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FORMATO DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo € composta por capitulos e a metodologia
aplicada no Capitulo 1 segue as normas de Vancouver Modificada e no
Capitulo 2 as normas da ABNT adaptadas pela ABMVZ.

O capitulo 1 é composto pela revisdo de literatura sobre dermatite atdpica
em cées e seu diagnostico baseado em teste intradérmico e Prick test e polens

de gramineas.

O capitulo 2 descreve a pesquisa intitulada “Avaliacdo da sensibilizacdo a
pblens de gramineas por testes cutaneos em caes com dermatite atépica em
Curitiba, Brasil’, a qual foi escrita no formato da revista Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (Brazilian Journal of Veterinary and Animal
Sciences) - UFMG

O capitulo 3 sera referente as consideragoes finais.

As referéncias dos dois capitulos encontram-se em lista Unica ao final da

dissertacao.
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RESUMO GERAL

A dermatite atopica canina é uma morbidade alérgica inflamatoria, pruriginosa,
genética e cronica ligada a produgéo de anticorpos da classe Imunoglobulina E
e que pode acometer em torno de 20% da populacdo canina. Entre os
alérgenos de importancia clinica na doenca, estdo os pélens de gramineas,
considerados extremamente importantes no desencadeamento de crises
alérgicas na medicina. O objetivo deste trabalho foi identificar a incidéncia de
sensibilizacdo a pdlens de gramineas através da comparagdo entre o Teste
Intradérmico e o Prick test em cdes com dermatite atdpica na cidade de
Curitiba (PR), além de levantar entre os positivos quais séo intradomiciliados
ou extradomiciliados. Para o estudo, foram utilizados 10 cées higidos para o
grupo controle e 39 cées apresentando dermatite atopica stricto sensu. Estes
cdes foram submetidos a Teste Intradérmico e Prick test para as trés
gramineas de maior importancia alergolégica em humanos no Brasil, Lolium
multiflorum, Cynodon dactylon e Paspalum notatum. Os caes do grupo controle
foram todos negativos em ambos os testes. Foi observada positividade no
grupo experimental em 10 animais (25,6%) no Prick test e nenhum positivo no
teste intradérmico. Comparou-se os dois testes através de Teste de Proporcéao,
obtendo p<0,05, indicando que a proporcao de casos positivos no Prick test é
estatisticamente maior que no Teste Intradérmico. Entre os animais reativos,
80% possuiam exposicdo ambiental continua ou esporadica. A graminea com
maior incidéncia entre os caes positivos foi Cynodon dactylon (70%) e Lolium
multiflorum (70%), seguidos do Paspalum notatum (30%). Foi possivel concluir
gue caes com dermatite atOpica canina em Curitiba estdo sensibilizados a
pblens de gramineas presentes no pais e que o Prick test foi capaz de detectar
maior sensibilizacdo polinica. Cdes com exposicdo ambiental continua ou
esporadica em Curitiba apresentaram maior sensibilizacdo a alérgenos de
pblens de gramineas quando comparados a cées intradomiciliados.

Palavras-chave: Prick test; Cynodon dactylon; Paspalum notatum; Lolium

multiflorum; Dermatite atépica canina



ABSTRACT

Canine atopic dermatitis is an inflammatory, pruritic, genetic and chronic allergic
disease linked to IgE antibodies production and it's believed to affect around
20% of canine population. Among clinic important allergens are grass pollens,
considered extremely important in triggering allergic crises in human medicine.
The aim of this study was to identify grass pollen sensitization incidence by
intradermal test and prick test comparison in dogs with atopic dermatitis in
Curitiba (PR) and identify between positive dogs environmental exposure. For
the study, 10 healthy dogs were used for control group and 39 dogs presenting
stricto sensu atopic dermatitis. These dogs were submitted to intradermal and
prick test for the three most important allergenic grasses in people in Brazil,
Lolium multiflorum, Cynodon dactylon and Paspalum notatum. The dogs in the
control group were all negative to both tests. Positivity were observed in the
experimental group in 25,6% (10) of the animals in the prick test and no
positivity in the intradermal test. The two tests were compared with Proportion
test, obtaining p<0,05, indicating that the proportion of positive cases in the
prick test is statistically higher than in the intradermal test. Among reactive
animals, 80% had continuous or sporadic environmental exposure. The grass
with the highest incidence among positive dogs was Cynodon dactylon (70%),
followed by Lolium multiflorum (70%) and Paspalum notatum (30%). It was
concluded that dogs with canine atopic dermatitis in Brazil are sensitized to
grass pollen present in the country and that skin prick test was able to detect
grater pollen sensitization when compared to intratermal test. Dogs with
continuous or sporadic environmental exposure in Curitiba presented greater
sensitization to grass pollen allergens when compared to intradomiciliated dogs
without any type of environmental exposure.

Keywords: Prick test; Cynodon dactylon; Paspalum notatum; Lolium

multiflorum; Canine atopic dermatitis.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

Alergia é caracterizada como um distirbio de hipersensibilidade que
envolve a sensibilizacdo de individuos a um antigeno (alérgeno), oriunda da
conjuncdo de fatores genéticos, desregulagdo imunoldgica e influéncia
ambiental (Day, 2014).

Os principais alérgenos responsaveis por doencas alérgicas provém de
acaros da poeira domiciliar, polens, fungos, baratas e epitélios de animais
(Ring et al., 2001), os quais estdo relacionados com a precipitacdo ou
exacerbacdo dos sintomas relacionados a asma alérgica, rinoconjuntivite
alérgica e dermatite atopica (Jensen-Jarolim et al., 2015).

Entre os alérgenos de importancia clinica, os pdlens, sobretudo de
gramineas, constituem uma causa comum de sensibilizacdo e precipitacdo de
doencas alérgicas em individuos predispostos (Bernardes et al., 2010). A
polinose é a doenca alérgica desenvolvida frente a exposicdo e absorcdo a
alérgenos de pdlen via percutanea, respiratoria ou conjuntival de individuos
previamente sensibilizados (Taketomi et al., 2006). Estima-se que a
prevaléncia de polinose seja de 1,8% em criancas e 10,4% em adultos na
cidade de Curitiba (Esteves et al., 2000).

Apesar de os alérgenos ambientais serem importantes fatores extrinsecos
na dermatite atépica em cées, a sensibilizacdo a alérgenos de polens no Brasil

nao foi criticamente avaliada nesta espécie.

2. DERMATITE ATOPICA EM CAES

2.1 Definicéo e patogénese

A dermatite atopica em cédes (DAC) € uma morbidade inflamatoria,
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genética e crbnica, cujo prurido € seu principal sinal clinico. A predisposicéo
hereditaria pode ser comprovada pelo maior grau de acometimento de
determinadas ragas ou grupos de ragas de cées (Salzo, 2015). A prevaléncia
desta doenca é crescente e estima-se que acometa cerca de 20% da
populacao canina (Carlotti, 2012).

A DAC é classificada como uma doenca multifatorial que envolve fatores
genéticos, defeitos na barreira cutanea, resposta imune especifica exacerbada
e influéncia ambiental (Nutall, 2008; Day, 2013). Em cées, suas manifestacoes
clinicas podem ser agravadas devido a reacdo adversa a alimentos, exposicéo
tegumentar a toxinas microbianas, irritantes primarios ou por alérgenos
ambientais (dermatite atopica stricto sensu) (Pucheu-Haston et al., 2015).

A diminuicdo de formagédo e a dificuldade de extrusdo de ceramidas e
lipidios intercelulares no extrato cérneo tém sido documentados em cdes com
dermatite atépica espontanea, o que leva a perda de funcdo de barreira fisica
tegumentar (Yoon et al., 2011; Popa, et al., 2011). A perda de agua
transepidérmica também é um achado comum em cdes com a barreira
epidérmica defeituosa, o que aumenta os espacos intercelulares e torna a pele
xerdética e mais predisposta a infecgdes oportunistas (Hightower et al., 2008).

Em humanos, um dos fatores que contribui para a disfuncdo de barreira
cutdnea na dermatite atopica é a mutacdo do gene filaggrin. A filagrina € uma
proteina de grande importadncia na formacgdo final da camada cornea,
contribuindo para a agregacdo do citoesqueleto de queratina, e seus
fragmentos polimeros promovem a hidratacdo natural da camada cérnea da
epiderme, favorecem a diminuicdo do pH da pele e ao processo de
descamacdao natural (Santoro et al., 2013). Com a mutagéo do gen filaggrin, ha
diminuicdo desta proteina, uma producdo defeituosa da camada coérnea,
alcalinizacdo da pele e aumento da perda hidrica transepidérmica (Lai-Cheong
et al., 2006).

Em cées, alguns estudos foram conduzidos para identificar uma possivel
mutacdo deste gene. Em 2010, estimou-se que cerca de 20% dos cédes com
dermatite atépica possuiam mutacdes semelhantes as apresentadas em
humanos do gen filaggrin (Chervet et al., 2010). Estudo conduzido em 2011
mostrou alteracdo na expressdo do gen filaggrin em cdes da raca West
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Highland White Terrier com ocorréncia natural da dermatite atdpica (Roque et
al.,, 2011). Em 2013, Santoro e colaboradores detectaram alteracdes na
expressdo do mRNA da filagrina epidermal em beagles experimentalmente
criados com dermatite atépica (Santoro et al., 2013).

Devido a diminuicdo da barreira fisica epidérmica, ha maior exposi¢cao do
organismo ao ambiente, o que favorece a penetracdo percutanea de alérgenos
e precipita uma resposta inflamatéria tegumentar.

Apés a penetracdo percutdnea, alérgenos ambientais sdo fagocitados
pelas células de Lagerhans que os identificam, processam e 0s apresentam
aos linfécitos ThO nos linfonodos regionais ou na epiderme. Estes por sua vez
sdo convertidos em Th2, pela acdo da IL1, e produzem citocinas pré
inflamatorios como a IL-4, IL5, IL-13 e IL31.

As citocinas IL-4 e IL-13 podem se ligar a receptores das células B,
estimulando-as a se diferenciar em plasmacitos e produzir imunoglobulinas da
classe IgE especificas para o alérgeno desencadeador de resposta. Em caes
com dermatite atOpica, aproximadamente 80% dos animais apresentam IgE
especificos para reconhecimento de alérgenos ambientais (Miller, Griffin e
Campbell, 2013).

A IgE € uma imunoglobulina citotrépica, a qual se adere a membrana dos
mastécitos e das células de Langerhans, o que favorece a apresentacdo
antigénica, a ativacdo de linfocitos Th2 e a desgranulagdo de mastocitos
guando ocorrer nova exposicdo ao alérgeno. Mediadores inflamatorios
liberados pelos mastdcitos como a histamina, serotonina, heparina ativam a via
do &cido araquidbnico o qual promove ativacdo da ciclo-oxigenase e
lipoxigenase, a producdo de prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos e a
inducéo de uma potente resposta inflamatéria (Tizard, 2014).

