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RESUMO GERAL

A dermatite atépica (DA) é uma doenca inflamatoria, pruriginosa, crdnica, com
sinais clinicos caracteristicos e geralmente associada a produgdo de
imunoglobulina-E (IgE) contra alérgenos ambientais ou alimentares. O uso de
testes alérgicos cutédneos, como teste intradérmico (IDT) e de puntura, tem sido
amplamente utilizados para avaliar sensibilizagdo a alérgenos ambientais.
Entretanto, para alérgenos alimentares ha uma escassez de estudos na
veterinaria. O teste de contato tem se mostrado sensivel e adequado para
auxiliar nas formulacdes de dietas restritivas em pacientes com suspeita de
reagao adversa a alimentos (RAA), mas a correlagdo desse exame com o teste
de puntura ndo foi avaliada na veterinaria. Alérgenos de Dermatophagoides
pteronyssinus (Dp) e o Dermatophagoides farinae (Df) sdo importantes na
origem de eczema atopico em cées, e sua identificagdo é fundamental para
padronizagéo dos testes e resposta a protocolos de imunoterapia. O objetivo
desse estudo foi avaliar a ocorréncia da sensibilizacdo aos acaros e aos
alimentos em cédes com DA, bem como identificar os principais alérgenos de Dp
e Df envolvidos na sensibilizacdo dos cées e a correlagdo do uso dos testes
alérgicos de puntura e contato para diagndstico de RAA em caes. Para avaliagéao
da sensibilidade aos acaros, selecionou-se 31 cdes com DA stricto sensu,
submetidos a IDT e a teste sorolégico (Heska®). Foi realizado SDS-PAGE
seguido de immunoblotting, para detecgéo das bandas. Foram incluidos 14 cées,
destes 12 reagiram a Dp e 7 ao Df. As principais rea¢des para Dp estavam entre
14,4 kDa e 31 kDa, e para Df, entre 14,4 kDa a 31 kDa e acima de 97,4 kDa,
mostrando que alérgenos de baixo peso molecular sdo principais para caes
sensiveis a Dp e Df, e alérgenos de alto peso molecular s&o principais somente
para Df. Para avaliagdo dos alérgenos alimentares, realizou-se testes alérgicos
de puntura e de contato, seguido de dieta restritiva em 21 caes com DA. Avaliou-
se escala de prurido (pVAS) e escore de CADESI-4 nos dias 0, 30 e 60. Os céaes
que apresentaram melhora dos sinais clinicos foram submetidos a teste de
provocagao (TP) para confirmar o diagnéstico de RAA. Dos 21 incluidos no
estudo, 17 (81%) apresentaram melhora na escala de pVAS e CADESI-4
seguido de piora dos sinais clinicos apés TP, sendo que em 94% o uso de
medicacdo foi suspenso apos dieta. A combinacdo dos testes apresentou
valores de SE, SP, VPP e VPN de 80%, 66,7%, 66,7% e 80%, respectivamente,
mostrando que os testes alérgicos de puntura e de contato, sdo bons guias para
selecdes dietéticas, auxiliando na detecgdo da RAA nos caes.

Palavras-chave: aeroalérgeno; trofoalérgeno; reagcdo adversa a alimentos,
alergia alimentar.
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ABSTRACT

Atopic dermatitis (AD) is a chronic, pruritic, inflammatory disease with
characteristic clinical features and associated with immunoglobulin-E (IgE)
against environmental or food allergens. The diagnosis of the disease relies on a
clinical approach and laboratory tests to detect allergic sensitization, such as
intradermal (IDT) and prick tests that have been widely used to evaluate
sensitization to environmental allergens. However, veterinary studies about food
allergens are lacking. Patch testing has shown to be sensitive and a good aid in
restrictive diet formulations for patients with suspected cutaneous adverse food
reaction (CAFR), but the correlation of this test with prick test has not been
elucidated so far. The most commonly implicated house dust mite allergens,
which are important for precipitation of atopic eczema in dogs, are
Dermatophagoides pteronyssinus (DEP) and Dermatophagoides farinae (DEF).
Identifying their allergens is critical to standardization of allergy tests and to
clinical response to immunotherapy protocols. The aim of this study was to
evaluate the occurrence of mite and food sensitization in atopic dogs, as well as
to identify the main DEP and DEF allergens involved in allergic sensitization, and
the correlation of the use of prick and patch allergic tests for CAFR diagnosis in
dogs.To evaluate sensitivity to mites, 31 dogs with AD stricto sensu were
submitted to ITD and serological test (Heska®) and all with sensitivity to at least
one of the mites tested in both tests were enrolled in the study. SDS-PAGE was
then performed, followed by immunoblotting, to detect the bands. Of the 14 dogs
enrolled in the study, 12 reacted to DEP and 7 to DEF. The main reactions for
DEP were between 14.4 kDa and 31 kDa, and for DEF, were between 14.4 kDa
and 31 kDa and above 97.4 kDa, showing that low molecular weight allergens
are major allergens for dogs sensitive to DEP and DEF; and high molecular
weight allergens are major allergens only for DEF. For the evaluation of food
allergens as extrinsic factors in AD, allergic prick and patch tests were performed
on 38 dogs, followed by a restrictive diet. Pruritus scale (pVAS) and CADESI-4
score were evaluated on days 0, 30 and 60. Dogs that presented clinical
improvement underwent provocation test (PT) to confirm the diagnosis of CAFR.
Twenty-one dogs were included in the study. Of these, 17 (81%) showed pVAS
scale and CADESI-4 improvement, followed by worsening of clinical features
after PT, and in 94% of the dogs, medication use was suspended after diet. The
combination of the tests presented SE, SP, PPV and NPV values of 80%, 66.7 %,
66.7% and 80%, respectively, showing that prick and patch tests are good guides
for dietary selection, assisting in the detection of CAFR in dogs.

Keywods: environmental allergen; food allergen; adverse reaction to food, food
allergy.
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CAPIiTULO 1

INTRODUGAO E CONTEXTUALIZAGAO

1. DERMATITE ATOPICA EM CAES

A dermatite atopica (DA) é uma doenca inflamatéria de pele de origem
genética, pruriginosa, crénica, com sinais clinicos caracteristicos e geralmente
associado a produgédo de imunoglobulina-E (IgE) contra alérgenos ambientais
(Halliwell, 2006). Porém, devido a DA ser uma doenga multifatorial que envolve
defeitos de barreira cutdnea, desregulagdo imunologica, disbiose e
sensibilizagdo alérgica, a formacédo de IgE alérgeno-especifica ndo sao pré-
requisitos para o seu desenvolvimento (Nuttall et al., 2013).

Muitos estudos ja foram realizados para determinar uma predisposi¢cao
racial para a DA. Porém, ha diferencas de ragas nas varias areas geograficas
(Bizikova et al., 2015). Nos Estados Unidos as ragas Labrador, Golden Retriever,
West Highland White Terrier, Springer Spaniel inglés, Shar-pei chinés, Bull
terrier, Bichon-frisé e Tibetan Terrier, sdo estatisticamente mais acometidos que
animais mestigos (Zur et al., 2002). Em um estudo na Suica, observou-se
também que os caes das ragas: Boxer, Buldogue francés, Basset Hound e Vizla
sao predispostos (Picco et al., 2008).

Uma subdivisdo da DA foi criada de acordo com o fator extrinseco da
doenca: “DA stricto sensu” (DAss), relacionada especificamente a sensibilizagao
a alérgenos ambientais; “DA lato sensu” (DAIs), relacionada ao eczema atodpico
em animais polissensibilizados a alimento e a alérgenos ambientais e “DA simil’”
caracterizada pela presenca de eczema atopico sem correlagdo com produgcao
de IgE alérgeno-especifico (Pucheu-Haston et al., 2015).

Caes com DA manifestam sinais clinicos perenes e sofrem exacerbacdes
sazonais, dependendo dos alérgenos envolvidos. O inicio da manifestagcao dos
sinais clinicos varia entre seis meses e trés anos de idade e, nos casos de inicio
antes do primeiro ano de vida, 38-48% estao relacionados a sensibilizagéao
alimentar (Jackson et al., 2005; Picco et al., 2008).

O prurido é o principal sinal clinico da DA, sendo ele cronico, perene,
alesional, intenso a grave, acompanhado ou n&o de infecgdes de pele de origem
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bacteriana e/ou fungica, bléfaro-conjuntivite e otite cronica bilateral, intermitente
ou persistente. As lesdes primarias associadas a DA consistem de papulas e
maculas eritematosas, porém, é comum o desenvolvimento de lesbes
secundarias como escoriagcdes, alopecia autoinduzida e, com a cronicidade,
hiperqueratose, descamacao e liquenificagao (Olivry et al., 2010).

A distribuicdo das lesdes varia de acordo com a cronicidade da doenca e
dos alérgenos precipitantes, mas geralmente envolve face, por¢ao céncava dos
pavilhdes auriculares, condutos auditivos, superficie cervical ventral, inguinal,
axilas, abdome, perineo, regides flexurais e extremidade distal dos membros,
principalmente os toracicos (Olivry et al., 2010) (Figura 1).

O diagndstico de DA é realizado através do histdrico e dos sinais clinicos
conjugados a exclusdo de outras dermatopatias pruriginosas de origem
infectoparasitaria e alérgica (Nuttall et al., 2019) e caso o animal apresente ao
menos cinco ou seis, dos oito critérios abaixo, estabelecidos por Favrot et al.
(2010):

Inicio dos sinais clinicos entre seis meses e trés anos de idade;
Reducgao do prurido apds uso de corticosteroides;

Céao domiciliado;

Presenca de otite externa;

Interdigitos afetados;

Prurido primario;

Bordas das orelhas nao afetadas;

T @ ™o 20 T o

Regido dorsolombar n&o afetada.

Testes alérgicos cutaneos e/ou soroldgicos nao sao diagnosticos de DA,
podendo ser utilizados para identificar os possiveis alérgenos relacionados com
o desencadeamento dos sinais clinicos (Hensel et al., 2015).
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Figura 1: Topografia lesional da dermatite atopica. A. Periocular; B. Interdigital de

membros toracicos; C. Axilas; D. Perioral; E. Abdome e virilha; F. Perianal; G. Flexura
anticubital; H. Por¢cdo cbncava dos pavilhdes auriculares; |. Superficie cervical
ventral.

Fonte: arquivo pessoal.

1.1 Alérgenos ambientais e alimentares
Os alérgenos dos acaros da poeira doméstica (APD), mais comumente
Dermatophagoide farinae e D. pteronyssinus, sao considerados importantes

alérgenos ambientais relacionados com DA em humanos e cées (Schildt et al.,
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2017) e respondem pela sensibilizagao alérgica em 30 a 100% dos casos
(Randall et al., 2003).

D. farinae é encontrado em climas continentais secos (Nuttall et al., 2006),
o D. pteronyssinus é vulneravel a flutuagdes de umidade (Arlian e Morgan, 2003),
sendo predominante em paises de clima temperado e tropical (Nuttall et al.,
2006).

Alérgenos principais ou ‘major’ s&o definidos como aqueles reconhecidos
por mais que 50% do soro de pacientes alérgicos, e alérgenos secundarios ou
‘minor’ sdo aqueles reconhecidos por menos que 50% dos pacientes (Thomas
et al., 1998).

