequéncia cardiaca, colapso e anafilaxia
(Solé et al. 2018b). A identificacdo destes sinais clinicos confere positividade ao TPO
e justificam a interrupc¢ao do procedimento e medicacéo do paciente caso necessario
(Solé et al. 2018b).

Ja os sinais clinicos considerados ndo observaveis ou subjetivos (pois séo
relatados pelos pacientes) sédo, dor abdominal, ndusea, prurido alesional, sensacéo
de obstrucéo respiratéria, disfagia, dispneia, alteragcdes comportamentais, cefaleia,
recusa a ingestdo do alimento e prostracdo (Nowak-Wegrzyn et al. 2009, Solé et al.
2018b). O relato desses sinais clinicos nao justifica a interrupcéo do teste e sim deve-
se observar por mais tempo até a remisséo dos sinais clinicos e administrar a dose
seguinte. Caso esses sintomas ocorram apoés trés administracées o alimento e ndo
se reproduzam com placebo, o teste pode ser considerado positivo (Nowak-Wegrzyn
et al. 2009, Solé et al. 2018b)

Na medicina veterinaria, o TPO deve ser precedido de uma dieta restritiva de
duracao de cinco a oito semanas (se necessario até 13 semanas) até a remissao dos

sinais clinicos ou reducéo do prurido (Olivry et al. 2015, Johansen et al. 2017).
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Cada alimento possivelmente ofensor deve ser usado individualmente no TPO,
pois isso permite um diagndstico mais acurado, identificando o(s) alérgeno(s)
alimentar(es) especifico(s) (Johansen et al. 2017, Possebom et al. 2022). A
recorréncia dos sinais clinicos ap6s a exposicdo oral ao alimento ofensor confere
positividade ao teste. Sintomas observaveis em cdes que reagem ao alimento
ofensor, como prurido generalizado, otite externa, piodermites superficiais,
agravamento dos sinais de DAC, descritos por Olivry & Mueller (2019), podem ser
considerados sintomas objetivos desencadeados pela TPO, assim como sinais
gastrointestinais (vdmito e/ou diarréia), sinais subjetivos, como naulsea, dor
abdominal, alteracGes de comportamento, cursam com a necessidade do relato dos
proprietarios que convivem com animal submetido a TPO.

Em um recente estudo, a média de tempo para retorno dos sinais clinicos apés
o TPO foi de 2,1 dias, variando de trés horas até 10 dias dependendo do paciente,
assim, o possivel alimento ofensor deve entdo ser oferecido na dieta diaria do cao,
até no maximo 14 dias (Johansen et al. 2017).

No momento em que se identifica um alérgeno alimentar pelo TPO, este
alérgeno deve ser imediatamente removido da dieta do céo, retoma-se a dieta de
restricdo e, apos a involugdo dos sinais clinicos, realiza-se o TPO com outro alimento
até esgotar-se os componentes da dieta pregressa ofensora (Verlinden et al. 2006).

Dietas restritivas com ensaios de provocacdo ou TPO subsequentes séo
recomendados para diagnosticar RAAs em caes, porém demanda trabalho, tempo e
séo onerosos (Mueller & Olivry 2017). Exames mais rapidos ou que oferecam menos
transtorno aos tutores devem aumentar a adesédo destes ao processo diagnostico e
reduzir a desisténcia, colaborando para o diagnoéstico precoce das RAAs em cées
(Mueller & Olivry 2017).

5.2. Testes soroldgicos.

O método de mensuracao de IgE especifica consiste em um parametro critico
para o diagnéstico de alergia mediada por IgE, onde a presenca de anticorpos IgE
indica sensibilizacdo, e a concentracéo de anticorpos IgE torna-se um instrumento na
identificacdo do alérgeno sensibilizante e no acompanhamento da evolucdo da

doenca alérgica (Daher et al. 2009).

12



Na medicina, a mensuracdo de IgE especifica aos alérgenos alimentares é
rotineiramente usada para auxiliar o diagnostico de RAAs (Bethlehem et al. 2012) e a
identificagdo de IgE especifica pode ser sugestiva de sensibilizagdo ao alimento
testado, na maioria das vezes levando a indicacdo do alimento a ser utilizado em
dietas restritivas e no teste de provocagédo oral (Solé et al. 2018b).

A medicéo de IgG especifica ndo faz parte da rotina de diagnostico de RAAs
em humanos, pois, em geral, o IgG especifica contra diferentes alérgenos alimentares
sdo interpretados como um mero reflexo fisiol6gico da exposi¢cédo ao alérgeno, ndo se
evidenciando provas cientificas que respaldem o uso da mensuragédo de IgG para
alimentos com proposito de diagndéstico (Solé et al. 2018b). Por sua vez para
Rothenberg & Bousquet (2023), as funcdes da IgG especifica a alérgenos alimentares,
estdo pouco esclarecidas se comparadas as respostas mediadas por IgE especificas
a alérgenos alimentares, os resultados de avaliacdes soroldgicas de IgG especifica a
alérgenos alimentares, pode auxiliar na criacdo de uma biblioteca de dados que
contribuird para estudos e esclarecimentos futuros sobre o real papel da resposta IgG
a esses alérgenos.

Muitos estudos avaliaram a IgE sérica especifica contra alérgenos alimentares
em caes normais e cdes com doencgas cutaneas ou gastrintestinais (Mueller & Unterer
2018). Em um deles, as respostas IgG e IgE de céaes normais, de cdes com dermatite
atopica e de caes com varios tipos de doencas gastrintestinais foram comparadas e,
caes normais produziram mais IgE contra carne de frango e cordeiro, enquanto, caes
com dermatite atOpica apresentaram mais IgE contra antigenos de ovo, peixe, porco,
peru, arroz, soja do que os outros dois grupos, respectivamente (Foster et al. 2003).

Em outro estudo, cdes com RAAs cutanea comprovada, cées controles
normais, caes com doenca de pele ndo alérgica e cdes com dermatite atépica devido
a sensibilizacdo aos alérgenos ambientais (Dermatite atopica strictu sensu) foram
testados por ELISA para IgE sérica especifica para alimentos e, reacdes positivas
foram encontradas apenas em um cdo com dermatofitose e um cado com alergia a
alérgenos ambientais (Mueller & Tsohalis 1998).

Soros pareados de cdes com RAAs, com dermatite atépica strictu sensu, com
dermatopatias alérgicas sem diagnostico etioldégico especifico, com doencas

tegumentares nao alérgicas e saudaveis foram submetidos a dois testes laboratoriais
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de IgG e IgE especificos a alimentos, e ndo houve diferencas significativas entre os
resultados entre os grupos (Hardy et al. 2014).

Em adicéo, outro estudo que avaliou respostas de IgE e IgG especificas para
alimentos de cdes com doenca tegumentar alérgica também mostrou uma
repetibilidade insatisfatéria desses testes (Wilhelm & Favrot 2005).

Assim, o valor diagnostico de RAA com testes sorolégicos para IgE e IgG
especificas para alimentos é limitado, e o teste sérico ndo parece ser recomendado
para o diagndstico de RAA em cées (Mueller & Unterer 2018).

Entretanto, Maina et al. (2018), concluiram em seu estudo que o teste
sorolégico de Western blot ndo deve ser considerado uma ferramenta util no
diagnéstico de RAA, porem pode ser util na elaboracdo de uma dieta restritiva ou de
eliminagdo. Assim, novos estudos sdo ainda necessarios antes da utilizacdo

translacional destas técnicas em ambiente ambulatorial.

5.3. Testes cutaneos de puntura com extratos alimentares (Prick-test).

Na medicina, o teste intradérmico ndo tem sido recomendado com extratos de
alérgenos alimentares em decorréncia de alta irritabilidade, que pode conduzir a
reacoes falso positivas e porque, em situacdes de alta sensibilidade, podem ter maior
risco de reacdes anafilaticas (Motta et al. 2005).

O teste cutaneo de puntura (prick test) de leitura imediata € considerado um
dos principais métodos para confirmagéo de sensibilizacdo alérgica mediada por IgE
aos alérgenos ambientais, além de ser pouco invasivo e, se realizado corretamente,
de boa reprodutibilidade (Motta et al. 2005, Daher et al. 2009).

Em humanos, o prick test tem sido utilizado na confirmacdo da sensibilidade
clinica a uma grande variedade de alérgenos encontrados naturalmente no ambiente
(Daher et al. 2009), entretanto, os extratos alergénicos sdo um importante pré-
requisito para a realizacdo do exame com resultados confidveis, e devem ser
padronizados; com poténcia, estabilidade e composicdo conhecidos; sem
componentes irritantes ou toxicos e deve ter estabilidade documentada dentro dos
limites aceitaveis (Motta et al. 2005).

Em humanos, no diagnostico de RAAs o teste de puntura com extratos de
alimentos denota uma relacéo entre o tamanho da reacéao, o nivel de IgE especifica e

a resposta positiva ao teste de provocacéao oral (Motta et al. 2005, Daher et al. 2009).
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Alguns extratos contendo alérgenos alimentares parecem perder rapidamente
suas caracteristicas antigénicas e atividade alergénica, consequentemente, alguns
alergistas optam por utilizar a técnica do prick to prick com alimentos in natura, o que
consiste em realizar puntura com uma lanceta no alimento e, em seguida, realizar a
puntura na pele do paciente com a mesma lanceta ou puntor (Bolhaar et al. 2005,
Motta et al. 2005). Alimentos com consisténcia mais solida podem ser macerados e
diluidos em solucéo salina 1:3 e extratos com os alimentos frescos parecem provocar
respostas mais sensiveis e exuberantes do que os extratos comerciais, com melhores
correlagdes com a provocacéao oral (Motta et al. 2005).