Com a cronicidade do processo inflamatorio e o desafio tegumentar com
moléculas inorganicas, alérgenos microbianos e endotoxinas, uma inducao de
resposta Thl é observada em cdes com dermatite atopica, o que leva a
formacdo a producéo de Interferon gama e TNF alfa (Day, 2015). Assim,
infiltracdo de macroéfagos, neutrofilos, eosindfilos e linfécitos T citotdéxicos sdo
comuns na fase crénica de doenca, e geralmente a resposta Thl exacerbada é

relacionada com disqueratose tegumentar (Miller, Griffin e Campbell, 2013;
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Tizard, 2014).

2.2 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos da dermatite atépica estao principalmente relacionados
ao prurido de carater primario, que pode ser manifestado pelos atos de lamber,
mordiscar, cocar ou rocar as areas afetadas (Farias, 2007; Lucas, Cantagallo e
Beviani, 2007). Este geralmente inicia moderadamente mas tende a intensificar
com a cronicidade da doencga (Miller, Griffin e Campbel, 2013). A intensificac&do
também tende a ocorrer de acordo com condi¢cdes climaticas e exposicao a
determinados alérgenos (Olivry et al., 2010).

As areas comumente envolvidas sdo pavilhdes auriculares e condutos
auditivos, regido periocular, perilabial, mentoniana, abdémen, regides axilar e
inguinal, porcéo distal dos membros, areas flexurais e regido de perineo (Hiller,
2002; Favrot et al., 2010) (Figura 1).

L 4

Figura 1. Topografia lesional da dermatite atopica em cdes. Adaptado de

https://www.taylorvets.co.uk/skin-allergies

Inicialmente, o cdo pode apresentar um prurido primario (alesional) ou
associado a lesdes eritematosas e erupgcdes papulares. Secundarias ao
prurido, inicia-se hipotricose e alopecia autoinduzidas, tonsura pilosa,
escoriacdes e lesbes papulo-crostosas. Conforme a cronicidade da doenca,
comumente h& desenvolvimento de infec¢cdes secundarias bacterianas ou

fungicas, a pele pode se tornar xerbtica, com hiperqueratose,
4


https://www.taylorvets.co.uk/skin-allergies

hiperpigmentacdo, liquenificagdo e descamacao (Marsella e Girolomoni, 2009).

Infeccdes secundarias por Staphylococcus sp acometem em torno de
68% de cdes com dermatite atdpica. Os sinais clinicos comuns incluem
papulas, pustulas, colarinhos epidérmicos circundados por eritema e
encimados por crostas melicéricas. As infec¢cdes geralmente tornam-se
cronicas e recorrentes, o que acaba por agravar o quadro clinico e o0 processo
alérgico (Farias, 2007).

Leveduras lipofilicas e queratoliticas do género Malassezia sdo também
comumente envolvidas no agravamento dos sinais clinicos em cédes com
dermatite atOpica. Ja € bem estabelecido que a Malassezia pachydermatis é
parte da microbiota cutdnea natural em caes, porém, em cdes com dermatite
atopica, estas podem ser encontradas em maior quantidade nas orelhas, regiao
interdigital, perioral, perianal e axilas (Nardoni et al., 2007). Além disso, esta
levedura parece incitar resposta de hipersensibilidade em cédes com dermatite
atopica (Bond et al., 2002), podendo ocorrer sensibilizagdo em cerca de 50%
dos pacientes (Chen et al., 2002).

Outro sinal clinico bastante comum em caes com DAC é a otite externa, e
esta ocorre em torno de 86% dos caes com esta morbidade (Miler, Griffin e
Campbel, 2013). Na fase aguda, a otite externa € caracterizada por eritema e
exsudagdo ceruminosa e, com a cronicidade, ocorre hiperplasia epitelial,
excesso de dobras cuténeas, estenose de condutos, hiperqueratose,
liquenificacdo (Figura 2A e 2B) e supercrescimento bacteriano e ou fangico
(Hillier, 2002).

>3
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hiperqueratose e exsudagéo ceruminosa. B. Pavilhdo auricular apresentando eritema intenso,

hiperplasia, hipergueratose e estenose de conduto. Fonte: a autora.

Outros sinais de dermatite atopica em cées incluem hiperidrose, dermatite
piotraumatica e granuloma acral por lambedura. Alguns caes também podem
apresentar sindromes seborreicas primarias, distarbios gastrointestinais,
conjuntivite e rinite como comorbidades alérgicas. Bronquite ndo € comumente

associada a esta morbidade em cées (Miller, Griffin e Campbel, 2013).

2.3 Diagnéstico da DAC

O diagnostico da DAC € presumido clinicamente, através da juncdo da
anamnese e sinais clinicos (Salzo, 2015). Apdés exclusdo de outras
dermatopatias pruriginosas de origem infectoparasitaria e alérgicas, os critérios
de Favrot (TABELA 1) também ajudam a fundamentar o diagndéstico presuntivo
desta morbidade, conferindo 85% de sensibilidade e 79% de especificidade
para cdes que cumprirem ao menos cinco dos oito critérios. Ao cumprir seis

critérios, a especificidade sobe para 89% (Favrot et al., 2010).

Tabela 1. Critérios de Favrot. Adaptado: Favrot et al., 2010.

Critérios de Favrot ‘

Idade de inicio < 3 anos
Intradomiciliado

Prurido responsivo a corticosteroides

1

2

3

4 Prurido primario
5 Porgéo distal dos membros toracicos afetados
6 Pavilhdo auricular e condutos afetados

7 Borda de pavilhdes auriculares nao afetadas
8

Area dorso-lombar ndo afetada

O tratamento e controle de doencas alérgicas envolve a minimizacédo a
exposicdo aos fatores extrinsecos, o controle da inflamacdo e prurido, e

dessensibilizagcdo nos cdes com forte componente de IgE associado a



morbidade. Assim, a identificacdo dos alérgenos envolvidos no processo de
precipitacdo e exacerbacdo do eczema associado a dermatite atépica €
fundamental, e pode ser conduzida através de teste intradérmico (TID), tido
como teste padrdo na medicina veterinéaria (Griffin, 2014; Salzo, 2015).

O teste intradérmico (TID) é o método in vivo mais utilizado em cées na
pratica clinica, estudos da dermatite atOpica canina e para investigacao
farmacoldgica ou drogas anti-alérgicas (Hillier e DeBoer, 2001).

Para realizagdo do TID, realiza-se tricotomia geralmente na lateral do
torax e posterior marcagdo com caneta dermogréafica com intervalos de trés
centimetros entre os pontos. Aplica-se entdo 0,05 ml por via intradérmica de
extratos produzidos a partir de alérgenos suspeitos e observa-se apés 15
minutos a reacgdo papular local (Hillier e Deboer., 2001; Miller, Griffin e
Campbel, 2015) (Figura 3A e 3B).

Figura 3A e 3B. Reacgbes papulares apos 15 minutos de inoculagao de

alérgenos suspeitos no teste intradérmico. Fonte: a autora.



O didmetro das reacBes aos alérgenos € calculado a partir da média
aritmética do diametro maior com sua perpendicular produzidos apos sua
aplicacédo intradérmica. Rea¢Bes maiores ou iguais ao ponto de corte calculado
sao consideradas positivas (Hillier e Deboe., 2001).

O Prick test tem sido estudado em cdes como uma alternativa mais
tolerada, de mais facil interpretacdo e com menor risco de reacdes sistémicas
guando comparado ao TID (Hillier e Deboer, 2001). Este é o teste padréao
usado na Medicina desde sua descri¢édo por Jack Pepys, em 1975.

Em gatos um estudo com o Prick test demonstrou reagfes de mais facil
analise quando comparadas com o teste intradérmico (Rossi et al., 2013). Em
outro estudo mais recente, extratos glicerinados de salina e histamina foram
utilizados como controle negativo e positivo no Prick test em gatos saudaveis,
nao causando nenhuma reacgao irritante (Gentry e Messinger, 2016). Em
trabalho recente, Cunha e Souza (2015) compararam dois dispositivos para
aplicacdo do Prick test em gatos, o Lancet® e Duotip lI®, obtendo como
resultado que ambos produzem reacdes papulares de fécil interpretacdo e
aplicacéo.

JA foram realizados estudos em cdes saudaveis que também
evidenciaram auséncia de reacfes positivas no Prick test (Rocha, 2012;
Matias, 2013). E comparando-se o resultado do Prick test com o teste
soroldgico, houve boa correlagdo entre os mesmos em estudo realizado em
2015 (Lorente e Ruiz, 2015).

Um estudo comparando-se o TID com o Prick test foi realizado em 2015
por Carmona e colaboradores, evidenciando boa relacdo entre os dois testes
na maioria dos alérgenos testados (Carmona et al., 2015).

Para realizacdo do Prick test, € necessario a aplicacao cutanea de uma
gota de cada extrato com subsequente escarificacdo superficial da pele com o
puntor em um angulo de 45°. Apds 15 minutos, € realizada a leitura do teste,
avaliando-se formacdo de péapulas, que sdo consideradas positivas se
apresentarem valor igual ou maior que 3mm (Heinzerling et al., 2013; Cunha e
Souza, 2015; Van Der Valk et al., 2016).

A selecdo de extratos deve ser feita de acordo com a incidéncia

geografica de determinados alérgenos e o grau de exposicao do paciente. Os
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alérgenos ambientais mais comumente associados ao eczema atopico em caes
sdo os de acaros da poeira doméstica, fungos anemofilos, ervas-daninhas,
arvores e gramineas, sendo a polisensibilizagdo muito comum, mormente em
caes com dermatite atépica crénica (Schick e Fadok, 1986).

Entre os pédlens, os de gramineas séo reportados como sendo os de
maior importancia no desenvolvimento de polinose no Brasil (Vieira, 2012,
Baldacara et al., 2013) porém a importancia dos mesmos na Medicina

Veterinaria ainda ndo é bem estabelecida.

3. POLENS E ALERGENOS

Os pdélens anemdfilos sdo aqueles cuja dispersao e transporte ocorre pelo
ar, conferindo maior importancia alergoldgica nas doencas respiratérias. Graos
de podlens secos ou desidratados podem se manter estaveis por séculos,
possuem pouca atividade na matriz citoplasmatica, forte atividade mitocondrial,
particulas de polissacarideos e graos de amido (Stanley e Linskens, 1974).

Em decorréncia do seu diametro, que varia de 20 a 55 mm, gréos de
pblens de gramineas intactos ndo apresentam probabilidade de alcancar vias
aéreas inferiores e gerar sintomas alérgicos. Alérgenos de gramineas possuem
particulas microscépicas que sdo pequenas o suficiente para entrar nas vias
aéreas e causar reac0Oes alérgicas (Taketomi et al., 2006).

Alérgenos de grdos de polens sao proteinas ou glicoproteinas,
geralmente hidrossolUveis, biologicamente ativos, capazes de gerar uma
resposta mediada por IgE extremamente rapida (Behrendt e Becker, 2001).
Granulos de amido ja foram identificados como carreadores de alérgenos 0s
guais eram liberados ap6s o contato do polen com a agua. Estes granulos
foram associados a sintomas alérgicos em camundongos previamente
sensibilizados ao pdélen estudado, e associado a proliferacdo de linfocitos
(Motta et al., 2004).

