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“Todos os homens, por natureza, desejam saber.

Aristoteles

”

“Todo conhecimento é resposta a uma pergunta

Bachelar
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RESUMO GERAL

As manifestagdes clinicas da dermatite atdpica (DA) em cées sdo geralmente
associadas a reagdes da imunoglobulina-E (IgE) contra alérgenos ambientais,
principalmente acaros domiciliares. Testes sorolégicos e intradérmicos séo indicados
para o diagnostico da dermatite atopica stricto sensu, para direcionar o controle de
alérgenos, e a escolha de quais destes devem ser incluidos em protocolos de
imunoterapia alérgeno-especifica. O presente estudo teve como objetivo avaliar
acuracia, valores preditivos e concordancia do teste soroldgico que utiliza fragado Fc do
mastocito e de um teste policlonal, na identificacdo de sensibilidade aos acaros
Dermatophagoides pteronyssinus (DP), Dermatophagoides farinae (DF) e Blomia
tropicalis (BT), comparado com teste intradérmico de alta especificidade. O teste ID foi
realizado em 78 caes (55 com DA e 23 saudaveis). Os soroldgicos foram realizados em
20 caes com DA e teste ID positivo, e em 19 caes saudaveis com teste ID negativo. O
valor de kappa determinou a concordancia entre os testes. Foram calculados os
parametros de acuracia: sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo
(VPP) e valor preditivo negativo (VPN). Quando considerado resultado positivo a pelo
menos um dos acaros testados (avaliacdo geral), o teste sorolégico policlonal
apresentou acuracia=0,49, S=74%, E=26%, VPP=50% e VPN=45%. Quando
considerados os resultados de cada acaro testado separadamente, este mesmo teste
apresentou para DP: acuracia=0,58, S=36%, E=74%, VPP=50% e VPN=61%; para DF:
acuracia=0,46, S=78%, E= 32%, VPP= 35% e VPN=75%; e para BT acuracia=0,53; S=
55%; E= 53; VPP= 40; e VPN= 67%. O teste de técnica FceR1-alfa apresentou, na
avaliacdo geral, acuracia=0,46, S=65%, E=26%, VPP=48% e VPN=42%. E na
avaliagao por acaro, apresentou para DP: acuracia=0,58, S=57%, E=58%, VPP=50% e
VPN= 65%, para DF: acuracia=0,50, S=44%, E=53%, VPP=31% e VPN=67%, e para
BT: acuracia=0,67, S=45%, E= 79%, VPP=56% e VPN= 71%. O grau de concordéancia
entre teste ID e sorolégico policlonal foi pobre (0,05), e entre o teste ID e o soroldgico
FceR1-alfa, foi inexistente (-0,09). Entre os dois testes sorolégicos, a concordancia foi
moderada (0,52). E na avaliagcdo por acaro, o grau de concordancia entre testes
sorolégicos variou de pobre a fraca (0 a 0,32). Os parametros de acuracia dos testes
sorolégicos avaliados sugerem que tais testes ndo sao indicados para a escolha dos
alérgenos a serem incluidos na imunoterapia alérgeno-especifica, quando utilizado
como referéncia um teste ID de alta especificidade. Embora seus valores preditivos
sejam baixos, estes podem elevar-se quando avaliadas as respostas a cada acaro
individualmente. O grau de concordancia entre os testes sorolégicos avaliados é
moderado e ndo ha concordancia entre estes e o teste ID.

Palavras-chave: Teste intradérmico. Blomia tropicalis. Dermatophagoides
pteronyssinus. Dermatophagoides farinae. Grau de concordancia
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GENERAL ABSTRACT

Clinical signs of canine atopic dermatitis (AD) are usually associated with
immunoglobulin-E (IgE) reactions against environmental allergens, especially house
dust and storage mites. Serological and intradermal testing are indicated for the
diagnosis of canine atopic dermatitis sensu stricto, to guide allergen control and identify
relevant allergens for inclusion in allergen-specific immunotherapy protocols. This study
aimed to evaluate accuracy parameters, predictive values and correlation of a FceR1-
alfa serological test and a polyclonal test, for the identification of sensitivity to the mites
Dermatophagoides pteronyssinus (DP), Dermatophagoides farinae (DF) and Blomia
tropicalis (BT), compared to a high specific intradermal test (IDT). Intradermal test was
performed in 78 dogs (55 with AD and 23 healthy dogs). Serological testing was
performed in 20 dogs with AD and positive IDT, and in 19 healthy dogs with negative
IDT. Kappa value determined correlation between the tests. The following accuracy
parameters were calculated: sensitivity (S), specificity (E), positive and negative
predictive values (PPV, NPV). When considered positive result to at least one of the
tested mites (overall rating), polyclonal serological test showed accuracy=0,49, S=74%,
E=26%, PPV=50% and NPV=45%. When considering the results of each mite tested,
individually, this test showed for DP: accuracy=0,58, S=36%, E=74%, PPV=50% and
NPV=61%; for DF: accuracy=0,46, S=78%, E= 32%, PPV= 35% and NPV=75%; and for
BT accuracy=0,53; S= 55%; E= 53; PPV= 40, and NPV= 67%. The FceR1-alpha test
showed, in overall rating, accuracy=0,46, S=65%, E=26%, PPV=48% and NPV=42%.
And in mite rating, it showed for DP: accuracy=0,58, S=57%, E=58%, PPV=50% and
NPV= 65%; for DF: accuracy=0,50, S=44%, E=53%, PPV=31% and NPV=67%; and for
BT: accuracy=0,67, S=45%, E= 79%, PPV=56% and NPV= 71%. Agreement between
IDT and polyclonal serum test was poor (0,05), while among IDT and FceR1-alpha test
was non-existing (-0,09). Overall agreement between both serum tests was moderate
(0.52). And mite rating showed a poor to weak (0-0,32) agreement between serum
tests. In conclusion, the accuracy parameters of the serological tests evaluated herein,
suggest that such tests are not indicated for choosing allergens to be included in
allergen-specific immunotherapy, when a high specificity IDT is used as reference.
Furthermore, though negative predictive values were low, these can rise when the
sensitivity to each mite is evaluated individually. And, finally, agreement between the
serological assays evaluated herein is moderate and there is no agreement among
them and IDT.

Keywords: Intradermal testing. Blomia tropicalis. Dermatophagoides pteronyssinus.
Dermatophagoides farinae. Correlation.
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CAPITULO 1
1. REVISAO DE LITERATURA

Alergia € o resultado de uma disfungdo na resposta imune frente a proteinas
ambientais ubiquitarias e indcuas a outros individuos, chamadas alérgenos. Estes séo
capazes de elicitar resposta de linfocitos Th2 e produgcdo de anticorpos IgE pelo
paciente. A principal caracteristica que define as doencgas alérgicas atdpicas € a sua
associagao com niveis elevados de IgE tecidual e sérico (Marsella e Samuelson, 2009;
Miller, Griffin e Campbell, 2013).

A DA em cées é doenga tegumentar inflamatoéria, crbnica, pruriginosa e
recorrente, com manifestagdes clinicas associadas a produgao de IgE contra alérgenos
diversos (ambientais, alimentares e microbianos) (Olivry et al., 2010). Sindrome
semelhante, de mesma manifestacdo clinica, € também reconhecida, em que a
presenca de IgE n&o é detectada nos testes diagndsticos disponiveis, seja pela escolha
errada dos alérgenos, seja por tecnologia atual inexistente para tal detecgéo, ou ainda,
pela hipétese de a IgE ndo ser necessaria para a sua manifestagao clinica. Esta
sindrome é denominada dermatite atdpica simile canina (DASc) ou dermatite atopica
like (Wood et al., 2009; Olivry et al., 2010).

Estima-se que a DA acometa cerca de 10% dos cées, principalmente os de
raca definida (Lund et al., 1999; Hillier e Griffin, 2001). A prevaléncia entre as diversas
racas pode mudar de acordo com a geografia, mas parece ser similar em varios paises,
sendo as mais frequentemente descritas nos EUA: Labrador, Golden Retriever, West
Highland White Terrier, Springer Spaniel inglés, Shar-pei, Bull Terrier, Bichon frisé e
Terrier Tibetano (Zur et al., 2002).

Tipicamente, ndo ha predilegdo por género sexual, e a maioria dos cdes com

DA manifesta prurido entre seis meses e trés anos de idade (Olivry et al., 2010).



2. FATORES INTRINSECOS

Estudos de mapeamento genético tém mostrado que, assim como ocorre na
DA em humanos, um grande numero de genes € expresso de forma alterada na DA em
caes (Merryman-Simpson et al., 2008; Wood et al., 2009, Plager et al., 2012, Leung e
Guttman- Yassky, 2014).

Estas mutagcdes conduzem a menor producao de peptideos antimicrobianos,
disfuncdo de barreira epidérmica, alteragdes na diferenciacédo do queratinécito basal e
na regulagdo do ciclo celular (disqueratose), hiper-reatividade tegumentar,
caracterizada por alteragdes na funcado de IgE, de mediadores quimicos da inflamagao
e da imunogenicidade, além de disturbios psicogénicos, principalmente sindromes
ansiosas (Hillier e Griffin, 2001).

2.1. DISFUNCAO DE BARREIRA EPIDERMICA

A barreira da epiderme inclui mecanismos fisicos, quimicos e imunoldgicos.
Quando presente, oferece protegao contra a radiagdo solar, impede a penetracédo de
irritantes e alérgenos e a saida de agua da pele para o meio ambiente (Cork, 2006;
Miller, Griffin e Campbell, 2013).

A epiderme é composta por varias camadas de células epiteliais, sendo a
camada basal a mais interna. Os queratindcitos basais passam por processo de
diferenciacédo, em que vao perdendo suas organelas e nucleo, enquanto acumulam
queratina, adotam forma achatada e migram para a superficie, dando origem aos
cornedcitos (Lavker e Matoltsy, 1970).

Os cornedcitos formam a camada mais externa da epiderme, ou estrato
coérneo, responsavel pela resisténcia cutanea as tensdes, devida a forte aderéncia
entre eles, através dos corneodesmossomos. Grande parte da fungcdo de barreira da
epiderme € exercida pelo estrato corneo e seus corneodesmossomos (Elias, 2005).

Durante o processo de formagdo dos cornedcitos, os queratinocitos vao
eliminando, para o meio extracelular, seus granulos citoplasmaticos, ricos em proteinas

e lipideos.



Os corpos lamelares, ricos em lipideos, fornecem flexibilidade a pele e formam
a matriz lipidica presente entre os cornedcitos. Esta € composta principalmente por
ceramidas, colesterol e acidos graxos, que formam um filme hidrofébico na superficie
cutanea, e minimizam a entrada de solugdes aquosas presentes no ambiente e a perda
de agua transdérmica, por ocluséo (Cork, 2006; Yamamoto, 2011).

A hidrélise da proteina filagrina origina compostos como ureia, aménia e alguns
acidos, que atuam na hidratacdo do estrato coérneo (Cork, 2006) e no processo de
homogeneizacao da queratinizacéo (Proksch et al., 2008).

Alteragcdes na funcdo de barreira epidérmica podem aumentar o risco de
sensibilizagao alérgica e ocorrem em humanos e em caes com DA (Addor e Aoki, 2010;
Olivry, 2011; Marsella, 2013; Plant et al. 2014).

Estudos com cdes com DA demonstraram aumento da perda de agua trans-
epidérmica em areas néo lesionais, mesmo antes da exposigcao alergénica (White et al.,
1999; Benitah et al., 2003; Preziosi et al., 2003; Plumb, 2008).

Em adicdo, cornedcitos desprendem-se do estrato corneo, permitindo a
renovagao celular, por agdo de enzimas quimiotripticas, que desfazem as liga¢des dos
corneodesmossomos. A agado exagerada das enzimas quimiotripticas resulta em
destruicdo precoce dos corneodesmossomos, consequente descamagao dos
cornedcitos e adelgagamento do estrato corneo (Cork, 2006).

Pesquisas médicas demonstraram que a agdo exagerada ou o aumento da
meia-vida das enzimas quimiotripticas € comum em pacientes com DA, por
predisposicdo genética, fatores ambientais (como o habito frequente de lavar a pele
com sabao ou detergente, ou uso prolongado de corticoides) ou ainda pela exposicéo a
proteases exogenas, provenientes de acaros da poeira domiciliar e de Staphylococcus
aureus (Cork, 2006). Esta acdo exagerada das enzimas quimiotripticas resulta em
destruicdo precoce dos corneodesmossomos, consequente descamagao dos
corneocitos e adelgacamento do estrato corneo (Cork, 2006).

Além da acao enzimatica nos corneodesmossomos, ha estudos que relacionam
a disfuncdo de barreira epidérmica com alteragbes nas expressdes dos genes que

expressam filagrina, loracrina, e com a redugédo na quantidade, na composi¢céo e na
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sintese das ceramidas, tanto em humanos quanto em alguns cades com DA (Addor e
Aoki, 2010; Chervet et al., 2010; Marsella, 2013; Miller, Griffin e Campbell, 2013, Leung
e Guttman-Yassky, 2014).