Como RAAs em caes com dermatite atopica tem componente mediado por
células e o prick test avalia a presenca de IgE especifica, casos em que prevalegcam
reacOes tardias mediadas por células podem n&o ser identificados pelo teste
(Johansen et al. 2017), como ocorre em pacientes humanos, o0 que pode limitar sua
sensibilidade (Resende & Segundo, 2010)

Resultados de um recente trabalho, com 21 cdes com prurido crénico néo
sazonal, demonstraram que a associac¢ao do prick test com o patch test resultou altos
valores de sensibilidade e valor preditivo negativo, com potencial para detectar as
reacoes IgE mediadas e ndo IgE mediadas, diagnosticando RAA em 76% dos 21 cées,
0 que denotou que os resultados negativos dos testes tiveram grande utilidade na

elaboracdo de uma dieta restritiva nesses animais (Possebom et al. 2022).

5.4 Teste de contato (Patch test) com alimentos.

O teste de contato alérgico (patch test) em humanos é utilizado ha mais de 100
anos na avaliacdo de dermatite de contato e, mais recentemente, utilizado na
investigacdo de RAAs (principalmente ndo IgE mediada), da esofagite eosinofilica e
da sindrome de enterocolite induzida por proteinas alimentares (Bethlehem et al.
2012, Edward & Martinez 2014, Johansen et al. 2017).

O teste de contato foi relatado pela primeira vez no ano de 1895 pelo
dermatologista aleméo Jadassohn, que o utilizou para avaliacdo de dermatite de
contato (Lazzarini et al. 2013). Inicialmente relacdo entre acaros e DA foi demonstrada
por testes alérgicos de contato por Rost em 1932 e, apds essa observacdo, outros

autores corroboraram seus achados relatando o aparecimento de eczema apés a
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aplicacdo epicutdnea de aeroalérgenos utilizando a técnica do teste de contato
modificada denominada de “atopyc patch test” (APT) (Rodrigues et al. 2011).

A hipétese de que testes de contato com extratos de alimentos pudessem
prever uma reacdo tardia aos alérgenos alimentares foi estudada primeiramente no
ano de 1996 por Isolauri e Turjanmaa, e foram incluidos como testes potenciais para
avaliar RAAs em criancas com prurido crénico associado a dermatite atopica
(Fernandes & Prates 2007).

O teste de contato com extratos de alimentos foi inicialmente utilizado em
criangas com dermatite atdpica visando identificar sensibilidade cutanea a alérgenos
alimentares, como proteinas do leite e ovo e, posteriormente, aos alérgenos
inalatorios e medicamentos (Daher et al. 2009).

Um trabalho pioneiro descreveu reacdes mediadas por células apds o teste de
contato com extratos alimentares dissolvidos em DMSO (Breneman et al. 1989).
Infiltrac&o linfocitica tegumentar associado ao aumento local de IgE, além de I1gG, IgM,
C3 e C4, sugeriu a ocorréncia de reacoes do tipo I, Il e lll, além das reacdes tardias
do tipo IV a estes extratos na pele atopica (Breneman et al. 1989).

A resposta imune ao teste de contato com alimentos em 25 pacientes com
autorrelatada alergia alimentar, ou com teste de puntura com extratos alimentares ou
titulacdo de IgE especifica para alérgenos alimentares positivos, demonstrou a
presenca de respostas inflamatorias do tipo Th2, Th9 e Th17 (Ungar et al. 2017).

A importancia do teste de contato na identificacdo de alérgenos alimentares
passiveis de deflagracdo de eczema atdpico baseia-se noOs processos
imunopatologicos da DA, onde mecanismos imediatos mediados por IgE coexistem
com hipersensibilidade retardada induzida por células T, acredita-se que o patch test
reproduza eventos ligados a fisiopatologia da DA, como inflamagédo associada a
padrao de citocinas Th2 nas 24 horas iniciais do teste e, apos 48 horas, o teste parece
identificar um padréo de resposta Thl (Mansouri et al. 2018).

Entretanto, mais estudos s&o necessarios para padronizar os extratos, a
técnica de realizacdo e a interpretacdo dos resultados, visando melhorar sua precisao,
reprodutibilidade e determinar seu papel como teste de diagnéstico (Edward &
Martinez 2014).
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5.4.1. Indicacdes do teste de contato com alimentos.

O teste de contato tem sido utilizado principalmente em reacdes ndo mediadas
por IgE, porém pode haver um componente IgE em muitas reacfes tardias, ja que
moléculas de IgE na superficie das células dendriticas podem captar alérgenos
alimentares e, nos mastocitos, favorecer sua degranulacdo, suscitando respostas
imediatas, além das tardias (Maurer et al. 1995, Edwards & Martinez 2014).

Estudos demonstram que o teste de contato para alimentos ajudou na
identificacdo de determinados pacientes humanos que apresentaram teste de puntura
negativo e TPO positivo, sugerindo ser uma ferramenta adicional na deteccao de
ambos os tipos de reacdes (imediata e tardia) (Edwards & Martinez 2014, Mansouri et
al. 2018).

Entretanto, segundo Resende et al. (2010) e Edwards & Martinez (2014), a
utilizacdo do teste de contato com alimentos parece ter maior aplicabilidade para
esclarecer o valor dos alérgenos alimentares em reacdes adversas aos alimentos nao
mediadas por IgE. Especificamente na DA, esta prova pode ser Gtil em casos graves
e recalcitrantes (Turjanmma et al. 2006; Resende et al. 2010).

Em um estudo com 72 criangas entre dois e 12 anos de idade, Levy et al. (2012)
concluiram que o teste de contato com extratos alimentares apresenta alta
especificidade e podem ser utilizados para evitar dietas de eliminacdo em criancas em
fase de desenvolvimento.

Caglayan Sozmen et al. (2015) avaliando alergia a ovo e leite de vaca em
criancas, consideraram que o teste ndo € pratico e acessivel na rotina clinica diaria e
nao teve um valor adicional para prever os resultados do TPO.

Mansouri et al. (2018) consideram o teste de contato com alimentos uma
ferramenta auxiliar confidvel e segura para avaliacdo quando se suspeita de sinais
cutaneos ligados a alergia alimentar na infancia, além de poder identificar pacientes
onde a producéo de IgE contra o alérgeno alimentar ndo é importante, principalmente
em criancas com DA. E relevante ressaltar que em seu trabalho Mansouri et al. (2018)
fizeram uso de alimentos in natura, na diluicdo de 1g do alérgeno alimentar para 10ml|
de agua destilada, j& Caglayan Sozmen et al. (2015) em seu trabalho fez uso de
alérgenos alimentares comerciais, com alimentos liofilizados com vaselina como
excipiente (ovo nas concentracdes de 5 a 10 %, caseina 5 e 10%, leite de vaca 10 e
20%).
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Apesar de o teste de contato alérgico com alimentos ser conhecido ha décadas,
persistem lacunas quanto a determinacdo da concentracdo ideal do alérgeno e o
tempo de aplicacdo deste na pele (Daher et al. 2009). Também se observa que a
metodologia utilizada difere nos estudos referidos quanto a natureza do alérgeno
(extrato proteico versus alimento in natura) e alguns trabalhos ndo descrevem o
veiculo utilizado, bem como a dimens&o das camaras contensoras da fita adesiva
hipoalergénica (Fernandes & Prates 2007, Daher et al. 2009). E possivel encontrar
também variacdes em relacdo aos tempos de aplicacdo e de leitura, bem como aos
critérios de positividade. Assim, estas discrepancias explicam resultados
frequentemente contraditorios entre os estudos, dificultando uma avaliacdo clara da
real utilidade deste no diagnostico das RAAs (Fernandes & Prates 2007).

Em humanos, o teste de contato com extratos alimentares também tem sido
descrito como util na avaliacdo da sindrome da enterocolite induzida por alimentos
(doenca ndo mediada por IgE) e na proctite alérgica, quando associada ao teste de
puntura (prick test) (Canani et al. 2007, Resende et al. 2010).

Melhora parcial e completa, em 23 e 70%, respectivamente, dos sintomas
relacionados a esofagite eosinofilica, foi observada apds exclusdo dietética
direcionada pela associacao dos resultados do teste de puntura com o teste de contato
com extratos alimentares (Spergel et al. 2002, Spergel et al. 2012, Edwards & Martinez
2014), entretanto, a ndo padronizacdo desse teste cutdaneo ndo o valida para
diagnostico da doenca (Dall’Agnol et al. 2021).

Em cées, um estudo com teste de contato com alimentos em 25 pacientes,
determinou seus valores de acuracia no diagnostico de RAAs (Johansen et al. 2017).
Os testes foram realizados com proteinas (cruas e cozidas), carboidratos (cozidos) e
racdo comercial seca e os resultados positivos com proteinas foram observados em
100% dos animais, com carboidratos em 70% destes e com ragdo em 22,2% dos cées,
sendo os valores preditivos negativos, avaliados apos TPO com os alimentos
testados, de 100% para proteinas, 79% para carboidratos e 72% para racdo seca
(Johansen et al. 2017).

Em outro estudo com teste de contato com extratos alimentares em 21 cées,
em relacdo as proteinas, observou-se reacdes positivas para carne de frango em
57,1% dos cées, a proteina de soja em 52,4%, carne bovina e de peixe em 47,6%,

leite em 42,8%, carne suina em 38%, ovo em 23,8% e trigo em 4,8% (Possebom et
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al. 2022). Neste estudo, associando teste de contato e teste de puntura, obteve-se 0s
valores de 80% de sensibilidade, 66,7% de especificidade, 66,7% de valor preditivos
positivo e 80% de valor preditivo negativo, entretanto o teste de contato, isoladamente,
obteve sensibilidade de 70% e especificidade de 50%, o que pode indicar que os
alérgenos alimentares podem ser passiveis da provocacdo de uma dermatite de
contato irritante e, consequentemente, induzirem resultados falso positivos
(Possebom et al. 2022).

Os dois ultimos estudos citados concordam que o teste de contato com
alimentos é util para selecdo de componentes para dietas restritivas em cdes com
prurido crbnico e suspeita de RAAs, e para orientar uma futura TPO, caso haja
minimizacao dos sinais clinicos (Johansen et al. 2017, Possebom et al. 2022).

Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para padronizacdo dos extratos
com alimentos, visando avaliar o limiar irritativo dos extratos, a técnica de realizacao
e a interpretacdo dos resultados, para melhorar a sensibilidade, especificidade, o valor

preditivo positivo e acuracia do exame (Possebom et al. 2022).

5.4.2. Técnica para realizacao de patch test com alimentos.

Em humanos.

Em humanos, o teste de contato com alimentos segue uma técnica semelhante
a utilizada para testes destinados ao diagnoéstico de dermatite de contato alérgico
(Resende et al. 2010).

A maioria dos trabalhos utilizam camaras contensoras com extensao de 8 a
12mm, sendo j& observada uma boa correlacao entre o uso de camaras contensoras
de 8mm e testes de provocacdo oral (Resende et al. 2010). Edwards & Martinez
(2014), em um trabalho avaliando alergia ao leite, ovo, soja e trigo, comentam que
camaras contensoras de 12 mm obtiveram resultados significativamente melhores em
termos de sensibilidade e valor preditivo positivo (VPP).

Para a aplicacéo do teste de contato, a pele do paciente deve estar limpa, ndo
apresentar sudorese, lesbes ou a presenca de pomadas e cremes (Resende et al.

2010, Lazzarine et al. 2013). A pele deve ser higienizada com algodéo e alcool etilico
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e o local de aplicacéo preferivel é a regido dorsal do corpo, sendo o limite superior a
primeira vertebra toracica e o inferior os ossos da pelve, por fim os limites laterais sao
as linhas axilares superiores (Motta et al. 2005). Os locais para colocacéo do teste de
contato devem estar sem a utilizacao prévia de corticoides topicos por no minimo sete
dias, quatro semanas sem tratamentos com luz ultravioleta e os pacientes ndo devem
estar utilizando anti-histaminicos pelo menos cinco dias antes do teste, corticoides
sistémicos, ciclosporina ou tacrolimo (Edwards & Martinez 2014).

Os extratos com alimentos utilizado para o teste de contato permanecem nao
padronizados, as diferentes preparacdes e concentracdes desses tém resultados
controversos, e as preparacdes comerciais carecem de estudos de eficiéncia, o que
faz com que alimentos frescos sejam preferiveis aos comerciais (Resende & Segundo
2010, Edwards & Martinez 2014).

A literatura europeia cita a utilizagdo do alimento fresco diretamente nos
contensores no caso de leite de vaca, ovo e extrato de soja, entretanto, alimentos
farinaceos podem ser reconstituidos em veiculo aquoso (Resende & Segundo 2010).

Em contrapartida, a literatura americana comenta a utilizacdo de dois gramas
do alimento em po6, no caso de leite desnatado, extrato de soja, farinha de trigo, ovo
liofilizado, com 2ml de soro fisiolégico, formando uma pasta a ser colocada
diretamente sobre os contensores (Resende & Segundo 2010).

O uso de petrolato como diluente pode oferecer vantagens sobre uma solugéo
aguosa e, apesar de estudos comparativos demostrarem resultados similares,
reacoes com preparacOes de alimentos com petrolato se mostraram mais intensas
(Resende & Segundo 2010). A diluicdo dos extratos alimentares utilizados tem variado
de 1/1 a 1/1000, em solucéo aquosa ou vaselina (Daher et al. 2009).

Os extratos com alimentos devem ser dispostos sob as camaras contensoras
e estas devem estar sob fita adesiva hipoalergénica, permitindo a adesdo dos
contensores contendo o alérgeno alimentar a pele do paciente (Daher et al. 2009,
Resende & Segundo 2010). ApOs a preparacdo dos contentores com extratos
alimentares, este deve ser aderido a pele e ficar em contato direto com esta por 24 a
72 horas (Daher et al. 2009). Resende & Segundo (2010) determinam que o tempo de
contato ideal para o teste de contato com alimentos é 48 horas, e que esta foi muito
superior a leitura em 24 horas. Levy et al. (2012), comparando os tempos de contatos

de 24 e 48 horas, comprovaram que resultados positivos foram estabelecidos
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principalmente em leituras realizadas apos 48 horas de contato. Uma observacao
inicial por 20-30 minutos para verificar a tolerancia, bem como orientacao da retirada
antecipada do teste em caso de prurido ndo suportavel sdo recomendacdes
importantes (Daher et al. 2009).

A leitura e interpretacédo do teste em humanos deve ser realizada 15 a 20
minutos apds a remocao do teste e 24 e 48 horas depois da remocéo dos contensores
(Lazzarine et al. 2013). Artigos afirmam que nenhuma informacdo adicional foi
verificada em leituras ap6s 96 horas da aplicacdo do teste de contato com alimentos
(Resende et al. 2012).

A interpretacdo dos resultados depende da habilidade, treinamento e
conhecimento do profissional para obter-se um resultado confiavel, alguns
pesquisadores comentam que concentracfes mais altas do alérgeno séo passiveis de
promover irritagdo cutanea induzindo a resultado falso positivo (Daher et al. 2009).
Também resultados falso-positivos podem estar relacionados a presenca de
impurezas na preparacado do teste, o uso de um veiculo irritante, falta de diluicéo
adequada do antigeno no veiculo, reacao ao adesivo utilizado, efeito da presséao local
exercida por materiais sélidos ou roupas e sindrome da pele irritada (Lazzarinni et al.
2013). Em adicao, técnica inadequada no momento da aplicagdo pode resultar em
reacoes de irritacdo caracterizada como pele plissada, eritema, papulas, pustulas
foliculares, pustulas, petéquias, bolhas e necrose (Astner et al. 2005, Lazzarinni et al.
2013).

A ocorréncia de resultado falso-negativo também é possivel, logo, a presenca
deste ndo exclui completamente a possibilidade de RAAs e algumas causas de
resultados falso-negativos podem estar relacionadas a substancia nao ser liberada do
veiculo ou ser retida na caAmara contensora, ocluséo insuficiente, contato curto do
antigeno com a pele (descolamento dos adesivos), testes molhados ou perdidos, teste
aplicado numa regido ndo recomendada, leitura feita em um momento inadequado,
local de aplicacdo previamente tratado com corticosteréides ou exposto a radiacao
UV, paciente submetido a tratamento sistémico com corticosterdides e / ou
medicamentos imunossupressores e, ainda, o alergéno pode nao estar em sua forma

ativa ou estar degradado (Lindemberg & Matura 2011, Lazzarinni et al. 2013).
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Oppermann et al. (2021) demonstraram que a dermatoscopia pode auxiliar na
interpretacdo dos resultados do teste de contato, especialmente nas reacdes mais
sutis, discretas e duvidosas, quando vista a olho nu, pode resultar em falso negativo.

Para interpretacéo dos resultados, a Revised European Task Force on Atopic
Dermatitis (ETFAD) no ano de 2003 publicou uma proposta revisada da interpretagéo

dos APT para alimentos na dermatite atopica conforme a Tabela 1.

Tabela 1- Recomendacdes para leitura do teste de contato para alimentos de

acordo com a European Task Force on Atopic Dermatitis (ETFAD).

- Negativo

? Apenas discreto eritema

+ Eritema e infiltrac&o

++ Eritema associado a poucas papulas

+++ Eritema associado a multiplas e difusas papulas

+4+4++ Eritema associado a vesiculas

A presenca de reagdo +++ ou ++++ tem alto valor preditivo positivo para
hipersensibilidade tardia ao alimento estudado.
Modificado de Resende e Segundo, 2010

Em 2006, uma padronizacdo de interpretacdo especifica para criangcas com DA
e suspeita de AA, indica que a presenca de infiltragcdo concomitante com a presenca
de ao menos sete papulas parece ter um grande potencial diagnostico ao ser
comparado com o teste de provocacédo oral, que é o padrdo ouro para o diagnéstico
de AA (Heine et al. 2006).

Em cées.

A técnica sugerida para realizacdo do teste de contato cutdneo com
alimentos em cédes inclui a preparagdo da area onde se realizara o teste (area da pele
de 20 cm x 10 cm ao longo do térax lateral), que deve ser suavemente tosada com
maquina de tosa elétrica, preferencialmente, 24 a 48 horas antes do teste, para

minimizar reacdes irritantes (Bethlehem et al. 2012, Possebom et al. 2022). O local
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pode ser higienizado com solucdo fisiologica e, apOs estar seco, deve-se
imediatamente fixar contensores (Bethlehem et al. 2012, Possebom et al. 2022).

O tempo recomendado de abstinéncia de glicocorticéides sistémicos e da
ciclosporina antes do teste de contato é de quatro semanas; para anti-histaminicos e
glicocorticéides tépicos € de duas semanas (Johansen et al. 2017).

Os extratos alimentares utilizados na maioria dos trabalhos publicados séo
processados com alimento in natura ou cozido, na propor¢ao de 500mg de alimento
para 0,2ml de vaselina ou petrolato (Bethlehem et al. 2012, Johansen et al. 2017,
Possebom et al. 2022). Os extratos alimentares sédo entdo colocados nas camaras
contensoras gue na sequéncia, sdo fixadas na pele previamente tosada com fitas
adesivas hipoalergénicas (Bethlehem et al. 2012, Possebom et al. 2022), uma camara
contensora deve ser preenchida apenas com vaselina, atuando como controle
negativo (Possebom at al. 2022)

Para auxiliar na sua manutencdo, cobre-se a fita adesiva com ataduras de
crepom e bandagem elastica para minimizar a chance de o céo tirar o contensor com
0s extratos alimentares, sendo muitas vezes indicado a utilizacdo de trajes de
recuperacao cirurgica (Bethlehem et al. 2012, Possebom et al. 2022). O tamanho das
camaras contensoras usadas em cdes varia de 8mm a 12mm de didametro em
diferentes artigos (Bethlehem et al. 2012, Possebom et al. 2022).

