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MAZZIERO, V. G. Perfil de sensibilizacdo a alérgenos ambientais em cées com
dermatite atdpica na regido de Botucatu — SP, utilizando o teste alérgico de puntura.
Botucatu, 2024. 77p. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista (UNESP).

RESUMO

A dermatite atopica canina (DAC) € uma doenca cutdnea comum, recorrente,
inflamatoria, pruriginosa e heterogénea, desencadeada por fatores ambientais em
individuos geneticamente susceptiveis. Acredita-se que a patogénese envolva uma
disfuncdo de barreira cutdnea e imunoldgica multifacetada, geralmente mediada por
anticorpos IgE contra antigenos ambientais e/ou alimentares. Logo, a exposi¢cdo a
alérgenos, principalmente pela via percutdnea, pode desencadear piora clinica em
pacientes sensibilizados. O teste alérgico cutaneo de puntura - Prick Test quando usado
na fase imunofenotipica adequada, surge como uma ferramenta valiosa na identificacao
dos principais agentes reacionais para cada paciente. Nesse contexto, o presente estudo
objetivou trazer o perfil de sensibilizacdo a alérgenos ambientais em cdes com DAC na
regido de Botucatu — SP através da realizacdo do Prick Test com o puntor de ponta
multipla UniTestPC. Para tanto, 59 cées atdpicos foram triados a partir da rotina do
Servico de Dermatologia da FMVVZ UNESP — campus Botucatu e foram submetidos ao
teste alérgico de puntura. A reacdo foi interpretada como positiva quando o diametro
médio da papula fosse superior em 3mm ao controle negativo ou na presenca de
pseudopodes. Dentre os 59 cdes com DAC que participaram do estudo, 84% (50/59)
apresentaram reagdes positivas e 16% (9/59) tiveram reacdes negativas a todos os extratos
alergénicos testados. Sendo que, do total de participantes 71,2% (42/59) reagiram a
Dermatophagoides pteronyssinus (Dp), 67,8% (40/59) a Dermatophagoides farinae (Df),
44,1% (26/59) a Blomia tropicalis (Bt), 35,6% (21/59) a Acarus Siro (As), 57,6% (34/59)
a Tyrophagus Putrescentiae (Tyr), 27,1% (16/59) a Cynodon dactylon (Cn), 15,3% (9/59)
a Paspalum notatum (Pn), 23,7% (14/59) a Lolium perene (Lp) e 39% (23/59) a Lolium
multiflorum (Lm). O estudo foi pioneiro em caracterizar os principais gatilnos ambientais
envolvidos na doenca alérgica de cées atdpicos da regido de Botucatu -SP.

Palavras-chave: Alergia, Prick Test, antigeno, puntura, reacao.
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MAZZIERO, V. G. Sensitization profile to environmental allergens in dogs with
atopic dermatitis in the region of Botucatu — SP, using the allergic Prick Test.
Botucatu, 2024. 73p Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista (UNESP).

ABSTRACT

Canine atopic dermatitis (CAD) is a common, recurrent, inflammatory, pruritic and
heterogeneous disease, triggered by environmental factors in genetically susceptible
individuals. The pathogenesis is believed to involve a multifaceted immunological and
demonic barrier dysfunction, usually mediated by IgE antibodies against environmental
and/or food antigens. Therefore, exposure to allergens, especially percutaneously, can
trigger clinical worsening in sensitized patients. The allergic skin prick test - Prick Test,
when used in the appropriate immunophenotypic phase, emerges as an effective tool in
identifying the main reaction agents for each patient. In this context, the present study
aimed to reveal the sensitization profile for environmental allergens in dogs with CAD in
the region of Botucatu — SP by carrying out the Prick Test with the UniTestPC multiple
tip prick. To this end, 59 atopic dogs were screened from the routine of the Dermatology
Service at FMVZ UNESP — Botucatu campus and underwent an allergic prick test. The
occurrence was interpreted as positive when the mean diameter of the papule was 3 mm
greater than the negative control or in the presence of pseudopods. Among the 59 dogs
with CAD that participated in the study, 84% (50/59) collected positive responses and
16% (9/59) had negative reactions to all allergen extracts tested. Of the total number of
participants, 71.2% (42/59) reacted to Dermatophagoides pteronyssinus (Dp), 67.8%
(40/59) to Dermatophagoides farinae (Df), 44.1% (26/59) to Blomia tropicalis (Bt),
35.6% (21/59) an Acarus Siro (As), 57.6% (34/59) a Tyrophagus Putrescentiae (Tyr),
27.1% (16/59) a Cynodon dactylon (Cn), 15.3% (9/59) a Paspalum Notatum (Pn), 23.7%
(14/59) to Lolium perenel (Lp) and 39% (23/59) to Lolium multiflorum (Lm). The study
was a pioneer in characterizing the main environmental triggers involved in allergic
disease in atopic dogs in the Botucatu - SP region.

Keywords: Allergy, Prick Test, antigen, prick, reaction.
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1 INTRODUCAO

O conceito de atopia vem do grego atopos “fora do lugar”, sendo a dermatite
atépica (DA) sua primeira e principal manifestacdo. Ela é uma doenca inflamatéria
crénica de pele, caracterizada por eczema e prurido, que passa pelas fases de exacerbacao
e melhora clinica. Embora ndo culmine na morte do paciente, a DA leva a uma perda
substancial em sua qualidade de vida (YANG; FU; ZHOU, 2020).

A dermatite atépica canina (DAC) acomete cerca de 30% da populacdo canina
global, ou seja, depois dos humanos sdo a espécie mais acometida. Devido a extensa
semelhanca na patogénese e fendtipo entre eles, a espécie canina serve como modelo
dessa complexa e importante doenca (MARSELLA; GIROLOMONI, 2009, SANTORO;
HOFFMAN, MARSELLA; GIROLOMONI, 2009, ARCIQUE; BAJWA, 2020, LABIB;
YOSIPOVITCH; OLIVRY, 2022).

A DA apresenta componente genético, sendo inerente ao individuo, de
transmissdo vertical e heterogénea. Sendo que, se um, ou ambos 0s pais forem
acometidos, o risco da crianga desenvolver a doenga atopica aumenta em trés vezes e
cinco vezes respectivamente (WEIDINGER et al., 2018).

Na medicina sdo descritas peculiaridades nas apresentacdes clinicas e em
citocinas-chaves com base na idade (RODUIT et al.,, 2017) e etnia (BRUNNER;
GUTTMAN-YASSKY, 2019). Ja em cées, analises genéticas sugerem uma variedade de
genes que mediam a doenca entre racas (poligénica), o que justifica os diferentes padrbes
lesionais e resposta ao tratamento que ocorre na espécie (SHAW et al., 2004, WILHEM,;
KOVALIK; FAVROT, 2010).

Considerando os fatores genéticos uma constante, as mudancas nas condicdes
ambientais podem, por si s0, determinar um maior desenvolvimento da doenca clinica.
Isto, apoiado pela “teoria da higiene” explica a incidéncia crescente da DA mundialmente
(ANTURANIEMI et al., 2020). Segundo esta teoria, medidas modernas industrializadas
em sociedades ocidentais alteram a exposicdo microbiana benéfica e minimizam
estimulos para a protecdo imunoloégica. O mesmo ocorre para 0s cdes que acompanharam
esse estilo de vida, ou seja, que trocaram o ambiente externo de contato com bactérias
benéficas e dietas cruas, por ambientes internos com maior exposicao a acaros de poeira
doméstica e alimentos processados (FLOHR; YEO, 2011).

Logo, o desenvolvimento dos sinais clinicos é resultado de uma combinacéo de

fatores genéticos (intrinsecos) e ambientais (extrinsecos) (BIZIKOVA et al., 2015).
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Sabendo que essa interagcdo molda a resposta imune, a fungéo de barreira e 0 microbioma
da pele, se entende que a disfuncdo desses estdo interconectados, dificilmente
identificando o evento inicial dessa cascata (MARSELLA, 2021).

Uma barreira cutanea danificada € mais propensa a absorver antigenos externos e
desenvolver uma resposta alérgica, com predominio, pelo menos inicialmente, de uma
resposta T helper (Th) 2 e producdo de imunoglobulina E (IgE) contra antigenos
especificos (SEHRA et al, 2016). Essa disfungdo imunoldgica piora ainda mais o defeito
de barreira, levando a um ciclo vicioso de inflamagéo e polisensibilizagdo (GITTLER;
KRUEGER; GUTTMAN-YASSKY, 2013).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DISFUNCAO DE BARREIRA

O progresso na compreensdo da complexa composicdo e funcdo da barreira
epidérmica permite a melhor apreciacdo do papel ativo que ela desempenha no inicio e
na manutencdo da inflamagéo cutanea em pacientes com DA (MARSELLA, 2021).

A epiderme forma uma barreira fisica, quimica, imunoldgica, neurossensorial e
microbiana entre o ambiente externo e o organismo (EYERICH et al., 2018).

A microbiota produz peptideos antimicrobianos (AMPs) e &cidos graxos livres
que estimulam o sistema imune inato (SANTORO et al., 2015). A barreira fisica é
formada por cornedcitos, desmossomos, lipidios e claudinas (proteinas que formam as
juncdes intercelulares). A barreira quimica é composta pelo AMPs que combatem
infeccdes e por moléculas que contribuem para a hidratacdo, como o fator natural de
hidratacdo (NMFs). A barreira imunoldgica envolve componentes do sistema imune
inato, por exemplo AMPs produzidos pelos queratinocitos e sistema imune adaptativo,
por exemplo células de Langerhans (LC) e células linféides inatas (ILC) (LUGER et al.,
2021). E os componentes do sistema neurossensorial funcionam como sensores de perigo,
incluem queratindcitos e canais idNicos expressos N0S Nervos cutaneos, 0s quais, ao serem
ativados liberam neuropeptideos como a substancia P, a qual esta relacionado a prurido,
dor e inflamacao (Figura 1) (ROOSTERMAN et al., 2006).
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Esguema das barreiras cutaneas de acordo com a estratificacdo da pele iniciando da camada mais
proxima a derme: estrato basal, estrato espinhoso, estrato granuloso (subdividido em SG1, SG2 e
SG3) e estrato corneo (mais externo, onde a microbiota fica em contato).

AMP: peptideo antimicrobiano; DC: célula dendritica; Eo: eosinofilo; IL: interleucina; ILC:
célula linfoide inata; LC: célula de Langerhans; M: macrofago; N: neutréfilo; NMF: fator de
hidratacdo natural; TLR: receptor do tipo Toll

FIGURA 1 - Esquema das barreiras cutéaneas de acordo com a estratificacéo da pele
Fonte: Adaptado de LUGER et al. (2021).

O déficit de barreira epidérmica em cdes com DAC pode ser mediado por
mecanismos primarios, como mutacdes no gene da filagrina e/ou mecanismos
secundarios, como por exemplo o ciclo coceira-cocar ou a expressdo reduzida de
proteinas estruturais epidérmicas em resposta a citocinas de um padrdo de resposta imune
T helper 2 (Th2) (DRISLANE; IRVINE, 2021).

Em bidpsias realizadas em cées atdpicos foi possivel observar por microscopia
eletrbnica que a ultraestrutura da pele de pacientes alesionais ja é alterada, com um
desarranjo ainda pior acontecendo ap0s exposicdo a alérgenos ambientais e
desenvolvimento de lesdes (CLEUNG, 2013, HERMPRAPAI et al., 2018).

Foi evidenciado granulos anormais de querato-hialina, envelope cornificado

defeituoso, juntamente com o afinamento da camada cérnea. Além disso, proteinas que
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fazem parte das jungdes oclusivas, como a claudina-1 (CLDN1) e do envelope
cornificado, como a loricrina e involucrina estdo diminuidas (KIM et al., 2015,
BERGMANN et al., 2020).