Os principais alérgenos descritos em caes com DA sao oriundos de
enzimas digestivas ou de proteinas ligadoras (Bessot e Pauli, 2011), sendo eles:
Der p 1 (25 kDa) e Der p 2 (14 kDa), provenientes do D. pteronyssinus, e Der f 1
(25 kDa), Der f 2 (14 kDa), Der f 10 (37 kDa), Der f 15 (98 kDa), Der f 18 (60
kDa), Zen 1 (188 kDa) provenientes do D. farinae (Noli et al., 1996; Mccall et al.,
2001; Weber et al., 2003; Tsukui et al., 2008).

Em humanos, Der p 1, Der p 2 e, recentemente, o Der p 23 (14 kDa) sao
considerados alérgenos principais (Weghofer et al., 2013), sendo que o Der p 23
€ mais prevalente em criangas com asma moderada a grave (Jiménez-Feijoo et
al., 2019). Em veterinaria ainda nao foi identificada sensibilizacédo a esse
alérgeno.

Os alérgenos alimentares (trofoalérgenos) capazes de induzir resposta de
hipersensibilidade geralmente sdo proteinas (Commins, et al., 2009). Assim,
carboidratos podem desencadear alergia quando conjugados as proteinas
(glicoproteinas) (Roitel et al., 2017). Trofoalérgenos séo tipicamente soluveis em
agua, estaveis ao calor, resistentes a proteases digestorias e possuem peso
molecular maior de 10 kDa (Verlinden et al., 2006).

Em humanos, um pequeno numero de proteinas € responsavel por
grande parte das reagbes alérgicas (Tabela 1). Em caes, os alimentos mais
comumente causadores de reagdes sdo a carne bovina, derivados lacteos,
frango e o trigo (Roudebush, 2013; Mueller et al., 2016).
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Tabela 1: Principais alérgenos alimentares no ser humano:

Alérgeno Fonte de alimento

Proteina animal

Caseina Leite
Tropomiosina Crustaceos e moluscos
‘EF-hand proteina’ Peixe

ex: parvoalbumina

Proteina vegetal

Bet v 1 superfamilia Fruta, soja e vegetais
Superfamilia Cupin Nozes, legumes e sementes
Superfamilia Prolamina Cereais, frutas e vegetais
Cisteina protease familia C1 Soja e kiwi

Profilina Frutas, vegetais e legumes

Fonte: Adaptado de Noli et al., 2014

1.3 Patofisiologia da doenga

Caes com DA possuem uma barreira epidérmica defeituosa devido a
reducéo na expressao de lipidios no estrato corneo, especialmente ceramidas,
além de alteracdo na expresséo de filagrina, o que conduz a maior perda
transpidérmica de agua (Santoro et al., 2015). Provavelmente esses defeitos
permitam uma maior aderéncia microbiana e desenvolvimento de disbioses,
penetracdo de proteinas alergénicas e inicio de respostas inflamatorias e
imunoalérgicas anormais (Nuttall et al., 2019).

Assim como em humanos, cdes com DA apresentam hiper-reatividade
imunoldgica (Nuttall et al., 2019). O aumento da penetragcdo dos alérgenos
através da pele leva a captagcdo, processamento e sua apresentacao pelas
células de Langerhans através do complexo principal de histocompatibilidade
classe Il, aos linfocitos THO, e sua diferenciagéo para células Tu2 (Sehra et al.,
2016).

Nos quadros agudos da doenga a resposta imunoldgica predominante é
a Th2, e envolve citocinas como IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 e IL-31 (Marsella et al.,
2012; Olivry et al., 2016). Numa fase cronica da doenca, devido a
polissensibilizagdo e disbioses, além da resposta Th2, ha também envolvimentos
de de células Tu1, Th17 e Tu22 (Olivry et al., 2016).
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1.4 Reagao adversa a alimentos

A reagao adversa a alimentos (RAA) em caes ja € descrita desde o século
passado (Pomeroy, 1934; Walton, 1967) e incluem alergia alimentar e
intolerancia alimentar. A alergia alimentar, ou hipersenbilidade alimentar (HA,) é
descrita como um efeito adverso a saude, decorrente de uma resposta imune
especifica, que ocorre apos a exposicao a um determinado alimento, podendo
ser uma resposta IgE mediada, ndo IgE ou combinagdo de ambas (Burks et al.,
2012; Bhagat et al., 2017). Por outro lado, a intolerancia alimentar ocorre por
respostas a componentes alimentares farmacologicamente ativos, como
histaminas, reagdo a toxinas ou processos de indigestibilidade e altera¢des na
motiliodade e secrecéo do trato digestorio (Boyce J. et al., 2010) (Tabela 2).

Tabela 2: Definigdes utilizadas para diferenciar os tipos de rea¢des adversa ao

alimento.

Definigoes

Reacéo adversa a | Qualquer resposta clinicamanete anormal
alimentos correlacionada a ingestdo de alimentos ou
aditivos alimentares.

Intoleréancia alimentar Resposta fisiologica anormal ao alimento sem
envolvimento imunoldégico.

Hipersenbilidade Reacdo adversa ao alimento imunologicamente

alimentar mediada.

Fonte: a autora, 2019

Apesar da grande exposigao aos diversos antigenos alimentares, apenas
uma pequena porcentagem de individuos desenvolve hipersensibilidade ao
alimento (Chehade e Mayer, 2005; Marsella et al., 2012), porque uma resposta
imunoldgica normal as proteinas alimentares esta associada com a adequada
induc&o de tolerancia oral. Quando ocorre uma falha nessa tolerancia, pode
resultar no desenvolvimento de HA (Wang e Sampson, 2011).

Um trato intestinal danificado permite a penetragdo excessiva de alégenos
alimentares, levando a uma sobrecarga do sistema fagocitico mononuclear do

intestino. Isso combinado com a predisposicdo genética a hiper-reatividade,
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pode levar ao desenvolvimento de hipersensibilidade a alérgenos alimentares
(Marsella et al., 2012). Evidéncias demonstram que a sensibilizagdo ao alimento
também pode ocorrer por via epicutanea em pacientes atopicos, os quais
possuem uma fungéo de barreira cutédnea prejudicada (Lack, 2012).

As hipersensibilidades alimentares em humanos comumente sao
relacionadas com reagdes do tipo | (IgE-mediadas), e desencadeiam reagdes
semelhantes aquelas descritas pelos alérgenos de acaros, com producgéo de IgE
e sensibilizacdo mastocitaria, levando a liberacdo de histamina, proteases,
leucotrienos e prostaglandinas (Verlinden et al., 2006; Bhagat et al., 2017).
Esses mecanismos ocorrem em minutos ou poucas horas apos a exposi¢cao e
podem levar a reagdes anafilactoides como urticaria, angioedema e até choque
anafilatico (Pali-Scholl et al., 2017) acometendo a pele e os sistemas
gastrintestinal (Gl) e respiratério. Em individuos com dermatite atopica reacgdes
mediadas por células ou reagdes mistas (IgE e nao IgE-dependentes) podem ser
observadas e os sinais clinicos geralmente ocorrem dias apos exposigédo ao
alimento (Wang e Sampson, 2011; Lack, 2012).

Em cées, ja foi demostrada presenga de IgE sérico especifico para
alimentos sendo considerado um indicador de hipersensibilidade do tipo |. No
entanto, estudos ndo demonstraram correlagdo da presenga de IgE sérico com
alteracao clinica, ap6s a exposigao ao alérgeno ofensor (Mueller e Olivry, 2017).
Em adigdo, células dentriticas podem liberar IL-12, para ativar os linfocitos THO
em Tn1, e iniciar uma resposta tardia, mediada por células a alimentos, que
podem ocorrer apds horas ou até 2-3 dias da ingestdo do alérgeno (Verlinden et
al., 2006). Clinicamente, podem apresentar-se como prurido ou diarreia e,
histologicamente, ser associadas a um infiltrado linfocitico, plasmocitico e
mastocitico (Mueller e Unterer, 2018).

Os sinais gastrintestinais normalmente vistos nesses pacientes sao
diarreia, vOmitos, tenesmo, fezes amolecidas, flatuléncia, aumento do
peristaltismo intestinal (Picco et al., 2008; Favrot et al., 2010; Hensel et al., 2015),
e fistula perianal (Proverbio et al., 2010). Além desses, a presenga de vomitos e
diarreia intermitentes e sinais de colites ou borborigmos foram associados em
50 a 60% dos caes com HA (Jackson, 2007).

O principal sinal clinico cutaneo observado em cades com dermatite

atopica que desenvolvem alergia alimentar é o prurido crénico, que se apresenta
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de forma grave, normalmente ndo responsivo a corticosteroides (Picco et al.,
2008) e que, em 47% dos casos pode ser sua unica manifestagao (Favrot et al.,
2010), ou estar associados a outros sinais primarios, como papulas e eritema,
podendo evoluir para sinais secundarios, como alopecia autoinduzida, crostas,
escoriagdo e erosdo. Em pacientes com resposta a antigenos alimentares
mediada por células do tipo Tu1, , além do prurido crbnico, a disqueratose e a
liquenificagdo tegumentar sdo comumente observados. As dermatites
piotraumaticas, a piodermite superficial bacteriana, a dermatite por Malassezia
spp., as otites externas e as pododermatites sdo complicagdes comuns
(Proverbio et al., 2010; Hensel et al., 2015).

Caes com HA apresentam até trés vezes mais otites quando comparados
com animais n&o afetados (Proverbio et al., 2010), sendo a prevaléncia da otite
externa cronica, nesses animais, variavel e estudos mostram prevaléncia entre
26 até 80% (Chesney, 2002; Loeffer, et al., 2006; Picco et al., 2008; Favrot et al.,
2010; Proverbio et al., 2010).

Até o presente momento ndo ha testes laboratoriais disponiveis para
confirmar a presenga de HA nos caes (Hensel et al., 2015; Olivry et al., 2015;
Johansen et al., 2017). Assim, a confirmagao da HA deve ser realizada por meio
de dieta restritiva pelo periodo de 5 a 8 semanas, seguida de teste de
provocagao com o alimento ofensor (Olivry, et al, 2015).

A HA é diagnosticada quando ocorre melhora parcial ou total dos sinais
clinicos de prurido apés dieta restritiva pelo periodo de 5 — 8 semanas. Nos caes
com HA, deve ocorrer recorréncia dos sinais clinicos apés teste de provocacao
com o alimento ofensor em até 14 dias (Rosser, 1993; Olivry, et al, 2015). As
dietas restritivas podem incluir dietas caseiras, composta por fonte inédita de
proteina e de carboidrato ao animal, ou por meio de ragdo comerciais
hidrolizadas ou ultra-hidrolizadas.

O objetivo desse estudo foi avaliar a ocorréncia da sensibilizagdo aos
acaros e aos alimentos em cdes com DA, bem como identificar os principais
alérgenos de Dp e Df envolvidos na sensibilizagdo dos cdes e a correlagdo do
uso dos testes alérgicos de puntura e contato para diagnostico de RAA em cées.
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Highlights

- Caes com dermatite atopica sao sensiveis a acaros da poeira doméstica.

- Alérgenos de alto peso molecular s&o alérgenos principais de caes.

- Céaes sensiveis a Dermatophagoides farinae e Dermatophagoides pteronyssinus

reagem a proteinas de baixo peso molecular.

