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RESUMO

CUNHA, Victor do Espirito Santo. Avaliacéo da sensibilidade de cdes com dermatite
alérgica aos extratos alergénicos padronizados de acaros da poeira domiciliar.
Seropédica: UFRRJ, 2006. 29p. (Dissertacdo, Mestrado em Ciéncias Veterinarias,
Parasitologia Veterinaria).

O presente estudo do tipo caso-controle teve como objetivo avaliar se extratos
alergénicos de cinco espécies de acaros da poeira domiciliar padronizados para
humanos podem ser utilizados no diagnostico da dermatite atdpica canina. Extratos de
Dermatophagoides pteronyssinus, D. farinae, Blomia tropicalis, Lepidoglyphus
destructor e Tyrophagus putrescentiae foram avaliados através de testes intradérmicos
em 45 cdes, dos quais 20 controles e 25 com dermatite alérgica. Uma diferenca
significativa foi observada no padrdo de respostas entre os dois grupos (p<0,05).
Apenas um animal (5%) do grupo controle reagiu ao teste cutaneo, enquanto que no
grupo dos alérgicos 14 cées (56%) apresentaram pelo menos uma reacdo positiva (odds
ratio = 24,2). As maiores frequéncias de reacdes positivas observadas no grupo dos
alérgicos foram aos extratos de T. putrescentiae ou L. destructor, cada um induzindo
reacdes em 10 (40%) cédes. Os extratos de D. farinae, D. pteronyssinus e B. tropicalis
foram responsaveis por reacGes positivas em 7 (28%), 3 (12%) e 3 (12%) caes,
respectivamente. A sensibilidade e a especificidade dos testes intradérmicos foram de
56% e 95%, respectivamente e, o valor preditivo positivo e valor preditivo negativo de
93% e 63%, respectivamente.

Palavras-chave: Alergia, dermatite atopica, teste intradermico.



ABSTRACT

CUNHA,Victor do Espirito Santo. Evaluation of the sensibility from dogs with
allergic dermatitis towards standardized allergenic extracts of house dust
mites. Seropédica: UFRRJ, 2006. 29p. (Dissertation, Master Science in
Veterinary Science, Veterinary Parasitology).

The objective of this case-control study was to evaluate whether allergenic extracts from
five species of house dust mites standardized for humans may be taken into account in
the diagnosis of the canine atopic dermatitis. Extracts of Dermatophagoides
pteronyssinus, D. farinae, Blomia tropicalis, Lepidoglyphus destructor and Tyrophagus
putrescentiae have been evaluated through intradermal testing on 45 dogs, from which
20 belonged to the control group and 25 suffered from allergic dermatitis. There was a
significant difference on the response pattern between the two groups (p<0,05). Only
one dog (5%) from the control group has reacted to the intradermal test, whereas from
the allergic group, 14 dogs (56%) have presented at least one positive reaction (odds
ratio = 24,2). Most of the positive reactions observed in the allergic group were to the
extracts of T. putrescentiae or L. destructor, each one inducing reactions on ten dogs
(40%). The D. farinae, D. pteronyssinus e B. tropicalis extracts were responsible for
positive reactions on 7 (28%), 3 (12%) and 3 (12%) dogs, respectively. The intradermal
testing sensitivity and specificity were 56% and 95%, respectively, and the positive
predictive value and the negative predictive value were 93% and 63%, respectively.

Key words: Allergy, atopic dermatitis, intradermal testing.



1. INTRODUCAO

A Dermatite Atopica Canina (DAC) ¢ uma doenca cutanea caracterizada por
uma tendéncia hereditaria a produ¢do de imunoglobulinas do tipo E em resposta a
alérgenos ambientais. Sua prevaléncia na populagdo canina estd proxima dos 10%
(SCOTT et al, 2001), podendo chegar a 30% dos casos atendidos em clinicas
particulares especializadas em dermatologia (NESBITT, 1983).