Os graos de polen também sdo capazes de liberar substancias
semelhantes a eicosanoides sob condicbes de umidade, o que favorece seu

carater inflamatorio e alérgico (Behrendt et al., 2001), além de liberar grande
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guantidade de proteases quando hidratados. Estas proteases podem ser
capazes de induzir dano epitelial e ndo serem inibidas por antiproteases
enddgenas (Hassim, Maronese e Kumar, 1998). O rompimento das juncdes
epiteliais facilita seu transporte transepidérmico, o acesso dos alérgenos as
células dendriticas subepiteliais e a sensibilizacdo (Robinson et al, 1997).

Caracteristicas ambientais como alta umidade, tempestades, chuvas
pesadas e poluentes também podem induzir processos de liberacdo de
alérgenos por pélens. Em algumas situacdes como tempestades, por exemplo,
0s poélens podem romper através de choque osmotico, liberando alérgenos
(Taketomi et al., 2006). Particulas poluentes ambientais, como as provenientes
da exaustado de motores a diesel, tém sido consideradas importantes indutoras
da liberacdo de alérgenos de pdlen no ar. Estes poluentes apresentam na sua
constituicdo minerais como ferro, silica, aluminio, magnésio, enxofre,
manganés, entre outros, que teriam o efeito de concentrar muitas moléculas
alergénicas em uma unica particula (Knox et al., 1997).

Dois mecanismos sdo sabidos como responséaveis pela liberacdo das
particulas alergénicas pelo citoplasma do pélen em pessoas. No primeiro, o
grdao de pdlen entra em contato direto com a mucosa em meio isoténico,
guando a parede celular ndo oferece resisténcia a entrada de agua, levando a
rapida difusdo dos alérgenos e induzindo sintomas alérgicos imediatos. (Vrtala
et al., 1993; Taketomi et al., 2006). No segundo mecanismo, meios hipotonicos
como a agua da chuva permitiriam a rapida hidratacdo dos grdos de pdlen e
subsequente expulsdo de materiais inalaveis contendo alérgenos que, devido
ao seu tamanho reduzido, alcancariam vias aéreas, induzindo sintomas de
asma (Suphioglu, 1998). Desta maneira, a liberacdo dos alérgenos do interior
do grdo de pdlen € um determinante para sua atuacdo em individuos
sensibilizados (Taketomi et al., 2006).

A liberacéo dos alérgenos de grédos de pdélens pode ocorrer na superficie
da mucosa do trato respiratdrio superior apds exposicdo ao polen e no ar
ambiente. Assim, diferentemente do que ocorre com alérgenos provenientes de
acaros da poeira domiciliar, o risco de sensibilizacédo a alérgenos de polens ndo
pode ser adequadamente estimado pela sua contagem ambiental (Taketomi et
al., 2006).
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Os podlens de gramineas sdo comumente associados a polinose em
regibes de clima tropical e subtropical. Dentre estes, ja foram descritos 11
grupos de alérgenos contidos em uma ou mais espécies (Suphioglu, 2000)
Estes alérgenos sdo proteinas glicosadas e ndo glicosadas, que possuem
estrutura, tamanho e propriedades fisico-quimicas variadas (Andersson e
Lidholm, 2003) (QUADRO 1).

Os alérgenos do Grupo 1, que possuem peso molecular de 31-35 kDa,
sdo os mais importantes, identificados em cerca de 95% dos pacientes
humanos sensiveis a polens de gramineas. O Grupo 5 (27-38 kDa) é o
segundo mais importante, responsavel por 85% da sensibiizacdo dos pacientes
humanos com polinose (Weber, 2003). Apesar de alérgenos do grupo 1 serem
0s mais prevalentes, os alérgenos do grupo 5 sdo capazes de induzir maiores
niveis de anticorpos IgE (Duffort et al., 2008). Outros alérgenos de importancia
sdo pertencentes aos grupos 2, 3, 4 e 13, reconhecidos como causa de
sensibilizacdo em cerca de 50% dos pacientes alérgicos na medicina
(Fahlbusch et al., 1998; Suck et al., 2000).

Pdlens de gramineas sdo as principais origens de alérgenos ambientais
em relatados em climas frios e temperados, havendo grande quantidade de
relatos. No sul da Australia e outras regides de clima temperado, o polen de
graminea clinicamente mais importante € o Lolium perene, conhecido como
ryegrass (Knox e Suphioglu, 1996). Outras espécies como Poa pratensis e
Phleum pratense, entre outras, também podem ser consideradas clinicamente
importantes dependendo da localizacdo geografica (Davies, 2005).

Gramineas de diferentes espécies podem conter epitopos de pdlen
compartilhados, o que faz com que seus alérgenos apresentem similaridades
imunoquimicas e reatividade cruzada (Bernardes et al., 2010). A reatividade
cruzada entre polens de gramineas se prolonga além do nivel protéico.
Porcdes de carboidratos (referidos como determinantes de reacdes cruzadas)
também foram identificadas como estruturas capazes de se ligarem a IgE e
causarem reacdes. Sendo assim, ocorrem limitagdes no diagnostico sorolégico

na sensibilizacdo a alérgenos de polens (Ebo et al., 2004).
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Tabela 2. Grupos de alérgenos de polens de gramineas e seus respectivos pesos moleculares.

Adaptado: Unido Internacional das Sociedades de Imunologia I.U.l.S. (www.allergen.org);

Mohapatra, Lockey e Shirley, 2005.

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Grupo 5

Grupo 6
Grupo 7

Grupo 10

Grupo 11

Grupo 12

Grupo 13

Cynodon dactylon, Paspalum notatum,
Dactylis glomerata, Lolium perenne,
Phalaris aquatica, Phleum pratense,

Poa pratensis
Cynodon dactylon, Dactylis glomerata,
Lolium perene, Phleum pratense, Poa
pratensis
Lolium perenne, Phleum pratense,
Dactylis glomerata,

Cynodon dactylon, Dactylis glomerata,
Lolium perenne, Phleum pratense, Poa
pratensis
Cynodon dactylon, Lolium multiflorum,
Dactylis glomerata, Phalaris aquatica,
Phleum pratense, Poa pratensis
Phleum pratense, Poa pratensis
Cynodon dactylon, Dactylis glomerata,
Phleum pratense Lolium perenne, Poa
pratensis
Lolium perenne, Cynodon dactylon,
Poa pratensis
Cynodon dactylon, Lolium perenne,
Phleum pratense
Cynodon dactylon, Dactylis glomerata,
Lolium perenne, Phleum pratense, Poa
pratensis
Cynodon dactylon, Lolium perenne,
Dactylis glomerata, Phleum pratense,
Poa pratensis

12

31-35

10-12

10-12

50-67

27-38

12-13
8,7-8,8

12

16-18

14

50-60



4. POLINOSE

No mundo inteiro estima-se que ao menos 40% dos pacientes alérgicos
sdo sensibilizados a alérgenos de pélens de gramineas (Anderson e Lidholm,
2003). Na Europa estima-se que esta sensibilizacdo chegue a 70% (Bousquet
et al.,, 2009). No Brasil, a maior prevaléncia de sensibilizacdo polinica em
individuos alérgicos ocorre no Sul e Centro-Oeste do Pais, variando entre 16%
a 34% (Esteves et al., 1999; Rosario Filho, 2002; Vieira, Ferreira e Matter,
2005; Vieira, 2014; Sopelete, Vaz e Taketomi, 2014.).

A primeira publicacdo a respeito de polinose no Brasil foi em 1908, feita
pelo Dr. A. Carini, que indagava e questionava a existéncia da febre do feno no
pais (Carini, 1908 apud Vieira, 1995). Entre os fatores que podem ter
contribuido para o aparecimento da polinose no Brasil estdo a introducdo de
gramineas com polen de elevado potencial alergénico, desmatamento,
exploracdo agropecudria e aumento da populacdo em areas com estacoes
climaticas bem definidas (Vieira, 2003).

As alergias a polen, juntamente com acaros de poeira doméstica, epitélio
animal e mofo sdo as de maior importancia em humanos, porém, alergias a
polen tem efeito significante na qualidade de vida de pacientes comparado a
sensibilizacdo a acaros da poeira doméstica, mesmo apdés muitos anos de
exposicdo, se tornando pior quando a rinite € combinada com a asma
(Klotseridis et al., 2013; Delgado et al., 2013).

Em humanos, a polinose € manifestada principalmente através de
rinoconjuntivite alérgica ou asma bronquica. Os pacientes manifestam
hiperemia conjuntival, epifora com prurido ocular, nasal e faringo-palatal, coriza
e espirros comumente perenes, durante época de polinizacdo, e
hiperreatividade bréngquica com asma associada pode ocorrer em 15 a 20%
dos individuos (Solomon, 1984; Vieira, 1995)

A repeticdo de sinais clinicos classicos de rinoconjuntivite associados ou
ndo a asma bronquica por mais de uma estacdo polinica pressupde o
diagnéstico clinico de polinose. Testes de provocacao nasal ou brénquica com
antigenos polinicos e dosagem de IgE especifica também sdo métodos

auxiliares de diagnostico (Vieira, 1995).
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Alguns pacientes relatam sintomas que se manifestam antes de setembro
e gue persistam ou apresentem exacerbacdo até marco e abril (Rosario Filho,
2012). Sinais de rinoconjuntivite alérgica fora da polinizagdo podem ocorrer
possivelmente pela presenca de alérgenos no interior das residéncias. A teoria
€ de que animais domésticos, roupas e outros objetos podem albergar tais
alérgenos, contribuindo para a manutencdo dos mesmos no ambiente
domiciliar (Reinberg et al., 1988).

Um estudo Alem&do demonstrou a presenca de altas concentragcbes de
pélens de determinadas gramineas locais na poeira doméstica em épocas fora
de polinizacdo (Fahlbusch et al., 2000). Estudo posterior na Escocia detectou a
presenca de graos de polens em analises individuais fecais de céaes
intradomiciliados, também fora da estagdo polinica (Fraser, Caulton e McNeil,
2001). Ambos os estudos evidenciam a presenca de polens de gramineas em
ambiente doméstico mesmo fora de época de polinizacdo, o0 que pode
contribuir para sinais clinicos ndo sazonais

Além de sintomas respiratorios e oftalmicos, um estudo conduzido em
2016 identificou que pacientes humanos com dermatite atOpica expostos a
pblens de gramineas através do ar ambiente possuiam lesdes eczematizantes
mais graves, principalmente em locais do corpo expostas ao ar. Acredita-se
gue em decorréncia da disfuncdo da barreira cutanea, a exposicao alergénica é
seguida de penetracéo direta do alérgeno na pele e contato direto do mesmo a
células pré-ativadas da resposta imune inata e adaptativa (Werfel et al., 2016).