Existem também anormalidades no metabolismo dos corpusculos lamelares, com
consequente perturbacdo na arquitetura e composicdo dos lipideos extracelulares
(PIEREZAN et al., 2016). H& uma diminuicdo de &cidos graxos de cadeias longas e
aumento de lipidios de cadeias curtas na estrutura das ceramidas, as quais por si sO ja
estdo reduzidas. (CHERMPRAPAI et al., 2018). Conjuntamente se tem menor liberacédo
de AMPs para espaco intercelular, predispondo a disbiose e infeccdo tegumentar pela
bactéria Staphylococcus pseudintermedius e/ou pela levedura Malassezia spp, as quais se
relacionam com a gravidade da doenca (BRADLEY et al., 2016).

No caso de cées com expressdo génica diminuida de filagrina, a doenca se
manifesta de forma mais grave, uma vez que sua deficiéncia ocasiona reducdo na
hidratacdo do estrato corneo (EC), perda de &gua transepidérmica e aumento do pH
(YANG et al., 2020). O pH cutéaneo alcalinizado esta relacionado com maiores indices de
severidade das lesdes, proliferacdo de bactérias potencialmente patogénicas, disqueratose
e prejuizo na epidermopoiese (UBO et al., 2012, ZAJAC et al., 2015).

A pele que ndo funciona enguanto barreira deixa as terminagdes nervosas
expostas, tornando-a hiper reativa ao meio externo. Inclusive parece haver mais
terminacgdes nervosas na epiderme de caes com DAC do que em saudaveis. Logo, para
eles o prurido pode vir tanto de um estimulo neurogénico primario, como advindo de uma
resposta imunoalérgica (WEIDINGER et al., 2018).

A inflamacdo, ainda que de baixo grau, esta presente no atdpico alesional, nesse
caso com um infiltrado de células T do tipo CD4 e em menor grau do tipo CD8. E no caso
da pele lesional apresenta niveis aumentados de células linfoides inatas tipo Il (ILC2s) e
namero ainda maior de ceélulas tipo Th2, sendo que ambas sdo fenotipicamente
semelhantes e compartilham a producdo das mesmas interleucinas. Nesse contexto, a
citocina IL31 ganha importancia ao se destacar como a principal na deflagracdo do
prurido e inflamacéo cutanea (MARSELLA, 2021; SUAREZ-FARINAS et al., 2011).

Diante disso, se entende que 0s principais contribuintes para as anormalidades da
barreira cutanea em cdes atopicos incluem a diminuicdo da filagrina, ceramidas e AMPs;
aumento da serino protease (SP); diminuigéo de inibidores de SP e desarranjo das juncoes
oclusivas “tight junctions” (LUGER et al., 2021). E em relacdo a imunopatogénese da

DAC se tem um aumento nos niveis séricos de IgE, sensibilizagdo a alérgenos,
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predominancia de citocinas Th2, aumento de células T, super expressdo da linfopoetina
estromal timica (TSLP) e dos receptores de alta afinidade para anticorpos IgE (FceRI) em

ceélulas dendriticas inflamatérias epidérmicas e LCs (Figura 2) (MARSELLA, 2021;
YANG et al., 2020).
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SP: serina protease; AMP: peptideos antimicrobianos; IgE: imunoglobulina E; FceRI: receptor de
alta afinidade para IgE; TSLP: linfopoietina estromal timica.

FIGURA 2 - Disfuncéo imunoldgica e da barreira cutanea na DA
Fonte: Adaptado de YANG et al. (2020).

Nesse cenario disfuncional de aumento da permeabilidade epidérmica e
hiperatividade imunoldgica, os atopicos se tornam predispostos a se sensibilizarem por
via percutdnea a alérgenos ambientais e/ou alimentares, e consequentemente

desenvolverem um prurido de carater imunoalérgico (LEUNG, 2013).
2.2 DERMATITE ATOPICA EXTRINSECA VERSUS INTRINSECA OU SIMILI

A pele é hiper reativa do ponto de vista imunologico e sensorial, mas nem sempre
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associada a alergia. Cerca de 80% dos caes com DA apresentam IgE sérica elevada para
alérgenos ou reatividade nos testes alérgicos cutdneos, caracterizando a classica
“dermatite atopica extrinseca”. Porém existem pacientes clinicamente indistinguiveis dos
classicos atopicos, para os quais gatilhos ambientais e/ou alimentares ndo podem ser
identificados pelos testes alérgicos atuais. Para esse subconjunto de pacientes usamos o
termo “dermatite atdpica intrinseca ou dermatite atopica simili” (PUNCHEU-HASTON
etal., 2015).

Em humanos a DA intrinseca é caracterizada por niveis normais de IgE total e
auséncia de IgE especifica, inicio tardio, fungdo de barreira cutanea inalterada e gravidade
branda em comparacdo com a DA extrinseca. Imunologicamente tendem a apresentar
menor expressao de IL-4, IL-5 e IL-13 e predominancia de IFN-y vinda de uma resposta
tipo Th1 (TOKURA, 2010).

Marsella (2021) sugere que os cées atopicos simili fagam parte de um estagio
inicial da doenca e caso os testes alérgicos cutaneos fossem repetidos futuramente,
passariam a apresentar resultados positivos. Outra possibilidade proposta € de que sejam
caes reativos contra auto alérgenos ou antigenos atipicos que ndo sdo testados

rotineiramente.

2.3 DERMATITE ATOPICA STRITU SENSU VERSUS LATU SENSU

Em humanos a DA é a uma das apresentacdes da doenca atopica, com ela sendo
tipicamente a primeira e principal manifestacdo, podendo ser seguida por asma, rinite e
alergia alimentar, como parte do que é chamado de “marcha atopica” (PALLER et al.,
2018). No caso dos cdes, a progressdo para sinais respiratorios ja foi descrita, porém é
incomum. Ja a alergia alimentar € uma apresentacdo frequente nessa espécie
(MARSELLA, 2021).

Diante desse cenario surgiram as seguintes denominacdes: DA stritu sensu (DASS)
e DA latu sensu (DAIs). A DAss ndo é desencadeada por alimentos, ou seja, ndo é
responsiva a dieta de eliminacdo. Nessa apresentacdo os alérgenos ambientais sdo 0s
eliciadores da doenca, com o0s primeiros sinais podendo ser sazonais em 45-76% dos
casos. Ja a DAIs é descrita como sendo desencadeada tanto por fatores ambientais como
alimentares (PUNCHEU-HASTON et al., 2015). Apesar de ambas serem consideradas
clinicamente indistinguiveis (Figura 3), alguns cdes com a DAIs podem apresentar sinais

clinicos adicionais comumente ndo associado a DAss, como por exemplo ma resposta a
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glicocorticdides, prurido perianal, seborreia, idade atipica de inicio dos sinais e disturbios

gastrointestinais cronicos, principalmente émese, diarréia e flatuléncia (PICCO et al.,
2008, MUELLER; OLIVRY, 2018).

A: Periocular; B: Perioral; C: Superficie cervical ventral; D: Interdigital; E: Axilas; F: Pavilhdo
auricular; G: Flexura anticubital; H: Abdémen e virilha; I: Perianal.

FIGURA 3 - A distribuicdo de lesGes clinicas comuns na DAIs e Dass
Fonte: Servico de Dermatologia Veterindria, FMVVZ UNESP Botucatu.

Atualmente se sabe que a sensibilizacdo alérgica & antigenos ambientais e
alimentares em humanos atopicos se da principalmente por via percutanea e nao pela

ingestdo de alérgenos, como se acreditava anteriormente (DEBINSKA; SOZANSKA,
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2023). Brough et al. (2020) traz que a exposi¢do a antigenos, nos primeiros dias de vida,
através de uma barreira cutanea disfuncional causa desvio das células Treg em direcdo a
um padréo imune Th2, com subsequente progresséo para a alergia alimentar. Enquanto
isso, a exposicdo oral precoce causa desvio de células T para subtipos imunes
tolerogénicos (Thl e Treg) (Figura 4).

Exposi¢ao CUTANEA Exposi¢io ORAL
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ALERGIA TOLERANCIA

DC: células dendriticas; Treg: células T regulatérias; Th: células T helper; TGI: trato
gastrointestinal.

FIGURA 4 - Hipdtese de dupla exposicao alérgica a alimentos em humanos atopicos
Fonte: Adaptado de BROUGH et al. (2020).

Dados epidemioldgicos sugerem que criangas atépicas expostas a 6leo contendo
extrato de amendoim podem se tornar sensibilizadas a esse alimento (LACK et al., 2003).
Achado semelhante foi descrito por Noti et al. (2014), em que camundongos
sensibilizados percutaneamente a ovoalbumina e amendoim, passaram a apresentar
alergia alimentar. Fukutomi et al (2014) traz um risco aumentado para o desenvolvimento
de alergia ao trigo devido uso tépico de produtos para cuidado de pele e cabelos. E em
criancas com DA a aplicacdo constante de cremes contendo aveia foi correlacionada com
exacerbacdo das lesdes cutaneas e maior sensibilizacdo a esse cereal (BOUSSAULT et
al., 2007).

Estendendo essa realidade para cées atdpicos, tanto os alérgenos ambientais como

os alimentares sdo capazes de contornar a tolerancia oral e sensibilizar o paciente por via
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percutanea. Nesse processo, tais antigenos estimulam as células epiteliais a liberarem
TSLP e IL33, que enquanto a primeira é considerada dispensavel para a marcha atdpica,
a segunda é crucial, se tratando de uma citocina anafilactéide com muitas células
expressando receptor para ela, inclusive as da mucosa intestinal. A IL-33 em sinergismo
com IL-25 liberada pelo tufo intestinal estimulam as ILC2s, as quais liberam IL-4, IL-13
e IL-9, contribuindo para a diferenciacdo de eosinofilos, aumento na quantidade de
mastdcitos intestinais e posterior degranulacdo. Isso leva ao aumento da permeabilidade
intestinal, consequente influxo de antigenos alimentares e desenvolvimento da alergia

alimentar (Figura 5) (HAN et al., 2018).
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Os alérgenos entram na pele através da barreira cutanea danificada, estimulam as células epiteliais
a liberarem TSLP, IL25 e IL33, as quais, pela corrente sanguinea podem chegar até o trato
respiratorio e digestivo, facilitando o desenvolvimento de asma, rinite e alergia alimentar. TSLP:
linfopoetina estromal timica; IL: interleucina; ILC2: células linfoides inatas tipo 2; DCs: células
dendriticas; Th: células T helper; IgE: imunoglobulina E.

FIGURA 5 - Um possivel modelo da contribuicéo da disfuncéo da barreira cutanea
para a marcha atopica

Fonte: Adaptado de Yang, Fu e Zhoul (2020).
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2.4 ALERGENOS AMBIENTAIS

2.4.1 Acaros de poeira doméstica

Os &caros de poeira doméstica adaptaram suas necessidades ecoldgicas ao habitat
humano, vivendo e multiplicando-se com sucesso dentro do ambiente intradomiciliar,
onde desempenham um papel benéfico como recicladores biolégicos e redutores de
residuos. S&o os principais agentes sensibilizantes em pacientes atdpicos, se destacando
os da espécie Dermatophagoides pteronyssinus (Dp), Dermatophagoides farinae (Df) e
Blomia tropicalis (Bt). Eles preferem consumir esporos de fungos, mas sua dieta também
consiste em queratina presente em escamas de pele e pelo. Logo, os banhos frequentes
acabam por diminuir a persisténcia desses alérgenos na superficie cutanea, propiciando
um alivio temporario para o paciente alérgico (NUTTALL et al., 2006).

No trabalho de Clarke et al. (2015) Df foi isolado em 58% das roupas de atdpicos,
sendo que o tecido de la continha maior concentracdo de &caros do que o tecido de
algod&o. Estendendo esse cenario para cées, 0 uso de roupas deve ser desencorajado.

As concentragdes desses acaros sdo maiores em locais que haja moveis e material
téxtil, como sofés, tapetes, camas, carpete e colchdes, 0s quais mantém uma temperatura
(20°C a 30°C) e umidade (60-75%) adequadas para seu desenvolvimento, bem como
fornecem substratos para sua reproducao, predispondo assim suas altas concentragdes no
ambiente domiciliar (ASSUNCAO et al., 2017).

