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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa € um ponto de partida para que o perfil inflamatério de cades com reacao
cutanea adversa ao alimento (CAFR) possa, futuramente, auxiliar no diagndstico e no
controle clinico da doencga. Além disso, a divulgagao da férmula da dieta hidrolisada a
base de visceras de frango, eficaz na promog¢ao da remisséao clinica, pode contribuir
para que a industria de alimentos para pets desenvolva opgdes terapéuticas mais

eficientes, beneficiando diretamente os animais acometidos pela CAFR.

POTENCIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This research constitutes a starting point for the inflammatory profile of dogs with
cutaneous adverse food reaction (CAFR) to potentially assist, in the future, in the
diagnosis and clinical management of the disease. Furthermore, disclosure of the
formula for the hydrolyzed poultry byproduct meal (HPM)-based diet, which proved
effective in promoting clinical remission, may enable the pet food industry to develop

more efficient therapeutic options, directly benefiting animals affected by CAFR.
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AVALIAGAO DO STATUS INFLAMATORIO E DA TOLERANCIA ALIMENTAR A
HIDROLISADO DE ViISCERAS DE FRANGO EM CAES COM REAGAO CUTANEA
ADVERSA AO ALIMENTO

RESUMO - A reacdo cutanea adversa ao alimento (CAFR) €& dermatopatia
inflamatoria pruriginosa desencadeada pela perda da tolerancia oral a antigenos
dietéticos. Sua imunopatogénese nao esta completamente elucidada e pode envolver
multiplos mecanismos de hipersensibilidade. E hipétese deste estudo que cdes com
CAFR apresentam alteragbes inflamatdrias sistémicas durante a exposi¢cdo ao
alérgeno, as quais podem ser parcialmente moduladas por uma dieta experimental
contendo hidrolisado de visceras de frango (HPM) como fonte proteica. Este estudo
teve como objetivo avaliar o perfil inflamatorio por meio da mensuragdo de
biomarcadores em cdes com CAFR apos desafio alimentar e apds a ingestdo de uma
dieta experimental a base de HPM, em comparacdo com caes saudaveis. Por meio
de dieta de eliminagdo seguida de desafio alimentar, foram avaliados 47 cdes com
suspeita de CAFR. Esta foi confirmada em 13 caes. Oito caes saudaveis foram
incluidos como grupo controle para comparagao de citocinas séricas selecionadas. A
avaliacao clinica incluiu os escores CADESI-4, CADLI e escala visual analégica de
prurido (PVAS). Os pacientes foram estabilizados clinicamente e amostras de sangue
foram coletadas 24 horas apds a exacerbacao clinica (PVAS = 5) durante o desafio
alimentar e novamente apds 8 semanas de ingestdo da dieta HPM. As citocinas
séricas IL-2, IL-6, IL-10 e IFN-y foram mensuradas por Luminex, enquanto IL-17, IL-
31, proteina C-reativa (PCR) e calprotectina fecal por ELISA. Os dados foram
analisados por modelos lineares mistos no software R (v.4.4.2), considerando o animal
como efeito aleatério (P<0,05). Os escores clinicos aumentaram apos o desafio
alimentar (P<0,001) e retornaram aos valores basais apés 8 semanas da dieta HPM,
indicando remissao clinica completa. Apés o desafio alimentar, as concentracdes de
IL-2 e IL-6 foram superiores as observadas em caes saudaveis (P<0,05) e reduziram
apdés a intervencao dietética com HPM, porém permaneceram em niveis
intermediarios, sugerindo um perfil imunolégico do tipo Th2 e controle parcial da
inflamacédo. O IFN-y nao diferiu entre cades saudaveis e com CAFR (P=0,11);
entretanto, a analise pareada demonstrou redugdo apos a dieta com HPM em
comparacgao ao desafio alimentar (P<0,05), sugerindo menor ativagao de células T e
contribuigdo limitada de respostas Th1 em caes com CAFR. A IL-31 apresentou
tendéncia a reducéo (P=0,06), enquanto a IL-10 apresentou tendéncia de aumento
(P=0,09), sugerindo possivel modulacdo imunolégica regulatéria. A IL-17 e a
calprotectina fecal permaneceram inalteradas (P>0,05). A proteina C-reativa
apresentou discreto aumento (P=0,045), porém manteve-se dentro dos valores de
referéncia. Os achados sugerem que dietas contendo proteina hidrolisada podem
modular a inflamacgao sistémica, mas nao normalizam a ativagao imunoldgica cronica
em caes com CAFR. Caes com CAFR apresentam resposta inflamatéria sistémica
durante a exposigcao ao alérgeno, a qual é atenuada por dieta experimental a base de
HPM. Elevacdo das citocinas IL-2, IL-6 e IFN-y indicam perfil inflamatério misto e
podem atuar como potenciais biomarcadores de atividade inflamatoria.