RESUMO

Introdugao: Alérgenos de acaros da poeira doméstica (APD) sdo causa comum de
sensibilizagao e de precipitacdo de eczema em caes com dermatite atopica (DA). As
principais espécies de acaros da poeira domiciliar em regides de clima tropical e
subtropical sdo Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) e Dermatophagoides farinae
(Df). A identificagdo dos seus alérgenos é fundamental para padronizagao de testes
intradérmicos (IDT) e resposta a imunoterapia.

Objetivos: O objetivo desse estudo foi avaliar a frequéncia da sensibilizagdo aos APD
e identificar os principais alérgenos de Dp e Df envolvidos na sensibilizagao de cées
com DA stricto sensu.

Métodos: Foram selecionados 31 caes com DA stricto sensu, os quais obedeciam
pelo menos seis dos oito critérios de Favrot (2010), ndo apresentaram melhora dos
sinais clinicos apos exclusao de outras dermatopatias pruriginosas e apos dieta com
proteina original por oito semanas. Todos estes cdes foram submetidos a IDT e a teste
sorologico (Heska®) e foram incluidos no estudo os caes que apresentaram
sensibilidade a pelo menos um dos acaros testados em ambos os testes. Com o soro
dos caes, foi realizado SDS-PAGE, usando gel de poliacrilamida a 15%, seguido de

immunoblotting, utilizando anti-IgE canina monoclonal.
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Resultados: Quatorze cdes com DA foram incluidos no estudo, outros 17 n&o
reagiram aos acaros em ambos os testes. Destes 14 caes, 12 reagiram a Dp e 7 ao
Df. Dos caes sensiveis a Dp, 6 (50%), 10 (83%) e 9 (75%) reagiram a bandas com
pesos moleculares proximo a 14,4 kDa, 21,5 kDa e entre 21,5 a 31 kDa,
respectivamente. Nos caes sensibilizados ao Df, 5 (71%) reagiram a bandas até 31
kDa, 3 (43%) a bandas entre 45 e 66,2 kDa e 4 (57%) a bandas acima de 97,4 kDA.
Conclusao e relevancias clinicas: Os cdes com DA sdo mais sensibilizados ao
acaro Dp e seus alérgenos de baixo peso molecular sdo os principais responsaveis
pela sensibilizagdo, considerados como alérgenos principais. Por outro lado, para Df
houve sensibilizagdo tanto para alérgenos de baixo quanto de alto peso molecular na
populagao estudada.

Palavras-chave: Acaros da poeira doméstica; Alérgenos; Teste intradérmico; Teste

Sorologico.

Abreviagoes:

DA — Dermatite atopica

APD — Acaros da poeira doméstica

Df — Dermatophagoides farinae

Dp — Dermatophagoides pteronyssinus
SOROL - Teste sorolégico

MW — Peso molecular

IDT — Teste alérgico intradérmico

URA — Umidade relativa do ar

21



INTRODUGAO

A dermatite atdpica (DA) é definida como uma doenga tegumentar inflamatoria,
pruriginosa, cronica, que envolve alteragbes genéticas complexas que conduzem a
disfuncao de barreira epidérmica e a hiper-reatividade imunoldgica (Gonzales et al.,
2013), geralmente associadas a produgéo de anticorpos IgE contra alérgenos
ambientais (Hensel et al., 2015).

Os alérgenos dos acaros da poeira domética (APD), mais comumente o
Dermatophagoides farinae (Df) e D. pteronyssinus (Dp), s&o considerados
importantes alérgenos ambientais relacionados com DA em humanos e caes (Schildt,
et al., 2017)

Alérgenos principais sao definidos como alérgenos reconhecidos por mais de
50% dos soros de pacientes alérgicos, enquanto alérgenos secundarios sao aqueles
reconhecidos por menos de 50% dos pacientes (Thomas et al., 1998).

Os principais alérgenos de acaros associados a sensibilizagdo em caes com
DA sao oriundos de enzimas digestivas ou de proteinas ligadoras (Bessot e Pauli,
2011), sendo eles: Der p 1 (25 kDa) e Der p 2 (14 kDa), provenientes do Dp; e Der f 1
(25 kDa), Der f 2 (14 kDa), Der f 10 (37 kDa), Der f 15 (98 kDa), Der f 18 (60 kDa),
Zen 1 (188 kDa) provenientes do Df (Noli et al., 1996; Mccall et al., 2001; Weber et al.,
2003; Tsukui et al., 2008).

Na Europa Ocidental e nos Estados Unidos o Der f 2 é considerado um
alérgeno secundario (Nuttall et al., 2001; Olivry et al., 2017), porém estudos mostram
o Der f 2 como alérgeno principal no Japao (Yamashita et al., 2002), Espanha (Moya
et al., 2016) e Inglaterra (Patel et al., 2019).

Em humanos, Der p 1 e Der p 2 sdo considerados os principais alérgenos

associados a sensibilizagao e precipitagao de rinite e asma alérgica (Weghofer et al.,
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2013). Entretanto, o Der p 23 (14 kDa) tem sido recentemente descrito como causa
de sensibilizagdo e asma moderada a grave em criangas (Jiménez-Feijoo et al.,
2019). Em medicina veterinaria, a sensibilizacao a este alérgenos em caes com DA
ainda nao foi identificada.

No sul do Brasil, o Der p 1 é o principal alérgeno encontrado na poeira domiciliar
no microambiente de cides com dermatite atépica, quando comparado a Der f 1 e Blo
t 5 (Assuncgao et al., 2014).

Como DA em caes € uma doenca de alta ocorréncia e que n&o apresenta cura,
apenas controle, a identificagdo precisa de quais alérgenos de acaros participam da
sensibilizacdo e do desenvolvimento de prurido € um passo importante para
orientagdes de controles ambientais e desenvolvimento de testes alérgicos in vitro e
in vivo mais precisos, 0 que subsidia protocolos de imunoterapia mais eficientes e
melhoria na qualidade de vida dos pacientes (Cunha et. al, 2012).

O objetivo desse estudo foi avaliar a ocorréncia da sensibilizagéo e identificar

os principais alérgenos de Dp e Df envolvidos na sensibilizagdo de cades com DA.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo transversal, ndo pareado, com amostra sistematizada
e nao randomizado.

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica de
Uso de Animais da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR) sob o registro

de numero 833, na data 12 de dezembro de 2013.

Critéios de inclusao
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Caes com historico de prurido crénico, primario e perene, diagnosticados com
DA pelos critérios estabelecidos por Favrot et al. (2010), apds exclusao de outras
dermatopatias pruriginosas. Todos foram submetidos a dieta restritiva com proteina
original por seis a oito semanas, sendo incluidos no estudo apenas caes que nao
apresentaram melhora parcial ou total dos sintomas apos a dieta restritiva

Todos os animais do estudo foram submetidos a testes alérgicos intradérmico
(IDT) e sorologico e foram incluidos apenas os caes que apresentaram reagao em

ambos os testes a pelo menos um dos acaros testados.

Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os caes com DA que apresentaram:

a. Medicagcdo prévia com anti-histaminicos pelo prazo de duas semanas, e
glicocorticoides sistémicos ou topicos por trés semanas;

b. Medicagao prévia com glicocorticoides de longa duragao (injetaveis), pelo
prazo de quatro semanas;

c. Periodo de estro, gestagéo ou lactacéo;

d. Temperamento agitado ou agressivo, que impossibilitasse a contengdo manual

para a realizagao dos testes.

Teste alérgico intradérmico

Para a realizagdo do IDT foi utilizado como controle negativo solugdo salina
fenolada e, como controle positivo, solugdo contendo 0,1 mg/mL de histamina base,
conforme estudo prévio de limiar irritativo (Ferreira et al., 2016). Os extratos para teste

alérgico foram produzidos pela FDA-Allergenic (Laboratério de Antigenos, Rio de
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Janeiro, Brasil) a partir do corpo total de acaros e possuiam concentragoes de 100
UBE/mL.

O IDT foi realizado conforme estabelecido por Hillier e DeBoer (2001), e sua
interpretacéo foi objetiva, sendo considerado resultado positivo as reagdes papulares
no local da aplicagdo com média igual ou superior ao valor do ponto de corte calculado

para cada paciente.

Teste sorologico alérgeno-especifico

Amostras de soro dos cées foram avaliadas no laboratério TECSA (MG, Brasil),
para determinar sensibilidade aos acaros Dp e Df pelo método de ELISA através do
teste sorologico Allercept® (HESKA — Suiga), que utiliza a fragdo FceR1-alfa como
reagente identificador de IgE alérgeno-especifica.

Os soros dos caes foram diluidos na proporcdo de 1:6 com acido peracético
(TRIS-HCL). Dessa diluicao de soro, foram adicionados 100mcL em cada pogo da
placa, que permaneceu refrigerada em camara umida durante a noite.

ApoOs esse periodo, a solugdo de TRIS-HCL foi utilizada para lavagem e foi
adicionada solucéo contendo a fragcdo FceR1-alfa diluida em acido peracético. A placa
foi mantida em camara umida, a temperatura ambiente (22°C), por 120 minutos e nova
lavagem foi realizada.

Adicionou-se solucédo de TRIS-HCL e streptavidina-FA a placa, que foi mantida
a temperatura ambiente, em camara umida novamente, por mais 60 minutos. Uma
série de quatro lavagens consecutivas foram realizadas, com acido peracético, e foi
adicionado o substrato p-NPP (para-nitrofenilfosfato). A placa foi mantida por mais 60

minutos protegida da luz. Usou-se entdo solu¢do de bloqueio da reacéo, a base de
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cisteina, e foi realizada a leitura imediata em espetofotdometro, com filtro de 405nm.

Foram consideradas reagdes positivas maiores ou iguais a 150 unidades.

Immunoblotting

Os extratos alergénicos foram filtrados e concentrados, por meio do Amicon YM
10, em uma membrana de nitrocelulose, com poros para separagao de proteinas com
peso molecular acima de 10 kDa. Os extratos de Dp e Df foram separados usando
SDS-PAGE a 15% (Laemmli, 1970) e transferidos para membrana de nitrocelulose
(Milipore), com poros de 0,45 ym, através do sistema Trans-Blot SD Semi Dry Transfer
Cell (Bio-Rad). Utilizou-se 10uL de padrao de peso molecular (Biotinylated SDS PAGE
Standards, Low Range, Bio-Rad). A membrana foi umedecida com tampdo de
transferéncia (Tris 15.6mM, glicina 120 mM e metanol 20%) e as proteinas foram
transferidas a 200 V por 1 hora.

As membranas foram bloqueadas com leite em pd (Merck, Daremstadt,
Germany) a 3% em solugdo salina tamponada com fosfato contendo Tween
(PBS/Tween), sob agitacdo durante uma hora e, em seguida, incubadas com o soro
de cao (1:5) a temperatura ambiente, por uma hora, sob agitagéo. Apds lavagem com
PBS/Tween, as membranas foram incubadas com conjugado anti-IgE monoclonal de
cao (diluicado 1:10.000) durante a noite, a 4°C e sob agitagdo. Em seguida foram
novamente lavadas com PBS/Tween e adicionada estreptavidina (Mediwiss Alanytic
GmbH), permanecendo sob agitagdo por mais 30 minutos. Logo apds, a membrana
foi exposta ao substrato Farbstoff BCIP/NBT (Mediwiss Alanytic GmbH) durante cinco

minutos para detecg¢ao das bandas de proteinas.