O restabelecimento da funcdo de barreira cutdnea causado pela terapia com
ciclosporina e corticoides esta relacionado com a remissédo da doenga apenas em
humanos. No entanto, estudos com caes com DA mostraram restabelecimento da
barreira epidérmica e remissédo da doenga com tratamentos baseados em imunoterapia
(Addor e Aoki, 2010).

2.2.HIPER-REATIVIDADE TEGUMENTAR

A pele do cao com DA tende a uma menor capacidade de auto-regulagado dos
seus mecanismos inflamatérios, mediados por citocinas produzidas principalmente por
linfécitos Th1 e Th2, to que torna a pele de caes com DA, muito reacional.

Ainda ndo é conhecido se as anormalidades imunologicas demonstradas na
DA em céaes ocorrem em consequéncia da permanente disfuncdo de barreira, ou se
ocorrem de forma primaria (Charney et al., 2003; Marsella, Nicklin e Lopez, 2006).

Proteinas alergénicas, uma vez detectadas pelos queratindcitos, plasmaécitos
ou células apresentadoras de antigeno de um cdo com DA s&o fagocitadas e
apresentadas aos linfécitos ThO, nos linfonodos regionais. Esses linfocitos diferenciam-
se em Th2. Estudos recentes vém demonstrando maiores niveis de IL-4 (interleucina
produzida pelo Th2) tanto na pele quanto no sangue periférico de cdes com DA (Miller,
Griffin e Campbell, 2013), o que leva a maior concentragao sérica de IgE (Miller, 1997)
e maior captura de antigenos (Grundy e Barton, 2001; Mason et al., 2003).

As moléculas de IgE produzidas nos linfonodos alcangam a corrente sanguinea
por via linfatica. Devido ao seu grande tropismo histiocitico, estas imunoglobulinas
migram para a derme, onde ligam-se as células de Langerhans, o que aumenta a
captura de alérgenos.

Em adicdo, a IgE tende a ligar-se a receptores especificos na parede celular

dos mastécitos, e permanecem por todo o resto de sua vida util (cerca de quatro a 12
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semanas), ou até que se liguem a algum alérgeno, o que causa desestabilizagao,
desgranulagado mastocitaria e eczema local (Miller, Griffin e Campbell, 2013).

Mastocitos apresentam grande afinidade por moléculas de IgE, o que permite a
ativacado da resposta alérgeno-mediada na pele (Zeman et al., 2002). A presenga dos
mastocitos tanto em pele lesionada, quanto na n&do lesionada, mostra seu relevante
papel na patogenia da DA em cées.

Estas células apresentam-se em maior concentragdo nos pavilhdes auriculares,
nos interdigitos e nas regides abdominal e inguinal (Auxilia e Hill, 2000), coincidindo
com as areas de maior incidéncia de eczema atopico em caes com dermatite atdpica,

descritas por Favrot et al. (2010).

3. FATORES EXTRINSECOS

3.1. IRRITANTES QUIMICOS E FiSICOS

Segundo pesquisas médicas, os extremos de temperatura e umidade
destacam-se como irritantes fisicos capazes de suscitar resposta no paciente com DA
(Schneider et al., 2013).

Ja estudos veterinarios, indicam como irritantes quimicos: cosméticos,
saponaceos, antissépticos, desinfetantes, 18, e excre¢des e secregdes com pH muito
diferente do fisiologico (Miller, Griffin e Campbell, 2013).

Foi demonstrado que o pH do estrato cérneo em humanos depende de
subprodutos da queratinizacdo e da sintese de acidos graxos. Quando mantido
levemente acido, reduz a colonizagdo por bactérias patogénicas. Além disso, o pH
influencia no processo de descamacao, permeabilidade e integridade da coeséo do
estrato cérneo (Cork, 2006).

Assim, o uso de solugdes de pH neutro € capaz de retardar o processo de
recuperagao da barreira epidérmica em humanos (Mauro et al., 1998). E o aumento do
pH da pele é capaz de causar alteragdes na funcdo de barreira, pela inibicdo da
secrecao da fosfolipase A2, que cessa apos contato com solugao de pH acido (Cork,
2006).



A protease que atua na ligagao dos corneodesmossomos humanos alcanga
sua agdo maxima quando em pH neutro e a redu¢édo do pH da pele de 7,5 para 5,5 é
capaz de reduzir a atividade dessa enzima em 50% (Ekholm, Brattsand e Egelrud,
2000; Caubet et al., 2004).

O uso de sabdes e detergentes € uma das principais causas de dermatite de
contato irritante nas maos, em humanos, e pode precipitar crises em pacientes com DA
(Meding e Swanbeck, 1987). Lavar a pele com saponaceos pode causar aumento no
pH da palma das maos por mais de 90 minutos (Mucke et al., 1993). Os detergentes
presentes nas formulagbes para limpeza da pele humana emulsificam a gordura da
superficie cutanea, e permitem que sejam retiradas no enxague, o que pode danificar a

pele, provocar descamacao e perda de agua trans-dérmica (Cork, 2006).
3.2. PRINCIPAIS ALERGENOS AMBIENTAIS

Séao considerados alergénicos para o cado, os elementos de alto peso molecular
e estrutura terciaria complexa, capazes de ligarem-se a duas moléculas de IgE e
suscitarem resposta ao penetrarem o epitélio, seja por ingestdo, inalagdo ou,
principalmente, pela via percutdnea (Marsella, Nicklin e Lopez, 2006).

Os principais alérgenos implicados na DA sdo proteinas provenientes de
fungos anemdfilos, pdlens, micro-organismos (Mason et al., 2003), saliva de artrépodes
e acaros domiciliares (Olivry et al., 2007; Miller, Griffin e Campbell, 2013), sendo estes
ultimos os mais frequentes no animal domiciliado a maior parte do tempo (Zavadiniak,
2000; Arlian e Platts-Mills, 2001; Platts-Mills, 2009; Miller, Griffin e Campbell, 2013 ).

3.2.1. Alérgenos de acaros domiciliares

Além dos acaros que habitam os domicilios (familia Pyroglyphidae), estao
também incuidos no grupo de acaros domiciliares, os acaros de estocagem (familias
Acaridae, Glycyphagidae e Chortoglyphidae), e os acaros predadores (familia
Cheyletidae) (Nuttall et al., 2006).



Os acaros domiciliares sdo bem adaptados ao habitat humano e atuam como
recicladores biolégicos e redutores de residuos humanos (Nuttall et al., 2006). Sua
nutricdo é composta principalmente de restos de alimentos para os &acaros de
estocagem, e de escamas, secregdes epiteliais, fungos, bactérias, detritos organicos e
materiais téxteis para as outras espécies (Zavadniak, 2000; Nuttall et al., 2006; Platts-
Mills, 2009).

O desenvolvimento o6timo da maioria dos 4acaros domiciliares da-se a
temperaturas entre 20 e 30°C, e umidade relativa do ar (URA) entre 80 e 90% (Nuttall

et al., 2006), com alguma variagao entre a espécies, como demonstrado no quadro 1:

Acaro Caracteristicas Referéncias

D. farinae . Maior crescimento entre 25 e 30°C | (Jackson et al., 2005)
e URA de 50 a 60%

D. pteronyssinus . Maior crescimento a 25°C e URA | (Arlian e Platts-Mills, 2001;
de 65 a 75%, Jackson et al., 2005)

. Menor crescimento a 10, 15 ou
20°C, ou mais que 30°C

B. tropicalis . Mais frequentes em regides de | (Terra et al., 2004).

clima tropical e subtropical

Quadro 1- Condigbes 6timas de desenvolvimento dos acaros domiciliares incluidos neste estudo.

Os acaros domiciliares mais frequentemente testados em cdes sdo os da
familia Pyroglyphidae (Dermatophagoides farinae e D. pteronyssinus); da familia
Acaridae (Tyrophagus putrescentiae e Acarus siru) e os da familia Glycyphagidae
(Lepidoglyphus destructor e Blomia tropicalis) (Nuttall et al., 2006).

Cerca de 80% dos cées com DA apresentam IgE sérica que reconhece algum
acaro domiciliar, como o D. farinae e o D. pteronyssinus (Miller, Griffin e Campbell,
2013). Apesar de utilizarem diferentes metodologias, os testes ID e sorologicos
aplicados em diferentes regides geograficas no mundo mostraram também maior

prevaléncia de sensibilizacdo aos acaros domiciliares, como descrito no quadro 2:




Local Sensibilizagao encontrada Referéncia

Canada 88,9% de reagbes positivas para | (Gosselin et al., 1983)
acaros

Reino Unido 66,4% D. farinae, (Foster et al., 2003)
2% D. pteronyssinus

Grécia 84,61% de resposta positiva para | (Saridomichelakis et al.,
acaros da poeira doméstica 1999)

Japéo 69,5% para acaros (Park et al., 2000)

Brasil 67,5% D. pteronyssinus (Assungao, 2014)

9,4% D. farinae
6% B. tropicalis

Brasil 17,4% D. farinae e D. pteronyssinus | (Cunha, Chagas e
Faccini, 2012).

Quadro 2- Reacgdes positivas mais prevalentes aos testes ID ou sorolégico em diferentes regides do

mundo.

Outra publicagédo brasileira, também baseada na identificacdo da IgE sérica,
concluiu que os acaros D. farinae e B. tropicalis podem contribuir para a patogénese da

DA em caes no Brasil (Cunha, Silva e Faccini, 2012).

3.2.2. Alérgenos de podlens

Os principais causadores de polinose humana sdo os alérgenos provenientes
de polens anemdfilos - carreados pela agdo do vento (Taketomi et al., 2006). Alérgenos
de pdlens sao proteinas ou glicoproteinas soluveis em agua e por isso prontamente
disponiveis biologicamente. Sua propagacéo ocorre principalmente em dias quentes,
secos e com vento (Vieira, 1995).

Se forem provenientes de um meio ambiente seco (isotdnico), entram em
contato com as mucosas, levando a sintomas locais imediatos nos individuos
sensibilizados. No entanto, se forem provenientes de meio ambiente hipoténico (apos

chuva, por exemplo), liberam alérgenos menores, capazes de alcangar as vias aéreas
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inferiores e induzir asma, ao serem inalados por individuos sensibilizados (Suphioglu,
1998).

Em ambiente seco, os pdlens podem permanecer viaveis por séculos
(Suphioglu, 1998). E quando hidratados ou em contato com poluentes, sdo capazes de
liberar diversas enzimas, incluindo proteases que causam dano epitelial, o que facilita o
processo de sensibilizagdo as particulas alergénicas (Hassim, Maronese e Kumair,
1998).

Pelo menos 40% dos pacientes alérgicos em todo o mundo s&o sensibilizados
a polen de gramineas (Anderson e Lidholm, 2003).

Em regides de clima temperado, como América do Norte, Europa e partes da
Austrdlia, Lolium perenne e gramineas similares sao importantes fontes de polinose
(Freidhoff et al., 1986, Wathrich et al., 1995). No Brasil, as gramineas de importancia
alergénica incluem: L. perenne (azevém), Poa pratensis (erva-de-febra), Phleum
pratense (conhecida em Portugal como rabo-de-gato), Dactylis glomerata (conhecida
em Portugal como pé-de-galo) e Cynodon dactylon (grama-bermudas) (Weber, 2003).

A graminea mais abundante no sul do Brasil, principalmente em regides nao-
rurais (periferia de rodovias, calgadas e terrenos abandonados nas cidades) € Lolium
multiflorum (azevéme-italiano). Esta espécie invasiva e resistente tem sido associada a
polinose e apesar de sua real participagdo na sensibilizacdo alérgica ainda ser
desconhecida, foi demonstrado que mesmo cidades altamente populosas podem ter
graos de polen dessa graminea no ar durante o periodo de polinizagao (Vieira, 2003).

Ha& poucos estudos, no Brasil e no mundo, sobre a caracterizagdo dos
alérgenos de L. multiflorum. E porque ainda ndo ha padronizagdo comercialmente
disponivel de extratos desta graminea para uso clinico em testes cutaneos ou sorologia
especifica, muitas vezes apenas L. perenne é utilizada nas baterias realizadas. Uma
melhor definicdo, portanto, da ocorréncia de reagc&o cruzada entre essas espécies seria
util para diagnosticos e tratamentos mais especificos da polinose no Brasil (Taketomi et
al., 2006).



Em cées, existe pouca pesquisa a respeito da sensibilizagao aos polens e por
isso alguns autores a consideram em cées com prurido sazonal, e indicam a realizagao
dos testes alérgicos logo apds o periodo de polinizagéo (Olivry et al., 2010).

Paradoxalmente, um estudo retrospectivo, conduzido na Franga, sugeriu que a
sensibilizacdo a polens em céaes € perene. Seus resultados demonstraram que apenas
16,5% dos 261 caes alérgicos avaliados, apresentavam prurido sazonal (Roussel,
Bruet e Bourdeau, 2013).

Estes autores sugeriram a hipdtese do acumulo destes alérgenos nos
domicilios para explicar a falta de influéncia da época do ano com a presenga de

sensibilizacdo a pdlens verificada.