Alimentos como desencadeadores de reacdes alérgicas estdo ganhando
maior importancia. Em torno de 60% das alergias alimentares em criangas,
adolescentes e adultos estdo relacionadas com alergias a inalantes. Em
contraste com a alergia alimentar classica, em que a sensibilizagcdo primaria
ocorre por via gastrointestinal, a sensibilizagdo primaria em alergias
relacionadas a polens e outras reac¢des cruzadas a alimentos sdo consideradas
sendo contra aeroarlérgenos. (Werfel et al., 2015). Em torno de 3% dos
pacientes com diagndéstico de polinose e alergia alimentar também reportam
histérico de dermatite atdpica (Dondi et al., 2013). A reacédo cruzada é baseada
na ligacdo de um anticorpo IgE a estruturas alergénicas homologas, mostrando

similaridade nos epitopos (lineares ou conformacionais). Essas estruturas
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podem ser provenientes de proteinas ou carboidratos, apesar esta Ultima nao
estar relacionada a sintomatologia clinica (Altmann, 2007; Werfel et al., 2015).

Anticorpos IgE reativos a carboidratos tém sido atribuidos a sensibilizagéo
a polens de gramineas e encontrados realizando reacdo cruzada com
estruturas glicanas de outras fontes alérgicas, particularmente alimentos
vegetais (Mari et al., 2008). Outra causa de reacdo cruzada a polens de
gramineas esta no grupo das profilinas que pertencem a familia de proteinas
altamente conservadas entre as plantas (Anderson e Lidholm, 2003). Estudos
recentes confirmaram que IgE reagente a profilina de pdlens de gramineas foi
detectada em padeiros com asma, alergia alimentar e a polen (Constantin et
al., 2009). Pacientes com alergia ao trigo mostram extensa reacao cruzada a
outros gréos, mas pouco a pélens de gramineas taxonomicamente relatados.
Em contraste, pacientes unicamente com alergia a podlens de gramineas
mostram reacao cruzada extensa a graos de cereais e gramineas nos testes in
vitro. Tomados em conjunto, o papel da alergia alimentar associado a poélen de
gramineas ainda necessita de mais estudos para ser inteiramente comprovado
(Werfel et al., 2016).

4.1 Polinose no cao

Em cdaes, a alergia espontanea a poélen foi primeiramente descrita em
1941 por um médico alergista em uma fémea, da raca Fox Terrier, de 4 anos e
gue apresentava espirros, secrecdo nasal, epifora e lesGes cutaneas
circunscritas pruriginosas em face e corpo. O mesmo conduziu com SuUcesso 0
tratamento do cdo através de dessensibilizacdo com injecdes de extratos de
pélens (Wittich, 1941).

Nos anos 60, outro meédico alergista desenvolveu uma colbnia de cées
sensiveis a polens, que demonstravam rinite e dermatites alérgicas. Quando
expostos a altas concentracdes de alérgenos, os cdes eram induzidos a
bronquite. A énfase nos sinais respiratérios levou os pesquisadores a sugerir
gue a dermatite era secundaria a entrada do alérgeno por via respiratoria

(Patterson, Chang e Pruzansky, 1963).
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Na atualidade, esté elucidado que todas as rotas de exposicao alergénica,
incluindo via oral, respiratOria e epicutanea parecem promover papel importante
no desencadeamento de crises alérgicas em cédes. Porém, a via epicutanea
parece ser a de maior importancia na perpetuacdo de sinais clinicos da
dermatite atopica (Olivry e Hill, 2001; Marsella, Nicklin e Lopez, 2006; Olivry et
al., 2010). Esta teoria € suportada através de estudos que demostraram que
repetidas exposicdes por via percutanea a alérgenos, quando ha
comprometimento da barreira epidérmica, geram resposta Th2 e subsequente
desenvolvimento de inflamag&o tegumentar e hiperplasia da populagdo de
células de Langerhans na epiderme (Marsella et al., 2006; Pucheu-Haston, et
al., 2008).

Estudos conduzidos no Japao verificaram positividade a alérgenos de
pélen de Cedro Japonés através de teste intradérmico em cdes com dermatite
atopica. (Sasaki et al., 1995). Masuda el al. (2000) verificaram positividade a
este pdlen em 10% dos cdes com dermatite atdpica, entretanto, a
sensibilizacdo a alérgenos de 4caros de poeira doméstica ainda foi prevalente.
Em outro estudo em cdes com conjuntivite e rinite, 21% possuiam
sensibilizacéo polinica (Favrot et al., 2010; Furiani et al., 2011).

Um estudo Australiano com teste intradérmico em 1000 cdes com
dermatite atdpica demonstrou que 10 a 25% destes foram sensiveis a polens
de qualquer tipo (gramineas, arvores e ervas-daninhas) (Muller, Bettenay e
Tideman, 2000). No Oeste francés, um estudo retrospectivo entre 1999-2010
identificou um aumento da incidéncia de sensibilizacdo a alérgenos de polens
de gramineas de 14,4 para 27,7%. As reacdes positivas ndo foram
influenciadas pelo periodo do ano em que o TID foi realizado, idade dos
animais, género ou sazonalidade dos sinais clinicos. Acredita-se que o
acumulo dos alérgenos ambientais nas residéncias confiram caracteristicas
nao sazonais a doenca (Roussel, Bruet e Bourdeau, 2013).

No Brasil, ha poucos estudos que avaliaram de forma critica a
sensibilizacdo a pélens de gramineas em cdes com rinite ou bronquite crénica,

rinoconjuntivite alérgica e dermatite atépica.
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4.2 Polens de gramineas

Os pélens de gramineas sdo a principal causa de polinose no mundo,
inclusive no Brasil. As de maior importancia no Brasil, sobretudo na regido sul,
sdo pertencentes a familia Poaceae, que se divide nas subfamilias Pooideae,
Chloridoideae e Panicoidea, aos quais pertencem o Lolium multiflorum,
Cynodon dactylon e Paspalum notatum, respectivamente (Figura 4). A
subfamilia Pooideae, na qual se encontra o Lolium multiflorum, possui os
maiores alérgenos nos grupos 1 e 5, conferindo reatividade cruzada entre si
(Vieira, 2012).

FAMILIA SUBFAMILIA TRIBO ESPECIE NOME COMUM

Poaceae
Panicoideae
| Paniceae

Paspalum notatum Grama batatais

Chloridoideae

Cynodonteae
| Cynodon dactylon Grama seda
Pooideae
L Poeae
L lolium multiflorum Azevém anual

Figura 4. Hierarquia filogenética das trés gramineas mais comuns no Brasil. O género foi

omitido para simplificacdo. Adaptado de Lovborg et al., 1999.

4.2.1 Lolium multiflorum

O Lolium multiflorum (Lol m), popularmente conhecido como Azevém
italiano (Figura 5), € uma graminea da subfamilia Pooideae com elevado
potencial alergénico, sendo a principal causadora de polinose em humanos no
Brasil. E uma forrageira de inverno ndo nativa, trazida ao Brasil por imigrantes
Europeus com o objetivo de ser utilizada como alimentacdo animal. Esta
graminea propaga-se rapida e desordenadamente, incluindo areas néo
agricolas e grandes cidades (Dutra, Roséario Filho e Zavadniak, 2001; Vieira,
2002).

Na regido sul do Brasil, o cultivo desta graminea pode ser observado com
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maior intensidade. Estima-se que uma éarea de 100m2 de cultivo do L.
multiflorum possa produzir cerca de 100kg de pdlen e que um grama deste
pélen contenha 100 milhGes de graos. Pacientes alérgicos sensibilizados a esta
graminea podem apresentar sintomas com apenas 5-10 graos/m3 de ar (Vieira,
2003). Os alérgenos identificados até o momento de L. multiflorum sdo o Lol m
2 e Lol m 5 (Alergome.org).

Sintomas clinicos decorrentes de alergia a pélen de L. multiflorum iniciam-
se geralmente em setembro, inicio da estacdo polinica, com exacerbacdo de
sintomas em outubro e novembro, e prolongam-se até dezembro e janeiro
(Rosério Filho, 1983).

Em um inquérito epidemiolégico em Curitiba, Parana, foi observado
positividade a alérgenos de pdélen de L. multifliorum em 4,7% de criancas e
adolescentes e 15,4% em adultos com rinite e asma alérgicas através do Prick
test (Esteves et al., 1999).

Em 2002, Roséario Filho detectou 16,5% de reatividade cutdnea ao extrato
de poélen Lolium perenne em Curitiba. Em estudo mexicano com 173 pessoas
alérgicas, foi encontrada positividade de 5,2% para Lolium perene (Rojas-
Méndez et al., 2017). Acredita-se que L. multiflorum seja capaz de produzir alta
reatividade cruzada com Lolium perenne (Bernardes et al., 2010).

Em Uberlandia, uma pesquisa envolvendo 50 individuos com rinite
alérgica detectou positividade de 34% para L. multiflorum através do Prick test
(Sopelete, José Vaz e Taketomi, 2014). Estudo mais recente conduzido em
Curitiba detectou 14,9% de positividade para L. multifiorum através do Prick
test (Aradjo, Rosério e Mari, 2016).

Em cdes com dermatite atOpica, a sensibilizacdo a L. multiflorum e

perenne ainda nao foi investigada.
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Figura 5. Lolium multiflorum (Azevém italiano). Fonte: Naturespot.

4.2.2 Cynodon dactylon

O Cynodon dactylon (Cyn d), comumente chamado de grama bermuda
(Figura 6), € uma graminea da subfamilia Chloridoideae considerada ruderal,
fixada e adaptada a areas proximas de estradas e ferrovias, parques publicos,
terrenos baldios, entre outros. Pode ser considerada uma graminea invasora
de dificil controle, capaz de infiltrar em &reas de lavouras (Vieira, 2014).

Diferente do L. multifiorum, o C. dactylon ndo possui alérgenos do grupo
5, sendo principais neste grupo de gramineas alérgenos do tipo 1. Esta
subfamilia possui elevado potencial alergénico (Vieira, 2012) e parece nao ter
sensibilizacdo cruzada com a subfamilia Pooideae. At¢é o momento foram
identificados 15 alérgenos e seus isoalérgenos e variantes para C. dactylon
(Cynd1,Cynd2,Cynd4,Cynd5,Cynd6,Cynd7,Cynd 11, Cynd 12, Cyn
d 13, Cyn d 15, Cyn d 22w, Cyn d 23, Cyn d 24, Cyn d CP e Cyn d EXY)
(Allergome.org). Foi sugerido que Cyn d 1 e Cyn d 7 exibiam reatividade
cruzada com outras gramineas, mas 0s resultados ndo foram consistentes
(Lorenz et al., 2009).

Estudos conduzidos em Cuba, onde esta graminea possui ampla
distribuicdo, revelaram que mais de 50% dos pacientes com asma ou rinite
alérgicas eram sensibilizados (Rodriguez-Pérez et al., 2009). Estudo no México

obteve 9,25% de positividade para C. dactylon em pacientes alérgicos (Rojas-
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Méndez et al., 2017). Em S&o Paulo, 9,4% das criangas na faixa etaria de nove
a 15 anos que apresentavam sinais alérgicos respiratorios reagiram a C.
dactylon (Neves Forte, 2001).