Analise estatistica
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Os dados populacionais foram apresentados descritivamente em
porcentagens, de acordo com as variaveis de sexo e raga, enquanto a idade dos
pacientes foi descrita em média com desvio padréo.

A proporgao de animais reagentes a Dp ou Df foi comparadas usando teste de
proporcao de amostra unica, com a e intervalo de confianga definidos a <0,05 e 95%,
respectivamente (Moore et al., 2012).

As reacgbes aos alérgenos Dp e Df observadas em immunobloting foram
apresentadas descritivamente em valores absolutos de bandas com diferentes pesos
moleculares (reagdes) e de animais reagentes. Estes dados foram avaliados para
normalidade por meio do teste de Shapiro_Wilk (Shapiro e Wilk, 1965). Para
determinar as bandas moleculares mais frequentemente observadas, foi aplicado o
teste ndo paramétrico Q de Cochran, que permite inferéncia na comparagao de
respostas multiplas ndo mutuamente exclusivas (Jann, 2005). Subsequentemente,
como post hoc, foi aplicado o teste ndo paramétrico de McNemar com correcao de
Bonferroni, permitindo inferéncia sobre os pares de bandas com pesos moleculares
significativamente diferentes (Jann, 2005). Ambos os testes foram calculados com a
<0,05 e 95% de intervalo de confianga.

A analises foram realizadas no software STATA 14, version 14 (College Station,

Texas, USA).

RESULTADOS
Epidemiologia

Dos 31 céaes selecionados inicialmente, 14 (45,2%) obedeceram aos critérios
de inclusao e foram mantidos no estudo, sendo que 6 (43%) caes eram machos e 8

(57%) eram fémeas. A idade média foi de 5 anos e desvio padréo de 3 anos e 6 meses.
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A raga mais representada foi o Labrador (4/29%), os outros 10 (71%) caes eram
das racas Lhasa Apso, Pinscher, Shar-pei, Shih-tzu, Poodle, Terrier brasileiro e
Beagle.

Dos 14 caes testados, 12 (86%) caes foram sensiveis ao Dp e 7 (60%) ao Df
em ambos os testes, tendo maior propor¢ao de pacientes reagentes a Dp em relagao

a Df (p=0,02). Desses 14 caes, 5 (36%) foram sensiveis para os dois acaros (Tabela

1),

Tabela 1: Relagdo dos animais selecionados, correlacionando a raga, idade (em
anos), sexo e os resultados dos testes alérgicos realizados. Dp: Dermatophagoides
pteronyssinus; Df: Dermatophagoides farinae; IDT: teste intradérmico; SOROL.: teste

sorologico; pos: positivo; neg: negativo

Dp Df
Animal Raca Idade Sexo
IDT SOROL IDT SOROL
1 Beagle 3 M neg pos pos pos
2 Shih-tzu 2 F pos pos pos pos
3 Poodle 4 F pos pos pos neg
4 Labrador 5 F pos pos neg pos
5 Shar pei 3 F pos pos neg neg
6 Lhasa 11 M pos pos neg neg
apso
7 Pincher 4 M pos pos neg pos
8 Lhasa 3 F pos pos pos pos
apso
9 Labrador 12 F pos pos neg pos
10 Terrier > M pos pos pos pos
brasileiro
11 Labrador 8 F pos pos pos pos
12 Pinscher 9 F pos pos neg pos
13 Shar pei 3 M pos pos pos pos
14 Labrador 1 M neg pos pos pos

Fonte: a autora, 2019.

Immunoblotting
Bandas de reagdes aos alérgenos de Dp e Df foram detectadas em 11 e 7 caes

respectivamente. Dos caes sensibilizados ao Dp, foram detectadas 28 reacdes, as
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bandas mais reconhecidas estavam entre os pesos moleculares de 14,4 kDa, 21,5
kDa e entre 21,5 — 31 kDa, Q=71,25 (12), p<0,001 (Tabela 2) (Figura 1). Dos caes
sensibilizados ao Df, 31 reagcbes foram detectadas, sendo os intervalos de 21,5 — 31
kDa e acima de 97,4 kDa, os mais relevantes, Q=33,64 (12), p=0,001 (Tabela 2)

(Figura 2).

MW 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12 13

97,4

66,2|.
45
31—

21,5 | —

14,4 |

Figura 1: Immunoblot (anti-IgE) de extrato de Dermatophagoides pteronyssinus
(Dp), em soros de 12 caes com dermatite atopica, alérgicos a Dp. MW: peso
molecular padrao (kDa). Nenhuma reacao é vista no paciente 5.

Fonte: arquivo pessoal.
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Figura 2: Immunoblot (anti-IgE) de extrato de Dermatophagoides farinae (Df) em
soros de 7 caes com dermatite atopica, alérgicos a Df. MW: peso molecular padréao
(kDa).

Fonte: arquivo pessoal.

Tabela 2: Peso molecular das proteinas reagentes para acaros Dermatophagoides
pteronyssinus (Dp) e Dermatophagoides farinae (Df) pelo Immunoblotting em 14 caes

com DA, apresentadas em valores absolutos e porcentagem.

Padrao peso

Dp Df
molecular - - Reagdes -
Reacgbes Céaes Cées
(kDa) (N=28) (N=11) (N=31) (N=7)
<144 0 0 1 (3%) 1 (14%)
14,42 6 (21%) 6 (55%) 3 (10%) 3 (43%)
14,4-21,5 0 0 1 (3%) 1 (14%)
21,5 10 (36%) 10 (91%) 5 16%) 5(71%)
21,5-312b 10 (36%) 9 (91%) 8 (26%) 5(71%)
31 2 (7%) 2 (18%) 3 (10%) 3 (43%)
31,1-45 0 0 0 0
45 0 0 0 0
45 - 66,2 0 0 3 (10%) 3 (43%)
66,2 0 0 0 0
66,2 - 97,4 0 0 1 (3%) 1 (14%)
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97,4 0 0 0 0
> 97,4b 0 0 6 (19%) 4 (57%)

@ DEP: Significativamente diferente das demais bandas, encontradas em menor quantidade ou

ausentes, apos post hoc teste de MacNemar com corregédo de Bonferroni (p< 0,05).
® DEF: Tendéncia a diferenga significativa as demais bandas, encontradas em menor quantidade ou
ausentes, apos post hoc teste de McNemar com corregéo de Bonferroni (p=0,07).

Fonte: a autora, 2019.

DISCUSSAO

Os testes alérgicos dos cdes com DA, sorolégico e IDT mostraram maior
sensibilidade a Dp, em relagdo a Df, frequéncia que pode ser justificada pelo clima
prevalente no sul do Brasil, onde a média anual de temperatura € de 17°C e a umidade
relativa do ar (URA) é de 80% (SIMEPAR, 2019), que sé&o propicios para a proliferagao
desses acaros.

No presente estudo, foi identificado que 55% e 43% dos caes sensiveis ao Dp
e Df, respectivamente, reconheceram uma banda com peso molecular préximo a 14,4
kDa possivelmente Der p 2 e Der f 2. Em 91% dos céaes sensiveis ao Dp foram
reconhecidos alérgenos entre 21,5 a 31 kDa, o que é sugestivo de ser o Der p 1.

Esta frequente sensibilizagdo a alérgenos de baixo peso molecular pode ser
explicada pelo fato de que estes mais facilmente podem transpor a epiderme em caes
com dermatite atdpica, os quais ja apresentam defeitos de barreira tegumentar (Nuttall
et al.,2013). Em adigéao, isto pode favorecer sua fagocitose e processamento pelas
células de Langerhans, suscitando uma estimulagédo a resposta Th2 e consequente
produgao de IgE (Morris, 2010; Jacquet, 2013).

O Der p 1 é o principal alérgeno encontrado na poeira domiciliar no

microambiente de cdes com dermatite atdpica no sul do Brasil, quando comparado a
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Der f 1 e Blo t 5, com maior concentragdo média no tapete (2,18 ug/g), seguido do
sofa (1,53 pg/g) e da cama (1,14 pg/g) (Assuncgao et al., 2014).

Em relagéo aos alérgenos do grupo 2, cerca de 43 a 100% dos cdes com DA
apresentaram anticorpos IgE contra Der f 2 (Masuda et al., 1999 e Yamashita et al.,
2002; Moya et al., 2016; Patel et al., 2019). No Brasil, 92% dos caes com DA sao
sensibilizados para Df, e desses, 56% apresentavam IgE especifico para Der f 2
(Ludwig, 2019).

E importante ressaltar que acaros de Df e Dp apresentam reagdes cruzadas
entre si (Saridomichelakis et al., 2008) e evidéncias mostram que a homologia de Der
f2 e Der p 2 chega a 88% (Trudinger et al., 1991; Johannessen et al., 2005), enquanto
a homologia entre Der f 2 e Der p 1 chega a 78% (Trudinger et al., 1991; Masuda et
al., 1999; Smith et al., 2001).

No presente estudo, 55% dos cées reagiram a alérgenos com 14,4 kDa.
Recentemente, o Der p 23, um alérgeno presente na porgao final do intestino dos
acaros e que possui uma alta atividade antigénica (Weghofer et al., 2013) foi
identificado, sequenciado e considerado um alérgeno principal em humanos, com
peso molecular de 8 kDa, porém no SDS-PAGE foi reconhecido como uma banda de
14 kDa.

Em humanos, foi demonstrada correlagdo de asma persistente
moderada/grave em criangas sensibilizadas a Der p 23 (Jiménez et al., 2019). Devido
a sua a alta antigenicidade, esse alérgeno pode ser um iniciador da alergia a acaros
e, uma vez estabelecida a sensibilizagao ao Der p 23, inicia-se a sensibilidade a outros
alérgenos.

Reacdes a alérgenos de Df, de peso molecular proximo a 60 kDa, foram

observadas em 43% dos caes no presente estudo, sugerindo Der f 18 (60 kDa) (Weber
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et al., 2003) e, mais da metade dos animais reagiram a duas bandas superiores a 97,4
kDa. Como o Der f 15 apresenta bandas homodlogas de 98 kDa e 109 kDa (McCall et
al. 2001), possivelmente, estas foram reconhecidas nesse estudo. Ambos os
alérgenos sao pertencentes ao grupo de proteinas enzimaticas homologas a quitinase
de insetos e foram detectadas no sistema digestorio do acaro e n&do em suas fezes
(McCall et al. 2001; Weber et al., 2003).

Recentemente, 0 Zen 1, um alérgeno de peso molecular de 188 kDa (variando
de 150 a 250 kDa) e de fungao desconhecida (Tsukui et al., 2008; Olivry et al., 2017)
foi descrito como um alérgeno principal nos Estados Unidos, Franga, Suiga e
Inglaterra (Olivry et al., 2017; Patel et al., 2019). Um estudo no Brasil demonstrou que
77% dos caes com DA apresentam IgE especifico para Zen 1 (Ludwig, 2019). Este
alérgeno divide epitopos conformacionais de superficie com Der f 15 e, como estes
convergem em porgoes altamente O-glicolisadas, € possivel que apresentem reagdes
cruzadas (Olivry et al., 2017).