3.2.3. Alérgenos de fungos

A abundancia de esporos fungicos no ar despertou a pesquisa do seu potencial
alergénico na medicina. Fungos produzem aeroalérgenos e sua dispersao depende das
condigOes climaticas. Sua concentragdao atmosférica depende das variagdes ecoldgicas
na vegetacao ambiental, da estacdo do ano e da localizagado geografica (Zoppas et al.,
2006).

Alguns fungos, ditos dominantes universais, tendem a prevalecer de forma
ubiquitaria, como o Cladosporium sp, capaz de multiplicar-se em locais de clima quente
e umido, e onde haja abundancia de matéria vegetal, como os arredores de parques e
jardins, pomares e plantagdes agricolas (Zoppas et al., 2006).

Um estudo confirmou sua presenga em uma cidade do sul do Brasil ao publicar
que os fungos mais encontrados foram: Alternaria sp, Aspergillus sp, Penicillium sp e
Cladosporium sp, entre outros, todos do grupo Deuteromycotina (Zoppas et al., 2006).

Os fungos desse grupo apresentam alta taxa de multiplicacdo de esporos
redondos e de baixa densidade, com alguma diversidade enzimatica, pouca demanda
de substrato e grande capacidade de dispersao (Lima e Gadelha, 1983).

Das 250.000 espécies de fungos conhecidas, cerca de 100 possuem ligagao

com alguma doenca alérgica em humanos. No entanto, a prevaléncia da sensibilizagcao
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a fungos é pouco conhecida, variando de 3 a 91% em estudos médicos (Zoppas et al.,
2006).

Ha poucas publicagbes que envolvam cdes com DA a esse respeito e os
resultados variam grandemente também, desde 0,7% no Reino Unido (Foster et al.,
2003), até 60% na Califérnia, EUA (Zur et al., 2002).

3.2.4. Alérgenos da saliva da pulga

Caes com DA sao mais susceptiveis a alergia a proteinas encontradas na
saliva da pulga (Ctenocephalides felis) (Bevier, 1997). A sensibilizacdo dos caes a
esses antigenos foi demonstrada em cerca de 82% dos caes que participaram de um
estudo, com teste sorologico, apdés 40 semanas de exposi¢gao (Cook et al., 1996;
McCall et al., 1997).

Esses artropodes podem ser encontrados tanto no ambiente extradomiciliar
quanto no seu interior (Miller, Griffin e Campbell, 2013). Em locais de clima quente,
como a Fldrida, nos EUA, as pulgas podem sobreviver ao ambiente extradomiciliar
durante todo o ano, em micro-habitats protegidos, como dentro da casa do cachorro no
quintal, ou debaixo de alguma mobilia no ambiente domiciliar (Bos, Teunissen e
Kapsenberg, 1989).

Os niveis o6timos de desenvolvimento desses insetos sdo alcancados a
temperatura de 20 a 30°C, com URA menor que 70%, enquanto mostram-se reduzidos
a temperaturas maiores que 35°C, ou menores que 8°C (Bos, Teunissen e Kapsenberg,
1989).

Além da temperatura ambiente, variagbes na URA também interferem
grandemente no desenvolvimento das pulgas e, em meios protegidos, como carpetes,
em que as condigdes ambientais podem ser diferentes e mais favoraveis que as
encontradas no chao ou no resto do domicilio, o seu ciclo de vida pode completar-se

mais rapido que o habitual (Thyssen et al., 2007).
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No Rio de Janeiro, Brasil, um estudo demonstrou sensibilizagdo aos alérgenos
da saliva da pulga mais frequente (52,2%) que aos acaros testados (Cunha, Chagas e
Faccini, 2012).

Em Ohio, EUA, quando o mesmo extrato antigénico, contendo os principais
alérgenos da saliva da pulga, foi utilizado no teste ID e também no sorologico, houve
grande concordancia nos resultados, com acuracia do teste soroloégico variando de 88
a 90% (MccCall, 1997).

4. MANIFESTAGOES CLINICAS

Na fase inicial, caes com DA podem apresentar apenas prurido alesional. Com
a intensificacdo do prurido, as manifestagcdes cutdneas incluem maculas, manchas
eritematosas e papulas, as quais podem acarretar erosdes e alopecia auto-induzida
(Olivry et al., 2010).

Com a cronicidade, a DA é associada com hiperqueratose, descamacéo,
liquenificagdo e hiperpigmentagdo, distribuindo-se de acordo com a cronicidade e os
alérgenos envolvidos (Olivry et al., 2010).

Em relagdo a topografia lesional, as principais areas acometidas pela DA no
cao sao a face, a regido cervical ventral, a face interna dos pavilhdes auriculares, as
axilas, o abdébmen, a regido inguinal, o perineo, a face ventral da cauda, as regides
flexurais, os interdigitos e as areas dorsais e ventrais das extremidades distais dos

membros (Olivry et al., 2010).
5. DIAGNOSTICO

O diagnostico da DA em cées baseia-se, principalmente, no histérico e
achados do exame clinico, além da exclusdo de outras sindromes pruriginosas, que
cursam com igual conjunto de manifestagdes clinicas.

Recentemente, foi criado, para auxiliar na triagem diagndstica, um conjunto de

critérios com alta especificidade para o diagndstico da DA em céaes, desde que tenham
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sido excluidas previamente outras dermatopatias pruriginosas, chamado Critérios de

Favrot (Favrot et al., 2010), descritos no quadro 3.

Critérios de Favrot (2010) para o diagnéstico da DA em caes:

1- prurido inicia antes de trés anos de idade

2- prurido melhora com corticoides

3- cdo domiciliado

4- prurido primario

5- prurido na por¢ao distal dos membros toracicos
6- prurido em condutos auditivos

7- margens dos pavilhdes auriculares nao afetadas

8- regiao dorsolombar nao afetada.

ApoOs a exclusdo das parasitoses e infecgdes, com seis desses oito parametros

acima, a especificidade pode alcangar 89%.

Quadro 3- Critérios de Favrot para o diagnostico da DA em caes (Favrot et al., 2010).

Diferente do que ocorre com outras dermatopatias, os exames laboratoriais tém
apenas papel complementar no diagnostico da DA em cées. Testes soroldgicos e ID,
por consenso, sao indicados para identificar se ha ou ndo resposta IgE-mediada, e
permitir o diagndstico da dermatite atopica strictu sensu (associada a sensibilizagdo a
alérgenos ambientais), para direcionar a exclusao e controle de alérgenos, e a escolha
de quais destes devem ser incluidos na imunoterapia alérgeno-especifica para cada
paciente (Hillier e DeBoer, 2001; Deboer e Hillier, 2001; Olivry et al., 2010; Miller, Griffin
e Campbell, 2013).

13



5.1. TESTE ALERGICO INTRADERMICO

Em medicina, por serem pouco invasivos e de boa reprodutibilidade, se
aplicados corretamente, testes cutaneos tém sido indicados para confirmar resposta
alérgica, principalmente em pacientes com rinite e asma (Farias, 2007).

Ha décadas, o teste ID, cujo resultado positivo caracteriza-se pela formacéo de
uma papula por reacdo de hipersensibilidade imediata, tem sido utilizado no
diagndstico dos fatores extrinsecos ambientais associados a DA em caes, com o
principal objetivo de selecionar alérgenos nao alimentares candidatos para
imunoterapia, e de direcionar a escolha das medidas de controle ambiental desses
alérgenos (Olivry et al., 2010).

O teste alérgico intradérmico é considerado procedimento rapido e seguro
(Hillier e DeBoer, 2001; Cunha et al., 2007; Ferreira, 2013), em que extratos
alergénicos séo aplicados por via intradérmica para avaliar, de acordo com a
intensidade da reacdo, se ha hipersensibilidade mediada por IgE aos alérgenos
utilizados (Ferreira, 2013), e se estes devem ser incluidos no protocolo de imunoterapia
alérgeno-especifica ou nao.

O teste ID é um importante auxiliar no diagnostico da DA em caes, por avaliar o
orgao-alvo desta sindrome (Carlotti e Costragent, 1992; Koch e Peters, 1994; Sture et
al., 1995). Sua principal limitacdo é a possibilidade de interferéncia no potencial
reacional cutaneo, pelo uso prévio de varias medicagdes, como anti-histaminicos e
corticoides (Hillier e DeBoer, 2001; Ferreira, 2013).

Por avaliar resposta bioldgica, tanto seus resultados quanto sua interpretagao
podem ser influenciados por multiplos fatores, como o tipo de extratos utilizados, a
genética da populagéo, a técnica utilizada (Oppenheimer e Nelson, 2006), o local do
teste na pele e, principalmente, a possivel interferéncia de medicamentos que possam
suprimir ou alterar a resposta cutanea (Dreborg, 1989; Nelson, 1983; Nelson, 2001), o
que pode reduzir sua acuracia e seus valores preditivos positivos.

A escolha dos alérgenos utilizados no teste ID é baseada em disponibilidade
comercial, padronizagdo para uso em caes, e na sua distribuicdo geografica. Os
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alérgenos mais testados na DA em cées sao: insetos, epitélios de animais, pdlens,
fungos e acaros domiciliares (Buckley et al., 2013).

Estudos em humanos e em cdes com DA mostraram a eisténcia de reacgéo-
cruzada entre extratos dos acaros domiciliares, como D. farinae, D.pteronyssinus, A.
siro, T. putresceantiae, Euroglyphus maynei, Lepidoglyphus destructor e Glycyphagus
domesticus (Griffin et al., 1989; Johansson, Johansson e van Hage-Hamsten, 1994;
Saridomichelakis et al., 2008).

A qualidade dos extratos utilizados constitui importante variavel, independente
do método. A maioria deles € padronizada para uso em humanos, mas ainda nao foi
esclarecido se o conteudo alergénico, ou se a composi¢gdo e a concentragcao desses
extratos € adequada para uso em caes com DA (Wassom e Grieve, 1998). Esta falta de
padronizagao dos extratos alergénicos (Loewenstein e Mueller, 2009) pode interferir na
confiabilidade do teste ID na DA em caes (DeBoer e Hillier, 2001).

Assim como ocorre com os extratos alergénicos, também ndo ha ainda um
consenso a respeito da concentragédo de histamina (controle positivo) mais eficaz a ser
utilizada na DA em caes. A variagcao encontrada nas publicacbes é razoavelmente
grande, como 0,01mg/mL nos EUA (Buckely et al., 2013) e 0,1mg/mL na Escandinavia
(Oppenheimer, 2006).

Uma vez que a interpretacdo dos resultados do teste ID depende da
comparagcdo da papula formada pelo controle positivo, uma solu¢do de histamina,
quando pouco concentrada, pode reduzir o ponto de corte (cut off) do teste e elevar
demais sua sensibilidade, aumentando a ocorréncia de resultados falso-positivos.

Da mesma forma, uma concentragdo muito alta de histamina como controle
positivo, de um teste ID, pode reduzir a sensibilidade, aumentando a incidéncia de
falso-negativos, por deixar o ponto de corte maior e dificil de ser ultrapassado pelas
papulas formadas pelos extratos alergénicos, ainda que o paciente seja hipersensivel a
algum deles.

A maioria dos estudos com este teste alérgico sugere a regido da lateral do

térax, uma vez que o local da realizagéo do teste ID pode provocar resultados mais ou
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menos intensos (Wassom e Grieve, 1998), dependendo da concentragdo de mastocitos
e capacidade reacional cutanea.

Os extratos empregados podem conter componentes capazes de levar a
desgranulagdo dos mastécitos, e gerar resultados falso-positivos (Wassom e Grieve,
1998), da mesma forma que alguns farmacos podem reduzir ou inibir a resposta
imunoalérgica na pele. Nado ha publicagdes suficientes, até o momento, para
estabelecer-se um padrdao de tempo para interrupgao prévia de tais farmacos. No
entanto, para evitar que essas decisbes continuassem sendo tomadas com base na
experiéncia clinica e ndo em evidéncia cientifica, uma recente compilagéo dos estudos
foi publicada e sugeriu protocolos de intervalo para anti-histaminicos, corticoides e
outros imunomoduladores, previamente a realizacdo de testes alérgicos em caes
(Quadro 4) (Olivry e Saridomichelakis, 2013).

Imunomodulador Intervalo
Anti-histaminicos orais 2-7 dias
Corticoide topico e ético 14 dias

Corticoide oral - prednisolona e prednisona Preferencialmente 14 dias

Corticoide sistémico - metilprednisolona 28 dias
injetavel
Ciclosporina oral (5mg/kg uma vez ao dia) N&o é necessario interromper o uso

Quadro 4 — Intervalos de tempo sugeridos para interrupcdo do uso de imunomoduladores prévios ao
teste ID, adaptado de Olivry e Saridomichelakis (2013).

A técnica do profissional que realiza o teste ID também pode interferir nos
resultados e na sua confiabilidade. Estudos ndo publicados relataram boa concordancia
entre as interpretagdes deste teste por trés pesquisadores distintos (Plant et al., 2014),
mas o assunto carece de mais pesquisa.