A variagcao de tempo para leitura pés aplicacdo do teste de contato em cées
variou de 24, 48 a 72 horas, entretanto, 48 horas de manutencdo do contensor em
contato com a pele parece ser 0 tempo necessario para se evidenciar reagdes
positivas (Possebom et al. 2022). ApoOs este periodo € recomendado a retirada do
contensor e, imediatamente apds esta, e depois de 15 a 30 minutos, se realiza a leitura
e interpretacao das reacdes (Bethlehem et al. 2012, Johansen et al. 2017, Possebon
et al. 2022). Uma segunda leitura pode também ser recomendada apds 24 horas da
retirada do contensor (Bethlehem et al. 2012).

Prontamente ap0s a remocdo realiza-se entdo a marcacdo com caneta
dermogréfica das impressGes das camaras contensoras, o que tem por objetivo
facilitar sua identificagcdo (Bethlehem et al. 2012, Johansen et al. 2017, Possebon et
al. 2022). Os locais do teste sdo avaliados e deve-se levar em consideracdo a
presenca de eritema, edema, papulas, puastulas, micro- vesiculas e erosbes
(Bethlehem et al. 2012, Johansen et al. 2017, Possebon et al. 2022).
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Na medicina veterinaria a interpretacdo dos resultados do teste de contato com
alimentos em cdes com DA é baseada principalmente na escala de pontuacao
desenvolvida por Bethlehem et al. (2012) (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliagcao das reagfes do teste de contato com alimentos em caes com
DAC.

-0 = nenhuma reacao visivel ou irritacao;

-1+ = eritema leve;

-2+ = eritema moderado;

-3+= eritema exuberante;

-++= eritema e multiplas papulas;

-+++= eritema com vesiculacdo e\ou pustulas, ou lesdes mais exuberantes.
Modificado de Bethlehem et al., 2012.

A presenca de eritema leve ja € reconhecida como reacao positiva ao teste de
contato com alimentos, e parece ser a reacdo positiva mais frequente observada em
cédes com DA (Bethlehem et al. 2012, Johansen et al. 2017).

6. Conclusao.

Em cées, o teste de contato com alimentos tem altos valores preditivos
negativos, que o capacitam para selecdo de alimentos e formulacbes de dietas
restritivas para caes com prurido cronico e perene com suspeicao de RAAs, além da
orientacao de testes de provocacédo oral. A padronizagdo da forma e concentracéo
dos extratos, do tamanho de contensores, do tempo de oclusdo, momento da leitura
e da interpretacdo das reacdes pode ser til afim de melhorar sua especificidade,

valores preditivos e acuracia, tornando esse teste (til para o diagndstico de RAA.
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Introducéo — Devido sua alta previsibilidade negativa, o teste de contato alérgico com
alimentos (TCA) tem sua utilidade, na selecdo de alimentos para compor dietas
restritivas (DR), a néo indicagcdo do TCA para diagnéstico de reagdo adversa ao
alimento (RAA) parece ser devido sua baixa previsibilidade positiva e falta de

padronizacao do teste.
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Objetivos - Avaliar as concentracdes de alérgenos alimentares da proteina de frango,
bovina, suina e soja, para utilizacdo em teste de contato alérgico (TCA) em cées.
Também avaliar sensibilidade (SE), espeficidade (ESP), valores preditivos negativo
(VPN) e positivo (VPP), a presenca de reagbes aos adesivos e\ou contensores, e a
seguranca do teste de contato alérgico com alimentos em caes.

Material e métodos — Realizou-se DR em 11 cdes com dermatite atopica canina
(DAC), avaliacdo da escala visual de prurido (pVAS) e escore lesional (CADESI-4)
antes e depois da DR (dias 0 e 35), apds a DR os cées foram submetidos ao TCA com
proteina bovina, suina, de frango e de soja em quatro concentracfes diferentes
(100mg/0,2ml; 250mg/0,2ml; 500mg/0,2ml; 1000mg/0,2ml) em seguida os pacientes
foram submetidos a teste de provocacéo oral (TPO), com todas as proteinas utilizadas
no teste de contato alérgico, TPO positivo e TPO negativo foram realizados para
avaliar valores de acurécia dos testes.

Resultados — Apos 35 dias de DR, os 11 cdes com DAC apresentaram reducéo no
pVAS e CADESI-4 (p<0,05), no TCA esses caes reagiram as proteinas testadas. No
TPO apresentaram aumento do prurido (p<0,05). Valores de acuracia: proteina
bovina e frango nas concentragdes de 500mg/0,2ml e 1000mg/0,2ml, e soja com
1000mg/0,2ml, apresentaram SE 100%, ESP 100%, VVP 100% e VPN 100%,
proteina suina com 1g/0,2ml obteve SE 100%, ESP 83%, VPP 83% e VPP 100%.
Concluséo e Importancia clinica — O TCA com proteina bovina, de frango na
concentracdo de 500mg/0,2ml e 1000mg/0,2ml e de soja na concentracdo
1000mg/0,2ml, baseado nos resultados deste estudo, pode ser indicado para

diagnéstico de RAA em cdes com DAC.

INTRODUGCAO

Prurido crénico, ndo sazonal e de inicio alesional em cdes pode estar
associado a reacdes adversas aos alimentos (RAAs), em aproximadamente 25% dos
cades com dermatopatias alérgicas e de 30 a 76% em cées com dermatite atopica (DA).
1,2,3,4

As RAAs em caes com dermatite atOpica podem envolver respostas de
hipersensibilidade imediatas mediadas por IgE, ou crénicas mediadas por células, a
diferentes componentes do alimento, o que pode levar ao desenvolvimento de prurido

e sinais clinicos continuos e perenes nestes animais. 2 5678
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Atualmente o “padrao ouro” para diagndstico das RAAs em cdes com prurido
cronico consiste na instituicdo de dieta restritiva (DR), seguida do teste de provocacao
oral (TPQ). 2910

Entretanto, a DR por ser laboriosa, longa, de dificil execucdo e onerosa, sdo
frequentemente associadas a desisténcia, o que torna necessario a busca de métodos
diagnosticos acessiveis, rapidos e com bons indices de acuréacia.!

Atualmente inexiste na medicina veterinaria testes laboratoriais que permitam
o diagnéstico definitivo das RAAs.1° O teste de puntura tem se mostrado Util em
humanos quando ha prevaléncia de uma resposta de IgE na RAAs, porém, geralmente
é associado a baixa especificidade e valores preditivos positivos.10:11.12

O teste de contato alérgico com alimentos, na medicina, € utilizado ha mais
de 35 anos como exame auxiliar no diagnéstico da alergia alimentar (AA),
especialmente em individuos com dermatite atépica (DA), na qual mecanismos néo
mediados por IgE compdem sua fisiopatologia.*®

Entretanto, a falta de padronizacdo e baixa especificidade do TCA tém feito
com que este ndo seja amplamente recomendado na pratica clinical4, sendo
considerado um exame auxiliar para avaliar a relacdo de sintomas dermatolégicos
com AA em criancas com DA.%*®

Ja em caes com prurido crénico, geralmente associados a dermatite atopica,
guando o TCA é realizado de forma isolada ou em associagdo com o teste de puntura,
este apresenta altos valores preditivos negativos (VPN), e seus resultados tém sido
utilizados na escolha de componentes de dietas restritivas.1°

Assim, a padronizacao das concentracdes de alimentos utilizadas no TCA e de
sua interpretacdo sdo necessarias para melhorar seus indices de acuracia e
possibilitar sua utilizacédo na prética clinica em cées com prurido cronico. 1316

O objetivo do presente trabalho é determinar as concentracdes de extratos de
proteina de frango, bovina, suina e de soja para serem utilizados no teste de contato
alérgico com alimentos (Atopic patch test) em cdes com prurido cronico associado a
RAA, e avaliar a sensibilidade (SE), espeficidade (ESP), valores preditivos negativo
(VPN) e positivo (VPP), inocuidade e seguranca do exame.
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MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para uso de Animais em
Pesquisa (CEUA-PUCPR), sob o registro 02256.

O estudo teve carater transversal, controlado e ndo aleatorizado.

Grupo experimental

Para avaliacdo das concentracdes limiares irritativas de extratos alimentares
foram triados cées, independente da raca e sexo, com idade superior a um ano e peso
superior a 3 kg, os quais foram divididos em dois grupos de estudos. O grupo 1 foi
composto por 20 cées higidos, sem histérico morbido pregresso de doencas
dermatoldgicas e sistémicas. O grupo 2 foi formado com 23 caes com histérico de
prurido crénico, primario, perene, de intenso a grave, localizado em regibes
interdigitais, axilar, abdominal, inguinal, tinham histoérico de otite recorrente e, alguns
com prurido perioral e perianal. De todos foi descartada a presenca de dermatopatias
pruriginosas de origem infecciosa, parasitaria ou dermatite alérgica a pulgas através
de provas diagnésticas complementares, como exame parasitologico de raspado de
pele e citologia cutdnea. Também somente foram incluidos no grupo 2, caes que
apresentassem pelo menos seis dos oito critérios clinicos estabelecidos por Favrot et
al. (2010). 17

Todos os 43 cées apresentavam rigoroso controle de endoparasitas
(praziquantel, febantel e pirantel uso oral, sem palatabilizante, mensal durante o
estudo) e ectoparasitas (fipronil topico a cada 14 dias, durante o estudo) e protocolo
vacinal atualizado, sendo triados a partir do atendimento da Clinica Veterinaria Escola-

PUCPR e da Clinica de Dermatologia Veterinaria Pet Center, ambas no sul do Brasil.