A principal via de exposi¢cdo aos acaros é a percutanea, porém as vias inalatorias
e oral também sdo importantes e com efeitos aditivos na sensibilizacdo do céo atopico
(MARSELLA; NICKLIN; LOPEZ, 2006).

No Brasil, Dp € comumente encontrado em zonas costeiras e maritimas com alta
umidade. E Df, a espécie considerada mais relevante na DAC, é encontrada em maiores
concentracdes em zonas secas e quentes (CUNHA,; SILVA; FACCINI, 2012). Ja Bt é um
acaro de vida livre encontrado principalmente em regides de clima tropical e subtropical
(MUELLER et al., 2016).

Os principais alérgenos derivados dos acaros Df e Dp sao originarios do epitélio
e de enzimas digestivas, sendo geralmente encontrados em pellets fecais. No caso do Df,
Possebom et al. (2016) e Cunha et al. (2012) destacaram os alérgenos de alto peso
molecular Der f 15 e Der f 18, porém, com o alérgeno de baixo peso molecular Der f 2

também sendo caracterizado no soro de cdes atopicos. Em 2021 Ludwig et al. identificou
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uma soropositividade de 77% para o alérgeno de alto peso molecular Zen 1, que
compartilha epitopos de superficie com Der f 15 e 56% de soropositividade para Der f 2,
0s quais sdo considerados atualmente os principais alérgenos do acaro. Os alérgenos Der
f 15, Der f 18 e Zen 1 séo Oglicosilados, assim como mucinas de Toxocara canis, ou seja,
existe uma profunda reatividade cruzada entre Df e esse nematédeo (FAVROT,;
OLIVRY; IWASAKI, 2021).

No caso de Dp, os principais alérgenos sdo os de baixo peso molecular, Derp 1 e
Der p2. Inclusive no trabalho Assuncdo et al (2017) Der p 1 foi o principal alérgeno
encontrado no microambiente canino. J& para Bt, Blo t 5 é considerado o alérgeno
derivado mais importante (FARIAS et al., 2015).

2.4.2 Acaros de armazenamento

Os acaros de estocagem sdo representados principalmente pelas espécies: Acarus
siro (As) e Tyrophagus putrescentiae (Tyr). Eles sdo associados as areas Umidas da
residéncia, como cozinha, banheiro e dispensa. Também sdo encontrados em alimentos
Secos ricos em proteina e gordura, como cereais e racées comerciais (MUELLER et al.,
2016).

Nas embalagens de racdo para cdes a contaminagdo inicial por acaros de
estocagem ¢é indetectavel, porém, caso sejam armazenados em locais com alta umidade
(acima de 70%) e alta temperatura (acima de 27°C), como por exemplo em uma garagem,
0s acaros poderdo entrar e proliferar nos pacotes, invadindo por meio de selos defeituosos
(OLIVRY; MUELLER, 2019). O crescimento populacional deles é maior diante uma
densidade inicial alta de acaros, quando os croquetes sdo triturados ou na presenca de
ambientes com excesso de mofo (GILL et al., 2011).

Idealmente deve-se optar por racGes novas e manté-las em ambientes frescos,
dentro de casa e selados. Brazis et al. (2008) recomenda que pequenas embalagens de
racdo seca sejam utilizadas na alimentacdo de cdes alérgicos. O uso de racdes
contaminadas em uma dieta de elimina¢do pode levar a um diagndstico errbneo de alergia
alimentar em pacientes sensibilizados a acaros de estocagem (OLIVRY; MUELLER,
2019).

Pelo trabalho de Marsella e Sardidomichelkis (2010) foi comprovado a relevancia
clinica da reatividade cruzada entre Tyr e &caros de poeira doméstica, com a exposi¢do

ao acaro de armazenamento levando a sinais clinicos em Beagles sensibilizados a Df.
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2.4.3 Pélens de gramineas

A polinose é a doenca alérgica causada pela sensibilizacdo do individuo a p6lens
de plantas (flores, gramineas ou arvores), principalmente os aneméfilos, ou seja, aqueles
carreados pelo vento a longas distancias. Logo, a remoc¢éo das plantas do ambiente em
que o0 cdo atopico vive parece ser pouco benéfico (MUELLER; BETTENAY;
TIDEMAN, 2000).

Ocorre com frequéncia em regides de clima temperado, onde as esta¢es do ano
sdo bem definidas, mas no Brasil, cuja maior extensdo do territdrio apresenta clima
tropical e subtropical com as esta¢fes pouco marcadas, 0s casos de polinose sdo descritos
durante todo ano, ainda que em menor porcentagem. Dentre as plantas que produzem
polens de alta alergenicidade, aquelas da familia Poaceae se destacam, sendo elas
comumente chamadas de gramineas (ROSARIO FILHO, 2012).

E possivel a sensibilizagdo cruzada entre plantas ndo relacionadas devido a
panalergenos, como polcalcina e profilina. O Lolium multiflorum (Lm) pertence a
subfamilia Pooidea e tem o “major” alérgeno do gupo 1 (Phl pl) e 5 (Phl p5) os quais
podem conferir reatividade cruzada com espécies de outras subfamilias (VIERA, 2022).

Os panalergenos também estdo envolvidos na “sindrome da alergia oral”, bem
descrita na medicina. Ela é caracterizada por sintomas alérgicos provocados pela ingestdo
de frutas ou vegetais frescos em pacientes com rinite ou rinoconjuntivite alérgica sazonal
(CZARNECKA-OPERACZ; JENEROWICZ; SILNY, 2008). Ja se sabe que 0 mesmo
pode acontecer em cées, tendo sido relatado o caso de um céo sensibilizado a extrato de
cedro japonés que apresentou prurido e inflamacdo perioral apos ingestdo de tomate,
devido a fruta e o polen compartilharem semelhancas na sequéncia de aminoacidos
(FUJIMURA et al., 2002).

As principais gramineas alergénicas no sul do Brasil sdo Lolium multiflorum (Lm)
ou Ryegrass, Cynodon dactylon (Cn) ou grama Bermuda e Paspalum Notatum (Pn) ou
grama Bahia (CERDEIRO et al., 2021).

2.5 DIAGNOSTICO

O diagndstico da DAC é realizado pelo histérico e sinais clinicos conjugados a

exclusdo de outras dermatopatias pruriginosas de origem infecto-parasitaria, alérgica ou
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neoplasica (Quadro 1) (HENSEL et al., 2015). Aliado a isso, a satisfacdo de cinco dos

oito critérios estabelecidos por Favrot et al (2010) (Quadro 2) permite atingir uma

sensibilidade de 85,4% e uma especificidade de 79,1% na diferenciagdo de cdes com ou

sem a DA.

QUADRO 1 - Diagnoésticos diferenciais para o prurido cutaneo em caes

— Puliciose
— Escabiose (Sarcoptes scabiei)
— Demodiciose

Doencas parasitérias de pele — Queiletielose

— Otoacariase (Otodectes Cynotis)
— Trombiculiase
— Acaros nasais (Pneumonyssus caninum)

InfeccBes microbianas de pele

— Piodermite estafilococica
— Malasseziose

— Dermatite alérgica a picada de pulgas
— Dermatite Atopica

Dermatopatias alérgicas — Alergia/intolerancia alimentar

— Hipersensibilidade a picada de insetos
— Dermatite alérgica de contato

Doenca neoplasica de pele — Linfoma cutéaneo

Fonte: Adaptado de Hensel et al. (2015).

QUADRO 2 - Critérios de Favrot aplicados em cées com suspeita de DAC

1.

Inicio dos sinais clinicos entre seis meses e trés anos de idade

. Reducdo do prurido apds uso de corticosterdides

. Céo predominantemente intradomiciliados

. Presenca de otite externa

. Interdigitos afetados

. Prurido primario

~N | o o bW DN

. Bordas das orelhas ndo afetadas

8.

Regido dorso-lombar ndo afetada

Fonte: Adaptado de Favrot et al. (2010).

Embora os testes alérgicos cutaneos e/ou sorologicos possam facultar informacdes

que aumentam a confianga no diagnostico da DA, sua principal funcdo é selecionar os



28

alérgenos que poderdo ser incluidos na imunoterapia alérgeno especifica, bem como
auxiliar na deciséo da dieta de eliminacdo (NUTTALL et al., 2019).

2.5.1 Testes Alérgicos

Os alérgenos sdo antigenos que causam alergia e o epitopo € o sitio especifico da
molécula do antigeno onde receptores celulares e anticorpos se ligam. O conhecimento
sobre alérgenos relevantes na Medicina Veterinaria é baseado nas taxas de sensibilizacdo
identificadas por testes in vivo (testes alérgicos cutaneos e intradérmico) ou testes in vitro
(soroldgico para IgE especifica). Ainda assim, o padrdo ouro para o diagndstico de alergia
é o teste de provocacao para o alérgeno, na intencdo de identificar o significado clinico
daquela sensibilizacdo (MARSELLA et al., 2012).

No caso dos testes in vitro, a dosagem dos niveis de IgE especifico para alérgenos
sdo mais fortemente associados a doenca clinica em contraste com a dosagem de IgE
total. No caso da dosagem de IgE especifico, a detec¢do do anticorpo por método
monoclonal é superior ao método de deteccdo policlonal, com o primeiro sendo mais
acurado e uniforme, se ligando sempre no mesmo local da molécula IgE e sem
possibilidade de reacdo cruzada com IGG (TOMMASO et al., 2021). Ainda assim, a IgE
especifica elevada para alérgenos em cées sem sinais clinicos acontece, pois ela é apenas
0 testemunho de uma sensibilizacdo, ndo sendo necessariamente relevante. A IgE é um
anticorpo funcionalmente heterogéneo, com fracdes que se diferem em alergenicidade,
mobilidade e capacidade de se ligar a outras moléculas (HENSEL et al., 2015).

As vantagens dos testes sorologicos sao: caracterizacdo de forma quantitativa dos
resultados, permitida realizacao do teste em animais com pele lesada, sem necessidade de
parar com as medicacdes anti-inflamatorias previamente; auséncia de risco para o animal
e desnecessaria sedacao e tricotomia. Ja as desvantagens incluem o alto custo e maior
chance de falsos positivos (CARMONA-GIL; SANCHEZ; MALDONADO-ESTRADA,
2019).

Os testes cutdneos e ensaios soroldgicos medem subconjuntos diferentes de
resposta IgE a um antigeno. O teste in vivo intradérmico (IDT) mede indiretamente a
reatividade dos mastdcitos dérmicos ligados a IgE via FceRI1. Nessa forma a IgE apresenta
uma meia vida de até 14 dias, diferente de quando estd no soro, com uma meia vida
méaxima de trés dias. Comparativamente ao teste soroldgico, o IDT apresenta uma maior
especificidade (WERFEL et al., 2016).
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Atualmente os testes alérgicos cutaneos sdo os mais utilizados na medicina. O
teste de puntura (Prick Test) foi descrito pela primeira vez por Jack Pepys em 1975 como
uma alternativa preferivel ao IDT, com melhor acuracia e menor risco de reagdes
sistémicas (BERNSTEIN et al., 2008). Em cdes isso se replicou, com o Prick Test se
mostrando mais vantajoso, com reacfes de papula e/ou placa mais faceis de interpretar
(Figura 6) boa reprodutividade, menor desconforto durante o procedimento,
desnecessaria de sedacdo, sem intercorréncias sistémicas, rapida interpretacdo dos
resultados, além de melhor especificidade (ROCHA, 2012; GENTRY; MESSINGER,
2016; CARMONA-GIL; SANCHEZ; MALDONADO-ESTRADA, 2019;
FLEISCHMAN; MORRIS, 2023).

FIGURA 6 - A: reacdes papulares no teste de puntura (Prick Test) ap6s 15 minutos
da inoculacéo B: reacdes papulares no teste intradérmico (IDT) apds 15 minutos da
inoculagdo

Fonte: Arquivo pessoal.