Um estudo realizado em Goiénia com 211 pacientes que apresentavam
rinite alérgica revelou 19% de monossensibilizacdo a C dactylon e 50% de
cossensibilizacdo de C. dactylon e Paspalum notatum através do Prick test
(Vieira, 2014). Em Uberlandia, outro estudo similar com 50 individuos alérgicos
resultou em 16% de positividade para o C. dactylon através do Prick test
(Sopelete, José Vaz e Taketomi, 2014). Estudo mais recente apresentou 16,8%
de positividade em analise molecular para Cyn d 1 em criancas alérgicas no
municipio de Curitiba (Aradjo, Rosario e Mari, 2016).

Na Medicina Veterinaria, um estudo atual em Santa Maria, Rio Grande do
Sul, com 58 cées diagnosticados com dermatite atdpica revelou através de
teste intradérmico positividade para C. dactylon em 14 animais (24,13%)
(Pereira et al., 2015).

Figura 6. Cynodon dactylon (Grama bermuda). Fonte: Max Licher.

4.2.3 Paspalum notatum

O Paspalum notatum (Pas n), pertencente a subfamilia Panicoideae, é
também conhecido como Grama Bahia (Figura 7), Capim-de-pasto ou Grama
Batatais e € tido como uma graminea de elevado potencial alergénico no Brasil,

ja que é bastante adaptada ao clima tropical. Esta € amplamente utilizada
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como pastagem por pecuaristas e € um importante recurso forrageiro (Vieira,
2012).

Assim como o C. dactylon, o P. notatum apresenta auséncia ou baixa
sensibilizagdo cruzada com a subfamilia Pooideae, na qual faz parte o L.
multifiorum. Igualmente, o alérgeno tipo 1 € o de maior importancia alergénica,
sendo o tipo 5 inexistente (Vieira, 2011). Os alérgenos identificados até o
momento sdo o Pas n 1 e o Pas n 13 (Allergome.org).

Em 2001, uma pesquisa em S&o Paulo com 287 criangas com asma ou
rinite alérgicas verificou através do Prick test positividade de 9,9% ao P.
notatum (Neves Forte, 2001). Outro estudo multicéntrico foi realizado em
individuos com polinose nas cidades de Caxias do Sul e Santo Angelo, no Rio
Grande do Sul, em 2009 e 2010. A partir de resultados com Prick test foi
constatada sensibilizacdo ao P. notatum de 87,3% em Caxias e 51,3% em
Santo Amaro em pacientes com polinose (Vieira, 2011). Em Uberlandia, estudo
semelhante encontrou 14% de sensibilizacdo alérgica ao P. notatum (Sopelete,
José Vaz e Taketomi, 2014).

Em Santa Maria, um estudo a fim de verificar sensibilizacdo alérgica a
alérgenos ambientais através do teste intradérmico foi conduzido em 58 caes
com dermatite atdpica stricto sensu e 12% se mostraram sensiveis a P.

notatum (Pereira, 2015).

Figura 7. Paspalum notatum (Grama bahia). Fonte: Justin du Toit.
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No Brasil ha escassos estudos criticos que avaliem a sensibilizacdo de
caes com dermatite atdpica stricto sensu a alérgenos de polens de gramineas
em seus multiplos ecossistemas.

O reconhecimento do papel da sensibilizacdo a pdlens de gramineas em
cdes com dermatite atopica pode colaborar para seu controle, tratamento e
manejo ambiental. Além disso, € necessario identificar o melhor teste alérgico
para identificar estas sensibilizacbes, o qual possua boa sensibilidade e
especificidade.

O objetivo deste trabalho € verificar a sensibilizacdo a pdlens de
gramineas em caes com dermatite atdpica stricto sensu em Curitiba através do
Prick test, comparando-o com o teste intradérmico. Além disto, comparar entre
0S animais positivos quais sdo intra ou extradomiciliados. Estes resultados nos
permitirdo levantar a hipotese de polinose em cées, além de aprimorar 0S

testes diagnosticos da dermatite atopica canina.

22



CAPITULO 2

AVALIACAO DA SENSIBILIZACAO A POLENS DE GRAMINEAS POR
TESTES CUTANEOS EM CAES COM DERMATITE ATOPICA EM CURITIBA,
BRASIL

Evaluation of grass pollen sensitization with cutaneous tests in dogs with atopic
dermatitis in Curitiba, Brazil

Ana Paula S. Cerdeiro', Marconi Rodrigues de Farias', Victor do Esplrito Santo

Cunha", Gisele Vieira Secchi', Bruna Duarte Pacheco'
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Avaliacdo da sensibilizacdo a pdlens de gramineas por testes cutaneos em cdes com

dermatite atopica em Curitiba, Brasil.

Evaluation of grass pollen sensitization with cutaneous tests in dogs with atopic

dermatitis in Curitiba, Brazil
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A dermatite atdpica canina é uma morbidade alérgica inflamatdria, pruriginosa, genética
e cronica ligada a produgdo de anticorpos da classe Imunoglobulina E e que pode
acometer em torno de 20% da populagdo canina. Entre os alérgenos de importancia
clinica na doenca, estdo os podlens de gramineas, considerados extremamente
importantes no desencadeamento de crises alérgicas na medicina. O objetivo deste
trabalho foi identificar a incidéncia de sensibilizacdo a pélens de gramineas através da
comparacao entre o Teste Intradérmico e o Prick test em cdes com dermatite atopica na
cidade de Curitiba (PR), além de levantar entre os positivos quais sdo intradomiciliados
ou extradomiciliados. Para o estudo, foram utilizados 10 cdes higidos para o grupo
controle e 39 cdes apresentando dermatite atdpica stricto sensu. Estes cdes foram
submetidos a Teste Intradérmico e Prick test para as trés gramineas de maior
importancia alergolégica em humanos no Brasil, Lolium multiflorum, Cynodon dactylon
e Paspalum notatum. Os cédes do grupo controle foram todos negativos em ambos 0s
testes. Foi observada positividade no grupo experimental em 10 animais (25,6%) no
Prick test e nenhum positivo no teste intradérmico. Comparou-se os dois testes através
de Teste de Proporcéo, obtendo p<0,05, indicando que a proporcdo de casos positivos
no Prick test € estatisticamente maior que no Teste Intradérmico. Entre os animais
reativos, 80% possuiam exposicdo ambiental continua ou esporadica. A graminea com

maior incidéncia entre os cédes positivos foi Cynodon dactylon (70%) e Lolium
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multiflorum (70%), seguidos do Paspalum notatum (30%). Foi possivel concluir que
cdes com dermatite atOpica canina em Curitiba estdo sensibilizados a polens de
gramineas presentes no pais e que o Prick test foi capaz de detectar maior sensibilizacdo
polinica. Cées com exposicdo ambiental continua ou esporéddica em Curitiba
apresentaram maior sensibilizacdo a alérgenos de pdlens de gramineas quando
comparados a cdes intradomiciliados.

Palavras-chave: Prick test; Cynodon dactylon; Paspalum notatum; Lolium

multiflorum; Dermatite atopica canina

ABSTRACT

Canine atopic dermatitis is an inflammatory, pruritic, genetic and chronic allergic
disease linked to IgE antibodies production and it’s believed to affect around 20% of
canine population. Among clinic important allergens are grass pollens, considered
extremely important in triggering allergic crises in human medicine. The aim of this
study was to identify grass pollen sensitization incidence by intradermal test and prick
test comparison in dogs with atopic dermatitis in Curitiba (PR) and identify between
positive dogs environmental exposure. For the study, 10 healthy dogs were used for
control group and 39 dogs presenting stricto sensu atopic dermatitis. These dogs were
submitted to intradermal and prick test for the three most important allergenic grasses in
people in Brazil, Lolium multiflorum, Cynodon dactylon and Paspalum notatum. The
dogs in the control group were all negative to both tests. Positivity were observed in the
experimental group in 25,6% (10) of the animals in the prick test and no positivity in the
intradermal test. The two tests were compared with Proportion test, obtaining p<0,05,
indicating that the proportion of positive cases in the prick test is statistically higher
than in the intradermal test. Among reactive animals, 80% had continuous or sporadic
environmental exposure. The grass with the highest incidence among positive dogs was
Cynodon dactylon (70%), followed by Lolium multiflorum (70%) and Paspalum
notatum (30%). It was concluded that dogs with canine atopic dermatitis in Brazil are
sensitized to grass pollen present in the country and that skin prick test was able to
detect grater pollen sensitization when compared to intratermal test. Dogs with
continuous or sporadic environmental exposure in Curitiba presented greater
sensitization to grass pollen allergens when compared to intradomiciliated dogs without

any type of environmental exposure.
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Keywords: Prick test; Cynodon dactylon; Paspalum notatum; Lolium multiflorum;

Canine atopic dermatitis.

INTRODUCAO

A dermatite atopica em cdes (DAC) é uma dermatopatia pruriginosa, inflamatoria,
crbnica e de predisposicdo genética, que acomete cerca de 20% da populacdo canina
(Carlotti, 2012). Esta decorre da perda de funcdo de barreira fisica tegumentar e
hiperreatividade imunolégica, e estima-se que aproximadamente 80% dos cdes com
DAC apresentem niveis aumentados de IgE alérgeno especifico, mormente a alérgenos
ambientais, microbianos e alimentares (Pucheu-Haston et al., 2015).

Entre os principais alérgenos ambientais relacionados com dermatite atdpica
em caes estdo os alérgenos de acaros da poeira doméstica, de ervas-daninhas, arbustos e
gramineas (Prélaud, 2014). Em humanos, os polens de gramineas desempenham um
papel importante na exacerbacdo de crises de rinite e asma alérgicas, verificando-se
sensibilizacdo em 16 a 34% dos pacientes no Brasil, com variacdo dependente da regido
geogréfica (Rosario Filho, 2002; Vieira, 2011; Vieira, 2014; Sopelete et al., 2016), com
subsequente diminuicdo na qualidade de vida destes pacientes (Delgado et al., 2013).
Em pessoas com dermatite atopica com IgE mediada por fatores extrinsecos, foi
verificada que a exposicao a polens de gramineas induz piora significativa nos sintomas
cuténeos (Werfel et al., 2016).

As gramineas de maior importancia alergénica no Brasil sdo pertencentes a
familia Poaceae, gque se divide nas subfamilias Pooideae, Chloridoideae e Panicoidea,
aos quais pertencem o Lolium multiflorum (Azevém), Cynodon dactylon (grama
bermuda) e Paspalum notatum (Grama Bahia), respectivamente. A subfamilia Pooideae
possui 0s alérgenos maiores nos grupos 1 e 5, e pode conferir reatividade cruzada com
outras espécies da mesma subfamilia e com espécies de outras subfamilias (Vieira,
2012). Entre elas, o Lolium multiflorum é tido como a de maior importancia alergénica
em humanos no Brasil (Roséario Filho, 2012).