Critérios de excluséo

Foram excluidos do grupo 2, cdes na vigéncia de uso glicocorticéides
sistémicos até pelo menos quatro semanas antes do inicio do protocolo experimental,
glicocorticéides tépicos e anti-histaminicos pelo menos duas semanas antes do
protocolo experimental;'® cdes com dermatite atdpica crénica que apresentassem
liquenificacdo na area a ser fixado o TCA. De ambos os grupos, foram excluidos caes
gue apresentasse reacfes de desconforto, prurido e alteracdes de comportamento

com o TCA; cdes que removeram 0s contensores e extratos alergénicos durante o
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TCA e cdes que os tutores que nao seguiram 0s protocolos experimentais

estabelecidos.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Preparacdo dos grupos experimentais

Todos os responsaveis pelos cdes do grupo 2 forneceram informacdes
referentes ao grau de prurido, marcando um valor na escala visual analdgica (pVAS -
Pruritus Visual Analogue Scale)!® padronizada por Rybnicek et al. (2009), onde 0
significa prurido inexistente e 10 significa prurido intenso. Logo apos estes eram
submetidos ao exame clinico e avaliacdo lesional de acordo com a escala CADESI-4
(Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity Index)® elaborada e validada por Olivry
et al. (2014).

Dieta restritiva

Todos os céaes do grupo 2 a partir do dia 0 foram submetidos a uma dieta
restritiva com um copo de 190 ml de lentilha e meio copo de 190 ml de batata doce,
para cada 5kg?° de peso vivo diariamente, e avaliados nos dias 0 e 35 de acordo com
0 cronograma do estudo.

A melhora clinica foi avaliada de acordo com os escores lesionais e de prurido
pré estabelecidos em cada momento e ao final do tratamento, sendo a resposta da
avaliacdo da escala pVAS, estabelecida como: (a) sem melhora; (b) reducao até 50%:
regular; (c) reducdo de 50.1 a 80%: boa; (d) reducdo de 80.1- 90%: muito boa e (e)

reducdo do prurido acima de 90%: excelente.?!

Teste de contato alérgico
Os cées de ambos os grupos foram submetidos ao TCA com extratos
elaborados a partir de carnes cruas de bovino, suino, frango e soja cozida, sendo os

caes do grupo 1, a partir do dia 0, e os cdes do grupo 2, apds a DR.

Preparacédo dos extratos alimentares

Os extratos para o TCA foram elaborados a partir de carnes cruas de bovino,
suino, frango e de soja cozida, as quais eram processadas em um multi-processador
de alimentos Philips Walita RI7636/750W (Philips Electronics Nederland B.V.,
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Eindhoven, Netherlands)'® e homogeneizados em vaselina semi-sélida em quatro
concentragbes diferentes: a- 100mg/0,2ml, b- 250mg/0,2ml, c¢-500mg/0,2ml, d-
1000mg/0,2ml e, em seguida, acondicionados em seringas plasticas de 20 ml (10g de
extrato em cada seringa).

Preparacdo dos contensores e teste de contato com extratos alimentares

Para preparacdo do TCA com extratos alimentares foram utilizadas camaras
contensoras com 10 pocos de 8 mm de didametro aderidas a uma fita hipoalergénica
(AlergoChamber®, neoflex, Sertdozinho-SP, Brasil) (Figura 1).

A primeira linha, no sentido dorso ventral, foi sempre composta por extratos

bovinos, a segunda com suino, a terceira com frango e a quarta com soja. O ultimo

poco da primeira coluna era preenchido com vaselina, como controle negativo.

X e d e ‘
Figura 1. AlergoChamber®, neoflex, com caAmaras contensoras de 8mm, utilizada para TCA
com extratos alimentares.

Para execucédo dos TCA, os caes de ambos os grupos foram submetidos a tosa
com lamina 40, na regido lateral toracica direita, em uma &area aproximada de
20cmx15cm (Figura 2 A), 48 horas antes do teste, para minimizar reacdes irritantes.
16

No dia do teste, as camaras eram preparadas e fixadas na pele apés leve
higienizacdo com solucéo fisiologica. As fitas AlergoChambers eram fixadas dorso-
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ventralmente, e dispostas lado a lado, para orientar a leitura das possiveis reacoes,

de forma que, cada linha era composta por quatro po¢os, 0os quais eram preenchidos

com extratos de concentragdes crescentes de cada alimento testado (Figura 2 B).
Apoés a fixacdo, as AlergoChambers foram recobertas por ataduras de crepom

de 12cm e esparadrapo 10cm sobre as ataduras (Figura 2 C). Em seguida, os caes

foram vestidos por roupas cirargicas especificas, de acordo com seu peso (Figura 2
D)_lO

—— PANERRLbERREIA
el il

R

T

Figura 2. Teste de contato em caes com prurido crdénico associado a DAC. A. Tricotomia da
area reservada ao teste de contato. B. Fita hipoalergénica Alergochambers® com os extratos
de alimentos aderida a pele do cdo. C. Fixacao do teste de contato alérgico com ataduras de
crepom e esparadrapo. D. Roupas cirdrgicas para auxilio da fixacdo do teste de contato
alérgico.

Interpretacéo do teste de contato com extratos alimentares

As camaras AlergoChambers foram removidas apos 48 horas, esperava-se de
15 a 30 minutos e, logo apés, as reacdes eram interpretadas como previamente
estabelecido por Bethlehem et al. (2012)%¢ (Tabela 1) (Figura 3 A, B, C, D, F).

Tabela 1. Pontuacado das lesbes em patch test em caes.

-0 = nenhuma reacéo visivel ou irritacao;

-1+ = eritema leve;

-2+ = eritema moderado;

-3+= eritema intenso;

-4+= eritema e placa;

-5+= eritema com vesiculacdo e\ou pustulas, ou lesdes mais intensas.
Modificado de Bethlehem et al., 2012.
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Figura 3. Regc”)es o teste de_contato, A. Reacdo negativa. B. Eritema leve (1+). C. Eritema
moderado (2+). D. Eritema intenso, (3+). E. Eritema e edema/placa (4+). F. Eritema com
vesiculagao e\ou pustulas, ou erosdes (5+).

Teste de provocacéao oral (TPO) nos animais do grupo 2

Os cées do grupo 2, apés as avaliacdes da resposta a DR e ao TCA, foram
entdo submetidos ao TPO, com cada proteina testada, independente do resultado da
reacao do teste de contato, e avaliados até a recorréncia dos sinais clinicos, ou, caso
este ndo ocorresse, por um periodo maximo de 14 dias.

A proteina ofertada no TPO, era adicionada a DR, na quantidade aproximada
de 10 a 20 gramas a cada refeicéo que o paciente realizava diariamente (duas a quatro

refeicdes diarias, variando de paciente para paciente).
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Ao apresentar recorréncia dos sinais clinicos ao TPO, o alimento ofensor era
suspenso, o paciente medicado com oclacitinib (Apoquel®, Zoetis; Sdo Paulo, Brasil),
na dose de 0,5mg\kg VO, a cada 12h por até trés dias, e a DR sem a presenca da
proteina ofensora era reiniciada. Novo TPO somente era realizado ap0s uma semana

da interrupcédo do tratamento para o controle do prurido e melhora clinica do paciente.

Analise estatistica

Dados demogréficos incluindo, raca e sexo estao apresentados em valores
absolutos e porcentagem. Dados referentes a idade estdo apresentados em média e
desvio padréo.

Dados relacionados ao TCA foram descritos em porcentagem de reacdes aos
extratos alimentares.

Avaliacbes das escalas de prurido (pVAS) e lesional (CADESI-4) foram
apresentadas como média e desvio padrdo. A analise dos escores de ambas as
escalas ao longo do tempo foram analisadas por meio de analise de variancia com
medidas repetidas, com intervalo de confianca a 95% e p < 0,05, usando teste t-
pareado (paired t-test).

Medidas de desempenho diagnostico (sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e negativo) do TCA, com as quatro proteinas, nas quatro
concentracbes e diferentes reacdes consideradas positivas, foram calculadas
utilizando tabelas de contingéncia.

As andlises foram realizadas no software estatistico R (R Core Team, 2019).

RESULTADOS

Dados demograficos e epidemiolégicos.
N&o houve perda amostral dentre os 20 cdes do grupo 1. Destes, nove
(45%) eram mesticos e 11 (55%) de raca especifica; a média etaria foi de 7,95
anos e o desvio padrdo de 3,65 anos, sendo 13 (65%) machos e sete (45%)
fémeas.
Em relacdo ao grupo 2, dos 23 cées que iniciaram o estudo, seis tutores nao
mantiveram a dieta restritiva e desistiram. Dos 17 cdes que seguiram o estudo,

dois eram mesticos (11,8%) e 15 de raca especifica (88,2%), sendo nove (52,9%)
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machos e oito (47,1%) fémeas, a média de idade de 7,29 anos e desvio padréo de

2,58 anos.

Tabela 2: Dados demograficos dos cées incluidos no estudo.

Variavel Grupo 1 (N=20) Grupo 2 (N=17)

Idade (Anos)

Média 7,95 7,29
Desvio padréo 3,65 2,58
Raca 11 (55%) 15 (88,2%)
Mesticos 9 (45%) 2 (11,8%)
Sexo
Macho 13 (65%) 9 (52,9%)
Fémea 7 (35%) 8 (47,1%)

Reacbes observadas nos caes do grupo 1

Na avaliacdo das rea¢c6es ao TCA com 0s quatro alimentos testados, nas varias
concentracfes, dos 20 cdes higidos, somente um cédo (5%) apresentou reacdes
identificadas como eritema leve (1+) a proteina bovina, nas concentracfes de
500mg/0,2ml e de 1g/0,2ml.

Resposta a dieta restritiva dos caes do grupo 2

Dos 17 caes que seguiram com a dieta DR, quatro (23,52%) nao obtiveram
melhora significativa durante 35 dias de dieta. Suas médias de CADESI 4, no dia O e
35, foram de 16,75 e 17,25; e de pVAS foi 7,125 e 7,5 (onde p>0,05; p=0,41 no Pvas
e p=077 no cadesi-4).