Os principais alérgenos ambientais incriminados na patogénese da dermatite
atopica canina sdo: antigenos de 4caros da poeira domiciliar e de produtos armazenados;
polens de gramineas, arvores e arbustos; esporos de fungos; antigenos epidermais; e
antigenos de insetos (HILL & DEBOER, 2001). Acaros da poeira domiciliar, em
particular Dermatofagoides farinae e D. pteronyssinus, sdo considerados como as
principais fontes de alérgenos responsaveis pelas hipersensibilidades em caes, afetando
de 30 a 100% dos caes com dermatite atopica (RANDALL et al., 2003).

O diagnostico ¢ baseado no historico e na apresentacdo clinica e posteriormente
substanciado pelos testes intradérmicos (ID) in vivo ou testes soroldgicos in vitro, tais
como o teste de imunoabsorcdo ligado a enzimas (ELISA) e o teste de
radioalergoabsorcao (RAST), os quais demonstram niveis aumentados de IgE alérgeno-
especifico. O objetivo destes testes ¢ identificar alérgenos relacionados a doenca,
possibilitando desta forma a aplicagdo de medidas de controle para minimizar a
exposicdo a estes alérgenos, assim como a selecdo de antigenos para a imunoterapia
alérgeno-especifica.

Porém, os extratos alergénicos utilizados em Medicina Veterinaria para a
realizacdo dos testes intradérmicos sdao produzidos por métodos inespecificos de
quantificagdo de alérgenos e estdo disponiveis comercialmente em concentracdes de
peso sobre volume (w/v) ou unidades protéicas por mililitro (PNU/ml). Tais medidas de
concentragdo ndo nos permitem reconhecer a bioatividade de cada extrato, que pode
variar de 10 a 1000 vezes entre extratos com a mesma concentragdo (SCOTT et al.,
2001). Extratos alergénicos sdo misturas complexas de componentes antigénicos € o
conteudo protéico ndo estd necessariamente relacionado ao conteudo alergénico (IPSEN
et al., 1998). Portanto, reagdes falso-positivas e falso-negativas podem ser observadas
quando a bioatividade do extrato estiver muito alta ou muito baixa, respectivamente.

Para que a reprodutibilidade dos resultados dos testes intradérmicos no
diagnéstico de doengas alérgicas seja alta, é essencial a padronizacdo dos extratos
alergénicos (DREBORG, 1993; Position Statement: AAAAI ,1997). Os processos de
padronizagdo de extratos alergénicos tém como objetivo principal a identificagdo de
alérgenos clinicamente importantes para uma determinada espécie, assim como a
avaliacao de sua atividade alergénica em unidades bioldgicas. Com isso, a criacdo de
referéncias internacionais de extratos alergénicos se torna possivel, seguindo uma
politica semelhante a adotada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para
referéncias internacionais de outras substincias bioldgicas. O reconhecimento da
quantidade de qualquer principio ativo utilizado em medicina ¢ um requisito de maxima
importancia. O beneficio de um tratamento e a reprodutibilidade de um teste diagndstico
dependem, de forma direta, deste conhecimento. Como o processo de padronizagdo de
extratos alergénicos em medicina veterinaria ainda ndo ¢ uma realidade e alérgenos
principais para cdes podem diferir daqueles alérgenos principais ja descritos para
humanos (McCALL et al., 2001), a utilizacdo de extratos padronizados para humanos
no diagnostico da dermatite atdpica canina tem valor desconhecido.



Como os acaros da poeira domiciliar e de produtos armazenados sao
considerados como a principal causa de doenga atopica em caes € humanos (SWINNEN
& VROOM, 2004), o presente trabalho teve como objetivo avaliar se extratos
alergénicos de acaros da poeira domiciliar e de produtos armazenados, padronizados
para humanos, podem ser utilizados para complementar o diagnostico da dermatite
atopica canina.



2. REVISAO DE LITERATURA

O primeiro caso relatado de doenga atopica em caes foi descrito por WITTICH
(1941), e tratava-se de um cao com sintomas sazonais de rinite alérgica. A segunda
publicagdo de doencga alérgica em caes foi descrita por PATTERSON (1960), e tratava-
se de um cao com conjuntivite alérgica, aumento da produgdo de lagrimas e prurido.
Somente em 1971 os sinais clinicos da dermatite atopica canina (DAC) foram descritos
(HALLIWELL & SCHWARTZMAN, 1971).