Para avaliar a reprodutibilidade do teste ID para DA e caes, a realizacao de

treinamento e afericdo da dextreza dos participantes da equipe, através de um teste de
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proficiéncia de simples realizagao, foi recentemente proposta no Brasil (Cunha, Nunes
e Souza, 2013).

Embora possa variar, a metodologia do teste ID, em geral, inclui tricotomia para
marcacgao dos pontos de aplicagdo, com trés centimetros de distancia entre eles, com
seringa apropriada (de agulha fina, com 27 gauge ou menor), aplicagdo intradérmica
dos controles positivo e negativo e dos extratos alergénicos a serem testados, e leitura
das papulas formadas alguns minutos depois (Miller, Griffin e Campbell, 2013).

Também n&o ha ainda consenso para a interpretacao do teste ID na DA em
caes. Ha autores que sugerem a interpretagdo objetiva como sendo a forma mais
confiavel de se interpretar um teste cuténeo, através da afericao e registro dos valores
do tamanho da reagdo obtida em milimetros (com régua ou paquimetro) (Reedy et al.,
1997; McCann e Ownby, 2002; Hensel et al., 2004 e Hubbard e White, 2011).

Outros autores preferem método de interpretagdo mais subjetivo, comparando
a turgidez, o tamanho e o eritema formados nas papulas dos extratos alergénicos com
as dos controles positivo e negativo, através de um escore de 0-4, em que valores
iguais ou maiores que 2 sao considerados positivos e valores iguais a 0 ou 1 séo
sempre negativos (Goldman et al., 2010).

Na auséncia de um método diagnostico padrao e de facil aplicagdo para a
identificacdo de sensibilizacdo a um alérgeno especifico na DA em caes, ndao ha como
avaliar a sensibilidade e a especificidade dos testes ID em cées de forma precisa
(Koebrich et al., 2012).

5.2. TESTE ALERGICO SOROLOGICO

Por serem mais rapidos e mais faceis de realizar na rotina clinica, que o teste
ID, muitos tipos de testes sorolégicos foram desenvolvidos e sdo amplamente utilizados
na pratica veterinaria (Hillier, 2002), principalmente fora do Brasil.

Uma vez que nenhum teste sorologico disponivel é totalmente sensivel ou
especifico, tal teste ndo é indicado como triagem para classificar pacientes como

alérgicos ou nao alérgicos (DeBoer e Hillier, 2001). No entanto, pode ser uma util
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ferramenta diagnostica para guiar a escolha dos alérgenosque compordo a
imunoterapia ou o manejo clinico do cado com DA, na redugdo dos alérgenos no
ambiente (Olivry et al., 2010).

Historicamente, a metodologia dos testes soroldgicos evoluiu, passando do uso
de anti-soros policlonais para os monoclonais, e da tecnologia RAST
(radioallergosorbant test) para a ELISA (ensaio de imunoabsorgédo ligado a enzima).
Ambas as tecnologias utilizam um meio sélido, que € sensibilizado com o alérgeno a
ser testado. Os anticorpos provenientes de caes em teste sdo detectados por anti-
anticorpos marcados com radiacdo (RAST) ou enzimas (ELISA), que catalizam a
conversao de algum substrato a uma forma detectavel e quantificavel (Thom et al.,
2009).

Os anti-anticorpos utilizados primeiramente eram policlonais simples ou
purificados, geralmente preparados por imunizagdo de coelhos ou cabras com IgE
canina purificada (Kleinbeck et al., 1989; Peng, Simons e Becker, 1993).

Acreditava-se que estes fossem uteis para o diagndstico da DA em céaes
(Kleinbeck et al., 1989), mas pesquisas mostraram que a IgE contém inumeros
epitopos similares ou idénticos aos da IgG, o que aumentava as chances de testes
sorologicos policlonais serem menos sensiveis a IgE, e resultarem em diagndsticos
falso-positivos (Goldman et al., 2010).

Assim, testes diagndsticos baseados em anticorpos policlonais tendem a
mostrar baixa especificidade (Codner e Lessard, 1993) e baixa concordancia com os
testes ID (Miller, Scott e Janet, 1992; Bond, Thorogoog e Lloyd, 1994) e nao
apresentam bom valor preditivo positivo para DA em caes (Haemmerling e De Weck,
1998).

Nas doengas atopicas por inalagdo ou ingestdo de alérgenos, os anticorpos IgE
especificos caninos parecem compartilhar algumas propriedades similares com IgE
humanas homologas (Goldman et al., 2010). Em particular, a IgE de caes € menos
termossensivel e capaz de transferir sensibilidade ao alérgeno, tanto por transferéncia
passiva para a pele in vivo, quanto para células ou tecidos liberadores de mediadores,

in vitro (Hillier e Griffin, 2001).
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Essas constatacdes levaram ao desenvolvimento dos primeiros anti-anticorpos
monoclonais, capazes de reconhecer mais epitopos na mesma molécula de IgE, devido
a associacao de anti-anticorpos monoclonais canino e humano. Esse tipo de teste pode
mostrar elevada sensibilidade, o que explica a grande quantidade de resultados falso-
positivos nos relatos da época, segundo Derer, Morrison-Smith e DeWeck (1998).

Importante avango na especificidade do teste alérgico sorolégico resultou do
desenvolvimento de tecnologia recombinante (Wassom e Grieve, 1998), que clona um
fragmento da porgéo extracelular do mastécito, onde ha o receptor de alta afinidade
para IgE (FceR1-alfa) (Steadman et al., 2001).

A interagdo das moléculas de IgE com o FceR1-alfa é altamente especifica e
dependente da configuragao tridimensional da por¢cdo Fc da molécula de IgE, uma vez
que outros tipos de anticorpos (IgM, IgA e 1gG), reativos ou ndo ao alérgeno, nao se
ligam a esse receptor (Wassom e Grieve, 1998).

Com tal metodologia (Quadro 5), anticorpos IgE relevantes sao detectados.
Porém, os anticorpos IgE, presentes no soro do cédo, que conseguem se ligar ao
alérgeno da placa, mas ndo conseguem se ligar ao receptor do fragmento de mastocito
(FceR1-alfa, ndo sao detectados; sendo considerados irrelevantes, por serem

incapazes de se ligar aos mastdcitos cutaneos (Wassom e Grieve, 1998).

Fase 1 Fase 2 Fase 3

2444

Legenda: mm - placa,i - extrato alergénico,l - IgE do soro do paciente, ﬁ - fragdo do mastocito que

reconhece a IgE canina, - enzima de marcagéo.

Quadro 5- llustracdo da utilizagéo da fragédo FceR1-alfa no teste sorolégico Allercept® (Heska).
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Ha poucos estudos comparando dois testes sorolégicos (Haemmerling e De
Weck, 1998), enquanto muitos outros comparam os resultados do teste sorolégico com
os do teste ID (Bevier et al., 1997; Wassom e Grieve, 1998; Saevik, Ulsten e Larsen,
2003; Thom et al., 2009; Goldman et al., 2010; Koebrich et al., 2012), mostrando que
na maioria das vezes ha uma pobre concordancia entre testes sorologicos e
intradérmico (Codner e Lessard, 1993; Bond, Thorogood e Lloyd, 1994; Haemmerling e
De Weck, 1998; Wassom and Grieve, 1998; Park et al., 2000; Foster et al., 2003;
Saevik, Ulsten e Larsen, 2003; Patterson, Schaeffer e Campbell, 2005).

Independendo de qudo especifica € a tecnologia utilizada para detectar
anticorpos IgE, a qualidade dos extratos utilizados para os testes alérgicos € uma
importante variavel (DeBoer e Hillier, 2001).

A comparagao entre testes de diferentes metodologias, na afericdo de IgE
alérgeno-especifica, pode mostrar limitagdes importantes, devido a diferengcas de
imunogenicidade entre os extratos alergénicos, seja por variagdo na poténcia entre os
fornecedores e as partidas dos extratos; por contaminacao-cruzada; pela ocorréncia de
diferentes processos de extracdo durante a produgdo do alérgeno-reagente; pela
variagao da estabilidade do extrato, durante a estocagem; ou ainda por fatores como a
estacdo do ano em que o material base é coletado para a manufatura (Hamilton e
Adkinson, 2003).

Outra importante limitacdo do teste sorolégico € a falta de padrdo metodolégico
(Williams et al., 2000; DeBoer e Hillier, 2001). Em medicina veterinaria, programas de
garantia de qualidade tém sido implementados a critério dos laboratérios (Thom et al.,
2009), mas ainda ndo ha padronizagédo de protocolos de como interpretar os diversos
meétodos dos testes alérgicos soroldgicos; ou uma certificacdo dos laboratérios e um
programa de garantia de qualidade para testes sorolégicos IgE alérgeno-especificos
(Hillier e DeBoer, 2001).
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CAPITULO 2

ACURACIA DE TESTES SOROLOGICOS NO DIAGNOSTICO DE SENSIBILIDADE A
ACAROS EM CAES COM DERMATITE ATOPICA
(Diagnostic accuracy of serum assays for mite sensitivity in dogs with atopic dermatitis)

As manifestagdes clinicas da dermatite atdpica (DA) em cées sdo geralmente
associadas a reagdes da imunoglobulina-E (IgE) contra alérgenos ambientais,
principalmente acaros domiciliares. Testes sorolégicos e intradérmicos séo indicados
para o diagnodstico da dermatite atopica stricto sensu, para direcionar o controle de
alérgenos, e a escolha de quais destes devem ser incluidos em protocolos de
imunoterapia alérgeno-especifica. O presente estudo teve como objetivo avaliar
acuracia, valores preditivos e concordancia do teste sorolégico que utiliza fragdo Fc do
mastocito e de um teste policlonal, na identificacdo de sensibilidade aos acaros
Dermatophagoides pteronyssinus (DP), Dermatophagoides farinae (DF) e Blomia
tropicalis (BT), comparado com teste intradérmico de alta especificidade. O teste ID foi
realizado em 78 caes (55 com DA e 23 saudaveis). Os soroldgicos foram realizados em
20 caes com DA e teste ID positivo, e em 19 caes saudaveis com teste ID negativo. O
valor de kappa determinou a concordancia entre os testes. Foram calculados os
parametros de acuracia: sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo
(VPP) e valor preditivo negativo (VPN). Quando considerado resultado positivo a pelo
menos um dos acaros testados (avaliacédo geral), o teste soroldgico policlonal
apresentou acuracia=0,49, S=74%, E=26%, VPP=50% e VPN=45%. Quando
considerados os resultados de cada acaro testado separadamente, este mesmo teste
apresentou para DP: acuracia=0,58, S=36%, E=74%, VPP=50% e VPN=61%; para DF:
acuracia=0,46, S=78%, E= 32%, VPP= 35% e VPN=75%; e para BT acuracia=0,53; S=
55%; E= 53; VPP= 40; e VPN= 67%. O teste de técnica FceR1-alfa apresentou, na
avaliacdo geral, acuracia=0,46, S=65%, E=26%, VPP=48% e VPN=42%. E na
avaliagao por acaro, apresentou para DP: acuracia=0,58, S=57%, E=58%, VPP=50% e
VPN= 65%, para DF: acuracia=0,50, S=44%, E=53%, VPP=31% e VPN=67%, e para
BT: acuracia=0,67, S=45%, E= 79%, VPP=56% e VPN= 71%. O grau de concordancia
entre teste ID e sorolégico policlonal foi pobre (0,05), e entre o teste ID e o sorolégico
FceR1-alfa, foi inexistente (-0,09). Entre os dois testes sorologicos, a concordancia foi
moderada (0,52). E na avaliagcdo por acaro, o grau de concordancia entre testes
sorologicos variou de pobre a fraca (0 a 0,32). Os parametros de acuracia dos testes
sorologicos avaliados sugerem que tais testes ndo sdo indicados para a escolha dos
alérgenos a serem incluidos na imunoterapia alérgeno-especifica, quando utilizado
como referéncia um teste ID de alta especificidade. Embora seus valores preditivos
sejam baixos, estes podem elevar-se quando avaliadas as respostas a cada acaro
individualmente. O grau de concordancia entre os testes soroldgicos avaliados é
moderado e ndo ha concordancia entre estes e o teste ID.