Os outros 13 cées (76,5%) do grupo 2 apresentaram melhora percentual
significativa, tanto do prurido (Grafico 1) quanto do quadro lesional (Grafico 2) em 35

dias.
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A média do pVAS dos 13 cédes no dia 0 da dieta foi de 8,61 e no dia 35 da dieta
foi de 2,96, caracterizando uma reducao percentual do prurido de 66% (p<0,05, sendo
p=2,651E-10) (Tabela 3), considerada boa (entre 50,1% a 80%). Em avaliagédo
individual, 4 caes (30,8%) tiveram reducéo até 50%, considerada regular; 6 (46,1%)
reduziram o prurido entre 50,1% a 80%, considerada boa; 2 (15,4%) tiveram reducéo
entre 80,1% e 90% considerada 6tima, e 1 (7,7%) paciente teve reducédo entre 90,1%
a 100% considerada excelente.

Jé& a média do CADESI-4 dos 13 cdes com DA no dia 0 de dieta foi de 18,54 e
no dia 35 de 8,46, caracterizando uma redugédo de 54,4% na pontuacdo da escala
lesional (p<0,05, onde p=2,90037E-09).

Grafico 1. Comparacdo da escala visual de prurido (pVAS) no dia 0 e no dia 35 de dieta
restritiva, N:13.
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Grafico 2. Comparacgéo do quadro lesional (CADESI-4) no dia 0 e no dia 35 de dieta
restritiva. N:13.
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Tabela 3. Médias, porcentagem de reducéo e desvio padrao em relacéo ao TO dos valores de
CADESI-4 e de pVAS dos cédes do grupo 2 (N-13).

Pvas CADESI 4
Porcentagem de Porcentagem de
pVAS reducéo (em pVAS CADESI redugéo (em CASESI
Tempo (média) relacdo ao TO) (Dp) (média) relacédo ao TO) (Dp)
TO 8,61 = 1,040 18,54 = 2,818
T35 2,96 66% 1,473 8,46 54,4% 1,337

Reacbes ao teste de contato alérgico com alimentos nos animais do grupo 2
apés a DR

Os quatro caes que nao apresentaram melhora significativa com a DR foram
submetidos ao TCA com alimentos e, ap6s 48 horas, estes foram negativos para todas
as proteinas testadas nas varias concentracoes.

Dos 13 caes que melhoraram com a DR e foram submetidos ao TCA, dois
apresentaram reacdes exacerbadas ao contensor, manifestando inquietacao,
desconforto e prurido intenso, sendo retirados do protocolo experimental e
devidamente medicados (Figura 4 A).

Dentre os 11 caes que permaneceram no protocolo experimental, oito (72,72%)
reagiram ao frango, oito (72,72%) reagiram a soja, seis (54,54%) reagiram a bovino e
seis (54,54%) reagiram a suino.

Observando a intensidade das reacfes positivas, num total de 79 reacgdes, 55
(69,62%) foram eritemas leves (1+), 17 (21,52%) eritemas moderados (2+), quatro
(5,06%) eritemas intensos (3+), um (1,26%) eritema intenso associado micropapulas
e placa (4+) e dois (2,53%) eritemas intensos e microvesiculacdes (5+).

As proteinas de suino e soja desencadearam rea¢des mais leves, em todas as
concentracdes testadas.

A proteina de frango desencadeou o maior numero de reacdes, totalizando 27,
sendo que o eritema leve foi encontrado em 22 reagdes (81,48%).

A proteina bovina desencadeou 18 reacdes, seis eritemas leves (33,33%), seis
moderados (33,33%) e trés eritemas intensos (16,66%), e foi a Unica proteina
associada a uma reacdo com eritema, micropapulas e placa (5,55%) e duas reacdes
com eritema intenso e vesiculagdes (11,11%).

Dos 11 animais que completaram o protocolo experimental, oito (72,7%)

reagiram a mais de uma proteina testada, sendo que trés (27,3%) caes reagiram as
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guatro proteinas, trés (27,3%) reagiram a trés proteinas, dois (18,2%) reagiram a duas
proteinas e trés (27,3%) reagiram somente a uma proteina testada.
Os escores reacionais a cada concentracdo dos alimentos testados estao

dispostos na tabela 4.

Tabela 4. Escores reacionais a cada concentracao (mg/0,2ml) dos alimentos (bovino, suino,
frango e soja) testados nos 11 caes avaliados que seguiram no estudo.

Proteina Bovina Suina

100 250 500 1000 100 250 500 1000
Reacao
1+ 1 2 2 1 1 3 2
2+ 1 2 4
3+ 1 1 1
4+ 1
5+ 1 1
Total 1 5 6 6 1 5 6
Proteina Frango Soja

100 250 500 1000 100 250 500 1000
Reacao
1+ 4 7 6 5 1 6 7
2+ 2 2 1
3+ 1
4+
5+
Total 4 7 8 8 1 6 7 8

Reacfes ao adesivo e aos contensores utilizados

Dentre os 17 caes que realizaram o TCA, seis (35,29%) apresentaram reacdes
de contato irritante ao adesivo das AllergoChambers®, sendo observados eritema nos
espacos entre as camaras contensoras e demais pontos de contato do adesivo com
a pele previamente tricotomizada (Figuras 4 A e B), e em trés (50%) desses seis foram
observadas reacdes aos contensores plasticos, caracterizadas por eritema associado

a edema de configuragdo anular ou arciforme (Figura 4 C e D).
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Figura 4. A. Eritema placar, edema e exsudacdo causado pelo contato com extratos
alérgenos alimentares e adesivo do patch test. B. Eritema pelo contato com o adesivo do
patch test. C. Lesfes anulares causadas pelo contato com as margens dos contensores. D.
Lesbes arciformes causadas pelo contato com as margens dos contensores.

Avaliacao do TPO nos pacientes do grupo 2

Nos quatro caes que ndo apresentaram melhora significativa com a DR e que
nao reagiram ao TCA, nado foi possivel realizar o TPO pela ndo adesdo dos
proprietarios.

Todos os 11 cdes que melhoraram com a DR e reagiram ao TCA, apresentaram
recorréncia dos sinais clinicos apés a exposicdo aos alimentos aos quais reagiram (p<
0,05, onde p=4,12861E-06), com excecdo de um cao (9,09%) que reagiu a carne
suina, e o TPO com esta foi realizado e estendido por 14 dias, sem recorréncia dos
sinais clinicos.

Os valores do pVas no dia 0 e no 35° dia de DR e apo6s os TPOs, em média,

desvio padréo, valores maximos e minimos, estdo demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5. Média dos valores da escala visual de prurido (pVAS) no dia 0 e no dia 35 da dieta
restritiva e média dos valores de TPO positivos (N:11).

Dia\dieta Média Desvio padrao Minima Maxima
Dia 0 8,681 1,113 7 10
Dia 35 2,863 1,568 0 5
TPO + 6,918 0,791 5,5 8
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N&o houve recorréncia dos sinais clinicos apés o TPO em nenhum dos cées,
guando estes foram desafiados por 14 dias com os alimentos com os quais foram

negativos no teste de contato (Tabela 6).

Tabela 6. Numero de animais e relagcdo entre a proteina testada (independente da
concentracao), resultado do teste de contato alérgico com alimentos e do teste de provocagéo
oral, nos 11 caes do grupo 2 que concluiram o estudo.

Proteina Teste de contato TPO Teste de contato TPO
testada positivo Positivo negativo negativo
Frango 8 8 3 3
Soja 8 8 3 3
Bovino 6 6 5 5
Suino 6 5 5 6

Avaliacao dos indices de acuracia do teste de contato com alimentos

Nos 11 cédes em que o TCA com alimentos foram positivos e recorreram 0s
sintomas com o TPO, foram avaliados os indices de acuracia do teste.

A avaliacao da SE, ESP, VPP e VPN, relacionando os escores reacionais e

cada concentracdo dos alimentos testados estdo demonstradas na tabela 7.

Tabela 7. Valores de acuracia para as quatro concentracdes das proteinas bovina, suina, de
frango e soja testadas, considerando positivo sequencialmente reacdo >1+, >2+, >3+, >4+,
>5+,

Proteina bovina positivo > 1+ SE% ESP% VPP% VPN%
100mg/0,2ml 17(0, 64) 100(48,100)  100(3,100)  50(19,81)
250mg/0,2ml 83(36,100) 100(48,100) 100(48,100) 83(36,100)
500mg/0,2ml 100(54,100) 100(48,100) 100(54,100) 100(48,100)
1000mg/0,2ml 100(54,100) 100(48,100) 100(54,100) 100(48,100)
Proteina bovina positivo > 2+

100mg/0,2ml 100(54,100) 0(0, 52) 55(23, 83) NA*(0, 100)
250mg/0,2ml 50(12, 88) 100(48,100) 100(29,100) 62(24,91)
500mg/0,2m| 67(22, 96) 100(48,100)  100(40,100)  71(29,96)
1000mg/0,2ml| 83(36, 100)  100(48,100) 100(48,100) 83(36, 100)
Proteina bovina positivo > 3+

100mg/0,2ml 100(54,100) 0(0,52) 55(23,83)  NA*(0,100)
250mg/0,2ml 33(4,78) 100(48,100) 100(16,100) 56(21,86)
500mg/0,2ml| 33(4,78) 100(48,100)  100(16,100)  56(21,86)
1000mg/0,2ml 33(4,78) 100(48,100) 100(16,100) 56(21,86)
Proteina bovina positivo > 4+

100mg/0,2ml 100(54,100) 0(0,52) 55(23,83) NA*(0,100)
250mg/0,2ml| 17(0,64) 100(48,100)  100(3,100)  50(19,81)
500mg/0,2ml 17(0,64) 100(48,100)  100(3,100)  50(19,81)
1000mg/0,2ml 17(0,64) 100(48,100)  100(3,100)  50(19,81)