Palavras-chave: alergia alimentar; citocinas; inflamacao; pele; proteina hidrolisada



INFLAMMATORY STATUS AND TOLERANCE TO HYDROLYZED POULTRY
BYPRODUCT MEAL IN DOGS WITH CUTANEOUS ADVERSE FOOD REACTIONS

ABSTRACT - Cutaneous adverse food reaction (CAFR) is a pruritic inflammatory
dermatopathy triggered by a loss of oral tolerance to dietary antigens. Its
immunopathogenesis is not fully understood and may involve multiple hypersensitivity
mechanisms. We hypothesize that dogs with CAFR exhibit systemic inflammatory
alterations during allergen exposure, which may be partially modulated by an
experimental diet containing hydrolyzed poultry byproduct meal (HPM) as the protein
source. This study aimed to evaluate the inflammatory profile of dogs with CAFR by
measuring inflammatory biomarkers after a food challenge and following consumption
of an experimental HPM-based diet, in comparison with healthy dogs. Forty-seven
dogs suspected of having CAFR were screened using a gold-standard elimination diet
followed by a food challenge test, resulting in 13 confirmed cases. Healthy dogs were
included as controls for the comparison of selected serum cytokines. Clinical
assessments included CADESI-4, CADLI, and a visual analog scale (PVAS) for
pruritus. Blood samples were collected 24 hours after clinical exacerbation (PVAS = 5)
during the food challenge, and again after 8 weeks of feeding the experimental HPM
diet. Serum cytokines IL-2, IL-6, IL-10, and IFN-y were measured by Luminex, while
IL-17, IL-31, C-reactive protein (CRP), and fecal calprotectin were assessed by ELISA.
Data were analyzed using linear mixed models in R (v.4.4.2), with animal as a random
effect. Significance was set at P<0.05, and comparisons were based on estimated
marginal means. Clinical scores increased after the food challenge (P<0.001) and
returned to baseline after 8 weeks of the HPM diet, indicating complete clinical
remission. After the food challenge, IL-2 and IL-6 concentrations were higher than in
healthy dogs (P<0.05) and decreased following dietary intervention with HPM, but
remained at intermediate levels, suggesting a Th2-type immune response and partial
control of inflammation. IFN-y did not differ between healthy and CAFR dogs (P=0.11);
however, paired analysis showed a decrease after HPM feeding compared to the food
challenge (P<0.05), suggesting reduced T-cell activation and a limited contribution of
Th1 responses in CAFR dogs. IL-31 showed a decreasing trend (P = 0.06), whereas
IL-10 tended to increase (P = 0.09), suggesting potential regulatory immune
modulation. IL-17 and fecal calprotectin remained unchanged (P>0.05). CRP
increased slightly (P = 0.045) but remained within reference ranges. Overall, these
findings suggest that a hydrolyzed protein-based diet may modulate systemic
inflammation but do not fully normalize immune activation in dogs with CAFR. Dogs
with CAFR exhibit systemic inflammatory responses during allergen exposure, which
are attenuated by an experimental diet based on HPM. IL-2, IL-6, and IFN-y suggest a
mixed inflammatory profile and may serve as potential biomarkers of inflammatory
activity.

Keywords: cytokines; food allergy; hydrolyzed protein; inflammation; skin.
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CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

INTRODUGAO

As dermatopatias alérgicas representam grande parte das causas dos
atendimentos dermatoldgicos em cées. Areacéo cutanea adversa ao alimento (CAFR)
destaca-se como a terceira dermatopatia alérgica mais frequente, depois da dermatite
alérgica a picada de pulgas (DAPP) e da dermatite atépica (DA) (Olivry e Mueller,
2016; Fascetti et al., 2023). Estas apresentam manifestagdes clinicas similares, o que
torna o diagnostico diferencial indispensavel (Picco et al., 2008).