Acreditou-se durante muitas décadas que a rota de penetracao de antigenos fosse
a respiratoria. O antigeno seria inalado, penetraria no trato respiratério e através da
circulagdo chegaria na pele, com subseqiiente degranulacdo dos mastocitos. Porém, esta
hipotese nunca foi comprovada experimentalmente e ¢ atualmente considerada como
um dogma em medicina veterindria. Acredita-se, atualmente, que a rota de penetragdo
de antigenos para a DAC seja a epidermal e, portanto, o termo “dermatite alérgica a
inalantes”, utilizado durante muitos anos, ndo deve mais ser utilizado (OLIVRY &
HILL, 2001).

A incidéncia de doenga atopica em humanos (asma, rinite alérgica e dermatite
atopica) tem aumentado de forma significativa nas ultimas décadas, especialmente em
paises desenvolvidos. Embora ja se conheca uma predisposi¢do genética para a doenga,
¢ pouco provavel que este rapido aumento da incidéncia ocorra devido a processos de
selecdo genética. Acredita-se que fatores ambientais, tais como ambientes cada vez mais
urbanizados, com um aumento da concentragdo de alérgenos dentro dos domicilios,
sejam os responsaveis por este aumento da incidéncia em humanos. Como muitos destes
fatores, associados a uma crescente incidéncia de dermatite atopica em humanos,
também estdo comumente presentes no ambiente dos caes, parece provavel que um
aumento similar da incidéncia da doenca em caes também esteja ocorrendo (HILLIER
& GRIFFIN, 2001).

Existem diversas publicacdes sobre a prevaléncia de dermatite atdpica em caes,
porém nenhum desses trabalhos utilizou dados epidemiologicos representativos e,
portanto, ndo se conhece a verdadeira prevaléncia e incidéncia de dermatite atopica na
populagdo geral de caes (HILLIER & GRIFFIN, 2001). SCOTT et al. (2001) estimaram
uma prevaléncia da doenca em 10% na populagdo geral de caes e LUND et al. (1999)
estimaram, apos uma analise de 31.484 caes atendidos com problemas de pele ou de
ouvido em 52 clinicas privadas norte-americanas, em 8.7% a prevaléncia de dermatite
alérgica/atopica, alergia ou atopia.

Atopia ¢ definida como wuma tendéncia hereditdria a produgdo de
imunoglobulinas do tipo IgE. Dermatite atdpica canina ¢ a doenga clinica observada em
caes atopicos, resultante da produ¢do de mediadores inflamatorios, com conseqiientes
reagOes alérgicas clinicamente relevantes a antigenos ambientais (ZUR et al., 2002).

O padrao de heranca genética da dermatite atopica e da producdo de altos titulos
de IgE tem sido o foco de muitos estudos. Trabalhos iniciais suportaram a hipotese de
um padrdo de heranga multifatorial para a dermatite atopica em humanos. Entretanto,
trabalhos subseqiientes sobre asma utilizando reatividade de IgE como um indicador
fenotipico, indicaram que o modo de heranga das doengas atopicas em humanos era
autossdmico dominante (PALLER, 1993). Na DAC acredita-se que exista um
componente genético devido a uma maior observacao da doenga em determinadas ragas.
As racas mais comumente relatadas como predispostas sdo: West Highland White
Terrier, Labrador Retriever, Boxer, dentre outras. Porém, a maioria desses estudos nao



associou a prevaléncia da doenca a freqiiéncia com que estas racas sdo encontradas na
populacao geral de caes (SOUZA & MARSELLA, 2001).