Palavras-chave: Teste intradérmico. Blomia tropicalis.  Dermatophagoides
pteronyssinus. Dermatophagoides farinae. Grau de concordancia.
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ABSTRACT

Clinical signs of canine atopic dermatitis (AD) are usually associated with
immunoglobulin-E (IgE) reactions against environmental allergens, especially house
dust and storage mites. Serological and intradermal testing are indicated for the
diagnosis of canine atopic dermatitis sensu stricto, to guide allergen control and identify
relevant allergens for inclusion in allergen-specific immunotherapy protocols. This study
aimed to evaluate accuracy parameters, predictive values and correlation of a FceR1-
alfa serological test and a polyclonal test, for the identification of sensitivity to the mites
Dermatophagoides pteronyssinus (DP), Dermatophagoides farinae (DF) and Blomia
tropicalis (BT), compared to a high specific intradermal test (IDT). Intradermal test was
performed in 78 dogs (55 with AD and 23 healthy dogs). Serological testing was
performed in 20 dogs with AD and positive IDT, and in 19 healthy dogs with negative
IDT. Kappa value determined correlation between the tests. The following accuracy
parameters were calculated: sensitivity (S), specificity (E), positive and negative
predictive values (PPV, NPV). When considered positive result to at least one of the
tested mites (overall rating), polyclonal serological test showed accuracy=0,49, S=74%,
E=26%, PPV=50% and NPV=45%. When considering the results of each mite tested,
individually, this test showed for DP: accuracy=0,58, S=36%, E=74%, PPV=50% and
NPV=61%; for DF: accuracy=0,46, S=78%, E= 32%, PPV= 35% and NPV=75%; and for
BT accuracy=0,53; S= 55%; E= 53; PPV= 40, and NPV= 67%. The FceR1-alpha test
showed, in overall rating, accuracy=0,46, S=65%, E=26%, PPV=48% and NPV=42%.
And in mite rating, it showed for DP: accuracy=0,58, S=57%, E=58%, PPV=50% and
NPV= 65%; for DF: accuracy=0,50, S=44%, E=53%, PPV=31% and NPV=67%; and for
BT: accuracy=0,67, S=45%, E= 79%, PPV=56% and NPV= 71%. Agreement between
IDT and polyclonal serum test was poor (0,05), while among IDT and FceR1-alpha test
was non-existing (-0,09). Overall agreement between both serum tests was moderate
(0.52). And mite rating showed a poor to weak (0-0,32) agreement between serum
tests. In conclusion, the accuracy parameters of the serological tests evaluated herein,
suggest that such tests are not indicated for choosing allergens to be included in
allergen-specific immunotherapy, when a high specificity IDT is used as reference.
Furthermore, though negative predictive values were low, these can rise when the
sensitivity to each mite is evaluated individually. And, finally, agreement between the
serological assays evaluated herein is moderate and there is no agreement among
them and IDT.

Keywords: Intradermal testing. Blomia tropicalis. Dermatophagoides pteronyssinus.
Dermatophagoides farinae. Correlation.
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1. INTRODUGAO

A DA em caes é doenca tegumentar inflamatdria, crbnica e pruriginosa, com
cerca de 10% de prevaléncia mundial (Lund et al., 1999; Hillier e Griffin, 2001) e
manifestagdes clinicas que podem estar associadas a sensibilizagdo e a produgao de
IgE, direcionada principalmente a alérgenos ambientais, mormente os provenientes dos
acaros domiciliares D. farinae e D. pteronyssinus (Miller, Griffin e Campbell, 2013). Em
regides de clima tropical e subtropical, uma crescente importancia de sensibilizagao a
B. tropicalis tem também sido observada em humanos com asma e rinite (Terra et al.,
2004).

Por ser uma condicdo multifatorial, o protocolo terapéutico da DA inclui
variadas abordagens, sendo a dessensibilizagdo por imunoterapia, uma modalidade
frequentemente indicada em caes (Miller, Griffin e Campbell, 2013).

Estudos em cdes com DA mostraram restabelecimento da barreira epidérmica
e remissao dos sintomas da doenga com tratamentos baseados em imunoterapia
alérgeno-especifica (Addor e Aoki, 2010). Por esse motivo, testes alérgicos alérgeno-
especificos sao de grande importancia na DA (Saevik, Ulstein e Larsen, 2003).

Apesar dos muitos estudos publicados, ainda ndo ha consenso a respeito do
melhor teste alérgico (Hillier, 2002).

Testes soroldgicos e intradérmicos nao sao totalmente sensiveis ou especificos
(DeBoer e Hillier, 2001) e, por isso, ndo sao indicados no estabelecimento diagnodstico
da DA (Olivry et al., 2010), apesar de serem boas ferramentas para o ajuste do manejo
ambiental e a selegcdo dos extratos alergénicos para imunoterapia alérgeno-especifica
(DeBoer e Hillier, 2001)

Em caes, o teste ID é considerado como o padrao-ouro, ou teste-referéncia, no
diagnéstico de sensibilizagdo em individuos com DA, principalmente por testar o érgao-
alvo desta sindrome (Olivry et al., 2010; Miller, Griffin e Campbell, 2013).

Por serem mais rapidos e mais faceis de realizar na rotina clinica, que o teste
ID, muitos tipos de testes soroldgicos foram desenvolvidos e sdo amplamente utilizados
na pratica veterinaria (Hillier, 2002). No Brasil, um teste sorolégico de metodologia
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policlonal vem sendo utilizado na avaliacédo da sensibilizagédo a alérgenos ambientais
na DA em cées ha muitos anos.

Porém, devido aos testes soroldégicos com anticorpos policlonais serem
vinculados a muitos resultados falso-positivos, um teste mais especifico na detecgéao de
IgE (Wassom e Gieve, 1998), que ndo utiliza anticorpos mono ou policlonais
(Allercept®, HESKA, Suiga), tornou-se popular entre os médicos veterinarios,
principalmente da Europa e América do Norte, e recentemente foi disponibilizado no
Brasil.

Essa tecnologia, surgida no final da década de 1990, utiliza a cadeia alfa do
receptor de IgE de alta afinidade ao mastécito (FceR1-alfa) para detectar IgE alérgeno-
especifica no soro dos caes (Kristensen, 1998).

Seu fabricante (HESKA) afirma que a ligagao do receptor FceR1-alfa de caes,
gatos, cavalos e humanos com epitopos diferentes de IgE ocorre em menos de 10%
dos casos (Foster et al., 2003; Thom et al., 2009), o que fornece a este teste uma
melhor especificidade.

Em medicina, testes alérgicos cutaneos sao os principais métodos usados para
avaliar a sensibilidade em individuos alérgicos, principalmente por serem pouco
invasivos e de boa reprodutibilidade, se aplicados corretamente (Oppenheimer e
Nelson, 2006).

Por serem testes bastante distintos entre si, uma vez que o intradérmico
detecta IgE alérgeno-especifica na pele e o teste soroldgico identifica a IgE alérgeno-
especifica presente no soro, a avaliagdo da concordancia entre ambos tem sido muito
variada (Carlotti e Costragent, 1992; McCall, 1997; Hillier, 2002).

Oppenheimer e Nelson (2006) recomendam que o clinico considere os valores
preditivos positivos e negativos de ambos os testes alérgicos e os use em associagao
ao histdrico e exame fisico, para concluir o diagnéstico de sensibilizacdo associado a
doencga alérgica (Oppenheimer e Nelson, 2006). Da mesma forma, pesquisadores
veterinarios frequentemente indicam a associacdo de ambos os testes, na pratica

dermatoldgica clinica, para melhorar a conduta terapéutica do cao com DA (Hillier,
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2002; Miller, Griffin e Campbell, 2013). No Brasil, no entanto, pouca evidéncia cientifica

tem sido documentada a esse respeito.
2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a acuracia de um teste sorolégico policlonal e outro, que utiliza a cadeia
FceR1-alfa do mastécito, para identificacdo de sensibilidade aos acaros:
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e Blomia tropicalis, em

caes com DA.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Calcular os valores preditivos de ambos os testes sorolégicos para
diagndstico de sensibilizagao a acaros em caes com dermatite atopica.

b) Avaliar o grau de concordancia entre os testes soroldgicos utilizados.

c) Avaliar a concordancia entre o teste intradérmico e os testes soroldgicos

utilizados.
3. MATERIAL E METODOS
3.1. COMITE DE ETICA

O protocolo experimental do presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
para Uso de Animais da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR), sob o

registro de numero 833 (Anexo A).
3.2. TIPO DE ESTUDO

Foi desenvolvido um estudo experimental, transversal, controlado, n&o-pareado, com

amostra de conveniéncia e ndo randomizado.
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3.3. GRUPO EXPERIMENTAL

Participaram do presente estudo caes domiciliados, vacinados e vermifugados
regularmente, atendidos em clinicas veterinarias do Rio de Janeiro (RJ), Parana (PR) e
Santa Catarina (SC), que foram subdivididos em dois grupos experimentais, apos

selegao baseada em critérios de inclusao e exclusao:
3.3.1. Grupo de caes com dermatite atopica (GA)
3.3.1.1 Critérios de inclusédo para GA

Foram incluidos no estudo, cades com diagnéstico clinico de DASS que

apresentaram:
a- seis dos oito critérios estabelecidos por Favrot (2010);
b- presenga de prurido mesmo apos:

- controle de outras dermatopatias pruriginosas, de origem infecciosa ou
parasitaria;

- rotina frequente de hidratacdo da pele com produtos hidratantes, emolientes,
umectantes e ngo irritantes;

- exclusao da possibilidade de dermatite atdpica induzida por trofoalérgenos,
através de dieta exclusiva com proteina original, pelo prazo de quatro a oito semanas;
c- resultado positivo a pelo menos um dos &caros testados (Dermatophagoides

pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e Blomia tropicalis) no teste ID utilizado.
3.3.1.2. Critérios de exclusédo para GA

Foram excluidos do estudo os caes com DA que apresentaram:
a- medicagao prévia com glicocorticoides sistémicos, tépicos ou com anti-histaminicos,
pelo prazo de duas semanas;
b- medicagao prévia com glicocorticoides de longa duragao (injetaveis), pelo prazo de
quatro semanas;

c- periodo de estro, gestagéo ou lactagao; e
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d- temperamento agitado ou agressivo, que impossibilitasse a contengdo manual para

a realizagao dos testes.

3.3.2. Grupo de caes saudaveis (GS)

3.3.2.1. Critérios de inclusao para GS

Foram incluidos caes higidos, domiciliados e sem histérico de prurido.

3.3.2.2. Critérios de exclusédo para GS

Foram excluidos os caes saudaveis que apresentaram:
a- reacao a algum dos acaros avaliados no teste ID;
b- qualquer sinal clinico de doenga tegumentar;
c- medicagao prévia com glicocorticoides sistémicos, topicos ou com anti-histaminicos,
pelo prazo de duas semanas;
d- medicagao prévia com glicocorticoides de longa duragao (injetaveis), pelo prazo de
quatro semanas;
e- periodo de estro, gestacéo ou lactagao;
f- temperamento agitado ou agressivo, que impossibilitasse a contengédo manual para a

realizacao dos testes.

3.4. TESTE INTRADERMICO

3.4.1. Selecao dos extratos

Para a realizagao do teste ID, foram utilizadas, como controle negativo: solugao
salina fenolada e, como controle positivo: solugao contendo 0,1 mg/mL de histamina-
base (Figura 1).

Os extratos alergénicos foram manipulados a partir de solugdes contendo
corpo inteiro de acaro, com as seguintes concentragdes de alérgenos, baseadas em
estudo prévio de limiar irritativo (Ferreira, 2013) (Figura 1):
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-D. pteronyssinus — 1.000 PNU/mL (que corresponde a 100 UBE/mL)
- D. farinae — 500 PNU/mL (que corresponde a 100 UBE/mL) e
- B. tropicalis — 125 PNU/mL (que corresponde a 50 UBE/mL)
Tanto os controles positivo e negativo, quanto os extratos alergénicos, foram
manipulados e fornecidos pelo FDA Allergenic (Laboratério de Antigenos, Rio de

Janeiro, Brasil).
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Figura 1- Extratos alergénicos utilizados no teste ID, fornecidos por Immunotech, do FDA Allergenic.
3.4.2. Protocolo do teste intradérmico
3.4.2.1. Teste de proficiéncia da equipe

Foi realizado teste de proficiéncia, como descrito por Cunha, Nunes e Souza
(2013), anteriormente ao inicio do experimento, com obtengdo de coeficiente de
variagao menor que 10%.

Neste teste, apds a tricotomia da regiao lateral do térax, foram realizadas dez
aplicagdes intradérmicas de controle positivo (histamina-base a 0,1mg/mL), e dez
aplicagdes de controle negativo (solu¢do salina fenolada), com intervalo de 3 cm entre
cada uma.

Os diametros das papulas foram entdo aferidos (Figura 2) ap6s 15 minutos e os
dados utilizados para calcular média, desvio-padrao e coeficiente de variacdo. O
coeficiente de variagao foi considerado ideal quando abaixo de 10%, indicando bom

treinamento e dextreza da equipe, o que interfere na reprodutibilidade do método.
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Figura 2- Aferigdo do diametro das papulas formadas apds aplicagdo de controles positivo e negativo,

para calculo do coeficiente de variagao obtido no teste de proficiéncia.

3.4.2.2. Teste intradérmico

O teste intradérmico foi realizado conforme o estabelecido por Hillier e DeBoer
(2001) em todos os caes selecionados.

Primeiramente, foi realizada a tricotomia com auxilio de maquina de tosa’, na
regido lateral do torax.

Ap0és a tricotomia e a higienizagao local com solugéo fisiolégica, foram feitas as
marcacgdes dos pontos de aplicagdo com intervalos de trés centimetros de distancia
entre cada um, com caneta dermografica (figura 3A).