Em conclusdo, os cdes com DA no sul do Brasil sdo frequentemente
sensibilizados aos alérgenos de baixo peso molecular do Dp, sendo estes
considerados alérgenos principais nestes animais, enquanto que para Df, ha
frequente sensibilizagao, tanto para alérgenos de baixo, quanto de alto peso molecular

na populagéo estudada.
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Introducao — Teste de contato alérgico com alimentos tem sido indicado para
realizagcédo de dietas restritivas e diagnostico de RAA em caes com prurido crénico. Ja
em humanos, o teste de puntura e de contato realizados de forma conjunta aumentou
a sensibilidade e a especificidade do diagnostico de RAA em criangas com DA, fato

ainda nao avaliado criticamente em caes.
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Objetivos — Avaliar sensibilidade(SE), espeficidade(SE), valores preditivos
negativo(VPN) e positivo(VPP) do teste de puntura e de contato alérgico, em céaes
com prurido cronico e perene com suspeita de RAA.

Material e métodos — Realizou-se teste de puntura para alérgenos ambientais e
alimentares e teste de contato alérgico (TCA) em 38 cdes com prurido cronico,
primario e perene de origem alérgica, seguido de dieta restritiva baseada em seus
resultados. Avaliagdes de pVAS e escore de CADESI-4 foram realizadas nos dias 0,
30 e 60. Os caes que apresentaram melhora clinica foram submetidos a teste de
provocagéao (TP) por 15 dias para confirmar o diagndstico de RAA. TP positivo e TP
negativo foram realizados para avaliar SE e SP dos testes.

Resultados — Dos 38 céaes triados, 21 reagiram a trofoalérgeno no teste de puntura
e/ou no TCA e foram incluidos no estudo. Desses 21 caes, 14 (68%) apresentaram
sensibilidade a aeroalérgenos. Houve melhora na escala de pVAS e CADESI-4
seguida de piora dos sinais clinicos apés TP em 17 (81%) dos caes, sendo que em
94% deles o uso de medicacao foi supenso apos a dieta. A combinacao dos testes
apresentou valores de SE, SP, VPP e VPN de 80%, 66,7%, 66,7% e 80%,
respectivamente.

Conclusao e Importancia clinica — Este estudo demonstrou que a maioria dos caes
com prurido crbnico e perene geralmente tem dermatite atopica lafo sensu
polissensibilizados a alérgenos alimentares e ambientais. A associagao do teste de
puntura e de contato alérgico permitem um diagnostico presuntivo de reagdo adversa
a alimentos, permitem a selegcdo de alimentos para serem utilizados em dietas
restritivas e em testes provocativos, podendo ser realizado com 30 dias de dieta, o
que permite o diagndstico precoce de RAA em cédes com dermatite atopica /ato sensu.

INTRODUCAO

A reacdo adversa a alimentos (RAA) em caes inclui a alergia (ou
hipersenbilidade) e intolerancia alimentar. A hipersensibilidade alimentar (HA) é
descrita como um efeito adverso a saude, decorrente de uma resposta imune
especifica, que ocorre apos a exposi¢cao a um determinado componente do alimento,
que pode ser uma resposta mediada por anticorpos IgE, mediada por células ou pel
combinagédo de ambas. ' 2 A intolerancia alimentar € uma resposta a componentes

alimentares farmacologicamente ativos, como a histamina; reagdo a toxinas
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microbianas ou, ainda altera¢des secretérias, de motilidade ou de indigestibilidade,
como acontece com alguns carboidratos da dieta.?

Em caes com prurido crénico, a ocorréncia de RAA oscila de 15 a 20%. Ja em
caes e gatos com dermatopatias de origem alérgica, sua ocorréncia € de 10 a 25% e,
em caes com dermatite atopica, € em torno de 30%. Assim, a RAA isolada, na qual
todos os sinais clinicos sdo controlados somente com dietas restritivas, € incomum
em caes e, a dermatite atdpica € a principal condigdo morbida que favorece a reagdes
adversas tegumentares a componentes alimentares em cdes.*®

A RAA deve ser considerada um diagnédstico diferencial em caes que
apresentam prurido cronico, perene, associados ou ndo a sinais gastrintestinais (Gl)
como diarreia, vbmitos, tenesmo, fezes amolecidas, flatuléncia, distensdo, célica
visceral e aumento do peristaltismo intestinal. 456-8

Geralmente, o prurido associado a RAA em cées com DA é de intenso a grave,
com resposta parcial aos corticosteroides® e, em 47% dos casos, pode apresentar-se
como Unica manifestagéo clinica (prurido alesional)’, ou estar associado a papulas,
eritema, escoriacdo, alopecia autoinduzida, erosdo, crostas e, em casos crénicos, a
disqueratose e liquenificagdo. Dermatite piotraumatica, piodermite superficial,
malasseziose e otite externa de carater bilateral e recorrente sdo comorbidades
comuns associadas @ RAA em caes com DA .48

O diagnéstico da RAA deve ser realizado por meio de dieta restritiva com
proteinas originais, de origem caseira ou comercial (dietas com restricao antigénica,
hipoalergénicas ou analergénicas ultra-hidrolisadas), seguida de teste de provocagao
alimentar. Em alguns pacientes, mais de uma dieta restritiva pode ser necessaria para
se obter um melhor controle dos sinais, visto que reacbes cruzadas entre
componentes alimentares sdo comuns.*®°

Até o momento, ndo existem no mercado testes comerciais eficazes para
diagnostico da RAA.2'° Em humanos, realizam-se os testes soroldgicos para dosar
IgE total e especificos (sIgE) e o teste de puntura (prick test) para identificar o alimento
alergénico, mas seus resultados positivos evidenciam a sensibilizagdo ao alimento, e
ndo confirma o diagndstico de alergia alimentar.’'2 Na medicina veterinaria,
desconhe-se a sensibilidade (SE) e especificidade (SP), bem como os valores
preditivos negativo e positivo do teste de puntura para alimentos.

Em um estudo recente, o teste de puntura foi avaliado para triagem da dieta

restritiva em cdes com prurido crénico com suspeita de RAA, e mostrou ser um teste
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util para o estabelecimento de protocolos de dieta restritiva em caes com suspeicao
de alergia alimentar e ou de dermatite atdpica /ato sensu.™

Como a reagdo adversa a alimentos em cdes com dermatite atdpica tem
componente mediado por células, trabalhos que avaliem os testes de contato alérgico
para alimentos em caes com prurido crénico foram recentemente desenvolvidos e
demonstraram que este ndo pode ser utilizado no diagnostico da RAA, porém, pelo
seu alto valor preditivo negativo, pode ser indicado na selegédo de dietas restritivas.?

Atualmente, na literatura médico veterinaria, correlacdo entre o teste de
puntura e de contato alérgico ainda nao foi criticamente avaliada. Assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a sensibilidade, a espeficidade e os valores preditivos
negativo e positivo dos testes de puntura e de contato alérgico, de forma isolada e
associada, no diagnodstico da RAA em caes com prurido crénico e perene.

MATERIAL E METODOS

Este estudo teve carater experimental, com amostra sistematizada,
longitudinal, cego, ndo controlado e ndo aleatorizado. Todos os procedimentos
realizados foram aprovados pelo Comité de Etica de Uso de Animais — PUCPR, sob

o registro de numero 01252 — 22 versao, na data de 13 de setembro de 2018.

Grupo de estudo

Foram selecionados cdes com prurido crénico, primario e perene,
predominantemente nas regides interdigitais, abdominal, axilar, inguinal, perioral ou
perianal, e com historico de otite crénica bilateral intermitente ou persistente,
independente da raga, sexo ou idade. Todos os caes tiveram as infecgdes secundarias
de origem bacteriana ou por Malassezia spp. devidamente tratadas, e dermatopatias
pruriginosas de origem parasitaria foram descartadas, por meio de de raspados de
pele. Controle acaricida e adequado controle de pulgas foram realizados por trés
semanas antes da do inicio do estudo e mantidos, com formulas de uso topico a cada
duas semanas durante todo o estudo.?

Todos os animais triados para o estudo foram submetidos a testes alérgicos de
puntura e de contato para alimentos e, para serem incluidos, deveriam apresentar
reacao positiva no minimo a um alimento testado, ou no teste de puntura, ou no teste

de contato ou em ambos.
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Para as realizagdes dos testes alérgicos cutaneos, todos os caes deveriam
estar sem medicagao prévia de anti-histaminicos e glicocorticoides topicos por duas

semanas e glicocorticoides sistémicos por quatro semanas.?

Critérios de exclusao

Caes que necessitavam de uso regular de medicagdes anti-histaminicas ou
glicocorticoides.

Caes de temperamento agitado ou agressivo, que n&o permitissem a
contengcdo manual para a realizagao dos testes.

Fémeas em periodo de estro, gestagao ou lactagao.

Animais que apresentaram resultado negativo em ambos os testes alérgicos
aos alimentos testados ou que ndo permaneceram 48 horas com o contensor utilizado
no teste de contato alérgico.

Tutores que ndo realizassem a dieta restritiva conforme as instrugdes.

Testes de puntura

Para a execugao do teste de puntura foi realizada tricotomia nos caes incluidos
no estudo, com maquina de tosa com uma lamina 40, em regido lateral toracica, antes
da higienizagdo do local com solugao fisiologica e marcagdo da pele com caneta
dermografica, mantendo-se pontos equidistantes de 2,0 cm."

Solugbes a base de salina e histamina (10 mg/mL) foram utilizadas como
controles negativo e positivo, respectivamente. Os extratos alimentares testados
foram a base de proteinas bovina, de frango, pescado, suino, de ovo, leite, soja, trigo,
além de arroz, batata inglesa e mandioca, nas concentragbes de 1:20 pl/v
(peso/volume). Também foram avaliados sensibilizagdo aos extratos de alérgenos
ambientais  provenientes dos 4caros Dermatophagoides farinae  (Df),
Dermatophagoides pteronyssinus (Dp), Blomia tropicalis (Bt) e aos extratos de pélens
de Cynodon dactylon (Cn), Paspalum notatum (Pn), Lolium perenne (Lp) e Lolium
multiflorum (Lm), contendo 10 HEP de poténcia (equivalente a 10.000 UBE/mL)."
Todos os extratos e controles utilizados foram manipulados pelo Laboratoério
Veterinary Allergenics (Laboratério de Antigenos, Rio de Janeiro, Brasil), na
concentragéao de 50% de glicerol e 0,45% de fenol, os quais foram submetidos as
analises de padronizagao e poténcia.
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Para a realizagao do teste de puntura, puntores de plastico com ponta dupla do
tipo Duotip-Test® foram utilizados (Lincoln Diagnostics, Decatur, EUA). Inicialmente,
uma gota do extrato era mantida, por capilaridade, na ponta do puntor, que, em
seguida, era colocado sobre a pele, em um angulo de 45°a 60° e, logo apds o contato
desta com a pele era realizada a puntura, de forma a permitir a penetragédo percutanea
do extrato'® (Figura 1). Apds 15 minutos da puntura de cada extrato, realizava-se a
leitura do teste. Papulas eritematosas eram demarcadas com caneta dermografica e
a sua mensuragao (média entre o didmetro maior e perpendicular) era realizada
através de um paquimetro. A reagcdo era considerada positiva quando a média do
diametro era superior em 3 mm a média da papula do controle negativo. ' 17 (Figura
2).

\

Figura 1: Aplicacdo do extrato alergénico na pele de cdo com prurido crénico
utilizando puntores de plastico com ponta dupla do tipo Duotip-Test® em angulo de
45°.