O uso de extratos brutos s@o a base para os testes alérgicos cutaneos na veterinaria,
sendo os comercialmente disponiveis padronizados para humanos e ndo para cées. O
limiar irritativo é definido quando pelo menos 90% dos cées saudaveis ndo reagem aquela
concentracdo de alérgeno. Parece que 0s canideos necessitam de extratos mais
concentrados, existindo variacbes de limiares irritativos entre alérgenos. A falta de
padronizacdo acaba por limitar a qualidade diagndstica do teste, podendo levar a falsos
positivos ou falsos negativos (CARNETT; PLANT, 2018; ANSOTEGUI et al., 2020).

Os métodos imunohistoquimicos como ELISA de inibicdo cruzada ou western
blotting possibilitam a caracterizacdo dos padroes moleculares dos alérgenos. Sendo eles
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considerados importantes “major” quando encontrados em mais de 50% dos soros de
pacientes sensibilizados (LUGER et al., 2021).

Principalmente para pacientes polisensibilizados, o diagndstico molecular
apresenta clara vantagem em relacdo ao uso do extrato bruto do alérgeno, uma vez que o
uso de substancias purificadas ou alérgenos recombinantes é Gtil em distinguir entre co-
sensibilizagdo e reatividade cruzada. Tal ferramenta diagndstica ndo esta atualmente
disponivel na rotina clinica veterinaria, tendo seu uso limitado para pesquisas académicas
(ARRUDA; MORENO; FERREIRA, 2013; ANSOTEGUI et al., 2020).

2.5.1.1 Teste Alérgico Cutaneo de Puntura (Prick Test)

2.5.1.1.1 Fundamentos Imunoldgicos

Os queratinocitos aléem de terem uma funcao estrutural, também estéo envolvidos
na imunidade inata com a produgdo de AMPs e na imunidade adaptativa com a producéo
de citocinas pro inflamatorias. As células de Langerhans (LC) s&o dendriticas, exclusivas
da pele e mucosas, € sao reconhecidas por suas grandes organelas chamadas de “granulos
de Birbeck”. Tais células ficam primordialmente no estrato espinhoso (EE), tendo em sua
superficie a expressao dos receptores Toll Like (TLR) os quais séo responsaveis pelo
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) e geracédo de
sinais que levam a producéo de citocinas pro inflamatorias essenciais para a ativacao da
resposta imune inata. Ja as células linfoides inatas (ILCs) também presentes na epiderme,
tem funcdo protetiva e atuam na regulacdo da inflamacdo e homeostase cutanea
(WERFEL et al., 2016).

Os receptores de proteases (PAR) sdo encontrados tanto nos axénios como nos
queratindcitos, fazendo dessas células reativas a proteases. As proteases liberadas por
alérgenos ambientais e/ou alimentares induzem os queratindcitos a produzirem as
citocinas de dano epitelial: linfopoietina estromal timica (TSLP), IL-25 e I1L-33. Elas sdo
pruridogenicas e desviam uma resposta T regulatéria (Treg) para uma resposta do tipo
Th2. Na fase aguda da DAC se tem o interrompimento da imunidade inata, passando a se
destacar um predominio do padrdo imune Th2 (WEIDINGER et al., 2018).

O TSLP ¢ considerado a principal alarmina em estimular as LCs e as ILC2s da
epiderme (YANG et al., 2020). As LCs podem ser ativadas direta ou indiretamente. A

primeira situacdo ocorrendo devido a invaséo de proteases pela quebra de barreira cutanea
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e a segunda sendo desencadeada por citocinas de dano enviadas pelos queratindcitos, as
quais estimulam as LCs estender seus dendritos além das tight junctions, captar e
reconhecer através dos TLRs os antigenos externos (MARSELLA et al., 2012). As LCs
ativadas védo até o linfonodo regional e através de moléculas de histocompatibilidade
maior tipo Il (MHC classe I1) apresentam a protease para as células TCD4+ naive (ThO),
a qual reconhece o alérgeno pelo seu receptor TCR. Dessa interacdo ocorre a
diferenciacdo das células ThO para Th2 (WERFEL et al., 2016).

As células Th2 migram para a pele e iniciam a producdo de citocinas, sendo a
primeira a IL31, importante na mediacdo do prurido cronico e servindo como um alvo
molecular no tratamento da DAC. Apds, se tem a producdo de IL-5, IL-9, IL-13, IL-4 e
IL-6. A IL-5 promove crescimento, diferenciacdo e ativacdo de eosindfilos; IL-9, regula
a ativagdo e proliferacdo de mastocitos e basofilos; IL-13 e IL-4 sdo pruridogenicas,
potencializam a resposta Th2 e estimulam a migracao de linfocitos B, 0s quais na presenga
da IL-6 se diferenciam em plasmoécitos produtores de IgE antigeno especifica
(MAKOWSKA et al., 2023). Tais interleucinas impulsionam a gravidade da DA,
promovendo a inflamacéo cutanea, mudanca de classe de anticorpos para IgE e regulacao
negativa de filagrina, loricrina e involucrina, consequentemente agravando ainda mais a
disfuncao de barreira da pele (BRUNNER; GUTTMAN-YASSKY; LEUNG, 2017).

Os anticorpos IgE séo citotropicos, ou seja, se ligam através de seus receptores
FceRI na superficie das LCs, mastdcitos e baséfilos. Os mastocitos e basofilos séo
similares morfologicamente, porém os baséfilos predominam no sangue e 0s mastécitos
nos tecidos (WERFEL et al., 2016).

Enguanto o mastocito estiver sendo povoado pelos anticorpos IgE o cdo é dito
sensibilizado ao alérgeno, porém ainda ndo sendo clinicamente relevante. Logo, o
paciente ao ser testado neste momento para o devido alérgeno apresentara uma reacao
leve, moderada ou negativa no Prick Test (Figura 7) (WEIDINGER et al., 2018).
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Durante a fase de sensibiliza¢do alérgica, no cenadrio de uma barreira cutdnea prejudicada,
subconjuntos especificos de DCs residentes capturam alérgenos na pele e transportam para 0s
linfonodos de drenagem regionais, onde sdo processados e apresentados as células T CD4+
virgens. Dentro dos ganglios linfaticos, a presenca de IL-4 e 1L-13 favorece a mudanga de células
B para plasmaécitos produtores de grandes quantidades de anticorpos IgE especificos para
alérgenos (sIgE). O sIgE se liga a FceRI na superficie de mastdcitos e basofilos. Durante a fase
de sensibilizagdo é gerado um pool de células B de memdria especificas para alérgenos. DCs:
células dendriticas, IL: interleucina; NKT: célula natural killer; FceRI: receptor de alta
afinidade para IgE; Th: células T helper; BAS: basdfilos; MC: mastécitos.

FIGURA 7 — Fase de Sensibilizacao
Fonte: Adaptado de Brough et al. (2020).

Porém, quando todos os nichos do mastdcito estiverem ocupados a reexposicao
ao antigeno especifico resultara na ligacdo cruzada de dois anticorpos IgE ligados a FceRl
e um sinal seré enviado para liberar mediadores quimicos da inflamacdo, como histamina
(pré-formada, de acdo imediata), leucotrienos e prostaglandinas (de agdo lenta, gerados
no decorrer da reacdo), bem como IL-4, IL-5, IL-6 e TNF. O paciente se tornard enfim
reativo e sempre que entrar contato com o alérgeno tera prurido e eritema, caracterizando

0 eczema atopico (Figura 8). O Prick Test simula tal reacdo de hipersensibilidade tipo |
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na pele causada por alérgenos de origem ambiental e/ou alimentar ao estabelecer o contato
entre os antigenos e mastdcitos cutaneos (MARSELLA et al., 2012).

FASE REATIVA
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A fase reativa segue a fase de sensibilizacdo. Encontros subsequentes com um alérgeno
previamente sensibilizado levam a reticulacdo de IgE e ativacdo de basofilos e mastécitos. A
degranulacdo de mastacitos e basofilos leva a liberacao de mediadores pré-formados que causam
o0s sintomas de reacdo da fase imediata. DCs: células dendriticas; IL: interleucina; NKT: célula
natural killer; FceRI: receptor de alta afinidade para IgE; Th: células T helper; BAS: basdfilos;
MC: mastdcitos; EOS: eosindfilons; ILC2: células linfoides inatas tipo 2

FIGURA 8 - Fase Reativa
Fonte: Adaptado de Brough et al. (2020).

Porém com a evolucdo da resposta imuno alérgica as células dendriticas passam a
carregar anticorpos IgE, os quais vdo facilitar a captacdo de antigenos, iniciando uma
reacdo de hipersensibilidade tipo 1V, tardia e mediada por células (MARSELLA et al.,
2012).

No estudo de Olivry et al. (2016) foi demonstrado que apds 48 horas da exposi¢cdo
ao alérgeno ocorre a amplificagdo da resposta Th2, bem como envolvimento da resposta

Th22 e em menor grau ativacdo paralela do eixo Thl. A citocina derivada da resposta
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Th22 é a IL-22, identificada como um mediador chave da hiperplasia epidérmica. J& as
células Thl sdo induzidas por IL-12 e IFN-y secretada por DCs e natural killers (NK)
apos reconhecimento de patdgenos associados a moléculas de histocompatibilidade maior
tipo | (MHC classe I) (BRUNNER et al., 2017).

As células Thl sdo conhecidas por orquestrar respostas mediadas por células
devido a producdo de IL-2, IFN-y e TNF-alfa, as quais estimulam e expandem células T
citotoxicas, NK, macrofagos, neutréfilos e eosinéfilos, ou seja, caracterizando uma
hipersensibilidade tipo IV (GITTLER et al., 2012). Nesse momento se tem a evolugéo do
eczema atopico para a hiperpigmentacao e lignificacdo cutanea (Figura 9) (MARSELLA
etal., 2012).
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Na pele alesional do paciente atdpico se tem presenca de infiltrados imunes que produzem
mediadores inflamatorios, 0s quais podem contribuir para uma barreira epidérmica defeituosa.
Defeitos de barreira levam a penetracao de antigenos percutaneos que encontram LCs na epiderme
e DCs na derme superficial. Ocorre acentuada ativacdo do eixo Th2 e abrupto aumento de IL-31,
refletindo seu papel como importante mediador de coceira na fase aguda da inflamacdo. No
estagio crbnico da doenca se tem uma ativacdo progressiva das vias Th2, Th22 e Thl, com as
citocinas geradas contribuindo para a inibi¢do das proteinas de diferenciagdo terminal (filagrina,
involucrina, loricrina e corneodesmosina). DCs: células dendriticas; Th: células T helper; IL:
interleucina; LC: células de Langerhans.

/®

FIGURA 9 — Mancha inflamatdria na DA (Dermatite Atopica)
Fonte: Adaptado de Dhingra e Guttman-Yassky (2014).

Para reacGes imunoldgicas mediadas por IgE (hipersensibilidade tipo 1) o Prick
Test € uma opgdo, porém para pacientes que passaram a apresentar respostas mistas ou
mediada por células para alérgenos alimentares e/ou ambientais, seus resultados se
tornam limitados/insuficientes (MANSOURI et al., 2017).

2.5.1.1.2 Fundamentos Técnicos

O puntor estabelece o contato do antigeno com o0s mastdcitos cutaneos ao

depositar uma gota da solucéo alergénica na pele, a qual é perfurada superficialmente sem
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que ocorra sangramento (CARNETT; PLANT, 2018). Sdo diferentes puntores
disponiveis na medicina desenvolvidos na tentativa de melhorar a reprodutividade do
teste, com variagdes de reac6es ocorrendo dependendo do dispositivo usado e do operador
(TVERSKY et al.,, 2015). Sio exemplos de puntores o Duotip-Test®ll (Lincoln
Diagnostics, Decatur, 1llinois) e o0 UniTest®PC (Lincoln Diagnostics, Decatur, Illinois)
(Figura 10). E recomendado usar para cada teste um novo puntor e que a puntura seja
realizada em pontos equidistantes de 1,5-2 cm para evitar mistura ou sobreposicédo de
alérgenos e, portanto, reacGes falso positivas (ANSOTEGUI et al., 2020).