Os caes foram contidos manualmente por cinco minutos, sem a necessidade
de anestesia ou sedacdo. As aplicagdes (50 microlitros) foram entao feitas no espago
intradérmico, com seringas de 300 uL e agulhas de 6 mm de comprimento e 0,25 mm
de diametro? (controles positivo e negativo e os extratos alergénicos dos trés acaros),

nas areas delineadas.

! Maquina de tosa da marca Oster ou outra marca disponivel no local do atendimento.
2 Seringa BD Ultra-fine ®
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Quinze minutos apds as aplicagbes, os caes foram novamente contidos por

mais cinco minutos para a leitura do teste (figura 3B).
3.4.2.3. Interpretagéo do teste intradérmico

Os resultados foram avaliados através da afericao e registro da média entre o
didametro maior e o seu perpendicular, das papulas formadas.

O ponto de corte foi estabelecido através do calculo da média entre os valores
obtidos para o controle positivo e o controle negativo.

Foram consideradas resultados positivos, as reagdes papulares, no local da
aplicagdo, com média igual ou maior ao valor do ponto de corte calculado para cada
paciente. Resultados negativos apresentaram valores menores que o do ponto de corte

estabelecido.
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Figura 3- A. Marcacao dos pontos de aplicacdo dos extratos em regido lateral do térax para realizagéo
de testes intradérmico em um cao com dermatite atépica; B. Papulas e placas eritematosas formadas 15

minutos apds aplicacdo dos extratos do teste ID, no local das aplicacdes.
3.5. TESTES SOROLOGICOS

Foram realizados os dois testes soroldgicos desenvolvidos para diagnéstico da
DA em caes, dispostos abaixo:
- Teste FceR1-alfa — teste soroldgico Allercept® (HESKA — Suiga), que utiliza a fragédo
FceR1-alfa como reagente identificador de IgE alérgeno-especifica, comercialmente
disponivel no Brasil através do Laboratério TECSA (MG, Brasil), que disponibilizou 40
testes para este experimento;
- Teste policlonal — teste sorolégico desenvolvido no laboratorio de antigenos FDA
Allergenic (RJ — Brasil), que utiliza anti-anticorpo policlonal como reagente identificador

de IgE alérgeno-especifica.
3.5.1. Obtencéao dos soros

Os céaes foram contidos manualmente para tricotomia, higienizagdo cuténea
com algodao embebido em solugdo de clorexidine alcodlico, e coleta de 10 mL de

sangue com agulha 25x7 e seringa de 10 mL.
3.5.2. Acondicionamento da amostra

O sangue coletado foi armazenado em frasco sem anticoagulante e mantido na
posicao vertical a temperatura ambiente por trinta minutos em suporte proprio. Apos a
coagulacédo, o soro foi separado por centrifugagdo a 3.000 rpm. O soro obtido foi

aliquotado em amostras de 500 puL e mantido a -20°C até o momento da analise.
3.5.3. Protocolo do teste soroldgico

As amostras congeladas de soro foram acondicionadas em gelo seco e

enviadas para a realizagao dos testes soroldgicos em cada laboratério.
31



As placas e os reagentes utilizados em ambos os laboratérios foram retirados
da refrigeragado previamente ao teste, para que estivessem sempre a temperatura

ambiente e ndo causasse variagdes nos resultados.
3.5.3.1. Protocolo do teste sorolégico policlonal

Este teste sorologico foi desenvolvido e validado pelo Departamento de
Pesquisa e Desenvolvimento do FDA Allergenic. Foram determinadas, previamente a
realizacao dos testes do presente estudo, as diluicdes 6timas dos soros dos caes, do
anticorpo secundario ou conjugado, e dos extratos alergénicos utilizados para
sensibilizar as placas.

Os mesmos extratos alergénicos do teste ID foram utilizados neste teste
soroldgico.

Cada placa de poliestireno para ensaios ELISA® foi dividida em quadrantes
(Figura 4A). Em seguida, foi adicionado cada um dos extratos alergénicos, diluidos com
solugao tampao, 100 pL por poco, com excecao do ultimo quadrante e da ultima coluna
da placa, os quais serviram como controles negativos para cada soro e para a placa,
respectivamente.

Em seguida, as placas foram incubadas durante a noite (2-8°C), lavadas com
PBS-Tween (0,005%) e bloqueadas durante 90 minutos em temperatura ambiente com
solucdo de albumina do soro bovino* a 1%.

Apos o bloqueio, foram aplicados 100 uL por pogo dos soros diluidos em BSA a
1%, em toda a placa, com exceg¢ao da primeira e ultima colunas, onde foram aplicados
apenas BSA a 1% (100 pyL por pogo), com objetivo de atuarem com controles do

método.

? Placas de ELISA Costar 3590®, Corning Incorporated, USA
4 Soro bovino: BSA — Sigma
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As placas foram entdo incubadas em temperatura ambiente por 60 minutos.
Apés lavagem, foram aplicados 100 uL, por pogo do conjugado, de anti-IgE canino,
policlonal purificado de cabra, em toda a placa, com excecao da ultima coluna.

As placas foram entdo incubadas em temperatura ambiente por 75 minutos.
Em seguida, foram aplicados 100 pL do substrato® por pogo, e as placas incubadas em
temperatura ambiente por 20 minutos.

As reagbes foram paralisadas ap6s 20 minutos com acido fosférico 1M (Figura
4B) e as leituras das placas realizadas em espectrofotdmetro (leitor de ELISA) com
filtro de 450 nm.
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Figura 4- A: Divisdo dos quadrantes da placa de ELISA. B: Placa contendo amostras prontas para leitura

no espectrofotdmetro.

3.5.3.2. Protocolo do teste sorolégico FceR1-alfa

Os extratos alergénicos, os reagentes, os diluentes e as placas utilizados
diferem dos demais testes soroldgicos desenvolvidos para caes alérgicos.
Neste protocolo, é utilizada a fragcdo FceR1-alfa, de receptor de mastécito de

seres humanos. Esta fracdo reconhece de forma especifica a molécula de IgE e

® Substrato: KPL Peroxidase Substrate®, Gaithersburg, EUA
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minimiza reagdes falso-positivas com outras imunoglobulinas. A figura 5 mostra a placa

apo6s a paralisacao das reacgoes.

Figura 5. Placa de teste sorolégico FceR1-alfa, apds todas as etapas, pronta para afericdo da densidade
Optica em espetrofotdmetro.

3.5.4. Interpretacao do teste soroldgico

A leitura das placas, realizada em espectrofotdbmetro, originava um relatério
impresso, contendo a densidade 6ptica aferida em cada poco.

Os dados foram transferidos para planilha Excel® por cada laboratério, através
de software proprio, que calcula os pontos de corte.

A interpretacao do teste soroldgico policlonal foi realizada considerando a média
dos resultados obtidos em triplicata para cada soro (quadrantes 1, 2 e 3).

A interpretagéo do teste soroldgico FceR1-alfa foi realizada com base em um
ponto de corte padrdo, sendo consideradas reagdes positivas todas as maiores ou

iguais a 150 unidades.

3.5.5. Determinagéo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor

preditivo negativo dos testes soroldgicos

A determinacdo dos parametros de acuracia foi realizada levando-se em
consideracdo os resultados obtidos com o teste intradérmico como padréo-ouro, da

seguinte forma (Pereira, 1995):
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. Sensibilidade (%) = verdadeiro-positivos X 100;

verdadeiro-positivos + falso-negativos

. Especificidade (%)= verdadeiro-negativos X 100;

verdadeiro-negativos + falso-positivos

. Valor preditivo positivo (%) = verdadeiro-positivos X 100;

verdadeiro-positivos + falso-positivos

. Valor preditivo negativo (%)= verdadeiro-negativos X 100;

verdadeiro-negativos + falso-negativos

. Acuracia= verdadeiro-positivos + verdadeiro-negativos

verdadeiro-negativos + falso-negativos + verdadeiro-positivos + falso-positivos

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Os parametros de acuracia dos testes sorologicos foram calculados conforme
descrito por Pereira (1995). Para o calculo da concordancia entre os testes sorologicos
foi feita a analise de concordéncia kappa, conforme descrito por Fleiss (1981). A
interpretagao do valor de kappa foi feita baseada nos critérios de Landis e Koch (1977),

descritos abaixo:

Valores de kappa Interpretacao

<0 n&o ha concordancia
0-0,19 pobre

0,20-0,39 fraca

0,40-0,49 moderada

0,60-0,79 substancial
0,80-1,00 quase perfeita
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4. RESULTADOS

4.1. TESTE INTRADERMICO

O teste ID foi realizado em todos os 78 participantes deste estudo, sendo 55
caes alérgicos e 23 caes saudaveis.

Dos 55 caes alérgicos testados, 22 (40%) reagiram para algum dos trés acaros
avaliados, enquanto 33 (60%) apresentaram reacao negativa no teste ID.

Dos 23 caes saudaveis testados, apenas um (4%) apresentou reagao positiva a

algum dos acaros avaliados no teste ID (B. tropicalis).
4.2. TESTES SOROLOGICOS

Dos 22 cées alérgicos com resultado positivo no teste ID, foram selecionados
aleatoriamente, 20 soros para a realizagao dos testes sorolégicos.

Dos 22 caes saudaveis com resultado negativo no teste ID, dois nao
apresentaram quantidade de soro suficiente para a realizacdo de ambos os testes
sorolégicos e foram descartados, totalizando as 40 amostras almejadas para a
realizacdo deste experimento.

Durante o transporte ao laboratério, um dos frascos de soro do grupo de caes
saudaveis sofreu danos e foi descartado.

Assim, dentre os 78 caes participantes, 39 obedeceram aos critérios de
inclusdo e foram selecionados para a realizagdo dos testes sorolégicos, conforme
disposto abaixo:

a) Grupo de cées alérgicos (GA) — composto por 20 cides com dermatite
atopica com resultado positivo no teste ID para algum dos acaros testados.

b) Grupo de caes saudaveis (GS) — composto por 19 cdes higidos, com
resultado negativo no teste ID para os acaros testados.

Dentre os 20 caes pertencentes ao GA, 14 foram positivos no teste ID para D.

pteronyssinus, 11 para B. tropicalis e 9 para D. farinae.
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No teste sorolégico policlonal, sete cdes com DA foram positivos para D.
pteronyssinus, 14 para D. farinae e nove para B. tropicalis.

Ja no teste sorologico FceR1-alfa, de 20 cdes com DA, 12 foram positivos para
D. pteronyssinus, oito para D. farinae e nove para B. tropicalis.

Dentre os 19 céaes pertencentes ao GS, 100% (19/19) apresentaram reagao
negativa no teste ID, aos trés acaros avaliados.

No entanto, houve reagdo positiva a algum dos trés acaros em 74% (14/19) dos
soros pelo teste policlonal e em iguais 74% (14/19) dos soros testados pela
metodologia FceR1-alfa.

Houve reacéo negativa aos acaros avaliados no grupo GS em 26% (5/19) dos
soros testados por ambas as metodologias.

A avaliagdo individual da positividade a cada acaro, entre os caes do grupo GS,
mostrou, dentre os soros testados pela metodologia policlonal, cinco reagdes a D.
pteronyssinus, 13 a D. farinae e nove a B. tropicalis.

Dentre os soros de cdes saudaveis testados pela metodologia FceR1-alfa,
houve oito reagdes positivas a D. pteronyssinus, nove a D. farinae e quatro a B.
tropicalis.

Os quadros 6 e 7 ilustram os achados de positividade no teste ID e nos

sorolégicos, em relagédo a cada grupo avaliado.
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Teste ID Teste soroldgico policlonal | Teste sorolégico FceR1-alfa
DP DF BT DP DF BT DP DF BT
1 1 1 0 0 0
0 1 0
0 1 1
0 1 1
0 0 0
1 1 1
0 0 0
1 1 0
0 0 0
1 1 0
0 1 1
0 0 0
1 1 1
1 1 0
0 1 1
0 0 0
0 1 0
1 1 1
0 0 0
0 1 1

Quadro 6- Resultados dos testes ID e sorolégicos dos cdes com DA avaliados, sendo O correspondente

a reagao negativa e 1 correspondente a reagao positiva; DP: D. pteronyssinus; DF: D. farinae e BT: B.

tropicalis.
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Teste ID Teste sorologico policlonal Teste sorolégico FceR1-alfa
Céaes DP DF BT DP DF BT DP DF BT
1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
2 0 0 0 0 1 0 0 0 0
3 0 0 0 0 1 1 0 1 0
4 0 0 0 1 1 1 1 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 1 0 0 1 0
7 0 0 0 0 0 0 1 1 1
8 0 0 0 0 1 1 1 1 1
9 0 0 0 1 1 1 1 1 0
10 0 0 0 0 1 0 0 1 0
11 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 1 1 1 1 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 1 1 1 1 1 0
15 0 0 0 0 1 1 1 0 0
16 0 0 0 1 1 0 0 1 0
17 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 1 1 1 1 0
19 0 0 0 0 1 1 0 0 1

Quadro 7- Resultados dos testes ID e soroldgicos dos caes saudaveis avaliados, sendo O
correspondente a reagao negativa e 1 correspondente a reagao positiva; DP: D. pteronyssinus; DF: D.

farinae e BT: B. tropicalis.