A CAFR é desencadeada pela perda da tolerancia oral a alérgenos alimentares
e por uma reacao imunoldgica exacerbada a quantidades de alimentos que seriam
toleradas por animais sadios (Olivry e Mueller, 2016). Manifesta-se por prurido nédo
sazonal, sendo esse o principal sinal clinico, com distribuicdo anatémica similar a da
DA; patas, conduto auditivo, pododermatite e otite recorrente sdo as regides e sinais
clinicos mais frequentemente descritos (Mueller e Unterer, 2018).

O diagnéstico da doenga é exclusivamente clinico, sendo o padrao-ouro
baseado em duas etapas sequenciais obrigatdrias: dieta de eliminagdo, seguida de
desafio alimentar (exposigdo provocativa). O animal € diagnosticado quando
apresenta remissao clinica na fase de eliminagao e recidiva dos sinais apos o desafio
alimentar (Jackson e Dembele, 2024).

A compreensao da imunopatogénese da doenga ainda é limitada, e os poucos
estudos sobre o tema sugerem que, mesmo havendo perfil clinico similar entre DA e
CAFR, o perfil inflamatério apresenta particularidades relevantes (Veenhof et al., 2011;
Maina et al., 2017). Isto torna a caracterizagdo desse perfil importante para a
descoberta de biomarcadores que auxiliem no monitoramento e controle da doenca.

Nesse contexto, a investigagao de citocinas séricas, proteinas de fase aguda e
marcadores de inflamagao intestinal surge como estratégia a ser explorada para
melhor caracterizar o estado inflamatério sistémico desses animais (Maina et al.,
2017; O'Neill et al., 2016). Desta forma, o presente capitulo tem como objetivo

apresentar revisido de literatura sobre os principais aspectos relacionados a CAFR em



caes, abordando sua definicdo, prevaléncia, manifestacées clinicas, protocolo
diagndstico, principais alérgenos, tipos de dieta de eliminagdo, patogénese
imunoldgica e potenciais biomarcadores inflamatoérios séricos e fecais, fornecendo o
embasamento tedrico para o estudo experimental desenvolvido nesta dissertacio.

Assim, o presente estudo teve como objetivo geral avaliar o perfil inflamatério
sistémico de cades com diagnéstico confirmado de CAFR por protocolo padréo-ouro,
comparando as concentragdes séricas de citocinas (IL-2, IL-6, IL-10, IL-17, IL-31 e
IFN-y), proteina C-reativa e calprotectina fecal nos momentos de recidiva clinica apos
desafio alimentar com os de remissao clinica apds oito semanas alimentados com
dieta experimental a base de hidrolisado de visceras de frango, e também comparar
estes valores com os de cées saudaveis.

Como objetivos secundarios, buscou-se caracterizar: o tempo de resposta
clinica ao desafio alimentar e a dieta hidrolisada experimental; as principais regides
anatdmicas de manifestagcdo cutanea nos animais; a aceitagdo e a tolerancia a dieta
hidrolisada experimental; biomarcadores séricos e fecais potencialmente uteis para o

monitoramento da atividade inflamatéria na CAFR de caes.
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alimentar, com reducao apoés a intervencao dietética, embora sem retorno completo
aos niveis observados em animais saudaveis. Em conjunto com a modulagao
observada no IFN-y, esses achados sugerem a possivel participagdo de uma resposta
imune mista, envolvendo vias relacionadas tanto ao perfil Th2 quanto Th1. A auséncia
de alteragdes relevantes na calprotectina fecal indica que, nos animais avaliados, néo
houve evidéncia de inflamacgao intestinal ativa mensuravel, mesmo diante da recidiva
cutanea observada, sugerindo que a manifestagcdo da CAFR pode ocorrer de forma
predominantemente localizada na pele. Adicionalmente, as associagbes entre
intensidade de prurido e as citocinas IL-2, IL-6 e IFN-y apontam para uma possivel
associagao entre a melhora clinica e a modulagao inflamatéria sistémica. Esses
achados reforgam o potencial dessas citocinas como biomarcadores de atividade
inflamatdria na CAFR, porém mais estudos sdo necessarios para confirmar essas
associagoes.

Do ponto de vista clinico, os achados observados, incluindo padrao de
distribuicdo das lesdes e recidiva rapida apds reexposigdo ao alérgeno, estao de
acordo com o descrito na literatura, reforcando a importancia do protocolo de
eliminacao e desafio alimentar para o diagnéstico da doenga. Por fim, a dieta
hidrolisada demonstrou-se eficaz na promocgdo da remissdo clinica nos animais

avaliados, sugerindo seu potencial como ferramenta no manejo da CAFR.
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