Raros estudos tém sido conduzidos na medicina veterinaria a fim de verificar a
incidéncia de polinose no Brasil. Estudo recente de teste cutdneo intradérmico (TID)
realizado em 58 cdes com dermatite atdpica stricto sensu no Rio Grande do Sul resultou
em positividade de 24,13% para Cynodon dactylon e 12% para Paspalum notatum

(Pereira et al., 2015). A sensibiliza¢do a Lolium multiflorum néo foi avaliada.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a sensibilizac¢do a alérgenos de polens das
gramineas Cynodon dactylon, Lolium multiflorum e Paspalum notatum através do Prick
test em cdes com dermatite atopica em Curitiba (PR), e comparar os resultados com o
do teste cutaneo intradérmico. Entre os positivos, também foi realizado levantamento

entre os animais intradomiciliados e os extradomiciliados.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais da
Pontificia Universidade Catélica do Parana (PUCPR), sob o registro nimero 1027/2016,
e teve carater transversal, ndo randomizado e controlado. Os cées incluidos foram
provenientes da Clinica Veterinaria Escola da Pontificia Universidade Catolica do
Parand.

Conforme descrito por Cunha e colaboradores (2015), foi realizado teste de
proficiéncia para TID previamente a realizacdo dos testes. Foram submetidos ao teste
intradérmico com extratos de histamina 10mg/ml e salina 0,9% fenolada 10 cées higidos
de qualquer idade, raca ou género. Em cada animal, foram aplicados 10 vezes o extrato
de histamina e 10 de salina por via intradérmica e ap6s 15 minutos mensuradas as
papulas. A aptidao para realizacdo do teste foi obtida pela autora apos verificacdo de
coeficiente de variagdo menor que 10% entre os valores papulares.

O grupo controle (Grupo 1) foi composto de 10 cées higidos, sem histérico de
doenca sistémica ou cutanea, independente de raga ou género. O grupo de cées alérgicos
(Grupo 2) foi composto por 39 cées de qualquer idade, género ou raca diagnosticados
com dermatite atopica que apresentaram no minimo seis dos oito critérios estabelecidos
por Favrot (2010), e persisténcia de prurido integral ou parcial mesmo apds exclusdo de
outras dermatopatias pruriginosas e serem submetidos a dieta comercial hidrolisada por
no minimo cinco e maximo oito semanas.

Ndo foram incluidos no projeto cdes que haviam sido medicados com anti-
histaminicos pelo prazo de duas semanas, glicocorticoides sistémicos ou topicos por trés
semanas e injetaveis de longa duragdo por quatro semanas; fémeas em periodo de estro;
gestacdo ou lactacdo; cdes com doencas sistémicas cronicas, que fizessem uso de
medicacdo regular ou animais que apresentassem qualquer outra dermatopatia.

Todos os cdes do grupo 1 e 2 foram submetidos sequencialmente ao teste

intradérmico (TID) e Prick test. Foi realizada tricotomia com maquina de tosa e lamina
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40 na regido lateral do térax. Apos higienizacdo do local com solucéo fisiologica, foram
feitas marcagOes dos pontos de aplicagcdo com intervalo de trés centimetros de distancia
entre cada um com caneta dermogréfica.

Para controle positivo no Prick test, foi utilizado cloridrato de histamina
(10mg/ml de histamina base) e como controle negativo, solu¢do salina contendo 0,45%
de fenol. Os extratos alergénicos glicerinados de Lolium multiflorum, Cynodon dactylon
e Paspalum notatum foram utilizados na concentragéo de 10 HEP (10.000 UBE/mL),
concentracdo utilizada na medicina. Todos os extratos foram fornecidos pela FDA
Allergenic.

Apos aplicacdo de uma gota de cada extrato nos locais previamente marcados foi
utilizada manobra com o puntor Duotip-test I1® (Multi-test Brasil) em angulo de 45°
que permitisse uma leve escarificacdo epidérmica e a penetracdo do extrato alergénico
por via percutanea. Na sequéncia, toalha absorvente foi utilizada para retirar o excesso
de extrato. Apds 15 minutos foi realizada a leitura do teste e avaliada a formacéo de
papulas. Foram considerados positivas papulas que obtiveram valor igual ou maior que
3mm acima controle negativo, conforme recomendado por Van der Valk e
colaboradores (2016).

Para realizacdo do TID nos grupos 1 e 2 foi utilizado como controle negativo
solucéo salina 0,9% fenolada e como controle positivo solugdo contendo 0,05mg/ml de
histamina-base. Sensibilizacdo a poléns foi avaliada com extratos purificados e
padronizados de Lolium multiflorum, Cynodon dactylon e Paspalum notatum na
concentracdo de 100 UBE/mI. Todos os extratos foram fornecidos pela FDA Allergenic
(Laboratorio de antigenos, Rio de Janeiro, Brasil).

As aplicacdes foram realizadas no espaco intradérmico com seringas de insulina
de 0,5 ml e agulhas de 8 mm de comprimento e 0,3 mm de calibre, contendo 0,05 ml de
cada extrato purificado de pdlen de gramineas. Apds 15 minutos da aplicacdo, foi
realizada leitura do teste. Marcagdes com caneta dermogréafica foram feitas ao redor das
papulas para facilitar a afericdo. O diametro médio das papulas formadas pelo controle
positivo e negativo foram avaliadas e registrados. O Cut off foi estabelecido com o
calculo da média entre os valores obtidos para o controle negativo (CN) e controle
positivo (CP). As respostas aos antigenos testados foram consideradas positivas quando
o didametro médio das papulas formadas foi igual ou superior ao valor do ponto de corte

calculado.
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Os resultados do Prick test e intradérmico no diagndstico da sensibilizacdo
alérgica a gramineas em cdes com DA foram comparados de forma descritiva, e em
sequida pelo Teste de Proporgdes, utilizando o software Minitabl6® com nivel de
significancia a = 0,05 (p<0,05).

RESULTADOS

Entre os 10 cdes incluidos no grupo controle, cinco eram fémeas e cinco eram
machos, sete eram cdes mesticos e havia um cédo das ragas Labrador (1/10), Pitbull e
Boiadeiro Australiano, sendo a mediana de idade 5 anos.

Todos os cdes do Grupo 1 foram negativos no controle negativo com salina
fenolada e com os extratos alergénicos, tanto no TID como no Prick test. A média
papular da histamina no TID foi de 14,5mm e no Prick test 7,45mm.

No grupo experimental, dos 39 cdes com dermatite atopica testados, 26 (66%)
eram fémeas e 13 (44%) machos. A idade mediana foi de 5 anos, com idades variando
de um a 14 anos. Ao todo foram avaliados oito (20,5%) Lhasa Apsos, seis Shih Tzus
(6/15,3%) e quatro mesticos (4/10,2%). As demais ragas incluidas estdo citadas na
Tabela 1.

Tabela 1. Relagdo de racas entre os 39 cées com dermatite atopica Stricto sensu testados para polens no
Prick test e intradérmico.

Raca Quantidade Raca Quantidade

Lhasa Apso 8 Jack Russel 1
Shihtzu 6 Pug 1
Mestico 4 Spaniel Tibetano 1
Yorkshire 3 Boxer 1
Poodle 3 Schnauzer 1
Bichon frisé 2 Bulldog francés 1
Golden 2 Welsh Terrier 1
Maltés 1 Cocker 1

No Prick test, dos 39 cées avaliados, 10 (25,6%) cdes reagiram a poléns, sendo
que sete (17,9%) reagiram ao Cynodon dactylon com média papular de 3,64mm, sete
(17,9%) reagiram ao Lolium multiflorum com média papular 4mm e trés (7,69%)
reagiram ao Paspalum notatum com média papular de 3,5mm. Dois animais reagiram
aos trés pdlens testados e trés reagiram a dois. Monossensibilizacao polinica ocorreu em
cinco cédes. A média das papulas de histamina foi de 9,75 mm.

No TID, dos 39 cdes avaliados, nenhum foi positivo para os polens testados. A
média das papulas de histamina foi de 15,44 mm. A mediana de idade dos animais
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apresentando positividade para um ou mais poélens testados foi de 6. A comparagao
entre a reacdo papular da histamina no TID e positivo para pdlen de graminea no Prick
test € mostrada na Fig.2.

Entre os 10 cdes positivos para polens, trés eram predominantemente
intradomiciliados (30%), dois exclusivamente de ambiente externo (20%) e cinco
intercalavam entre ambiente domiciliar interno e externo (50%). Os cées
exclusivamente intradomiciliados eram provenientes de apartamentos, 0s que
intercalavam ambiente interno e externo habitavam casas com livre acesso a quintal
com jardim e os animais exclusivamente de ambiente externo obtinham livre acesso

somente aos quintais e jardins das casas.

Figura 2. Comparacdo da reacdo papular da histamina e positivo para polen de
graminea em centimetros no o teste intradérmico (esquerda) e prick test (direita).

Observar formagdo de pseudépodo (seta).

A partir da avaliacdo pelo teste de proporcao, o Prick test se mostrou mais eficaz
em identificar sensibilizacdo ao Cynodon dactylon e Lolium multiflorum (p=0,002) e ao
Paspalum notatum (p=0,036) em relacdo ao teste intradérmico nos cdes com dermatite
atdpica.

Em relacdo a seguranca, em ambos 0s testes nenhum paciente apresentou
reacOes adversas. Porém, houve menor incomodo por parte dos pacientes na aplicacéo

do Prick test comparado ao teste intradérmico.

DISCUSSAO
No presente estudo, o Prick test e intradérmico apresentaram alta especificidade,
justificada pela falta de animais positivos no grupo controle, porém, o Prick test
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detectou maior sensibilizacdo a alérgenos de pdlens nos cdes com dermatite atopica
avaliados.

Para o teste intradérmico, a concentracao dos extratos alergénicos deve idealmente
ser selecionada a partir de limiar irritativo em cdes saudaveis, caso contrario pode gerar
resultados falso-positivos quando aplicada em cdes com dermatite atopica (Ferreira,
2013). Porém, acredita-se que testes intradérmicos baseados em limiar irritativo
apresentam alta especificidade e baixa sensibilidade no diagndstico da sensibilizacéo
alérgica, podendo gerar inversamente grande nimero de pacientes falso-negativos, fato
que parece ter ocorrido no presente trabalho.

Outro fator que diminui a sensibilidade do TID é sua forma de interpretacdo. Na
medicina veterinaria, o teste considera os valores dos controles positivos e negativos
para se definir o ponto de corte e a partir deste selecionar pacientes positivos e
negativos (Hillier e Deboer, 2001). Na medicina, o teste possui sensibilidade maior,
pois leva em consideracdo qualquer reacdo papular acima do controle negativo,
indicando IgE alérgeno-especifica (Oppenheimer e Nelson, 2006). Como o resultado no
Prick test ndo leva em conta o valor da papula de histamina, € considerado positivo
quando o valor papular do extrato € igual ou superior a 3mm da média do controle
negativo (Berstein et al., 2008), sua sensibilidade acaba aumentando quando comparado
ao TID baseado em ponto de corte.