-

FIGURA 10 - Puntores para Prick Test. A: Puntor de ponta multipla UniTest®PC;
B: Puntor Duotip-Test®II

Fonte: Arquivo pessoal.

O puntor de ponta dupla Duotip-Test®Il é um dispositivo de plastico cilindrico,
descartavel, que mede 3mm de diametro e 41lmm de comprimento. Em uma das
extremidades ha uma ponta para segurar o puntor e na outra duas lancetas para puntura.
A técnica para sua utilizacdo necessita de destreza pelo operador ao rotacionar o puntor
sobre a pele em um movimento de “jota” (NELSON et al., 2014).

Ja o puntor de ponta maltipla UniTest®PC, amplamente usado na medicina, € mais
simples, pois basta pressionar o dispositivo gentil e perpendicularmente sobre a pele do
animal. Ele é semelhante ao puntor de ponta dupla, entretanto, possui em sua extremidade
uma “coroa” com seis micro espiculas que perfuram a epiderme, permitindo uma maior

penetracdo do extrato alergenico. Além disso, possui uma base central que tem a proposta

-
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de dessensibilizar a pele do paciente e consequentemente reduzir o desconforto durante a
puntura (TVERSKY et al., 2015). Bastos (2023) demonstrou que o UniTest®PC
identificou mais reacBes positivas que o Duotip-Test®ll, e permitiu uma melhor
mensuracao e interpretacao do teste alérgico cutaneo.

A penetracdo percutanea do extrato alergénico em um cdo reativo levard a ativagéo
dos mastdcitos e liberacdo de seus mediadores inflamatérios, causando vasodilatacdo e
edema localizado. A formacdo de pequenas papulas e/ou placas eritematosas (erupgao
cutanea) geradas serdo delimitadas, observadas e quantificadas diretamente com auxilio
de paquimetro. A reacdo para cada alérgeno é restrito a area imediata do Prick Test,
permitindo que diversos alérgenos sejam testados ao mesmo tempo (CARMONA-GIL;
SANCHEZ; MALDONADO-ESTRADA, 2019).

A alteracéo clinica da reacdo surge apos 15-20 minutos da exposicéo ao alérgeno,
justificando a espera desse tempo para iniciar a leitura do teste. Uma reacdo positiva é
dada se houver a presenca de pseuddpodes ou se o diametro médio da papula (D+d/2) for
igual ou superior em 3mm ao controle negativo (solucdo salina) (CARMONA-GIL,;
SANCHEZ; MALDONADO-ESTRADA, 2019).

A recuperacéo das lesdes geralmente ocorre dentro de 1-2 horas, mas em alguns
casos papulas e placas eczematosas podem persistir por horas ou dias devido a
possibilidade de reagdes tardias (BOUSQUET et al., 2012).

Se 0 animal ndo reagir ao controle positivo (histamina 10mg/ml) o teste deve ser
repetido posteriormente, pois possivelmente o paciente estava sob influéncia de alguma
medicacdo que modula a reacdo alérgica, ou ocorreu falhas no armazenamento dos
alérgenos e solucgdes controle, ou entdo a validade dos extratos estava comprometida
(RUEFF et al., 2011).

Olivry e Saridomichelakis (2016) sugerem o0s seguintes tempos de retirada de
medicacdes para a realizacdo do IDT: anti-histaminicos (sete dias), glicocorticoides orais
de curta duracdo e topicos (14 dias), glicocorticoides injetaveis de longa duracdo (28
dias), ja o uso de ciclosporina parece nao interferir no resultado do teste.

Da mesma forma, alguns sedativos ndo devem ser usados para tranquilizar o
paciente, como oximorfona, cetamina/diazepam, acepromazina e morfina. Pelo contrario,
o cloridrato de xilazina, medetomidina (dexmedetomidina), tiletamina/zolazepam,
tiamilal, halotano, isofluorano e metoxifluorano podem ser usados com seguranca.
RecomendagGes sobre o uso de propofol para IDT ainda sdo controversas (HENSEL et
al., 2015).
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Baretta et al. (2023) observou que o Oclacitinib levou a uma reducéo do didmetro
das papulas no Prick Test, e ainda que ndo tenha alterado o resultado, eles sugerem cautela
no uso dessa medicacao.

Os extratos sdo preservados em 50% de glicerina, devendo ser mantidos na
geladeira a uma temperatura de 2-8°C, abaixo ou acima disso se tem perda da poténcia
alergénica. Da mesma forma, os prazos de validade devem ser respeitados, especialmente
para alérgenos instaveis como é o caso dos alimentares (RUEFF et al., 2011).

Em teoria, cdes com menos de trés anos testados podem ser considerados jovens
demais para exibir caracteristicas da DA e desse modo mostrar sensibilidade nos testes
alérgicos cutaneos. Entretanto, também é documentado diminuicdo de reagcdes em céaes
com mais de seis anos de idade (BOUSQUET et al., 2012).

2.6 IMUNOTERAPIA

A abordagem terapéutica para a DAC mudou, tornando-se mais holistica e focada
em restaurar ao inves de suprimir o sistema imunologico. Sustentabilidade e seguranca
sdo fundamentais para o manejo a longo prazo, sendo assim, a imunoterapia (SIT) é
considerada a opcao mais desejavel. Ela tem o intuito de reeducar o sistema imunolégico
através do desenvolvimento de uma resposta de tolerancia ao alérgeno, ao mudar o padréo
imune Th2 (alergénico) para o padrdo imune Thl a longo prazo (PLANT; NERADILEK,
2017).

A tolerancia se da pelo aumento da proteina forkhead box P3 (FOXP3) — um fator
transcricional que atua na proliferacdo de células Treg, bem como na regulacdo positiva
do fator de crescimento beta (TGF -) e IL10, as quais inibem a sintese de citocinas
inflamatdrias. Como resultado se tem uma mudanca de classe de imunoglobulina para
IgA, 1gG1 e principalmente 1gG4, as quais apresentam um efeito bloqueador por
competicdo de IgE. Ainda, a SIT diminui 0 nimero de mastdcitos e sua capacidade de
liberar mediadores inflamatdrios, assim como reduz o recrutamento de células efetoras,
como os eosinofilos e neutrofilos, para os locais de exposicdo a alérgenos (Figura 11)
(HOLGATE; POLOSA, 2008, DEBOER, 2016).

A SIT na Medicina Veterinaria € restrita aos alérgenos ambientais, sendo que a
decisdo sobre quais serdo incluidos no frasco é baseada nos resultados do Prick Test, bem
como na sabida existéncia desses alérgenos no ambiente em que o paciente vive.

Diferentes vias de administracdo sdo sugeridas, porém as subcutaneas e sublinguais
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permanecem as comumente usadas na pratica clinica (FISCHER; ROSTAHER;
FAVROT, 2020).

E feito uma aplicacdo gradualmente crescente do extrato alergénico, até que seja
atingido uma dose e frequéncia eficientemente capaz de promover a reducéo dos sintomas
associados & exposicdo subsequente ao alérgeno causal. E improvavel que tratamentos
concomitantes com antihistaminicos, lokivetmab e oclacitinib prejudiquem a terapia,
porém é incerta a influéncia dos glicocorticoides e ciclosporina (MUELLER, 2018).

A duragdo da SIT é longa, muitas vezes exigindo de seis a 12 meses para a melhora
ser evidente, com sua eficacia variando de 50 a 70%, dependendo do protocolo utilizado
(FISCHER; MULLER, 2019).

Diminui IgE alérgeno especifico
Diminui a sensibiliza¢ao por IgE
Aumenta anticorpos bloqueadores:
IgG1, IgG4 e IgA
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SIT: imunoterapia alérgeno especifica; Th: células T helper; Treg: células T reguladores
funcionais; IL: interleucina; TGFp: fator transformador de crescimento-f; Ig: imunoglobulina;
FceRI: receptor de alta afinidade para IgE .

FIGURA 11 - A SIT modifica as respostas celulares e humorais ao alérgeno ao criar
uma resposta de tolerancia

Fonte: Adaptado de Holgate e Polosa (2008).
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3 OBJETIVOS

Levantamento de dados epidemioldgicos e de incidéncia dos principais alérgenos
ambientais envolvidos na sensibilizacdo alérgica de cdes com DAC na regido de Botucatu
— SP, por meio do Prick Test UniTest®PC.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Destacar as principais manifestacdes clinicas apresentadas pelos
pacientes com DA,

— Determinar a frequéncia em porcentagem e valor absoluto de reacdes
no Prick Test UniTest®PC aos acaros de poeira doméstica, acaros de
armazenamento e polens de gramineas envolvidos na sensibiliza¢éo de
caes com DAC na regido de Botucatu - SP;

— Avaliar estatisticamente a correlacdo entre os alérgenos ambientais

relacionados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), FMVZ — UNESP
BOTUCATU

O presente estudo foi submetido a apreciagdo CEUA da FMVZ-UNESP,
Botucatu/SP e aprovado sob protocolo nimero 0007/2022 (Anexo 1).

4.2 LOCAL E PERIODO DE REALIZACAO

Os 59 cdes atopicos participantes do presente estudo foram triados a partir da
rotina do Servico de Dermatologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus Botucatu, no

periodo de fevereiro/2022 a fevereiro/2024.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Cdes com diagnostico clinico de DAC, entre trés e sete anos de idade,
independente da raca e sexo. Todos 0s cédes estavam com controle de ectoparasitas
atualizado; apresentavam prurido cronico, primario, perene, de intenso a grave e se
enquadravam em pelo menos cinco dos oito “critérios de Favrot” (FAVROT et al., 2010).
Todos tiveram descartadas as doencgas pruriginosas que pudessem se assemelhar ou
sobrepor a DAC (Tabela 1). Sendo que, a depender de cada caso, tais exclusdes foram
realizadas atraves de diversos exames dermatologicos, como por exemplo citopatolégico
de pele e cerimen, cultura fangica e histopatologico.

Os pacientes com infeccBes tegumentares secundarias (bacteriana ou fungica)
foram adequadamente tratados com terapia topica e/ou sistémica e somente foram
submetidos a realizacdo ao Prick Test apds a determinacdo da higidez cutanea.

Os seguintes farmacos foram interrompidos previamente ao teste alérgico: anti-
histaminicos orais (sete dias), glicocorticdides de curta duracdo e topicos (14 dias),
glicocorticoides injetaveis de longa duracdo (28 dias), Maleato de oclacitinib oral (dois
dias). Ja ciclosporina e lokivetmab ndo tiveram seu uso descontinuado.

Os cées com temperamento agitado ou agressivo, que ndo permitiram a contencéo

manual para a realizacdo do teste, foram submetidos a sedagdo com administracdo



42

intravenosa de medetomidina (dexmedetomidina)®.

4.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Cées impossibilitados de descontinuar o uso de medicacdo anti-histaminica ou
glicocorticoide; fémeas em periodo de estro, gestacdo ou lactacdo; cdes que apresentavam
infeccOes tegumentares (bacterianas ou fungicas) irresponsivas a tratamento prévio; cées
com controle de ectoparasitas desatualizado e com o fen6tipo cronico da doenca atdpica
(Figura 12).

PRl
L

A: Cervical, B: Dorsolateral e C: Abddmen e Virilha

FIGURA 12 - Paciente com fenotipo cronico da DAC, se apresentando clinicamente
com lignificacdo, hiperpigmentacéo e disqueratose em regides A, Be C

Fonte: Servigo de Dermatologia Veterinaria, FMVVZ UNESP Botucatu).