Os parametros de acuracia e os valores preditivos foram calculados com base
nos calculos-padrao descritos anteriormente (Pereira, 1995). As tabelas de
contingéncia foram entdo montadas, considerando reagdo a pelo menos um, dos trés
acaros testados, como mostram as tabelas 1 e 2; e considerando reagao, a cada acaro

separadamente, como mostram as tabelas 3 e 4.
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Alérgicos Saudaveis Total
Policlonal + 14 14 28
Policlonal - 6 5 11
Total 20 19 39

Tabela 1 — Tabela de contingéncia utilizada para o calculo dos parametros de acuracia do teste

soroldgico policlonal, considerando reacdo positiva a pelo menos um, dos trés acaros domiciliares

testados.

Alérgicos Saudaveis Total
FceR1-alfa + 13 14 27
FceR1-alfa - 7 5 12
Total 20 19 39

Tabela 2 — Tabela de contingéncia utilizada para o calculo dos parametros de acuracia do teste

sorolégico FceR1-alfa, considerando reagdo positiva a pelo menos um, dos trés acaros domiciliares

testados.

DP Alérgicos Saudaveis Total
Policlonal + 5 5 10
Policlonal - 9 14 23
Total 14 19 33
DF Alérgicos Saudaveis Total
Policlonal + 7 13 20
Policlonal - 2 6 8
Total 9 19 28
BT Alérgicos Saudaveis Total
Policlonal + 6 9 15
Policlonal - 5 10 15
Total 11 19 30
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Tabela 3 — Tabelas de contingéncia utilizadas para o calculo dos parametros de acuracia do teste

soroldgico policlonal, considerando reagao positiva a cada acaro, separadamente. DP= D.pteronyssinus;

DF= D. farinae; BT= B. tropicalis.

DP Alérgicos Saudaveis Total
FceR1-alfa + 8 8 16
FceR1-alfa - 6 11 17
Total 14 19 33
DF Alérgicos Saudaveis Total
FceR1-alfa + 4 9 13
FceR1-alfa - 5 10 15
Total 9 19 38
BT Alérgicos Saudaveis Total
FceR1-alfa + 5 4 9
FceR1-alfa - 6 15 21
Total 11 19 30

Tabela 3 — Tabelas de contingéncia utilizadas para o calculo dos parametros de acuracia do teste

sorolégico FceR1-alfa,

D.pteronyssinus; DF= D. farinae; BT= B. tropicalis.

considerando

reagdo positiva a cada acaro,

separadamente. DP=

Os célculos dos parametros de acuracia, numa avaliagdo geral, considerando-

se reagao positiva a pelo menos um dos acaros testados estao dispostos na tabela 4.
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Policlonal FceR1-alfa
S 74% 65%
E 26% 26%
VPP 50% 48%
VPN 45% 42%
ACURACIA 0,49 0,46

Tabela 4 — Parametros de acuréacia e valores preditivos dos testes sorologicos avaliados, considerando

reacgao positiva a pelo menos um dos trés acaros domiciliares testados. VPP= Valor Preditivo Positivo;

VPN= Valor Preditivo Negativo; S= sensibilidade; E= especificidade.

A tabela 5 descreve parametros de acuracia e valores preditivos obtidos,

considerando avaliacao individual de resposta positiva a cada acaro testado.

Parametros para DP Policlonal FceR1-alfa
S 36% 57%
E 74% 58%
VPP 50% 50%
VPN 61% 65%
ACURACIA 0,58 0,58
Parametros para DF Policlonal FceR1-alfa
S 78% 44%
E 32% 53%
VPP 35% 31%
VPN 75% 67%
ACURACIA 0,46 0,50
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Parametros para BT Policlonal FceR1-alfa

S 55% 45%
E 53% 79%
VPP 40% 56%
VPN 67% 71%
ACURACIA 0,53 0,67

Tabela 5 — Parametros de acuracia e valores preditivos dos testes sorologicos avaliados, considerando
reagdo positiva a cada acaro separadamente. VPP= Valor Preditivo Positivo; VPN= Valor Preditivo

Negativo; S= sensibilidade; E= especificidade.
4.3. AVALIACAO DA CONCORDANCIA DOS TESTES REALIZADOS

A concordancia entre os testes, considerando reagao positiva a pelo menos um

dos trés acaros testados, € mostrada na tabela 6.

kappa p-valor Interpretacao

de kappa da concordancia

Teste ID x Policlonal 0,05 (0,34 a -0,24) 0,74 pobre

Teste ID x FceR1-alfa -0,09 (0,21 a -0,38) * inexistente

Teste Policlonal x FceR1-alfa 0,52 (0,83 a 0,21) 0,01 moderada

Tabela 6 — Concordancia entre os testes, com intervalos de confianga de 95%. * N&o é interpretavel e

nao se aplica teste de significancia.

A concordancia entre o teste ID e os testes sorolégicos, considerando reagao

positiva para cada acaro, separadamente, € mostrada na tabela 7.

Policlonal x FceR1-alfa kappa p-valor Interpretacao

de kappa da concordancia

D. pteronyssinus 0,23 (0,50 a0,002) 0,048 fraca
B. tropicalis 0 (0,30a-0,30) 1,0 pobre
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D. farinae 0,32 (0,59 a 0,04) 0,024 fraca

Teste ID x Policlonal kappa p-valor Interpretacao

de kappa da concordancia

D. pteronyssinus 0,09 (0,39 a -0,22) 0,56 pobre
B. tropicalis 0,11 (0,39 a -0,18) 0,46 pobre
D. farinae 0,078 (0,28 a-0,13) 0,46 pobre
Teste ID x FceR1-alfa kappa p-valor Interpretacao

de kappa da concordancia

D. pteronyssinus 0,08 (0,38 a -0,2) 0,58 pobre
B. tropicalis 0,16 (0,47 a -0,15) 0,31 pobre
D. farinae 0,008 (0,29 a-0,24) 0,95 pobre

Tabela 7 — Concordancia entre os testes, com intervalos de confianga de 95%, considerando cada acaro

separadamente.

5. DISCUSSAO

A acuracia de um teste sorolégico avalia a sua propor¢cao de acertos e é
calculada com base na sua sensibilidade e especificidade, sempre comparando com
um teste padrdao-ouro, como no caso da avaliagao de sensibilizagdes alérgicas, o teste
ID (DeBoer e Hillier, 2001).

Como todos os célculos dos parametros de acuracia dos testes sorologicos
estudados foram comparados com os resultados obtidos no teste ID, torna-se de suma
importancia analisar as caracteristicas do teste-padrao utilizado neste experimento,

antes de interpretar e analisar os testes sorolégicos.
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As concentracbes utilizadas neste teste ID foram estabelecidas baseadas em
um estudo de limiar irritativo (Ferreira, 2013), o que significa que sdo minimas as
chances de a concentragao de histamina-base (0,1mg/mL) e dos extratos alergénicos
utilizados causarem resultados falso-positivos.

Em adigdo, os extratos alergénicos deste teste ID sdo compostos de corpo
inteiro dos acaros, o que aumenta as chances de estarem presentes as proteinas mais
relevantes na sensibilizacdo de cades com DA (Marsella, Nicklin e Lopez, 2006), e reduz
as chances de ocorrerem resultados falso-negativos.

Os resultados do teste ID observados no grupo GS demonstraram a
especificidade da metodologia empregada, uma vez que apenas um dos caes
saudaveis foi positivo a algum dos trés acaros testados, o que legitimou a sua
utilizacdo como padrao-ouro, nos calculos dos parametros de acuracia dos testes
sorolégicos avaliados.

Similarmente, boa especificidade do teste ID foi demonstrada por Koebrich et
al. (2012), que obtiveram 10,3% de reagdes positivas a acaros em 17 cées sadios,
utilizando concentragdo de histamina-base de 0,1mg/mL e extratos alergénicos com
250 PNU/mL de acaros da poeira domiciliar e de estocagem.

Importante ressaltar que o tamanho da papula formada no teste ID, a partir da
aplicacao da solucao de histamina, influencia no estabelecimento do ponto de corte, 0
que torna dificil comparar os resultados obtidos no presente estudo, com os dados de
publicagbes pregressas que relatam uso de concentragdo de histamina (controle
positivo) dez vezes menor, ou que nao divulgam tal informacéao.

A concentragao baixa de histamina, utilizada em outros estudos, pode justificar
os indices de resultados positivos ao teste ID, em cdes com DA, superiores aos
observados no presente estudo.

Os parametros de acuracia encontrados neste experimento, para o teste
sorologico de metodologia policlonal, corroboram os achados da literatura, de baixa
especificidade e VPP para DA em cées (Codner e Lessard, 1993).

O ponto de corte individualizado (através da média entre as trés afericbes do

soro de cada animal), assim como os controles individuais de cada soro (quarto
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quadrante da placa de ELISA) sdo capazes de reduzir as chances de resultados falso-
positivos nesta metodologia. No entanto, ndo causaram grande elevacdo na
especificidade do teste policlonal avaliado.

Isso pode decorrer da possibilidade de o reagente policlonal utilizado
reconhecer alguns epitopos de IgG, além da IgE (Derer, Morrison-Smith e DeWeck,
1998), causando reagdes falso-positivas, o que influencia os calculos dos parametros
de acuracia.

Em adicdo, semelhante ao que foi demonstrado para testes in vitro em
pacientes humanos (Mari et al., 1999), é possivel que a enzima substrato HRPO, do
teste policlonal avaliado, seja capaz de interferir nos resultados, aumentando o numero
de falso-positivos, devido a ligagdo com a IgE sérica. No entanto, ainda € desconhecida
a importancia desta descoberta médica para os testes veterinarios diagnosticos in vitro
de alergia (DeBoer e Hillier, 2001).

Em relagéo ao teste soroldgico de metodologia que utiliza a fragdo FceR1-alfa,
os parametros de acuracia encontrados neste experimento foram discrepantes de
muitas publicagdes, que relatam maiores parametros de acuracia (Cook et al., 1996;
Bevier et al., 1997; McCall et al., 1997; Wassom e Grieve, 1998; Thom et al., 2009).

Isso pode resultar da falta de padronizacdo metodoldgica, mostrada pelas
diferencas das concentracdes de histamina utilizadas no teste ID, entre os estudos
publicados.

Em testes intradérmicos, o uso de menores concentragcdes de histamina-base
como controle positivo, reduz o ponto de corte e aumenta a sua sensibilidade. A
utilizagdo de teste ID de maior sensibilidade, como referéncia, pode aumentar o
numero de resultados verdadeiro-positivos e, com isso, elevar o calculo da
especificidade de um teste sorolégico, como parece ter ocorrido com as muitas
publicagbes (Cook et al., 1996; Bevier et al., 1997; McCall et al., 1997; Wassom e
Grieve, 1998; Thom et al., 2009) que relatam maiores parametros de acuracia para os
testes soroldgicos, que os encontrados neste estudo.

Ja trabalhos desenvolvidos na Australia, com teste sorologico de reagente

FceR1-alfa, que utilizaram 0,1mg/mL de histamina-base como controle positivo do teste
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ID de referéncia, apesar de nao terem calculado os pardmetros de acuracia,
encontraram 100% de reagdes falso-positivas (Roque et al., 2011). Estes achados
sugerem baixa especificidade do método sorolégico, quando comparado com teste ID
de ponto de corte similar ao usado neste experimento.

Num mecanismo semelhante, a especificidade reduzida encontrada para o
teste sorolégico de metodologia FceR1-alfa, neste experimento, pode estar relacionada
a maior concentragdo de histamina-base do controle positivo no teste ID de alta
especificidade, utilizado como referéncia.

A avaliacdo de resposta positiva a pelo menos um dos acaros testados
evidenciou aumento da acuracia e da especificidade, e mostrou VPP maior que o VPN.

Porém, considerando os resultados de cada acaro, separadamente, o0s
resultados de VPN maior que o VPP, observados neste experimento, divergem dos
dados publicados por alguns pesquisadores (Ginel, Riafio e Lucena, 1998; Saevik,
Ulstein e Larsen, 2003).

Os resultados deste experimento mostram que a acuracia de D. pteronyssinus
e de B. tropicalis, embora superiores a 50%, permaneceram baixas na avaliagcao
individual para cada acaro; e que a especificidade do teste policlonal € melhor para D.
pteronyssinus, enquanto a do teste FceR1- alfa € melhor para B. tropicalis.

Isso pode decorrer de fatores metodolégicos especificamente relacionados a
cada acaro, mostrando que talvez a concentragdo ou a composicdo do extrato
alergénico de um acaro esteja mais adequada para seu reconhecimento sorolégico que
a de outro.

Estudos futuros, portanto, devem considerar a identificagdo dos principais
alérgenos de cada acaro, envolvidos na sensibilizagdo, e testa-los individualmente,
uma vez que tal avaliagcdo pode melhorar a especificidade e o VPP dos testes
sorologicos, ainda que sem interferir tanto na sua acuracia.