Estima-se que a sensibilizacdo polinica em pessoas alérgicas no Brasil varie de
16% a 34%, sendo mais prevalente no Sul e Centro-Oeste do pais (Rosério Filho, 2002;
Vieira, 2011; Vieira, 2014; Sopelete et al., 2016). Na medicina veterinaria, a
prevaléncia de sensibilizacdo a pdlens de gramineas em cdes com dermatite atdpica
varia entre 10 a 27,7 % (Masuda et al., 2000; Roussel et al., 2013). No Brasil, a
sensibilizacdo a pdlens em cdes com DAC foi pouco estudada, encontrando-se em torno
de 10,3% de prevaléncia no sul do pais através de TID (Pereira et al., 2015). No
presente estudo, foi verificada sensibilizacdo de 25,6% para alérgenos de poélens em
cdes com dermatite atopica através do Prick test, valor muito préximo aos encontrados
em estudos conduzidos em pessoas no Brasil e superior ao encontrado nos estudos
veterinarios brasileiros.

Entre os cdes positivos para pélens do presente estudo, 70% tinham exposicao
ambiental continua ou esporadica, habitando casas e possuindo acesso a quintal, areas

de jardim e parques, justificando grande exposicdo a alérgenos de pdlens e
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subsequentemente maior sensibilizacdo. A positividade nos cées intradomiciliados sem
contato externo ambiental pode ser justificada pela deposicao de alérgenos de pdlens no
interior das residéncias, uma vez que os polens sdo muito leves e facilmente carregados
pelo vento, podendo acumular-se nos domicilios mesmo em épocas ndo polinicas
(Fahlbusch et al., 2000).

Neste trabalho, Cynodon dactylon e Lolium multiflorum foram as principais
espécies de pdlens responsaveis pela sensibilizacdo em cdes com dermatite atdpica. Tal
fato pode ser explicado pela ampla distribuicdo destas gramineas na regido Sul (Viera,
2012) e exposi¢do dos cdes extradomiciliados aos seus alérgenos. Em Curitiba, estas
gramineas podem ser encontradas ao longo de estradas, quintais e parques.

O Lolium multiflorum é considerado a principal graminea causadora de polinose
no Brasil, gerando principalmente rinoconjuntivite e asma alérgicas em pessoas
(Rosério Filho, 2012). Isto se deve pela ampla distribuigdo e aumento do seu cultivo ao
longo dos anos, além do seu pdlen de elevado potencial alergénico ser produzido em
larga escala e em época de floracédo se espalhar rapidamente com o vento (Bonissoni e
Neto, 2014). Em Curitiba, um trabalho realizado em 1999 encontrou positividade em
teste cutaneo alérgico para Lolium multiflorum em 4,7% de criancas de 13 a 14 anos e
15,4% de adultos com mais de 20 anos de idade (Esteves et al., 1999). Estudo
conduzido em 2002 verificou positividade para Lolium perene de 16,5% em testes
alérgicos cutneos (Roséario Filho, 2002). Na medicina veterinaria a incidéncia de
sensibilizagdo ao Lolium multiflorum ainda n&o havia sido levantada e, no presente
estudo, foi encontrado positividade de 12,8% para esta graminea entre 0s caes
apresentando dermatite atopica, similar aos valores da medicina.

Apesar do Lolium multiflorum ser a principal graminea causadora de polinose em
pessoas no Brasil, outras espécies como Cynodon dactylon foram destacadas como de
importancia alergénica, justificando a manutencdo de sintomas além dos meses de
setembro e dezembro (Rosario Filho, 2012). Em Curitiba-PR, foi identificada
sensibilizacdo de 16,8% ao Cynodon dactylon em pacientes com rinite (Araujo et al.,
2015) e no Rio Grande do Sul, a sensibilizacdo a esta graminea em individuos alérgicos
chega a 80% (Vieira et al., 2011). Um estudo conduzido em cées em 2015 encontrou
24,13% de sensibilizacdo ao Cynodon dactylon em cdes com dermatite atdpica através
do teste intradérmico (Pereira et al., 2015). No presente estudo, a positividade a esta

graminea foi proxima aos demais trabalhos citados.
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A menor incidéncia de positividade entre os caes apresentando dermatite atopica
neste trabalho foi ao Paspalum notatum. Esta graminea parece ter grande importancia
alergénica, porem menor quando comparados ao Lolium multiflorum e Cyndon dactylon
na medicina e na medicina veterindria (Vieira, 2011; Pereira et al., 2015). Reagdes
positivas ao Paspaum notatum foram acompanhadas de reacdes positivas ao Cynodon
Dactylon nos cdes testados, 0 que poderia sugerir reacdo cruzada entre seus alérgenos.
Porém, dados de literatura demonstram limitada a baixa reatividade cruzada entre
Paspalum notatum e alérgenos de azevém e outras gramineas clinicamente relevantes
(Davies et al., 2005). Em cées, ainda ndo foram descobertos os alérgenos principais
nestas espécies de gramineas, portanto ndo podemos descartar ou comprovar a hipotese
de reacdo cruzada entre Cynodon dactylon e Paspalum notatum neste trabalho.

A reatividade cruzada entre p6lens de gramineas e alimentos j& foi anteriormente
relatada. Estudo conduzido estrangeiro conduzido em 1988 sugeriu reacdo cruzada entre
polens de gramineas locais com alguns vegetais, como amendoim e tomate (Martino et
al., 1988). Outros estudos identificaram que reacdes cruzadas podem ocorrer entre
polens de gramineas e alimentos em decorréncia da porfirina, encontrada nas gramineas
Cynodon dactylon e Lolium multiflorum. Valores suficientes de porfirina capazes de se
ligarem a anticorpos IgE foram encontradas em cebolas, abacate, cenoura, tomate, entre
outros alimentos (Vieth et al., 2002; Constantin et al., 2009; Alvarado et al., 2014). No
presente estudo, esta correlagdo nédo foi avaliada.

A ampla quantidade de resultados negativos pode ser explicada pela
sensibilizacdo a outros alérgenos ambientais, principalmente provenientes de acaros da
poeira doméstica que sdo importante causa de precipitacdo de dermatite atdpica em
caes, sobretudo os intradomiciliados (Randall et al., 2003; Fernandez-Caldas, 2013;
Bizikova et al., 2015), maioria dos cées do presente estudo. Entretanto, estima-se que
cerca de 30% dos pacientes com diagnostico clinico de dermatite atopica possuam
exames cutaneos negativos (Bauer et al., 2010). Tal fato sugere componente
inflamatorio inato e celular mediado para o desenvolvimento do prurido e sintomas
relacionados a dermatite atépica em alguns pacientes, sem relacdo evidente com
sensibilizacdo e formacéo de IgE (Halliwell, 2006). Estes fatos podem explicar alguns
resultados negativos observados.

Nenhum efeito adverso sistémico ou local foi observado no Prick test e no TID,

mostrando a seguranca dos testes em cées. Alguns pacientes apresentaram somente
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efeitos locais caracterizados por prurido e eritema, sinais que desapareceram em curto
periodo de tempo. Em pessoas, 0 Prick test gera menor quantidade de reacdes adversas
quando comparado ao TID, ocorrendo em alguns casos reacdes fatais neste Gltimo
(Berstein et al., 2004).

CONCLUSAO

O Prick test foi mais eficaz em identificar sensibilizacdo a p6lens de gramineas
em cdes com dermatite atdpica do que o teste cutdneo intradérmico. A sensibilizacdo a
polens de gramineas ocorreu em um quarto dos cées estudados, sendo mais comum ao
Cynodon dactylon e ao Lolium multiflorum no Prick test. Cdes com exposic¢do ambiental
continua ou esporadica em Curitiba apresentaram maior sensibilizacdo a alérgenos de
polens de gramineas quando comparados a cdes intradomiciliados sem qualquer tipo de

exposicdo ambiental.
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ANEXO ARTIGO

Tabela 2. Resultado de reatividade no Prick test e no TID nos 39 cdes do grupo experimental. Resultado

Lolium

tiva por 1; Cyn: Cynodon dactylon; Lol:

, € a reagdo posi

negativo € representado por O

multiflorum; Pas: Paspalum notatum.

Teste intradérmico

Pas

Lol

Cyn

Prick test

Pas

Lol

Cyn

Cées

10
11
12
13

14
15
16
17

18
19
20
21

22

23
24
25
26

27

28
29
30
31

32

33
34
35
36

37

38
39

35



CAPITULO 3

CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo permitiu concluir que o Prick test € uma ferramenta
promissora para identificacdo de sensibilizacdo alérgica em caes com dermatite
atopica, apresentando seguranca em sua aplicacdo e boa tolerancia pelos
animais. O Prick test permitiu identificar a sensibilizacdo a pélens de maneira
mais frequente quando comparado ao teste intradérmico, o qual parece
apresentar resultados por vezes errbneos, entre outras desvantagens em
termos de aplicacao.

Os alérgenos de polens de gramineas parecem desencadear papel
importante na precipitacdo alérgica de caes com dermatite atopica em Curitiba,
sobretudo animais extradomiciliados ou que possuem acesso ao meio externo.
Tal correlacdo permite contribuir para um melhor diagndstico e progndostico
desta enfermidade em céaes.

Para estudos futuros, sugere-se a aplicacdo de terapia alérgeno-
especifica através de diagnéstico com o Prick test. Estudos que correlacionem
sensibilizacdo polinica a sintomatologia clinica sazonal também devem ser
realizados para permitir identificagdo de polinose em cées, visando maior
acuracia no diagnostico desta enfermidade e consequentemente melhor

tratamento.
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ANEXO 1 - PARECER DO CEUA

s Pontificia Universidade Catélica do Paran4
Pré-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduagio
Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais

i

PUCPR

GREPO MARISTA

Curitiba, 14 de Abril de 2016.

PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA
REGISTRO DO PROJETO: 1027/2016 — 12 versdo

TiTULO DO PROJETO: Avaliagao da sensibilizag#o a alérgenos de pélens em cées com Dermatite atépica
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Marconi Rodrigues de Farias

EQUIPE DE PESQUISA: Ana Paula dos Santos Cerdeiro

INSTITUIGAO

Pontificia Universidade Catélica do Parana

ESCOLA / CURSO:

Escola da Vida — Mestrado

VIGENCIA DO PROJETO | Abril/2016 & Abrill/2017 QUANTIDADE DE ANIMAIS 30

ESPECIEILINHAGEM | Canis lupus familiaris (Caes) |\ SISBIO " Nao se aplica
SEXO Variados éﬂ:’fﬁg&? e vidalivre] Nao se aplica
IDADE / PESO o sos 06 meses/peso | ESPECIE - GRUPO TAXONOMICOS |0 se apica
ORIGEM DO ANIMAL | UHAC - PUCPR AL US) eviastivn Nao se aplica

O colegiado do CEUA certifica que este protocolo que envolve a produgso, manutencdo e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata {exceto homem), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794/2018 e Decreto n° 6.899/2009, e com as normas editadas pelos CONCEA (Conselho Nacional de Controle
da Experimentagéo Animal) e foil APROVADO pela Comisséo de Etica no Use de Animais da PUCPR em reuni&o de 14.04.2016.

Se houver mudanga do protocolo 0 pesquisador deve enviar um relatorio a0 CEUA-PUCPR descrevendo de forma clara e
sucinta, a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas. Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituigbes
cabe ao pesquisador néo inicia-la antes de receber a autorizagéo formal para a sua realizaco. O documento que autoriza o inicio da

pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsave! da instituicio e deve ser mantido em poder do pesquisador responsavel,
podendo ser requerido por este CEUA em qualquer tempo.