4.5 PRICK TEST UNITEST®PC

As solucbes a base de salina e histamina (10mg/ml) foram utilizadas como
controle negativo (CN) e positivo (CP), respectivamente. Os extratos de alérgenos
ambientais utilizados foram provenientes dos 4acaros de poeira doméstica
Dermatophagoides farinae (Df), Dermatophagoides pteronyssinus (Dp), Blomia
tropicalis (Bt), dos acaros de armazenamento Tyrophagus Putrescentiae (Tyr) e Acarus

Siro (As) e dos extratos de polens de gramineas Cynodon dactylon (Cn), Paspalum

! Dexdomitor; Zoetis foi usado na dose 125 - 375 mcg / m2 area de superficie corporal
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notatum (Pn), Lolium perene (Lp) e Lolium multiforum (Lm), contendo 10 HEP de
poténcia (equivalente a 10.000 UBE/mI). Todos os extratos e solugdes controle utilizados
foram manipulados pelo Laboratério Salute Vita (Laboratério de antigenos, S&o Paulo,
Brasil) na concentracéo de 50% de glicerol e 0,45% de fenol, os quais foram submetidos
as analises de padronizagdo e poténcia. Quando ndo estavam em uso, eram armazenadas
sob refrigeracdo a 4 ° C e acondicionadas em uma bandeja de alérgenos (Lincoln
Diagnostics, Decatur, EUA) permitindo que os puntores ocluissem perfeitamente no
recipiente e que sua extremidade de puntura ficasse inteiramente imersa no respectivo

reservatorio (Figura 12).

Y

A bandeja acomoda os puntores com sua extremidade de puntura submersa nos extratos
alergénicos e solugdes controle a serem testados no paciente.

FIGURA 13 - Puntores UniTest®PC (Lincoln Diagnostics, Decatur, EUA)
posicionados na bandeja de alérgenos do mesmo fabricante.

Fonte: Servi¢o de Dermatologia Veterindria, FMVVZ UNESP Botucatu.

Os cdes incluidos no estudo tiveram a regido lateral do térax tricotomizada com

maquina de tosa com lamina 40, apds isso, foi realizada a higienizagdo do local com

2 Salute Vita Farmécia de Manipula¢do Humana Ltda. ME, no mercado de imunoterapia alergénica
desde 1993, localizada em S&o Paulo -SP, de CNPJ 13.876.341/0001-77
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solucdo fisiologica e marcacdo da pele com caneta dermogréafica, mantendo-se pontos
equidistantes de 1,5 a 2,0 cm. O puntor UniTest®PC foi posicionado perpendicularmente
a superficie da pele, ao lado de cada marcagéo, ficando em contato com esta por cerca de
cinco segundos antes da execucao da puntura, permitindo a dessensibilizacdo e passagem
do extrato por capilaridade para a superficie tegumentar. Em seguida, o puntor foi
pressionado contra a pele por mais cinco segundos, ocasionando uma pequena escoriacao

na epiderme e viabilizacdo da penetracdo percutanea do alérgeno (Figura 14).

FIGURA 14 - Aplicacdo do extrato alergénico na pele de um cédo com prurido
cronico, utilizando puntores de plastico com ponta multipla do tipo UniTest®PC em
angulo de 90°

Fonte: Servi¢o de Dermatologia Veterinaria, FMVVZ UNESP Botucatu.

Apdbs 15 minutos da puntura foi feita a leitura do teste. As papulas eritematosas
foram demarcadas com caneta dermogréafica e a mensuragdo da meédia ortogonal das
reacOes feita com paquimetro. A reagdo era considerada positiva quando a média do
diametro papula do alérgeno fosse superior em 3 mm a média do diametro da papula do

controle negativo (Figura 15).



A: Momento imediato ap6s a puntura; B: Reacdo papular ja demarcada ap6s 15 minutos da
puntura; C: Representacdo dos angulos utilizados para obtencdo da média ortogonal papular.

FIGURA 15 - Mensuracao da média ortogonal da reacao papular pés puntura em
dois cées com prurido cronico de origem alérgica

Fonte: Servi¢o de Dermatologia Veterinaria, FMVVZ UNESP Botucatu).

Os resultados positivos foram associados ao histérico e manifestagdes clinicas do
paciente, permitindo a indicacdo da imunoterapia alérgeno especifica.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados demograficos como raca, sexo e estado reprodutivo, bem como as
informacdes sobre as principais manifestagdes clinicas, critérios positivos de Favrot e a
positividade para cada alérgeno ambiental testado foram apresentados descritivamente
em porcentagem e em valor absoluto, enquanto a idade dos pacientes foi descrita em
média com desvio padréo.

Em relacdo as porcentagens de co-sensibilizagdo entre alérgenos ambientais de
cada grupo (acaros de poeira doméstica, acaros de armazenamento e polens de gramineas)
os resultados obtidos foram quantificados e submetidos & analise pelo teste de qui-
quadrado (p<0,05), visando avaliar se existia diferencga estatistica entre as proporcoes de
cada resposta.

Para o célculo de concordancia entre reacoes de alérgenos ambientais foi realizada

a anélise Kappa, conforme descrito por Fleiss (1981), tendo os dados submetidos ao teste
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com analise de concordancia geral. A interpretacdo do valor de Kappa foi feita baseada
nos critérios de Landis e Koch (1977). O software utilizado para a analise estatistica foi
0 Bioestat 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 PERFIL EPIDEMIOLOGICO

Durante o periodo do estudo 59 caes realizaram o Prick Test UniTest®PC, sendo
destes 69,4% (41/59) fémeas e 30,5% (18/59) machos. Foram incluidos no grupo
experimental pacientes acima de trés anos de idade e abaixo de 7 anos de idade, sendo a
média e desvio padrdo da idade dos participantes de 4,15 anos * 1,42. Dentre as ragas,
32,2% (19/59) eram sem raca definida (SRD), seguidos de 16,9% (10/59) Shihtzu,
15,13% (9/59) Lhasa, 8,5% (5/59) Buldogue francés, 6,8% (4/59) YorkShire e com menor
participacdo de outras racas (Tabela 1). Quanto ao estado reprodutivo, eles eram
majoritariamente castrados 84,7% (50).

TABELA 1 - Frequéncia de raca dos cées participantes do estudo

Racas n. %
SRD 19 32,2
Shihtzu 10 16,9
Lhasa 9 15,3
Buldogue francés 5 8,5
YorkShire 4 6,8
Buldogue inglés 2 3,4
BullTerrier 2 3,4
American Bully 2 3,4
Pincher 1 1,7

Pug 1 1,7
Dachshund 1 1,7
Labrador 1 1,7
Whippet 1 1,7
Pastor Suico 1 1,7

Em relacdo aos critérios de Favrot, 11,9% (7/59) participantes tiveram 5 critérios
positivos, 16,9% (10/59) tiveram 6 critérios positivos, 28,8% (17/59) tiveram 7 critérios

positivos e 42,4% (25/59) foram positivos para todos os critérios (Quadro 3).
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QUADRO 3 - Frequéncia de positividade aos critérios de Favrot dos caes

participantes do estudo

CRITERIOS DE FAVROT n. %
1. Inicio dos sinais clinicos entre seis meses e trés anos de 42 712
idade
2. Reducdo do prurido apds uso de corticosterdides 59 100
3. Céo predominantemente intradomiciliar 55 93,2
4. Presenca de otite externa 48 81,4
5. Interdigitos afetados 48 81,4
6. Prurido primario 59 100
7. Bordas das orelhas ndo afetadas 59 100
8. Regido dorso-lombar ndo afetada 38 64

Sobre o estilo de vida dos participantes, 93,2% (55/59) viviam

predominantemente dentro de casa (indoor), inclusive 66,1% (39/59) dos cdes dormiam

na cama junto do tutor. Porém, 62,7% (37/59) cées tinham acesso a gramineas, fosse a do

proprio domicilio ou durante passeios. Desses, 18,9% (7/37) tinham contato diario, 37,8%

(14/37) contato semanal e 43,2% (16/37) raras vezes a0 més.

A frequéncia das principais manifestacdes clinicas que o0s participantes

apresentaram até o momento da realizacdo do teste alérgico de puntura esta descrita no

Quadro 4.
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QUADRO 4 - Principais manifestac6es clinicas apresentadas pelos participantes

Manifestacdes Clinicas n. %

Prurido perioral 33 55,9
Prurido perianal 17 28,8
Prurido periocular 29 49,1
Prurido interdigital 48 81,3
Prurido axilar 34 57,62
Prurido virilha/abdémen 36 61,01
Prurido flexura antecubital 32 54,2
Otite 48 81,3
Disbiose bacteriana 31 52,5
Disbiose fungica 17 28,8
Eczema 44 74,57
Alesional 15 25,4

Com tais informaces, foi possivel montar um dermograma das regides mais

afetadas por prurido e lesdes cutaneas (Figura 15), destacando- se principalmente orelhas,

>

TR

50-60%

regido interdigital, abdémen e virilha.

< 50%

Areas vermelhas representam mais de 60% dos cées afetados; cor amarela entre 50-60% dos cées
afetados e a cor azul, menos de 50% dos caes afetados.

FIGURA 16 - Dermograma do prurido dos cdes com DAC que participaram do
estudo



50

5.2 PRICK TEST UNITEST®PC

5.2.1 Frequéncia de sensibilizacéo a alérgenos ambientais

Dentre os 59 cdes com DAC que participaram do estudo, 84% (50) reagiram a
alérgenos ambientais e 16% (9) foram negativos a todos eles. Do total de cées, 18,6%
(11/59) ndo apresentaram reacdo a nenhum dos trés acaros de poeira domeéstica testados:
Dermatophagoides farinae (Df), Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) e Blomia
tropicalis (Bt), 35,6% (21/59) animais apresentaram rea¢do positiva aos trés acaros e
81,4% (48/59) a pelo menos um. Houve 71,3% (42/59) de positivos para Dp, 67,8%
(40/59) para Df e 44% (26/59) para Bt.

Ja sobre os acaros de armazenamento: Tyrophagus Putrescentiae (Tyr) e Acarus
Siro (As), 40,7% (24/59) dos participantes ndo reagiram a eles, 35,6% (21/59) foram
positivos a ambos e 59,3% (35/59) apresentaram ao menos uma reacdo a algum deles.
Houve 57,7% (34/59) positivos a Tyr e 35,6% (21/59) positivos para As.

E em relacdo aos pdlens de gramineas: Cynodon dactylon (Cn), Lolium perene
(Lp), Lolium multiflorum (Lm) e Paspalum notatum (Pn), 54,2% (32/59) cédes nao
reagiram a nenhum deles, 6,8% (4/59) reagiram a todos e 45,8% (27/59) foram positivos
a pelo menos um. Houve 27,1% (16/59) de cées reagentes a Cn, 23,7% (14/59) reagentes
a Lp, 39% (23/59) reagentes a Lm e 15,25% (9/59) reagentes a Pn (Tabela 2 e 3).

TABELA 2 - Prevaléncia de cdes com reacOes negativas e positivas em valores
absolutos e em porcentagem a todos ou a pelo menos um: acaros de poeira
doméstica, acaros de armazenamento e polens de gramineas

Negativo para Positivo para Positivo para
todos todos pelo menos um
?Carf’s.de poeira 11 (18,6%) 21 (35,6%) 48 (81,4%)
oméstica
Acaros de 24 (40,7%) 21 (35,6%) 35 (59,3%)
armazenamento

Pélens de gramineas 32 (54,2%) 4 (6,8%) 27 (45,8%)
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TABELA 3 - Prevaléncia de reagdes negativas e positivas em valores absoluto e em

porcentagem no Prick Test UniTest®PC

Negativo Positivo
Alérgenos
n. % n. %
Dermatophagoides farinae 17 28,8 42 71,2
Dermatophagoides pteronyssinus 19 32,2 40 67,8
Tyrophagus putrescentiae 24 40,7 34 57,6
Blomia tropicalis 33 55,9 26 44,1
Lolium multiflorum 36 61,0 23 39,0
Acarus Siro 38 64,4 21 35,6
Cynodon dactylon 43 72,9 16 27,1
Lolium perene 45 76,3 14 23,7
Paspalum notatum 50 84,7 9 15,3

Para acaros de poeira doméstica (Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e
Blomia tropicalis), acaros de armazenamento (Tyrophagus Putrescentiae e Acarus Siro) e pélens
de gramineas (Cynodon dactylon, Lolium perene, Lolium multiflorum e Paspalum notatum).