Fonte: arquivo pessoal.
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Figura 2: Demaracagdo cutanea das reagdes papulares positivas apos o teste
alérgico cutaneo de puntura em um cdo com prurido crénico de origem alérgica.

Fonte: arquivo pessoal.

Teste de Contato Alérgico

Os extratos para o teste de contato alérgico foram elaborados a partir dos
seguintes alimentos: carnes cruas de bovino, suino, frango, pescado, leite in natura,
ovo de galinha inteiro (clara e gema), soja in natura, farinha de trigo, farinha de arroz,
batata inglesa (Solanum tuberosum) cozida e mandioca (Manihot esculenta) cozida.?

Para a formacdo dos extratos, cada um dos compostos possou por um
processador de alimentos Philips Walita RI7636/750W (Philips Electronics Nederland
B.V., Eindhoven, Netherlands), pesados (aproximadamente 500 mg) e foi
homogenizado com 0,2 mg de vaselina semi-solida.? Em seguida, todos os extratos
foram dispostos em pocos individuais de 8 mm, em contensores hipoalergénicos para
teste de contato alérgico (Alergochambers® - Neoflex, Sdo Paulo, Brasil), mantendo-

se sempre um po¢o sem preenchimento, como controle negativo (Figura 3).
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Figura 3: Fita hipoalergénica Alergochambers® (Neoflex, Sdo Paulo, Brasil) com os
extratos dos alimentos inseridos nos pogos.

Fonte: arquivo pessoal.

Para aplicagao do teste de contato alérgico, os caes foram submetidos a
tricotomia na regiao lateral toracica, de aproximadamente 12 x 8 cm e o local foi
higienizado com solugao fisiolégica. Os pogos com os multiplos extratos alimentares
foram fixadas na area delineada e, para minimizar o risco de movimentacao, os
animais foram envolvidos com uma bandagem e, logo apés, vestidos com roupa

cirurgica? (Figura 4).
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Figura 4: Aplicacéo e fixagdo do teste de contato alérgico em cdo com prurido
cronico de origem alérgica.

Fonte: arquivo pessoal.
Apos 48 h, os contensores (Alergochambers®) eram removidos e a presencga

de eritema, papulas, placas eritematosas e ou microvesiculas foram consideradas

reagoes positivas, como estabelecido por Johansen et al. (2017)? (Figura 5).
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Figura 5: Teste de contato em um c&o com prurido crénico. A. Fita hipoalergénica
Alergochambers® com os extratos de alimentos aderida a pele do céo. B.
Interpretacao do teste de contato apds 48 horas. Setas em vermelho indicam reagao
de contato positiva.

Fonte: arquivo pessoal.

Dieta restritiva

De acordo com os resultados estabelecidos em ambos os testes alérgicos,
elaborou-se uma dieta caseira restritiva para cada animal, a qual foi composta de uma
fonte proteica e uma fonte de carboidrato que ndo causou reagdo nem no teste de
puntura e nem no teste de contato alérgico.

O calculo da dieta foi realizado na dosagem de 50 g/kg de peso corporal do
animal, pesada apos o cozimento do alimento, e divididas em proporg¢des iguais de
proteina e carboidrato.'® A dieta restritiva foi mantida de forma exclusiva durante 60
dias.*

Avaliagao do prurido e do escore lesional

Todos os caes incluidos no estudo foram avaliados conforme seus escores
lesionais pela escala de CADESI-4 '°, e pela intensidade de prurido, a partir da escala
Visual de Prurido (pVAS).2® As avaliagdes foram realizadas antes de instituir a dieta
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(dia 0), durante a dieta restritiva nos dias 30 e 60, e ap6s 15 dias do teste de
provocagao (dia 75)°, ou conforme a necessidade do paciente.

Para avaliar a sensibilidade e a especificidade dos testes, realizou-se um teste
de provocagao com alimento que teve uma reagao positiva (TP positivo) e com
alimento que teve uma reagao negativa (TP negativo), sendo cada TP realizado em
momentos diferentes e avaliados por 15 dias.

No TP positivo optou-se por testar alimentos positivo em ambos os testes.
Quando ndo era possivel, selecionava-se aquele com maior reacéo,
preferencialmente no teste de contato, seguido do teste de puntura. Para nao
tendenciar a interpretacdo na escala de pVAS durante o processo de TP, foi
estabelecido um desafio cego, uma vez que os responsaveis pelos caes nao tinham
acesso aos resultados positivos e negativos dos alimentos testados.

Assim, a melhora clinica foi avaliada de acordo com a escala do pVAS dos
pacientes. O valor de cada indice no dia 0 era comparado ao seu respectivo valor no
dia 60 e, a partir dessa diferenga de valores, calculou-se a porcentagem de melhora
clinica de cada paciente, o qual foi classificado conforme quadro abaixo:

Quadro 1: Classificagdo adotada para avaliar o grau de melhora clinica dos pacientes

com o uso da dieta restritiva.

Grau de melhora | Classificagao de melhora do prurido
0 Sem melhora
Até 50% Regular
50,1 - 80% Boa
80,1 -90% Otima
>90% Excelente

Fonte: adaptado de Pucheu-Haston et al., 2015.

Animais com prurido grave que necessitassem de medicagdo no periodo da
dieta restritiva foram tratados com oclacitinib, na dose de 0,4-0,6 mg/kg, uma vez ao
dia (Apoquel®, Zoetis; Sdo Paulo, Brasil). O medicamento foi sempre suspenso no
minimo sete dias antes (dia 23 e 53) de cada reavaliagéo, para o estabelecimento dos
escores de CADESI-4 e pVAS. Nos caes cujo prurido havia apresentado melhora
significativa ja no dia 30, o uso da medicagao foi descontinuado.

Os pacientes que apresentaram melhora clinica foram presumidos terem
reagdo adversa a alimentos, porém o diagnostico definitivo somente foi estabelecido
quando os caes foram submetidos ao teste de provocagéao (TP) com sua alimentagao
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pregressa e apresentasse recidiva dos sinais clinicos, com aumento minimo de um
ponto na escala de pVAS. Em seguida, os cdes eram submetidos ao TP com o
presumido alimento ofensor, identificado nos testes alérgicos, e observado por 15 dias
para a avaliagdo da recorréncia de seus sinais clinicos.*
De acordo com o nivel de melhora clinica dos animais, dividiu-se o diagnostico
do prurido crénico em:
a- Alergia alimentar verdadeira: total melhora dos sinais clinicos com o uso da
dieta de eliminagéo e piora apés TP;?!
b- DA lato sensu: melhora parcial com o uso da dieta de eliminacéo e piora
apos TP e que apresentaram reag¢des tegumentares positivas também ao
teste de puntura a pelo menos um alérgeno ambiental; 2’
c- DA stricto sensu: sem melhora com o uso da dieta de eliminagao e reacao
positiva a pelo menos um alérgeno ambiental no teste de puntura; 2!
d- DA simili: sem melhora com o0 uso da dieta de eliminagdo e sem reacgao a

todos alérgenos ambientais testados no teste de puntura.?'

Analise estatistica

Os dados epidemiologicos foram descritos em porcentagem ou mediana. As
variaveis incluidas foram raca, idade, sexo, presenca de comorbidades e idade ao
inicio dos sinais clinicos. Os dados relacionados aos testes de puntura e contato foram
descritos em porcentagem de reacoes a alérgenos alimentares e ambientais.

As avaliagdes das escalas de prurido e CADESI-4 em cada dia do estudo foram
apresentadas como média, desvio padrdo, maximo e minimo.?? 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 confianga a 95% e p < 0,05.%

As medidas de desempenho diagndstico (sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e negativo e acuracia) dos testes de puntura e de contato alérgico
foram calculadas de forma isolada e associada em relagdo ao desafio ao alimento
(considerado a avaliagao padrao ouro), por meio de tabelas 2x2, com intervalos de
confianga a 95% e p < 0,05.%

O indice de concordancia entre os testes de puntura e de contato foram
realizadas por analise de concordancia Kappa de Cohen, fixando-se o nivel de
rejeicdo em 5% por Fleiss (1981).2* A interpretagéo do valor de kappa foi feita baseada

nos critérios de Landis e Koch (1977).%°
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As analises foram realizadas no software STATA 14 (College Station, Texas,
USA).

RESULTADOS

Animais excluidos do estudo

Foram submetidos ao teste de puntura e de contato alérgico 38 caes com
prurido crénico, secundario a dermatite alérgica. Destes, 14 (36,8%) caes foram
excluidos por apresentaram algum dos critérios de exclusdo, 10 (58,8%) foram
excluidos devido a desisténcia do tutor, relacionada as dificuldades da realizagao da
dieta caseira, seu alto custo (principalmente em caes de grande porte), sensibilizagao
emotiva por restringir a dieta ao cdo ou pelo desinteresse em participar do estudo.
Outros quatro (23,5%) caes foram excluidos porque néo permaneceram 48 h com o

contensor utilizado para o teste de contato alérgico.

Perda amostral

Trés caes apresentam efeitos colaterais com o uso da dieta restritiva, sendo
que dois caes apresentaram vOmito e diarreia e um apresentou exacerbacdo do
prurido e piodermite secundaria, e s6 melhoraram mediante suspensdo da dieta

restritiva. Assim, 21 caes foram incluidos nesse estudo.

Caracteristicas epidemiolégicas
Dos 21 cées incluidos no estudo, 14 eram machos (66,8%) e sete fémeas
(33,3%), a mediana da idade foi de cinco anos, sendo a idade minima um ano e a

maxima 10 anos.

Testes cutaneos

Em relacédo aos 21 cdes que completaram o estudo, além da sensibilidade aos
trofoalérgenos, 14 (66,7%) também apresentaram sensibilidade a pelo menos um
alérgeno ambiental testado, sendo que 13 (92,8%) destes cades apresentaram

sensibilizacdo a multiplos alérgenos ambientais (Grafico 1).
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Grafico 1: Prevaléncia de sensibilidade no teste de puntura em caes com dermatite
atopica para alérgenos ambientais de acaros e polens.

Dp: Dermatophagoides pteronyssinus; Df: Dermatophagoides farinae; Bt: Blomia
tropicalis; Cynodon: Cynodon dactylon; Paspalum: Paspalum notatum; Lolium m:

Lolium multiflorum; Loloium p: Lolium perenne.

Em relagdo aos alérgenos alimentares, no teste de puntura, a proteina suina
foi a mais reagente (8/38%), seguida do ovo (7/33,3%), da soja, do peixe, do bovino
e do trigo (6/28,6%), do frango e do leite (5/23,8%). Reagdes aos carboidratos foram
observadas em 3 (14,28%) cades que reagiram ao arroz, um (4,76%) a batata e
nenhum animal & mandioca (Grafico 2).

No teste de contato alérgico, as proteinas também foram as principais causas
de reagbes, das quais o frango reagiu em 12 (57,1%) caes, seguido da soja
(11/52,4%), do peixe e da proteina bovina (10/47,6%), leite (9/42,8%), suina (8/38%),
do ovo (5/23,8%) e do trigo (1/4,8%). A batata apresentou sensibilidade em 8 (38%)
caes, e arroz e mandioca tiveram uma reagéo cada (4,8%) (Grafico 2).
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2 Gréafico 2: Demonstragao grafica do numero de reagdes, aos diferentes alimentos testados no teste de puntura e no teste de contato
3 alérgico em caes com dermatite atopica.