Lembramos ao pesquisador gue € abrigatério encaminhar o relatério anual parcial e relatério final da pesquisa a este CEUA.

Atenciosamente, .

Prof. Dra. Marta 1% Fischer
Coordenadora

Comissao de Etica no Uso de Animais

Rua Imaculada Conceigio,

e
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ANEXO 2 — INSTRUCOES PARA AUTORES - ARQUIVO BRASILEIRO DE
MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA — UFMG

INSTRUCTIONS TO AUTHORS
ISSN 1678-4162 online version

Editorial Policy

The Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia (Brazilian Journal of
Veterinary and Animal Science), ISSN 1678-4162 (online), is edited by FEPMVZ
Editora, CNPJ: 16.629.388/0001-24, and is destined to the publication of scientific
articles on the themes of veterinary medicine, animal husbandry, technology and
inspection of products of animal origin, aquaculture and related fields.

The articles sent for publication are submitted to approval by the Editorial Body, with
aid from area specialists (rapporteurs). The articles which need reviewing or
corrections will be returned to the authors. Those accepted for publication become
property of Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia (ABMV2Z),
cited as Arg. Bras. Med. Vet. Zootec. The authors are responsible for the concepts and
information contained in the articles. It is mandatory that they be original, unique, and
destined exclusively to ABMVZ.

Reproduction of published articles

The reproduction of any published article is allowed as long as it is property
referenced. The results may not be commercially used.

The submission and protocol of articles is done exclusively online, at the address

<http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo>.

Copies will not be provided. The articles are available at the following

address: www.scielo.br/abmvz

General Guidelines

o All article protocoling is done exclusively by the online Scielo publication

system — ScholarOne, at http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo, and

it is necessary to register at the website.
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o Read “STEP BY STEP — ARTICLE SUBMISSION SYSTEM THROUGH
SCHOLARONE”

o All communication between the several authors in the process of evaluation and

publication (authors, reviewers and editors) will be done exclusively in
electronic form through the System, and the author is automatically informed,
via email, of any change in the article status.

o Pictures, figures, and drawings must be inserted in the text, and, when requested
by the editorial team, must be sent separately, in a jpg file in high resolution (at
least 300dpi), zipped, inserted under “Figure or Image” (step 6).

o It is the exclusive responsibility of the one submitting the article to certify that
the authors are aware of and agree with the inclusion of their names in the
submission.

e ABMVZ will communicate electronically with teach author regarding their
participation in the article. If at least one author does not agree with their
participation as an author, the article will be considered a waiver by one author

and the protocol will end.

Ethics Committee

It is mandatory to attach a pdf copy of the Certificate of approval for the research
project which originated the article, issued by CEUA (Comité de Etica no Uso de
Animais — Ethics Committee for the Use of Animals) in your institution, according to
Law 11794/2008. The document must be attached to “Ethics Committee” (step 6). We
clarify that the number of the Approval Certificate must be mentioned in the Material

and Methods section.

Types of articles accepted for publication

Scientific article

This is a complete report of an experimental work. It is based on the premise that the
results are posterior to the planning of the research.

Text sections: Title (Portuguese and English), Authors and Affiliation (only on the
“Title Page — step 6), Resumo, Abstract, Introduction, Material and Methods, Results,
Discussion (or Results and Discussion), Conclusions, Acknowledgements (when
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applicable), and References.

The number of pages must not exceed 15, including tables, figures and References.
The number of References must not exceed 30.

Case report

Mainly contemplating the medical areas where the result precedes the interest in its
disclosure or the occurrence of the results is not planned.

Text sections: Title (Portuguese and English), Authors and Affiliation (only on the
“Title Page” step 6), Resumo, Abstract, Introduction, Casuistry, Discussion and
Conclusions (when pertinent), Acknowledgements (when applicable), and References.
The number of pages must not exceed 10, including tables and figures.

The number of References must not exceed 12.

Communication

A Dbrief report of partial results of an experimental work, worthy of publication,
although insufficient or not consistent enough to constitute a scientific article.

The text, with a title in Portuguese and English, Authors and Affiliation (Only on the
“Title Page”, step 6) must be compact, with no distinction of text sections specified for
“scientific article”, although it must follow that order. When the communication is
written in Portuguese it must contain an “Abstract”, and when written in English it
must contain a “Resumo”.

The number of pages must not exceed 8, including tables and figures.

The number of References must not exceed 12.

Preparation of texts for publication

The articles must be written in Portuguese or English, in an impersonal manner.

Text formatting

e The text must NOT contain sub items in any section and must be presented in
Microsoft Word and attached as a “Main Document” (step 6), in A4 format,
with a 3cm margin (superior, inferior, left, and right), in Times New Roman
font, size 12, and 1.5 spacing in all pages and sections of the article (from the

title to the references), with numbered lines.

o Do not use footnotes. References to companies and products, for instance,
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should come in parenthesis in the body of the text, in the following order: name

of product, substance, company, and country.

Sections of an article

Title. In Portuguese and in English. Must contemplate the essence of the article and
not go beyond 50 words.

Authors and Affiliation. Authors and Affiliation. The names of the authors are
placed below the title, with identification of the institution to which they belong.
The corresponding author and their email must be indicated with and asterisk, only
in the “Title Page” (step 6) in Word.

Resumo and Abstract. Must be the same presented in the registration, with up to
200 words and one paragraph. Do not repeat the text and do not add literature
revision. Include the main numerical results, mentioning them without explanation,
when applicable. Each sentence must contain a complete information.
Palavras-chave and Keywords. Up to five and at least two*.
*in the submission use only the Keyword (step 2) and in the body of the article
mention the keyword (English) and palavra-chave (Portuguese), regardless of the
language the article is submitted in.

Introduction. Brief explanation in which the problem, its pertinence and relevance,
and the aims of the work are established. It must contain few references, sufficient
to define it.

Material and Methods. Mention the experimental design, the material involved,
the description of the methods used or correctly reference the methods already
published. In the work that involves animals and/or genetically modified
organisms there must be the number of the CEUA approval Certificate. (verify
the Ethics Committee Item).

Results. Present the results found in a clear and objective manner.

Table. Group of alphanumerical data ordered in lines and columns. Use horizontal
lines in separating headers and at the end of the table. The title of the table receives
the word Table, followed by an Arabic numeral and period (ex.: Table 1.). In the
text the table must be referred to as Tab, followed by a period and order number

(ex.: Tab. 1), even when referring to several tables (ex.: Tab. 1, 2, and 3). It may be
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presented with simple spacing and a font below size 12 (the smallest accepted size
is 8). The Table legend must contain only that which is indispensable for its
understanding. The tables must be inserted in the body of the text, preferably after
the first citation.
Figure. Any illustration that presents lines and dots: drawing, picture, graphic, flow
chart, scheme, etc. The legend initially receives the word Figure, followed by the
Arabic numeral and period (ex.: Figure 1.) and is referred to in the text as Fig
followed by a period and the order number (ex.: Fig.1), even when referring to more
than one figure (ex.: Fig. 1, 2, and 3). Besides being inserted in the text, photos and
images must be sent in high resolution jpg, in a zipped file, attached in the correct
field in the submission screen for article registration. The figures must be inserted in
the body of the text, preferably after the first citation.
Note: Every table and/or figure that has already been published must contain,
below the legend, information regarding the source (author, authorization for use,
date) and the corresponding reference must be in the References.
Discussion. Discuss only the results obtained in the work. (Obs.: The sections
Results and Discussion may be presented as one according to the author’s
preference, without prejudice to the parts).
Conclusions. The conclusions must be supported by the results of the executed
research and be presented in an objective manner, WITHOUT literature review,
discussion, repetition of results or speculation.
Acknowledgements. Optional. Must be expressed briefly.
References. The references must be related in alphabetical order, preferring articles
published in national and international magazines, and indexed. Books and thesis
must be referenced as little as possible, and only when indispensable. The general
ABNT norms are adopted, adapted for ABMVZ as the examples below:
How to reference:
1. Citations in the text
The indication of the source in parenthesis comes before the citation to avoid
interruptions in the sequence of the text, as the examples:

o Single author: (Silva, 1971) or Silva (1971); (Anuério..., 1987/88) or

Anuario... (1987/88)
e Two authors: (Lopes and Moreno, 1974) or Lopes and Moreno (1974)
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e More than two authors: (Ferguson et al., 1979) or Ferguson et al. (1979)

e More than one article cited: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al.
(1979) or (Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), always in
ascending chronological order, and alphabetical order of the articles for
articles of the same year.

Citation of a citation. Every effort must be made to consult the original document.
In exceptional situations the reproduction of information already cited by other
authors may be reproduced. In the text, cite the last name of the author of the non
consulted document with the year of publication, followed by the expression cited
by and the last name of the author and year of the consulted document. In the
References only the consulted source should be mentioned.

Personal communication. These are not part of the References. The citation should
include the last name of the author, the date of the communication and name of the
Institution to which the author is linked.

2. Periodicals (up to 4 authors, cite all of them. More then 4 authors, cite 3 authors
and et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to
alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general del
canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

3. Single publication (up to 4 authors, cite all of them. More then 4 authors, cite 3
authors and et al.):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.
LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriologicos de ostras, mariscos e
mexilhdes. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA,
14., 1974, S&o Paulo. Anais... Sdo Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades
del cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of
Sciences, 1968. 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de carne em

bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) —
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Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

4. Electronic documents (up to 4 authors, cite all of them. More then 4 authors,

cite 3 authors and et al.):

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of

American Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www.

org/critcal6.htm>. Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami

Herald, 1994. Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/ MiamiHerld-Summit-
RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.

Submission and publication fees

ONLY FOR NATIONAL ARTICLES

Submission fee: The submission fee is R$50.00, and must be paid through a
bank slip issued by the Conveniar electronic

system http://conveniar.fepmvz.com.br/eventos/#servicos(it is necessary to

complete a registraion). Only articles with a paid submission fee will be
evaluated.

If the fee is not paid in up to 30 days it will be considered author waiver.
Publication fee: The publication fee is R$150.00, per pace, upon the final
proof of the article. The publication fee must be paid through a bank deposit,
and the data will be informed when the article is approved.
OBS.: When the invoice information is different from the contact
author’s information an email must be sent

to abmvz.artigo@abmvz.org.br communicating such need.

ONLY FOR INTERNATIONAL ARTICLES

Submission and Publication fee. The publication fee is US$ 100.00 (one
hundred dollars) per page, and US$ 50.00 (fifty dollars) for manuscript

submission and will be billed to the corresponding author at the final proof of

the article. The publication fee must be paid through a bank slip issued by the
electronic article submission system. When requesting the bank slip the

author will inform the data to be included in the invoice issuance.

Recourses and diligences
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If the author sends the answer to diligences requested by ABMVZ, or a
recourse document, it must be attached in Word, in the item “Justification”
(step 6), and must also be sent via email, in care of the Editorial Committee,

to abmvz.artigp@abmvz.org.br.

If the article is not accepted, the author may desire to send a recourse, and this

must be done via email, at abmvz.artigo@abmvz.org.br.
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