5.2.2 Co-sensibilizacdo entre alérgenos ambientais

A analise estatistica demonstrou que houve co-sensibilizacédo entre Df e Dp, uma

vez que a ocorréncia dos dois juntos é estatisticamente diferente pelo qui-quadrado de

quando as reacdes ocorreram de modo isolado a cada um deles. Quanto a Bt, a estatistica

mostra que € improvavel que a reacdo a ele aconteca sozinha, geralmente vindo

acompanhada de reacao aos outros acaros de poeira doméstica (Df e Dp) (Tabela 4).

TABELA 4 - Frequéncia das associacdes de reacdes entre acaros de poeira doméstica

Df Dp n % Df Bt n % Dp Bt n %

- - 12 20,3° - - 13 22,02 - 17 28,8°
-+ 5 85° - + 4 6,8" -+ 2 34"
+ - 7 11,97  + - 20 33,9 + 16 27,1°
+ + 35 593% + + 22 37,28 + + 24 40,7°

Dermatophagoides pteronyssinu (Dp), Dermatophagoides farinae (Df) e Blomia tropicalis (Bt)
em valores absolutos e em porcentagem. As porcentagens seguidas pela mesma letra mindscula
em cada coluna n&o diferiram significativamente entre si pelo teste qui-quadrado (p>0,05).

No caso das reacOes a &caros de armazenamento é importante frisar que todos 0s
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pacientes que reagiram ao As também reagiram a Tyr, ou seja, uma rea¢do positiva ao

primeiro &caro geralmente veio acompanhada de reacdo positiva ao segundo (Tabela 5).

TABELA 5 - Frequéncia das associagOes entre acaros de armazenamento

As Tyr n %

- - 24 40,7°
- + 14 23,7°
+ - 0 00"

+ + 21 356°2

Acarus siro (AS) e Tyrophagus putrescentiae (Tyr) em valores absolutos e em porcentagem. As
porcentagens seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferiram significativamente
entre si pelo teste qui-quadrado (p>0,05).

O teste estatistico de qui quadrado para os pélens de gramineas mostra que existe
uma co-sensibilizacdo entre Cd e Lm, uma vez que a reacdo ao Cd geralmente veio
acompanhada de reacdo a Lm. Também é possivel notar que a ocorréncia de
sensibilizacdo a Pn e/ou Lp é claramente maior quando acompanhada de reacdo a Lm. Ja
sobre os outros pares de alérgenos que foram correlacionados, aparentemente nao existe

nenhuma co-sensibilizacéo significativa (Tabela 6).

TABELA 6 - Frequéncia das associacGes de reacdes entre polens de gramineas
Cd Pn n % Cd Lp n % Cd Lm n %

- - 38 64,4° - - 39 661° - - 33 559°
- + 5 8,5°¢ - + 4 6,8° - + 10 16,9°
+ - 12 20,3° + - 6 102% + - 3 51¢

- - 4 68° + + 10 16,9° + + 13 22,0°
Pn Lp n % Ph Lm n % Lp Lm n %

- - 41 695° - - 35 593% - - 36 610¢°
- + 9 152 - 4+ 15 254% . 4+ 9 152°
+ - 4 68" + - 1 174+ - 0 00°

+ + 5 855 4+ + 8 136°¢ + + 14 237°

Cynodon dactylon (Cd), Lolium perene (Lp), Lolium multiflorum (Lm) e Paspalum notatum (Pn)
em valores absolutos e em porcentagem. As porcentagens seguidas pela mesma letra mindscula
na coluna néo diferiram significativamente entre si pelo teste qui-quadrado (p>0,05).
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Foi calculado o coeficiente Kappa de Cohen para as reacOes entre duplas de
alérgenos ambientais do mesmo grupo (acaros de poeira domeéstica, &caros de
armazenamento e pélens de gramineas) visando avaliar se existia associagdo entre eles.
Quando o valor de p<0,0001 a associacgdo entre as reacdes foi classificada como de boa
replicabilidade (concordantes), ja no caso de p>0,0001 a associagdo foi de fraca
replicabilidade. E possivel perceber que os resultados por esse teste estatistico
confirmaram os achados obtidos pelo teste de qui-quadrado (Quadro 5).

QUADRO 5 - Coeficiente de significancia (valor de p) e replicabilidade (boa ou
fraca) entre as reacdes de alérgenos ambientais testados, ap6s tratamento estatistico
Kappa

Alérgenos Valor de p Replicabilidade
Dfe Dp <0,0001 Boa
Df e Bt =0,0216 Fraca
Dp e Bt <0,0001 Boa

Ase Tyr <0,0001 Boa
CdePn =0,1020 Fraca
Cdelp <0,0001 Boa
CdelLm <0,0001 Boa
Pnelp =0,0074 Fraca
PnelLm =0,0004 Fraca
LpelLm <0,0001 Boa

Df:Dermatophagoides farinae; Dp: Dermatophagoides pteronyssinus; Bt: Blomia tropicalis; As:
Acarus Siro; Tyr: Tyrophagus putrescentiae; Cd: Cynodon dactylon; Pn: Paspalum notatum; Lp:
Lolium perene; Lm: Lolium multiflorum.

5.3 OCORRENCIA DE REACOES ADVERSAS APOS A EXPERIMENTACAO

Em relacdo as reacGes urticariformes ou sistémicas, nenhum dos 59 animais
testados apresentou reacOes anafilactoides, entretanto, 6,7% (4) desenvolveram reagdes
tardias aos alérgenos testados, com presenca de placa eczematosa e prurido persistente no

local da puntura. Estes animais foram tratados com prednisolona na dose de 0,5mg/kg a
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cada 24 horas, durante trés dias, com resolucdo completa do quadro clinico. Um paciente
(sem raca definida, fémea, de dois anos) teve formacdo de pseuddpodes extensos, com
coalescéncia das reagdes (Figura 16). Além disso, outro paciente (Buldogue inglés,
fémea, de trés anos) ha seis meses testada ndo teve até o presente momento o crescimento

piloso na érea tricotomizada.

A: Momento imediato p6s puntura; B: Formacdo de pseuddpodes e coalescéncia de reacdes a
alérgenos ambientais testados.

FIGURA 17 - Dermografismo no local de puntura pelo Prick Test UniTest®PC
Fonte: Servico de Dermatologia Veterinaria, FMVVZ UNESP Botucatu.
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6 DISCUSSAO

Avaliando os cdes com prurido crénico e perene incluidos no estudo, todos
obedeceram aos critérios que permitem o diagnostico presuntivo de DAC. Desses 69,4%
(41/59) eram fémeas. Scott (1981) e Halliwell;Schwartman (1971) afirmam que a doenca
é registrada com maior frequéncia nas fémeas, enquanto em um estudo mais recente de
Lund (2011) foi revelado uma maior ocorréncia em machos. Logo, ainda é controverso a
influéncia de género na ocorréncia da DAC.

Diversos estudos apontam predilecdes raciais, as quais variam de acordo com a
regido geogréafica e popularidade do momento. 1sso apoia a base genética envolvida da
DAC, bem como na variacao fenotipica que ocorre de acordo com cada raca (WILHEM;
KOVALIK; FAVROT., 2010, NUTTAL et al., 2019). Atualmente se destacam: Boxer,
Dalmata, Bull Terrier, Buldog Francés, Pastor Alemao, Golden Retriever, Sharpei,
Shihtzu, Jack Russell, West Highland White Terrier e Poodle (JAEGER et al., 2009).
Porém, o presente estudo mostrou um maior acometimento para cdes SRD (32,2%),
remetendo que o fator ambiental é, sendo mais, igualmente significativo em relacdo a
influéncia genética no desenvolvimento clinico da doenca atdpica.

Harvey et al. (2019) e Anturaniemi et al. (2017) relacionam o consumo de dietas
industrializadas, o isolamento intradomiciliar e a limpeza extrema com o risco aumentado
para DAC, Laurengo-Martins (2010) chegou a sugerir que “dormir no exterior” poderia
servir como fator protetor para a doenca. O estilo de vida e manejo dos participantes do
estudo combinam com o0s descrito por tais autores, com 84,7% (50/59) dos caes
consumiam racfes comerciais, possuiam acesso restrito ao meio externo/rural e a outros
animais, bem como 93,2% (55/59) deles viviam principalmente indoor.

Entende-se que o estilo de vida moderno estd relacionado com o crescente
aumento das dermatopatias imunoalérgicas e inicio precoce dos sinais clinicos associados
a DA (ANTURANIEMI et al., 2020). E possivel notar isso em nosso trabalho, com 71,1%
(42/59) dos caes apresentando sinais da doenca antes dos trés anos de idade.

Em relacdo as manifestacdes clinicas, 100% apresentaram o prurido como
primeiro e principal sinal, concordando com Favrot et al. (2010), que verificou 61% dos
cdes com DAC apresentando prurido, ainda que alesional, na fase inicial da doenca. E
sabido que a topografia lesional esta relacionada as areas do corpo de maior contato com
alérgenos (MARSELLA, 2021). Logo, nosso estudo reforca a importancia dos acaros de

poeira doméstica, ja que as regides de destaque pruriginoso foram a interdigital (48/59),



56

virilha/abdémen (36/59) e axilar (34/59) ou seja, referentes as areas preferiveis para
penetracdo e sensibilizacdo epicutanea por esse grupo de alérgenos ambientais (OLIVRY;
HILL, 2001).

Saridomichelakis et al. (2007) traz a DAC como a principal causa primaria de
otite externa, representando cerca de 43% dos casos. No trabalho de Jaeger et al. (2010)
e Favrot et al. (2010) 50% dos cées atOpicos apresentaram otite externa cronica. No
presente estudo isso se destaca ainda mais, com 81,4% (48/59) dos cdes apresentando
histérico de otite crdnica e recorrente.

A inflamacdo mesmo que presente em menor grau nos caes atdpicos diminui a
sobrevivéncia de bactérias benéficas e seleciona as potencialmente patogénicas
(BRADLEY et al., 2016). Tais antigenos microbianos funcionam como um fator
extrinseco para precipitacdo do eczema atdpico, além disso, estdo associadas a
cronificacdo da doenca e alteracdes tegumentares disqueratéticas (LEUNG, 2013).

Previamente a realizacao do Prick Test, 52,5% (31/59) dos pacientes apresentaram
disbiose bacteriana e 28,8% (17/59) disbiose por Malassezia spp, as quais foram
devidamente tratadas. Resultado semelhante foi descrito por Possebom et al. (2022) com
47% dos céaes apresentando infeccdo estafilococdcica de pele, porém, em relagdo a
disbiose por Malassezia spp, a porcentagem de acometidos foi de 12%, ou seja, inferior
ao encontrado no presente estudo.

Assim como na medicina, é esperado que o Prick Test substitua o IDT como
“padrdo ouro” e passe a ser o método de escolha pelos alergologistas veterinarios na
identificacdo dos gatilhos ambientais e/ou alimentares envolvidos na doenca alérgica de
caes atopicos. Para os sensibilizados a alérgenos ambientais, é possivel a prescricdo da
SIT, a qual se mostra vantajosa em diminuir o resgate medicamentoso e deve ser
estimulada como primeira escolha terapéutica ao invés de ultimo recurso, visto que ela
ainda € a Unica capaz de mudar o curso natural da doenca e prevenir novas sensibilizacdes
(FISCHER; ROSTAHER; FAVROT, 2020).