52



Proteina bovina positivo > 5+
100mg/0,2ml

250mg/0,2ml

500mg/0,2ml

1000mg/0,2ml

Proteina suina positivo > 1+
100mg/0,2ml

250mg/0,2ml

500mg/0,2ml

1000mg/0,2ml

Proteina suina positivo > 2+
100mg/0,2ml

250mg/0,2ml

500mg/0,2ml

1000mg/0,2ml

Proteina de frango positivo > 1+
100mg/0,2ml

250mg/0,2ml

500mg/0,2ml

1000mg/0,2ml

Proteina de frango positivo > 2+
100mg/0,2ml

250mg/0,2ml

500mg/0,2ml

1000mg/0,2ml

Proteina de frango positivo > 3+
100mg/0,2ml

250mg/0,2ml

500mg/0,2ml

1000mg/0,2ml

Proteina de soja positivo > 1+
100mg/0,2ml

250mg/0,2ml

500mg/0,2ml

1000mg/0,2ml

Proteina de soja positivo > 2+
100mg/0,2ml

250mg/0,2ml

500mg/0,2ml

1000mg/0,2ml

100(54,100)
100(54,100)
17(0, 64)
17(0,64)
SE%
100(48,100)
0(0,52)
80(28,99)
100(48,100)

100(54,100)
100(54,100)
40(5,85)
80(28,99)
SE%
50(16, 84)
88(47,100)
100(63,100)
100(63,100)

100(63,100)
100(63,100)
25(3, 65)
38(9, 76)

100(63,100)
100(63,100)
100(63,100)
12(0, 53)
SE%
12(0, 53)
75(35, 97)
88(47, 100)
100(63,100)

100 (63, 100)
100 (63, 100)
100 (63, 100)
12(0, 53)

0(0,52)
0(0,52)
100(48,100)
100(48,100)
ESP%
0(0,46)
83(36,100)
83(36,100)
83(36,100)

0(0,52)
0(0,52)
100(54,100)
100(54,100)
ESP%
100(29,100)
100(29,100)
100(29,100)
100(29,100)

0(0, 71)
0(0, 71)
100(29,100)
100(29,100)

0(0, 71)
0(0, 71)
0(0, 71)
100(29,100)
ESP%
100(29,100)
100(29,100)
100(29,100)
100(29,100)

0(0, 71)

0(0, 71)
0(0, 71)
100(29,100)

55(23,83)
55(23,83)
100(3,100)
100(3,100)
VPP%
45(17,77)
0(0,97)
80(28,99)
83(36,100)

55(23,83)
55(23,83)
100(16,100)
100(40,100)
VPP%
100(40,100)
100(59,100)
100(63,100)
100(63,100)

73(39,94)
73(39,94)
100(16,100)
100(29,100)

73(39, 94)
73(39, 94)
73(39, 94)
100(3, 100)
VPP%
100(3,100)
100(54,100)
100(59,100)
100(63,100)

73(39, 94)

73(39, 94)
73(39, 94)
100 (3, 100)

NA*(0,100)
NA*(0,100)
50(19,81)
50(19,81)
VPN%

NA*(0,100)
50(19,81)
83(36,100)
100(48,100)

NA*(0,100)
NA*(0,100)
67(30,93)
86(42,100)
VPN%
43(10, 82)
75(19, 99)
100(29,100)
100(29,100)

NA*(0,100)
NA*(0,100)
33(7, 70)
38(9, 76)

NA*(0, 100)
NA*(0, 100)
NA*(0, 100)
30(7, 65)
VPN%
30(7, 65)
60(5, 95)
75(19,99)
100(29,100)

NA*(0, 100)
NA*(0, 100)
NA*(0, 100)
30(7, 65)

*ndo se aplica
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DISCUSSAO.

Grande importancia tem-se dado aos alérgenos ambientais e microbianos
como deflagradores do eczema em caes com prurido cronico associado a dermatite
atopica, entretanto, tem-se observado em recentes estudos a importancia dos
trofoalérgenos na etiopatogenia da DA em cées, com trabalhos demonstrando que
aproximadamente 67% dos cdes com prurido cronico sado co- sensibilizados aos
alérgenos ambientais e trofoalérgenos e até 81% deles podem apresentar melhora
parcial significativa com dietas restritivas. 2223

Neste estudo, 76,5% de cdes com prurido crénico apresentavam RAAs, sendo
gue todos eles apresentaram critérios diagnosticos para dermatite atopica e, 72,7%
dos cées que finalizaram o protocolo experimental, eram sensibilizados a mais de uma
proteina alimentar testada, o que sugere que caes com DA podem se sensibilizar aos
alérgenos alimentares que se expdem regularmente, e que DR tem potencial de
auxiliar significativamente no controle do prurido cronico e perene em céaes. 24
Lembrando que neste estudo ndo foram avaliados os alérgenos ambientais.

Os alimentos mais associados com eczema atépico no presente estudo foram
frango e soja, seguidas de proteina bovina e suina, concordando com outro estudo
realizado no Brasil. 2 O frango é uma fonte proteica frequentemente utilizada na
composicao de racdes, e a proteina de soja um comum substituto de proteina animal
nestas, o que pode ter favorecido aos maiores indices de sensibilizagdo a essas
proteinas.

Estudos em cées demonstraram que o TCA é associado a bons valores de SE
e VPN e valores inferiores de VPP e ESP21%.16  Bethlehem et al. (2012)® observaram
valores de 96,7% de SE, 99,3% de VPN, 89% de ESP e 63% de VPP. Johansen et al.
(2017)1° obtiveram para proteinas os valores de 100% para SE, 100% para VPN e
68,8% para ESP e 75% para VPP em 25 caes com RAA confirmada. Possebom et al.
(2022)? observaram em 21 cédes com prurido crénico ndo sazonal que a combinagéo
do teste de puntura com o TCA resultou em valores de 80% para SE, 66,7% ESP,
66,7% VPP, 80% para VPN.

No presente estudo, um Unico resultado positivo do TCA em 20 cées higidos

denota boa especificidade do exame, sugerindo que reacdes positivas ocorra de forma
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mais significativa em caes com DA, possivelmente por terem disfuncdes da barreira
fisica tegumentar e hiper-reatividade da resposta imunoldgica. 2252627

Como no presente estudo, altas concentragbes dos extratos ndo suscitaram
reacfes positivas nos cdes higidos, os altos VPP e ESP observadas nos caes do
grupo 2 aos extratos de bovino, frango e soja possivelmente representem reacdes
imunoalérgicas e inflamatorias especificas nos cdes com DA, ndo dermatite de contato
irritante. 3

Concentragbes mais baixas, como 100mg e 250mg/0,2ml em todas as
proteinas testadas neste estudo, tiveram grande variagdo nos valores de acuracia e
apresentaram, de maneira geral, indices de sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e valor preditivo negativo inferiores aos alcancados com
concentracbes mais altas, 0 que sugere que essas concentracbes (100mg e
250mg\0,2ml) ndo sao indicadas para utilizacdo em TCA em cées com prurido cronico.

Eritema leve correspondeu a 69,62% das reacles positivas encontradas,
seguido de eritema moderado com percentual de 21,52% de reacdes positivas,
sugerindo que reacoes leves sdo as mais encontradas nos TCA para alimentos em
cées.'®

As proteinas bovina, de frango e de soja tiveram excelentes valores de SE,
ESP, VPP e VPN, mesmo com reacfes leves, nas concentracbes de 500mg ou
1000mg/0,2ml, o que sugere que estas concentracdes sdo adequadas para o teste e
qgue o TCA é um promissor teste para diagnostico RAAs a estas protéinas em cées
com prurido cronico.

Entretanto, ressalta-se que avaliar eritema leve em pacientes que reagiam ao
adesivo dos contensores, ou de pele mais escura, necessita de atencdo, ambiente
bem iluminado e auxilio de fonte luminosa para ser mais bem evidenciado, o que pode
dificultar a interpretacdo do exame.

O aparecimento de reacbes mais fortemente positivas, por serem mais
incomuns, foram associadas com menor sensibilidade, porém, nas concentracdes
mais altas, como de 500mg ou 1000mg/0,2ml, mantiveram altos os indices de
especificidade e dos valores preditivos positivos do teste.

As relacdes entre 0s escores reacionais maiores e as concentra¢des variaram

de acordo com a proteina testada, o que pode indicar que determinados alérgenos
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alimentares podem necessitar de maiores concentracdes para obterem melhores
valores de especificidade e preditivo positivo.?1°

Assim, considerando a reagao de eritema leve como reacgao positiva, constatou-
se gue a proteina bovina e de frango nas concentra¢ces de 500mg e 1000mg/0,2ml e
a de soja na concentragdo de 1000mg/0,2ml parecem viaveis para serem utilizadas
nos TCA, atingindo excelentes indices de SE, ESP, VPP e VPN.

Ja a proteina suina, atingiu os maiores valores de SE, ESP, VPP e VPN na
concentracdo de 1000mg/0,2ml, sendo associada a SE e VPN de 100%, porém, a
ESP e VPP de 83%, respectivamente. Assim, nesta concentragdo, a proteina suina
pode induzir resultados falso positivos,? sendo o resultado positivo apenas (til para
sua selecdo em DR.

Normalmente os alérgenos alimentares da carne suina associados a RAAs séo
a albumina sérica além do oligossacarideo alfa- gal.?82° Pode-se especular que esses
alérgenos da carne suina sejam menos antigénicos, ja que em outros trabalhos com
TCA com as mesmas proteinas deste estudo, a proteina suina foi a menos reativa, 2
e talvez, aumentar a concentracdo do extrato alérgico desta proteina pode melhorar
seus valores de acuracia no exame.

As concentracdes mais altas das proteinas testadas, determinaram maior
namero de animais que reagiram e, reacdes com escores maiores. Artigos na
medicina indicam considerar positivas, reacdes com eritema e infiltracdo, visando
melhorar a acurécia e evitar resultados falsos positivos,3® logo escores maiores
parecem indicar um alto VPP para hipersensibilidade tardia ao alimento.*3

Assim, a concentracdo para o TCA com os alimentos testados em cédes que
obteve escores maiores, maior numero de reacdes e melhores valores de acuracia foi
a de 1000mg/0,2ml para as quatro proteinas testadas.