54



Quatro pacientes reagiram a alimento somente no teste de puntura (19,04%),
outros quatro apenas no teste de contato (19,04%), mas a maioria dos caes
(13/61,90%) reagiram em ambos os testes, porém a diferentes alimentos. As analises
de concordancia entre os testes alérgicos sao expostas na Tabela 1.

Tabela 1. Teste de concordancia kappa entre os testes de puntura e de contato

alérgico.
Testes Concordancia kappa Interpretagao kappa 95%CI P
Puntura vs Auséncia de

38,45% -0,17 0,51-0,18 0,84

Contato Alérgico concordancia

Os valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo,
negativo e acuracia para o teste de puntura e para o teste de contato alérgico, de

forma isolada e em conjunto, estdo dispostos na tabela 2.

Tabela 2. Sensibilidade (SE), especificidade (SP), valor preditivo positivo (VPP) e
negativo (VPN) e acuracia (AC) para os testes de puntura e de contato alérgico para
alérgenos proteicos.

SE SP VPP VPN AC
(95%IC)  (95%IC)  (95%IC)  (95%IC)
45(23,1-  75(34,9- 81,8(482-  352(14,.2-

Puntura 68,5) 96,8) 97,7) 61,7) 60%
70 (45,7- 50 (15,7- 77,8(52,4- 40(12,2-
Contato 88,1) 84,3) 93,6) 73,8) 77%

Puntura/Contato  go284-  66,7(22,3-  66,7(22,3-  80(28,4-
associados 99,5) 95,7) 95,7) 99,5) 73%

Avaliagao da resposta a dieta baseada nos testes alérgicos

Comparando os valores de escala de pVAS entre os dias 0 e 60, houve melhora
clinica em 17 (81%) dos 21 caes incluidos no estudo. Desses, trés apresentaram uma
melhora em nivel regular, nove em nivel bom, cinco obtiveram melhora o6tima e
nenhum paciente obteve melhora excelente. Ao realizar o TP nesses 17 pacientes,
todos tiveram recorréncia do prurido. Assim, os 17 caes foram classificados
inicialmente com RAA (Tabela 3).

Avaliando os valores de escore de CADESI-4, um grau de melhora clinica foi
obtida em 17 (81%) céaes, sendo que cinco deles apresentaram melhora em nivel
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regular, oito em nivel bom, um apresentou melhora 6tima e trés pacientes obtiveram

melhora excelente (Tabela 3).

Tabela 3. Valores absolutos e frequéncias no escore de pVAS a CADESI-4 em

pacientes submetidos a dieta restritiva, classificando seus niveis de melhora clinica.

CLASSIFICAGAO pVAS CADESI-4

1 (sem melhora) 4 (19,0) 4 (19,0)
2 (regular) 3(14,3) 5(23,8)
3 (boa) 9 (42,8) 8 (38,0)
4 (6tima) 5(23,8) 1 (4,80)
5 (excelente) 0 3(14,3)

Escala visual de prurido (pVAS) e CADESI-4

A avaliacdo das médias e desvio padrdo dos valores dos escores de prurido
(pVAS) e escore lesional (CADESI-4) durante a dieta restritiva, nos dias 0, 30 e 60, e
apos o teste de provocagdo (75 dias), estdo dispostas nas tabelas 4 e 5,
respectivamente.

Os animais foram divididos conforme resposta a dieta de eliminacdo, em DA
lato sensu e DA stricto sensu. Somente um paciente foi enquadrado em DA silimi, o
mesmo apresentava escores de pVAS/CADESI-4 nos dias 0, 30 e 60 de 8/13, 7/5 e
715, respectivamente. Nesse paciente nao foi realizado TP, pois ele ndo apresentou

melhora clinica com a dieta de eliminagao.

Tabela 4. Média dos escores da escala pVAS, em relagdo ao tempo de avaliagdo em
caes com dermatite atopica (DA).

Dia do estudo Média Desvio Padrédo Minima Maxima
DA lato sensu (N=17)
0 7,82 1,67 4 10
30 DIAS 3,65 1,62 2 6
60 DIAS 2,47 1,18 1 5
75 DIAS 6,11 1,99 3 9
DA Stricto sensu (N=3)
0 6,67 1,15 6 8
30 DIAS 6 3,46 2 8
60 DIAS 6,67 1,53 5 8
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Tabela 5. Média dos escores da escala CADESI-4 em relagdo ao tempo de avaliagéo
em caes com dermatite atopica (DA).

Dia do estudo Média Desvio Padrao Minima Maxima

Lato sensu (N=17)

0 16,71 13,57 4 63
30 DIAS 8,23 5,37 0 18
60 DIAS 5,47 4,10 0 14
75 DIAS 14,17 12,84 0 59

Stricto sensu (N=3)

0 13,33 10,97 7 26
30 DIAS 6,33 5,69 0 11
60 DIAS 6 2 4 8

A analise de variancia de fator unico foi aplicada aos 17 pacientes com DA /ato
sensu para determinar se houve diferengca no escore de pVAS e de CADESI-4 ao
longo de 30 e 60 dias de dieta restritiva, bem como, apds o TP, com aproximadamente
75 dias no programa de estudo. Os resultados mostraram que a dieta restritiva
permitiu diminuigdo significativa nas médias de escore de pVAS, nos momentos 30,
60 e 75 (teste de provocagao), em relagao ao inicio do estudo, F (3) = 33,87, p<0,01;
e do TP, em relacdo aos momentos 30 e 60, observando-se valor de p<0,01 por meio
das margens preditivas (Grafico 3).
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Grafico 3: Distribuicdo linear média do escore pVAS e respectivos intervalos de
confianga entre os tempos pré-dieta restritiva (dia 0), 30 e 60 dias de dieta, e apos
teste de provocagédo em pacientes DA /ato sensu.

*Letras diferentes representam diferenga estatistica significante nos resultados (p<0.01)

Para o escore de CADESI-4, a diferenca foi observada ao longo dos 30 e 60
dias em relagéo ao inicio do estudo, F (3) = 10.33, p<0,01, e do desafio (teste de
provocagao) em relagdo a 30 e 60 dias de exclusao, observando-se valor de p<0,01
(Grafico 4).

58



15
I

T T T T

0 30 60 P
dias do estudo

Grafico 4: Distribuicao linear média da escala de CADESI-4 e respectivos intervalos

de confianga entre os tempos pré-dieta restritiva (dia 0), 30 e 60 dias de dieta, e apos

teste de provocagédo em pacientes DA /ato sensu.

*Letras diferentes representam diferenga estatistica significante nos resultados (p<0.01)

Nos animais com DA stricto sensu e DA simili, 0 uso de medicagao permaneceu
em 75% dos céaes, ao longo de todo o estudo, sendo que um animal necessitou do
uso de prednisolona para controlar os sinais clinicos. Dos 17 caes com DA /ato sensu,
seis (35,3%) iniciaram a dieta conjunta ao uso de oclacitinib, porém, apds 30 dias,
quatro (23,5%) ainda permaneceram com uso e, apos os 60 dias de dieta, somente
um (5,9%) paciente manteve o uso da medicagao.

Avaliando o indice de melhora clinica dos pacientes apds dieta restritiva e o
resultado do teste de puntura aos alérgenos ambientais, dividiu-se os pacientes com
DA lato sensu, DA stritou sensu e DA simili e nenhum paciente se enquadrou como
alergia alimentar. Dentre os 17 pacientes com DA lato sensu, 11 (64,7%) foram
sensiveis a pelo menos um alérgeno ambiental, conforme o teste de puntura. Os
dados de prevaléncia de raga, sexo, idade e sinais clinicos estdo expostos na tabela
6.
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Tabela 6: Padrées epidemioldgicos de raca, idade, principais sinais clinicos e
comorbidades em caes com dermatite atdpica (DA) lato sensu, stricto sensu e simili

incluidos no presente estudo..

DA lato DA stricto

sensu sensu DA simili TOTAL
Numero de caes 17 3 1 21
Raga
Buldogue francés 3 1 0 4
Lhasa apso 5 0 0 5
Shih Tzu 3 0 1 4
Mestigos 2 0 0 2
Yorkshire terrier 2 1 0 3
Labrador 0 1 0 1
Maltés 1 0 0 1
Pug 1 0 0 1
Idade do inicio dos sinais clinicos (anos)
<1 2 1
1a3
4a10 0
Prurido
Perioral 12 2 1 15
Perianal 4 0 0
Periocular 0 1
Interdigital 17 3 1 21
Axila 0 0
Virilha/Abdome 0 1
Flexura antibubital 2 0
Sinais gastrointestinais
Vémito 1 0
Diarreia 1 0
Flatuléncia 0 1
Otite externa cronica 11 2 1 14
Disbiose bacteriana 2 1 11
Disbiose por Malassezia 0 0 2

DISCUSSAO

A DA é caracterizada como uma doenca de pele inflamatéria, multifatorial,
geralmente associada a produg¢ao de imunoglobulina-E (IgE) principalmente contra
alérgenos ambientais.?® Entretanto, estudos pregressos tém demonstrado que a RAA
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a alimentos pode ocorrer em até 40% dos caes com sinais de prurido crénico e perene,
e que em metade desses caes apresentam DA /ato sensu. ?"-?°

O presente estudo demonstrou que 67% dos caes com prurido crénico de
origem alérgica avaliados apresentavam sensibilidade a alérgenos ambientais e
alimentares conjuntamente e, 81% deles, melhoraram com a dieta restritiva, o que
demonstra que esses animais séo polissensibilizados.

Avaliando os caes com DA /ato sensu desse estudo, 100% deles tinham prurido
como a principal queixa e apenas 35% apresentavam sinais gastrintestinais, o que
denota que a pele é o principal 6rgédo alvo da reagcédo adversa a alimentos em caes
com DA. Geralmente estes caes apresentam uma disfungcdo de barreira fisica
epidérmica primaria devida a diminuigdo da concentragdo de filagrina %° e alteragbes
na produg¢ao, na composi¢cao e na extrusao de ceramidas na camada granulosa, o que
gera uma camada cornea defeituosa.3"3? Nos caes do presente estudo, os alérgenos
alimentares podem ter estimulado uma resposta imunologica do tipo Th2 e a liberagéo
de citocinas, como IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 e IL-31.3335 Essa resposta inflamatoria
precoce aos alérgenos alimentares pode ter agravado o defeito de barreira cutanea e
favorecido a penetracdo de proteinas alergénicas ambientais e o desenvolvimento da
polissensibilizagéo.®

Em adicdo, 47% dos caes apresentavam disbiose bacteriana e 12% por
Malassezia spp. Possivelmente, a ativacdo da resposta Th2, o desenvolvimento
precoce de alergia alimentar, a cronicidade e a polissensibilizagdo, podem ter levado
a reducdo da producdo de peptideos antimicrobianos tegumentares, justificando o
aparecimento de infecgdes recorrentes nestes caes.

Em relagdo a topografia lesional, lesdes inflamatorias e pruritogénicas foram
principalmente observadas nas regides interdigital e perioral e 65% dos caes tinham
historico de otite externa crénica recorrente. Esta diversidade topografica pode estar
relacionada a polissensibilizacdo e a penetragdo de alérgenos por via percuténea e
sistémica, comum em cdes com DA.*

A RAA pode ser classificada como disturbio mediado por IgE (Th2), mediado
por células (Th1), porém, em pacientes humanos com dermatite atépica € comum a
presenca do carater misto.'>3%Nos casos de suspeita de reagédo IgE mediada, o teste
de puntura pode ser realizado para detectar sensibilizagio ao alimento em humanos.?