S&o poucos os artigos que comparam dois testes sorolégicos (Haemmerling e
De Weck, 1998), principalmente os que calculam sua acuracia. A analise das
pesquisas a respeito mostra que testes soroldgicos policlonais tendem a apresentar

resultados menos especificos, em comparagdo com os testes de metodologia
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monoclonal, ou com os que utilizam a fracdo FceR1-alfa (Wassom e Grieve, 1998;
Saevik, Ulstein e Larsen, 2003).

No presente estudo, no entanto, os resultados de especificidade do teste
policlonal foram similarmente baixos, quando comparados aos resultados do teste de
metodologia FceR1-alfa. Assim, a indicagdo desses testes soroldégicos como triagem
para escolha do protocolo de imunoterapia alérgeno-especifica ndo € confiavel, uma
vez que muitos dos caes saudaveis avaliados apresentaram resultados falso-positivos;
e que o estabelecimento de protocolos de imunoterapia em quem ndo precisa pode
gerar sensibilizagdo e agravar a doenca clinica.

No entanto, esses testes soroldgicos identificam a presenga de IgE sérica
contra determinado alérgeno, podendo indicar se houve contato do animal com o
alérgeno testado. Por esse motivo, segundo os dados encontrados neste experimento,
os testes soroldgicos avaliados podem ser indicados para guiar protocolos de controle
e exclusdo ambientais.

A concordancia encontrada entre ambos os testes soroldgicos avaliados neste
experimento foi similar a relatada por Plant et al. (2014), que avaliaram a concordancia
de quatro testes soroldgicos, inclusive um policlonal e o que utiliza a fracédo Fc do
mastaocito.

A concordancia entre os resultados do teste ID e os métodos soroldgicos
avaliados foi de encontro aos dados publicados por Bevier et al. (1997), com relagéo ao
teste que utiliza a fracdo Fc do mastdcito.

Porém, a maioria dos pesquisadores tem relatado baixa concordancia entre os
testes sorologicos e o teste ID (Carlotti e Costragent, 1992; Codner e Lessard, 1993;
Bond, Thorogood e Lloyd, 1994; Park et al., 2000; Foster et al., 2003; Patterson,
Schaeffer e Campbell, 2005).

A comparacéao entre as mensuragdes de IgE alérgeno-especifica por diferentes
meétodos, apresenta importantes limitagdes, uma vez que a imunogenicidade entre os
extratos alergénicos pode variar, assim como a poténcia entre os fornecedores e as

partidas dos extratos (Hamilton e Adkinson, 2003).
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Além disso, segundo DeBoer e Hillier (2001), é esperada a baixa concordancia
entre o teste ID e o sorologico, ndo somente por diferencas entre os extratos
alergénicos, mas também de metodologia e reagentes, como as observadas neste

experimento.
6. CONCLUSOES
O presente estudo permitiu concluir que:

a) A acuracia e os valores preditivos dos testes soroldgicos com anticorpos policlonais

e baseado em reconhecimento da fragdo FceR1-alfa do anticorpo IgE séo baixos.

b) Os VPN dos testes sorologicos avaliados podem elevar-se quando consideradas as

respostas a cada acaro individualmente.

c) O grau de concordancia entre os testes sorolégicos avaliados € moderado e néo ha

concordancia entre estes e o teste ID.
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CAPITULO 3
CONSIDERAGOES FINAIS

A avaliagdo dos parametros de acuracia do teste soroldgico que utiliza a fragao
FceR1-alfa e do teste sorolégico de reagente policlonal avaliados, sugere que estes
dois tipos de metodologia ndo sao indicados, como sugere a literatura, para selecionar
pacientes alérgicos e n&o alérgicos aos acaros testados.

A acuracia encontrada, com valores menores que 0,5 para ambas as
metodologias avaliadas, sugere que tais testes soroldgicos ndo sdo melhores que o
acaso para auxiliar na escolha dos alérgenos de acaros dos protocolos de
imunoterapia, ficando o diagndstico definitivo e a decisdo da escolha do protocolo
imunoterapico dependentes da avaliacédo do histérico clinico e do resultado do teste
intradérmico, sempre que possivel.

Na rotina clinica veterinaria no Brasil, em que nem sempre o teste ID € uma
opcao bem aceita pelos responsaveis dos caes com DA, seja pela dificuldade de
encontrar um profissional especializado, seja pelo custo ou ainda pela necessidade de
interrupgdo dos farmacos imunomoduladores por algumas semanas, os testes
sorologicos aqui avaliados podem ser utilizados para indicar contato, sem significancia
clinica, guiando o manejo de exclusdo ambiental, e também como triagem da néao
sensibilizacdo a acaros, ou seja, interpretando resultado negativo como sinal de nao

sensibilizagdo, pelos seus valores preditivos negativos encontrados.
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APENDICE A
TERMO DE CONSENTIMENTO DE USO ANIMAL

Eu,

Nacionalidade: , estado civil: ,

Idade: , profissao: , RG: ,

Endereco: , permito a

participacdo do meu animal no estudo denominado: “Avaliagao da acuracia de testes sorolégicos
para diagnostico especifico da dermatite atépica canina”, cujos objetivos sdo: avaliar os testes
sorologicos, disponiveis comercialmente, como métodos diagnésticos de sensibilizagdo a
alérgenos de acaros da poeira domiciliar, em comparagao com o teste intradérmico.

A participagdo do meu animal no referido estudo sera no sentido de contribuir para o melhor
entendimento da participacao de alérgenos ambientais provenientes de acaros na precipitagdao da
inflamacgao e do prurido (eczema) em caes com dermatite atéopica, correlacionando com os meios
diagnésticos utilizados. Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre os possiveis
desconfortos decorrentes do estudo, levando-se em conta que € uma pesquisa, e os resultados positivos
€ negativos somente serdo obtidos apds a sua realizagao.

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

Também fui informado de que posso recusar a participagdo do meu animal no estudo, ou retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e de que, por desejar sair da pesquisa,
nao sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que recebe o meu animal.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo: prof. Dr. Marconi Rodrigues de
Farias, Dr. Victor do Espirito Santo Cunha e mestranda Marcia Elizabeth Keim Magheli Lima e com
eles poderei manter contato pelo email dermatocacegato@gmail.com.

E assegurada a assisténcia durante a pesquisa, bem como me & garantido o livre acesso a todas
as informacgodes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o que eu
queira saber antes, durante e depois da participagao da pesquisa com o meu animal.

Assim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido a
natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre consentimento em permitir a participagéo
do mesmo, estando totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor econémico, a receber ou a pagar,
pela participacao do meu animal. Y Y B

Proprietario:
Prof. Dr. Marconi Rodrigues de Farias:
Dr. Victor do Espirito Santo Cunha:
M.V. Marcia Elizabeth Keim Magheli Lima:
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APENDICE B

FICHA CLINICA PARA SELEGAO PROJETO MESTRADO

NOME: . ( )M ( )YF ( ) castrado( )integ

RaCa: ..o Idade/NasC: .......cccccvvevvenrrnrnnnnnn,

RESPONSAVEL ... CPF: e

Teli () e Local: ( )RJ ( )PR (
Critérios de Inclusdao GRUPO CONTROLE:

1) domiciliado: () sim

2) animal higido: () sim

3) sinais de doencga tegumentar: () ausentes

4) doenca sistémica ou imunocomprometedora: () ndo

5) Ultima administragdo de medicagdes:

- corticoide SiStémicCo- ..........coecveeiiiiiineenns ( )»8semanas ( )>12semanas

- anti-histaminico sistémico- ..............c........ ( )>2semanas

- corticosteroides tOPICO- ........ccoevvvviiriieieeeeeiiiieee, (  )> 3 semanas

- faz uso de medicacdo regular? ( )NE0 () SIM coooiiiiiiiii e

6) Estro, gestagao, lactagdo: ( ) ausentes

7) Teste intradérmico:

a) Controle positivo - ......... o = s 2=..... mm

b) Controle negativo - ......... o, = 2=.... mm - Cutoff. Cp........ +Cn.........

c)Derp- ... o = 2=.... mm +( ) -( )

d)Derf- ... o = 2=...... mm +( ) -( )

e)Blot- ... o = 2=...... mm +( ) -( )

leitura dos controles — 15 minutos — ...........cccee.e h

leitura dos alérgenos- 20 minutos - ...........cccceeenes h

................................................. y e 14

Mestranda Marcia Lima
Médica Veterinaria
CRMV-RJ 5217

ro

) SC
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FICHA CLIiNICA PARA SELEGAO PROJETO MESTRADO

NOME: . ( )M ( )YF ( ) castrado( )integro
RaCa: ..o Idade/NasC: ........cccccvvvvvenvnnnnnnnns

RESPONSAVEL ... CPF: e

Tl () e Local: ( )RJ ( )PR ( )SC

Critérios de inclusao GRUPO DE ESTUDO:
1) Favrot:

inicio dos sintomas com < 3 anos de idade
domiciliado

melhora com corticoide

porgao distal dos membros toracicos acometida

)
)
)
)prurido primario
)
ycondutos auditivos acometidos
)

bordas de pavilhdo auricular ndo acometidas

A~ AN AN N N~~~

)regiao dorsolombar ndo acometida

2) Controle de infecgdes:

( )antimicrobiano sistémico- ..........cccccceeeiiiiiiiiiiieee, (continuo - .... dias)
() pulsoterapia - .....ccccceeeeieiiiiie e
( )topico sintomatico

3) controle de ectoparasitos:
( )aquinzenal ( )mensal
4) irritantes:

-onde dorme: () cama de tecido ( ) acesso a sofa e cama () embaixo da cama

( )roupas ( )contatocomgrama () OULIOS ....ccccoiiieieeiiiiiiiieeee e e e

- ambiente: () piso liso () carpete, tapete felpudo () piso madeira

() OUIOS: i

- limpeza semanal: ( ) lavagem ( ) aspirador de po ( ) hipoclorito de sdédio diluido (

quaternario de amoOnio diluido () OULIrOS: .......ccoociiiiiiiiiiie e

)
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5) hidratacao da pele:

-banhocom () Dermogen () Allercalm ( ) OULrOS: ...c.cceviiiriiiiiiiiiiie e
()g3ds ( )q7ds

- hidratante ( )Hidrapet ( )Humilac ( ) Allerderm g 7ds ( )outros: .......c.ccccceerinennn.
( )Sid ( )gzds

6) Dieta de exclusao de DAIA com:

() dieta comercial, QUal? .........ccooiiiiiiie e,
( )dietacaseira qual? ........ccoooiiiiiiie i,

7) Ultima administragdo de medicagdes:

- corticoide SIStEMICO- ........cccovcieviiiiiiic e ( )>8semanas ( )>12semanas

- anti-histaminico sistémico- ...........ccccccvevieieeeiennnes ( )>2semanas

- corticoide tOPICO- ......eevvveeeeeiciiiiee e, (  )» 3 semanas

8) Estro, gestacéo, lactagdo: ( ) ausentes

9) Teste intradérmico: inicio____ :  h

a) Controle positivo - ......... o = s 2=...... mm

b) Controle negativo - ......... o = 2=..... mm

Cutoff. Cp ........ +Cn......... 2= ..........

c)Derp- ... o = 2=.... mm +( ) -( )

d)Derf- ... o = 2=...... mm +( ) -( )

e)Blot- ... o = 2=...... mm +( ) -( )

leitura dos controles — 15 minutos — ...................... h

leitura dos alérgenos- 20 minutos - ..............cc....e. h
................................................. U Y i P

Mestranda Marcia Lima
Médica Veterinaria
CRMV-RJ 5217
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ANEXO A

Pontificia Universidade Catodlica do Parana

Nucleo de Bioética

PUCPR Comité de Etica no Uso de Animais

GRUPC MARISTA

Curitiba, 12 de Dezembro de 2013.

PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

REGISTRO DO PROJETO: 833 — 1° verséo

TITULO DO PROJETO: Avaliagdo da acuraria de testes sorolégicos no diagnostico dos fatores
extrinsecos relacionados a dermatite atopica canina

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Marconi Rodrigues de Farias

EQUIPE DE PESQUISA: Marconi Rodrigues de Farias, Marcia Elizabeth Keim, Victor do Espirito Santo
Cunha.

INSTITUIGAO:

Pontificia Universidade Catdlica do Parana

ESCOLA / CURSO:

Escola de Ciéncias Agrarias e Medicina Veterinaria — Mestrado

ESPECIE DE ANIMAL SEXO IDADE / PESO CATEGORIA QUANTIDADE

Canis familiaris M/F Indefinido B 60

O colegiado do CEUA em reunido no dia 12/12/2013, avaliou o projeto e emite o seguinte parecer:
APROVADO.

PUCPR de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificado e as suas
justificativas.

Se houver mudancga 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 instituigdes, cabe ao pesquisador nao inicia-la antes
de receber a autorizag&o formal para a sua realizagdo. 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 é obrigatério encaminhar o relatério anual parcial e relatério final da
pesquisa a este CEUA.

Atenciosamente,

Prof. Dra. Marta L' e Fischer
Coordenadora

Comité de Etica no Uso de Animais.
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