Pode-se também se especular que concentracdes menores de extratos
alimentares poderiam obter reacdes com escores maiores, e bons valores de ESP e
VPP, aumentando o tempo do TCA, ja que alguns artigos determinam o tempo de
oclusdo de até 72 horas. 3! Entretanto, manutencdo do TC por mais tempo pode
diminuir a adeséo, causar irritacdo e dificultar sua insercdo como pratica diagndstica
ambulatorial.13:15:33,33,34,35

Sobre a seguranca do teste, cdes higidos ndo apresentaram nenhum

desconforto, parecendo ser bem tolerado e seguro. Reacdes aos adesivos e
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contensores foram observados em média de 1/3 dos caes com DA, e em 11,8% dos
caes, os testes tiveram que ser removidos em funcdo da reacdo exacerbada e
desconforto. Isto sugere que cdes com DA sdo mais suscetiveis a reacdes de contato
irritante ao material utilizado no TCA, podendo levar a sua retirada precoce,
impossibilitar a interpretacdo dos seus resultados ou favorecer resultados falso
positivos.

A possibilidade de reacdes exacerbadas ao TCA pode ser um fator limitante de
sua indicacdo. %13 Assim, apés sua colocagdo, devido a natureza reativa da pele
atopica, o tutor deve ser orientado a reportar imediatamente a ocorréncia de prurido
local e desconforto.

Em humanos existem relatos de persisténcia do eritema algumas semanas
apos a remocéo do teste e, de urticaria, asma, rinoconjuntivite, reacdes anafilactoides
e exacerbacdo da DA apds a colocacdo do Atopic Patch Test,'® o que sugere a
necessidade apds sua fixacdo, 3¢ de observacdo ambulatorial do paciente de 20 a 30
minutos, para se verificar a tolerabilidade ao teste. 36

Um estudo na medicina demonstrou que o TCA tem bom valor diagnéstico nas
reacoes tardias aos alimentos e, em pacientes humanos com DA, esse teste foi
especifico e confiavel.

Baseado nos valores de acuracia obtidos no presente estudo, extratos de carne
bovina, de frango e de farelo de soja, na concentracdo e 1000mg/0,2ml, permitiu o
diagnostico da RAAs a estas proteinas em caes com prurido cronico e, talvez, possa
orientar uma precoce instituicdo de TPOs, evitando a instituicdo de longas dietas

restritivas.
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CAPITULO 3

CONSIDERACOES FINAIS

Considerando que a reacdo adversa a alimento afeta em torno de 30% dos
caes com dermatite atépica, 15 a 20% dos cdes com prurido crbénico, apresentando
os alérgenos alimentares como importante gatilhos na deflagracéo de prurido e piora
do quadro lesional desses cées, a determinacdo de concentracdes de alérgenos
alimentares viaveis para a utilizacdo em testes de contato ou patch test para alimentos
visando o diagndstico de reacdes adversas ao alimento em cdes com dermatite
atopica, prurido crénico ndo sazonal, alergia alimentar, é de grande interesse, uma
vez que oferece a possibilidade de evitar longas e muitas vezes sequenciais dietas
restritivas e testes de provocacdo oral, procedimentos que podem ser
desconfortaveis, de dificil conclusdo para os tutores além de onerosos, o que leva a
frustracdo, falha e abandono do protocolo diagnostico e consequente controle
inadequado do paciente e reducdo de qualidade de vida do paciente e da familia
tutora.

O presente estudo avaliando quatro proteinas alimentares em quatro
concentracdes diferentes no teste de contato ou patch test em caes com dermatite
atopica, conjuntamente com realizacdo de dieta restritiva e teste de provocacéo oral
permitiu, dentro das condicbes de um N de 11 pacientes, identificar em que
concentracdes e a partir de que reacdo considerada positiva o teste teria a melhor
performance diagndstica, levando-se em consideracao sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo e valor preditivo negativo.

Obteve-se no presente estudo, usando a partir de eritema leve como reacao

positiva, valores percentuais de 100% em sensibilidade, especificidade, valor preditivo
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positivo e negativo com a proteina bovina e de frango nas concentracfes de
500mg/0,2ml e 1000mg/0,2ml e para proteina de soja, esses valores foram atingidos
apenas com a concentracdo de 1g/0,2ml, esses valores sugerem testes diagnosticos
vidveis na prética, a proteina suina na concentracdo de 1g/0,2ml teve valores
percentuais de sensibilidade e valor preditivo negativo de 100% e de especificidade e
valor preditivo positivo de 83%, permitindo falhas diagndsticas.

A irritagdo tegumentar determinada pelo contato com adesivo foi identificada
em 36,36% dos cdes com dermatite atopica e a reacdo aos contensores em 27,27%
desses caes, esses percentuais indicam a necessidade de aperfeicoamento e
adequacao desses materiais visando reduzir o contato irritante, levando em conta a
epiderme de natureza reativa dos caes com dermatite atopica.

Novas pesquisas, aumentando o N amostral e o nimero de alérgenos
alimentares se fazem necessarias para confirmar ou refutar os resultados obtidos no

presente estudo.
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ANEXO 2.
TERMO DE CONSENTIMENTO DO USO ANIMAL

Eu, (proprietario do animal) e RG: )
estou permitindo a participa¢ao do meu animal em um estudo denominado: Avaliagao do limiar
irritativo de extratos alérgicos alimentares para patch test em caes higidos.

Recebi os esclarecimentos necessarios sobre os possiveis desconfortos e riscos decorrentes do
estudo, levando-se em conta que é uma pesquisa, e os resultados positivos ou negativos somente
serdo obtidos apés a sua realizaciao. De forma geral, como em qualquer outro procedimento médico
veterinario, existe o risco de reacoes alérgicas aos farmacos empregados nos testes, assim como

essas reacdes, apesar de raras, podem ser severas colocando em risco a vida do animal ( anafilaxia).

Estou ciente de que o meu animal sera atendido, respeitado e recebera os cuidados necessarios,
como qualquer outro elemento submetido da mesma forma a procedimentos onde nao estejam
sendo utilizados para fins de pesquisa.

Também fui informado de que posso recusar a participacio do meu animal no estudo.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sio o Professor Dr. Marconi Rodrigues de Farias
e o doutorando Raniere Gaertner, vinculados a Pontificia Universidade Catdlica do Parana e com
eles poderei manter contato pelo telefone (41) 327143-61 e (47)9 9967-2733.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido a natureza
e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre consentimento em permitir a participagao do
mesmo, estando totalmente ciente de que nio ha nenhum valor econémico a receber, pela

participaciao do meu animal.

Curitiba-PR,__de de

Nome e assinatura do proprietario do animal da pesquisa

Nome(s) e assinatura(s) do(s) pesquisador(es) responsavel (responsaveis)
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ANEXO 3
FICHA CLINICA DO PROJETO

FICHA
CLINICA PROJETO

Paciente:NOME; ... s s ssnennas
Espécie ( )canino
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Anexo 4. Escala Visual de prurido (pVAS)
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Coceirz extremaments grave [ gquase continua
Acoceira ndoparaindependentements do que aconteca, até mesmono consultorio
Tutor preciss intervir fisicaments

Coceirasrave [ episodios prolongados
Coceira podeocorrera noite [se observadz) & tambem 2o comer, brincar, se
exerciter ou 20 serdistraido porqualgusroutra coisa

Coceira moderads [ episodios regulares
Coceira pode ocomer 2 noite (s observadz) mas n3o ocome 20 comer, brincar, se
gexercitsr ou 20 serdistraido porqualgueroutrs coiss

Coceiraleve
MZo coca a0 dormir, comer, brincar, se exerdtar ou 2o serdistraido por qualquer
putra coisa

Coceira muito leve / episodios ocasionais
0 c3o tem uma coceira levements maior dogue jatinha antes doproblema
dermatologico

C2o0 sem coceire— Eu ndo achogque coceiraseja o problema

Fonte: RYBNICEK et. al., 2009.
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ANEXO 5. Escore lesional CADESI-4.

CADESI-04 (ICADA) Erythema | Lichenification | EXCOMations | opa)
and/or Alopecia
Perilabial Area (left and right combined) 1
Left 2
Medial Pinnae
(concave pinnae) )
Right 3
Left 4
Axillae
Right 5
Left 6
Front Paws
(dorsal and palmar sides combined)
Right 7
Left 8
Hind Paws
(dorsal and plantar sides combined)
Right 9
Left 10
Cubital Flexor
(elbow folds)
Right 11
Left 12
Palmar Metacarpal
(from carpal to metacarpal pads )
Right 13
Left 14
Flanks
Right 15
Left 16
Inguinal Areas
(groin)
Right 17
Abdomen 18
Perineum 19
(from vulva/scrotum to anus)
Ventral Tail (proximal) 20
grade each site and each lesion type: _
none: 0; mild: 1; moderate: 2; severe: 3 TOTAL Score (20 x3x3= 180)

Fonte: Olivry et al. 2015
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ANEXO 6

FICHA DE RESULTADOS DE PATCH TEST DO PROJETO

FICHA
CLINICA PROJETO

Paciente:NOME; ... s s e anennas
Espécie ( )canino

Lesdes encontradas

Alérgeno controle - 100mg\0,2ml  250mg\0,2ml

500mg\0,2ml

1000mg\0,2ml

Bovina

Suino

Frango

Soja

Pontuacéo das lesoes:

-0 = nenhuma reacdo visivel ou irritacao;
-1+ = eritema leve;

-2+ = eritema moderado;

-3+ = eritema exuberante;

-4+ = eritema e edema (papulas);

-5+ = eritema com vesiculagéo e\ou pustulas, ou lesdes mais exuberantes.
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