No presente estudo, o teste de puntura mostrou positividade em 81% dos caes,
apresentou especificidade de 75% e valor preditivo positivo de 80%, o que mostra que
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pode ser uma ferramenta util no diagnostico presuntivo de HA em caes com prurido
crénico secundario a DA, além de ser de facil execugao em ambiente ambulatorial e
de interpretacdo. Em adi¢cdo, estes achados denotam a importancia da resposta
imunoalérgica IgE mediada a componentes alimentares em cées com DA /ato sensu.

Em relagao ao teste de contato alérgico, este também foi positivo em 81% dos
caes e teve um VPP de 77,8%. Assim, o teste de contato alérgico pode auxiliar na
presungao do diagnostico da reacdo tardia aos alimentos, geralmente mediada por
células, o que pode ser parcialmente responsavel pelo prurido crénico nestes animais
e, possivelmente, pelo desenvolvimento de eritrodermia, tendéncia a disqueratose e
liquenificagdo tegumentar.3”

Porém, como o teste de contato com alimentos teve sensibilidade de 70% e
especificidade de 50%, sugere-se que os extratos testados em contato com a pele
podem induzir dermatite de contato irritante e levar a resultados falso positivos.

Em 62% dos caes foram observadas reagdes positivas, tanto ao teste de
puntura, quanto ao teste de contato alérgico, o que sugere que caes com DA possam
fazer simultaneamente reagdes imediatas e tardias a componentes alimentares, o que
pode justificar a presenga de prurido intenso, continuo e perene nestes animais.

Ao avaliarmos os resultados do indice de Kappa, observamos que esses testes
apresentam baixo nivel de concordancia. Isto ocorre porque os testes identificam
mecanismos diferentes da doencga e, enquanto o teste de puntura identifica resposta
Th2, o teste de contato alérgico identifica resposta mediada por células, geralmente
do tipo Th1. Assim, estes testes sdo complementares e quando no presente estudo
foram utilizados de forma conjunta, aumentaram sua sensibilidade e seu valor
preditivo negativo, o que permitiu a selegcdo de dietas restritivas e a escolha de
alimentos utilizados no TP, e subsidiaram o diagndstico da RAA em caes com DA em
81% das vezes.

Assim como em humanos, a ocorréncia da RAA é variavel e diverge entre os
estudos entre 3 a 34%. 38 Ja em caes, sua ocorréncia variou de 10 a 20% na
populagdo canina com problemas cutdneos.?’” Esses dados variam conforme a
populacao estudada e os critérios avaliados. Estudos avaliando a melhora do prurido
crbnico em caes com dermatite atopica com o uso de dieta restritiva e desafio
mostraram uma ocorréncia de RAA de 30 a 62%. 82839 O presente estudo demonstrou
uma ocorréncia de RAA em caes com DA de 81%. Assim, a reacdo adversa a

alimentos como causa de prurido crénico é possivelmente negligenciada, e quando
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dietas restritivas s&o realizadas baseadas em testes alérgicos, ao invés da anamnese,
estas sdo mais frequentemente identificadas.

Possivelmente, a boa resposta observada nas triagens dietéticas baseadas em
testes alérgicos in vivo deve-se ao fato de que muitos tutores de cées ndo se
recordarem dos alimentos a que o animal ja foi exposto, tornando dificil a selegdo de
dietas com proteinas originais baseadas apenas no historico. Além disso, assim como
ocorre em humanos, em caes € comum a ocorréncia de reacgdes cruzadas entre
alimentos, como ocorre entre a proteina de frango e suina %41, frango e peixe 443,
carne bovina com leite de vaca, cordeiro e veado. 424445

Assim, os testes alérgicos auxiliam na realizagdo de dietas restritivas com
proteinas a que o animal n&do reaja, independente de ser inédita ou ndo, e permite
muitas vezes sele¢des de dietas mais factiveis ao tutor, tornando-se de mais facil
execucao, o que melhora a adesao ao teste.

A proteinas suina e de frango foram as mais reagentes nos testes de puntura
e de contato, respectivamente, sendo que 59% dos caes com DA /ato sensu reagiram
ao frango e, ao realizar o TP positivo, todos apresentam piora do prurido, o que
demonstra uma alta prevaléncia da alergia a proteina de frango na populagéo
estudada, diferentemente do estudo realizado por Roudebush (2013), em que
somente 15% dos caes apresentavam esse tipo de reag¢ao adversa. Ao avaliarmos as
ragdes mais relevantes no mercado nacional, o frango e o suino sdo amplamente
utilizados como fontes proteicas, fazendo que os caes tenham exposicao continua e
precoce a esses alimentos, o que pode ter favorecido sua sensibilizacdo e o
desenvolvimento da RAA.

Até o presente momento, € estabelecido que o periodo de dieta restritiva ideal
para o diagndstico da reagdo adversa a alimentos é de 5 a 8 semanas.® No presente
trabalho, ndo houve diferenga entre a melhora do prurido e do quadro sintomato-
lesional entre os dias 30 e 60 de dieta restritiva. Apdés o TP, os valores médios de
prurido e de CADESI mostraram diferengas significativas em relagédo aos dias 30 e 60,
0 que mostra que a melhora clinica que o paciente teve apos 30 dias de dieta, ndo
contribui para o diagnéstico de RAA. Desta forma, sugere-se que quando a dieta
restritiva € realizada com comida caseira baseada nos resultados de testes alérgicos
cutaneos in vivo, o periodo de dieta pode ser de 30 dias, antecipando assimo TP e o
diagnostico de RAA.
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Este estudo demonstrou que a maioria dos caes com prurido crénico e perene
geralmente tem dermatite atdpica lafo sensu e € polissensibilizada a alérgenos
alimentares e ambientais. O teste de puntura e de contato alérgico permitem um
diagndstico presuntivo de reagao adversa a alimentos, porém, sua conjungao permite
a selecdo de alimentos para serem utilizados em dietas restritivas e no teste
provocativo, o qual pode ser realizado com 30 dias de dieta, permitindo um diagnostico
precoce de RAA em caes com dermatite atopica /ato sensu.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A identificacdo dos alérgenos especificos dos acaros associados a
doencas alérgicas é fundamental para o estabelecimento de melhores métodos
diagnosticos e protocolos de imunoterapia alérgeno especifica, visando a
dessensibilizacdo, indugao de tolerancia, e minimizagado dos sinais clinicos e
controle das doengas alérgicas.

O presente estudo permitiu identificar reagdes a alérgenos de baixo peso
molecular em cdes com dermatite atdpica, porém novos estudos, utilizando
esses alérgenos em extratos padronizados sao necessarios para avaliar a
precipitacdo de eczema atdpico nos caes e sua utilizagdo em protocolos de
imunoterapia.

O reconhecimento que alérgenos de baixo peso molecular podem
sensibilizar cdes com dermatite atopica é importante pois esses alérgenos séo
amplamente encontrados em produtos téxteis do domicilio, como cama, sofa e
colchdo, e seu controle através de aspiracdo € essencial para evitar a
precipitagdo de eczema atopico. Em adigdo, os alérgenos de baixo peso
molecular sdo os mais associados a sensibilizagdo e precipitagdo de rinite e
asma em seres humanos. Assim 0 cado com eczema atdpico pode servir de
sentinela para a exposi¢ao humana.

Testes alérgicos de puntura e de contato alérgico aumentou a deteccéo
da RAA nos caes, que até o presente momento sao negligenciadas em caes com
prurido crdénico.

A execucdo do teste do contato alérgico € trabalhoso, de dificil
interpretacédo devido as reagdes de contato irritante ao alimento e ao contensor.
Maiores estudos para aprimorar estes testes sao necessarios, como melhorias
nos contensores, afim de diminuir o contato irritante, e ao mesmo tempo
melhorar a aderéncia desses na pele. Estudos de padronizagdo dos extratos
para uso em caes, como limiar irrativo, devem ser realizados, para melhorar sua

especificidade e diminuir reagdes de contato irritante.
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justificativas.

Se houver mudanga do protocolo o pesquisador deve enviar um relatério ao 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 instituicdes, cabe ao pesquisador nao inicia-la antes
de receber a autorizagdo formal para a sua realizagado. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser
carimbado e assinado pelo responsavel da instituicdo e deve ser mantido em poder do pesquisador responsavel,
podendo ser requerido por este CEUA em qualquer tempo.

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

Atenciosamente,

Prof. Dra. Marta
Coordenadora

Comité de Etica no Uso de Animais.
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Curitiba, 13 de setembro de 2018.
PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

REGISTRO DO PROJETO: 01251 — 22 verséo

TITULO DO PROJETO: COMPARAGCAO ENTRE TESTE DE PUNTURA E TESTE DE CONTATO NO DIAGNOSTICO
DE TROFOALERGENOS EM CAES COM DERMATITE ATOPICA INDUZIDA POR ALIMENTO

AVALIACAO DO TESTE DE PUNTURA NO DIAGNOSTICO DE TROFOALERGENOS EM CAES COM DERMATITE
ATOPICA INDUZIDA POR ALIMENTO

AVALIACAO DO TESTE DE CONTATO PARA DISGNOSTICO DE HIPERSENSIBILIDADE A TROFOALERGENOS EM
CAES COM DERMATITE ATOPICA

PESQUISADOR RESPONSAVEL
MARCONI RODRIGUES DE FARIAS

EQUIPE DE PESQUISA
CAMILLA OLIVEIRA ROSA ALCALA, JULIANE POSSEBOM DE OLIVEIRA, GABRIELA RIBEIRO RODRIGUES

INSTITUICAO
Pontificia Universidade Catélica do Parana

CURSO
Escola Ciéncias da Vida — Medicina Veterinaria
VIGENCIA DO PROJETO | 08/2018 2 12/2019 QUANTIDADE DE ANIMAIS | 40
Canis lupus familiaris
ESPECIE/LINHAGEM P N°SISBIO Nao se aplica
(Somente animais de vida livre)
4 ATIVIDADES 2 ;
SEXO Variavel (Somente animais de vida livre) Nao se apllca
Variavel ESPEC":E . GRUPO | N5 se aplica
IDADE / PESO TAXONOMICOS (de vida livre) P
CVE PUCPR LOCAL (IS 5 ;
ORIGEM DO ANIMAL (Somente argima)is de vida livre) Nao se apllca

O colegiado da CEUA certifica que este protocolo que envolve a produgdo, manutengdo 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 pelo CONCEA e
foi APROVADO pela CEUA - PUCPR em reunido de colegiado. Se houver mudanga do protocolo o pesquisador deve
enviar um relatério 8 CEUA descrevendo de forma clara e sucinta, a parte do protocolo a ser modificado e as suas

justificativas.
Rua Imaculada Conceigdo, 1155 Prado Velho CEP 80.215-901 Curitiba Parana Brasil
Telefone: (41) 3271-2292 www.pucpr.br
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Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicbes, cabe ao pesquisador néo iniciar antes de receber a
autorizagao formal para a sua realizagao. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado
pelo responsavel da instituigao e deve ser mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por
esta CEUA em qualquer tempo.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Sérgio Luiz Rocha
Coordenador A
Comissio de Etica no Uso'd& Animais

/

(3
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