Dos 59 cédes participantes, 16% (9/59) ndo apresentaram reacdes positivas no
Prick Test para alérgenos ambientais. Marsella (2021) sugere que tais pacientes ainda
estdo na fase inicial da sensibilizacdo a alérgenos e que caso fossem testados no futuro
poderiam apresentar reacdes positivas. Porém, os cées apenas foram testados ao atingir a
idade minima de trés anos de idade, logo, o mais provavel é que tais pacientes tratem-se
de atopicos simili. Na medicina esse subtipo de DA ¢é caracterizado por inicio tardio,

predominancia feminina, funcdo de barreira cutanea inalterada, menor risco de marcha
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atopica e apresentam uma gravidade mais branda em comparacdo com a DA extrinseca.
Imunologicamente tendem a apresentar menor expressdao de IL-4, IL-5 e IL-13 e
predominancia de IFN-y vinda de uma resposta tipo Th1. Apesar de serem clinicamente
semelhantes, se acredita que no caso simili a resposta alérgica se dé por autoantigenos ou
antigenos nao proteicos, como metais (MAKOWSKA et al., 2023).

Além disso, é importante entender que apesar da poténcia e estabilidade dos
extratos alergénicos usados no teste alérgico de puntura estarem bem acreditados pelos
fabricantes, como € o caso do laboratério parceiro neste estudo, a padronizacao bioldgica
dos alérgenos ambientais € estabelecida apenas para uso humano e ndo para uso em caes.
Isso se faz um importante fator limitante, podendo levar a falsos negativos ja que
aparentemente 0s extratos de acaros de poeira doméstica precisam ser mais concentrados
e 0s de polens de gramineas serem usados em sua forma ndo diluida (CARNETT;
PLANT, 2018).

Por conta disso, testamos apenas alérgenos individuais e ndo mix de alérgenos
ambientais, ja& que as misturas diluem o alérgeno individual e consequentemente
aumentam a possibilidade de falsos negativos no Prick Test (FLEISCHMAN; MORRIS,
2023).

Mesmo diante de diversos dispositivos comercialmente disponiveis para a
puntura no Prick Test, optamos por utilizar o UniTest®PC, o qual aléem de apresentar as
vantagens de ser menos doloroso, mais facilmente mensurado e interpretado, ele também
é capaz de identificar mais reacdes positivas, logo, melhorando a sensibilidade do teste
percutaneo para os alérgenos ambientais (BASTOS, 2023; TVERSKY et al., 2015).

O clima do municipio de Botucatu é subtropical itmido, com invernos amenos e
verdes quentes. A temperatura média anual € de 20,3°C e a URA média anual de 73,9%
(INPE, 2024), as quais séo ideais para a proliferacdo de acaros de poeira doméstica e de
4caros de armazenamento (ASSUNCAO et al., 2017). Tais condicdes ambientais
justificam a alta sensibilizacdo para esses alérgenos, tendo ocorrido um total de 81,4%
(48/59) de reacOes para acaros de poeira doméstica e de 71,3% (35/59) para acaros de
armazenamento.

Segundo Nuttall et al. (2006) acaros de poeira doméstica Dermatophagoides
farinae (Df), Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) e Blomia tropicalis (Bt) séo
considerados 0s principais alérgenos ambientais para doengas atdpicas em cdes e
humanos. Em concordancia com os resultados do presente estudo, com 71,2% (42/59)
dos pacientes reagindo a Df, 67,8% (40/59) a Dp e 44,1% (26/59) a Bt.



58

No presente estudo, 95,8% (46/48) dos participantes que reagiram a acaros de
poeira doméstica viviam predominantemente dentro de casa, com 67,4% (39/48) deles
dormindo na cama com o tutor, sendo este o nicho ecoldgico ambiental que Assuncéo et
al. (2017) identificou com a maior concentracdo de acaros de poeira doméstica, seguido
por tapetes e sofas.

Dutra et al. (2017) revelou em seu trabalho que pacientes alérgicos de niveis
socioecondmicos mais baixos costumam apresentar maior nimero desses &caros em seus
ambientes domésticos. O que combina com o perfil dos tutores de caes atopicos atendidos
no Servigo de Dermatologia da FMVZ UNESP campus Botucatu.

Por Medeiros et al. (2002) a sensibilizacdo a Df é mais frequentemente observada
em humanos atépicos. Nuttal et al. (2006) propde o mesmo para cées, afirmando que o
Df provavelmente € o acaro de poeira doméstica mais importante. I1sso se replica no
trabalho de Ludwing et al. (2021) com 92% dos cées apresentando IgE especifica para
esse acaro.

Ja Soares et al. (2007) discorda, mostrando o Dp como o principal &caro associado
a reacGes no Prick Test em humanos atopicos. Possebom (2019) corrobora com seu
trabalho na Medicina Veterinaria, identificando uma soropositividade maior para Dp ao
invés de Df. Além disso, no trabalho de Assuncéo et al. (2017) e de Cunha et al. (2012)
Dp foi o principal &caro encontrado no microambiente canino, reforgando sua importancia
na sensibilizacdo de nossos pacientes atdpicos. Porém, entendemos que a distribuicdo das
espécies de Dermatophagoides € capaz de variar dentro de pequenas areas geograficas.

No presente estudo, a frequéncia de co-positividade no Prick Test para os acaros
Df e Dp foi de 59,3% (35/59) valor estatisticamente diferente pelo qui quadrado (p<0,05)
de quando as reacdes ocorriam de modo isolado a eles. Somado a isso, o teste de Kohen
traz uma boa concordancia entre reacGes a esses dois acaros. Tal fato pode estar
relacionado a existéncia de reatividade cruzada entre eles, ja que existe uma homologia
de cerca de 90% entre seus alérgenos (MARTINEZ et al., 2000).

A sensibilizacdo ao Bt é comum em paises de clima tropical e subtropical, como
a América do Sul, América Central, Africa e Sudeste Asiatico (MUELLER et al., 2016).
O mesmo para o Brasil, com o acaro sendo comumente encontrado na poeira doméstica
de cidades no interior de Sdo Paulo e frequentemente associado a sensibilizacdo de
criancas com rinite e asma alérgica (ASSUNCAO et al., 2017, CUNHA et al., 2012).

Acaros de armazenamento foram identificados no ambiente domiciliar dos ces,

porém parecem ser mais importantes na alimentacéo canina (FARMAKI et al., 2012). A
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maior taxa de proliferacdo desses acaros em sacos de racéo parece depender do material
da embalagem e duracdo do pacote aberto (NUTTALL et al., 2006). Os resultados do
estudo Arlian et al. (2003) mostraram que 94% dos cdes apresentam IgE elevada contra
Ase Tyr.

No presente trabalho, 57,7% (34/59) dos participantes foram positivos para
Tyrophagus Putrescentiae (Tyr) e 35,6% (21/59) para Acarus Siro (As). Sendo o Tyr o
acaro de armazenamento mais encontrado nas rages comerciais (BRAZIS et al., 2008).
Até o momento ndo existem trabalhos avaliando a efetividade de uma imunoterapia
especifica para esses alérgenos em cées atopicos, 0 que € necessario para se estabelecer a
real relevancia clinica da sensibilizacdo no Prick Test a eles.

Semelhantemente ao trabalho de Goicoa et al. (2008), observamos uma co-
sensibilizacdo pelo Prick Test de 56% (33/59) entre ambos 0s grupos de &caros
(armazenamento e poeira doméstica). Saridomichelakis et al. (2008) traz a possibilidade
de reatividade cruzada entre alérgenos de é&caros de poeira doméstica e de
armazenamento, sendo posteriormente demonstrado por Marsella;Saridomichelakis
(2010) que tal reatividade cruzada é clinicamente relevante, com Beagles sensibilizados
a acaros de poeira doméstica apresentando piora clinica ao entrar em contato com acaros
de armazenamento.

Em éareas de clima temperado, o pico de polinizagdo ocorre de setembro a
dezembro, contudo nos tropicos e subtropicos, como é o caso do Brasil, os polens podem
ser encontrados durante todo o ano, ainda que em menor proporcdo (MUELLER,;
BETTENAY; TIDEMAN, 2000).

A sensibilizacdo de cdes com DAC para alérgenos derivados de gramineas varia
entre 10% e 25% (MUELLER et al., 2016). Cerdeiro et al. (2021) corrobora com essa
informacao, trazendo 25,6% de positividade no Prick Test a esses alérgenos. Porém, aqui
o0 dado foi superior atais estudos, com 45,7% (27) dos cées reagindo as gramineas. Talvez
essa diferenca se dé pelo acesso frequente que os participantes tinham a elas (>70%)
sendo que, dos que tinham acesso, 18,9% (7/19) tinham contato diario, 37,8% (14/19)
contato semanal e 43,2% (16/19) raras vezes ao més. Ou entdo, tal resultado tenha se dado
pois usamos o puntor UniTest®PC, que sabidamente encontra mais resultados positivos
que o Duotip-Test®Il.

Ainda por Cerdeiro et al. (2021) foi observado uma sensibilizacdo de 70% para
Cynodon dactylon (Cn), 70% para Lolium multiforum (Lm) e 40% para Paspalum

notatum (Pn), porém o Lolium perene (Lp) ndo foi testado. No presente estudo houve
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resultados semelhantes, com o Pn sendo a graminea menos importante, correspondendo
a 16% (9/59) das reacOes positivas no Prick Test e se destacando o Cn, Lp e Lm,
responsaveis, respectivamente, por 27,2% (16/59), 23,7% (14/59) e 39% (23/59) das
reagOes positivas no estudo.

A baixa sensibilidade a gramineas torna o nimero de casos positivos muito
pequeno para permitir uma discussao estatistica robusta acerca da frequéncia de
associacOes entre reacdes a polens de gramineas e co-sensibilizacdes, ou seja, pode haver
alguns fenémenos que ndo podemos notar pelo N (nimero de cées atdpicos positivos para
gramineas) ser pequeno.

Estudos para a padronizacao dos extratos alergénicos comerciais para cdes devem
avancar na alergologia veterinaria com intuito de melhorar a acurécia dos testes cutaneos.
Enguanto isso, na medicina o uso de alérgenos purificados a partir de fontes naturais ou
produzidas por proteinas recombinantes em laboratorio, torna o diagnostico molecular
bem estabelecido. Essa realidade propicia testes alérgicos mais precisos e uma

imunoterapia a qual passa a ser realmente “alérgeno especifico".
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7 CONCLUSOES

No presente estudo, os participantes com diagndstico clinico de DAC foram em
sua maioria fémeas, castradas, SRD, que viviam predominantemente dentro de casa e
com os sinais clinicos se iniciando antes dos 3 anos de idade. Apresentaram
principalmente eczema, piodermite estafilococica e otite, com as lesdes se concentrando
predominantemente em abdomen, orelha e regido interdigital.

Em vista do estilo de vida, habitos alimentares, localizacdo geogréfica e clima
influenciarem na selecdo dos principais antigenos que precipitam a piora clinica do
paciente atdpico, o0 ambiente ao qual o animal é exposto deve ser considerado na escolha
dos alérgenos a serem testados no Prick Test. Somado a isso, a compreensdao do
imunofenotipo do cdo atopico é fundamental para direcionar o0 melhor momento a ser
realizado. Espera-se que a disponibilidade de tal teste percutaneo para os alergistas
veterinarios possibilite a imunoterapia (SIT) para alérgenos ambientais.

O presente estudo foi pioneiro em identificar os mais importantes alérgenos
ambientais para cdes atopicos na regido de Botucatu - SP utilizando o Prick Test
UniTest®PC. Foram destacados principalmente os acaros de poeira doméstica Df e Dp,
0 &caro de armazenamento Tyr e 0 poOlen de graminea Lm como 0s responsaveis pelo
maior nimero de sensibilizacGes cutaneas. Tal valiosa informagédo permite decidir pelo
menor numero de alérgenos a compor a SIT, tornando-a mais individualizada e bem-
sucedida.

Porém, nosso estudo também reforca a possibilidade de reac6es cruzadas entre
alérgenos relacionados, por exemplo, &caros de poeira doméstica e A&caros de
armazenamento. Diante disso, é necessario aliar as manifestacdes clinicas com a historia

do paciente e determinar se o cdo esta realmente exposto ao(s) alérgeno(s) ao qual reagiu.
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