A apresentacdao clinica primaria da DAC ¢ caracterizada pela presenca de
prurido com lesdes cutineas secundarias resultantes do autotraumatismo. A maioria dos
caes manifesta prurido ao esfregar a face e ao lamber ou mascar as patas. As lesoes
ocorrem mais comumente no abdome ventral e regides axilar e inguinal. Lesdes
descritas na literatura incluem escoriagdes, alopecia varidvel devido ao
autotraumatismo, maculas eritematosas, papulas, pustulas, hiperpigmentagdo e
liquenificagao (REEDY et al., 1997; SCOTT et al., 2001). A intensidade das lesdes
cutaneas pode variar de leve a grave e infec¢des cutaneas secunddrias com bactérias e
leveduras s3o comuns. Otite externa ¢ observada em aproximadamente 55% dos caes
diagnosticados com dermatite atopica (ZUR et al., 2002).

A DAC ¢ uma sindrome complexa e sua etiopatogénese ainda ¢ mal
compreendida (BENSIGNOR et al., 2002). E considerada como uma hipersensibilidade
do tipo I (REEDY et al., 1997; SCOTT et al., 2001). Diversas células inflamatorias
estdo relacionadas com a patogénese da doenga embora, no passado, os mastocitos eram
considerados como as mais importantes. Trabalhos recentes sugerem que uma interagao
complexa ocorra entre uma ampla variedade de células, sendo consideradas as mais
importantes as células de Langerhans e células dendriticas dermais, linfocitos-B,
linfocitos-T helper alérgeno-especificos, e mastocitos (HILL & OLIVRY, 2001).

Células apresentadoras de antigenos com morfologia dendritica sdo também
encontradas na derme (YAGER, 1992). Assim como as células de Langerhans, estas
células estdo envolvidas no processamento e apresentacdo de antigenos para os
linfocitos. Essas células sdo encontradas em biopsias cutaneas de dermatite atopica de
caes e de humanos (DAY, 1996; OLIVRY et al., 1997).

Os linfocitos-T sdo classificados em duas categorias de acordo com seus
marcadores de superficie. As células CD4 sdo equipadas para responder a antigenos
exdgenos apresentados pelas células apresentadoras de antigenos e, portanto, sdo
essenciais na patogénese das doengas atopicas. Os linfocitos T CD8 sdo designados
como linfécitos citotoxicos, embora ainda exista alguma controvérsia sobre suas
fungdes supressoras (HILL & OLIVRY, 2001).

Uma investigagdo preliminar da producdo de citocinas pelas células T na DAC,
revelou que em bidpsias cutaneas de caes normais havia um predominio de IL-2 e IL-12
e, em bidpsias cutaneas de cdes atopicos, um predominio de IL-4 e IL-5 (OLIVRY et
al., 1999). Embora os resultados deste estudo indiquem que possa haver uma resposta
predominantemente do tipo TH2 em caes atdpicos, o nimero de casos estudados foi
pequeno ¢ mais estudos s30 necessarios para investigar essa importante area da
imunologia canina (HILL & OLIVRY, 2001).

A principal funcdo dos linfécitos-B € a sintese de imunoglobulinas alérgeno-
especificas. Em relacdo as doencas alérgicas, anticorpos da classe IgE sdo os mais
importantes, embora subclasses de IgG também possam estar envolvidas. Anticorpos
IgE alérgeno-especificos também tém a capacidade de amplificar a resposta imune
através da captura de antigenos epidermais, com posterior apresentagdo para as células
de Langerhans. Atuam ainda iniciando a inflamac¢ao ap6s induzirem a degranulacido dos
mastocitos (HILL & OLIVRY, 2001).

Os eosindfilos sdo atraidos para o local da inflamagdao por fatores
quimioatrativos especificos tais como histamina, componente 5a do sistema
complemento e leukotrieno B4. Os eosinofilos possuem receptores de superficie celular
para essas substancias, mas também podem expressar receptores Fc para IgG e



receptores de baixa afinidade para IgE. Uma vez no ponto de inflamacdo mostram
atividade fagocitica e secretéria (McEWEN, 1992).

O papel dos mastécitos nas reagdes de hipersensibilidade estd relacionado a
sintese e liberagdo de mediadores inflamatorios no espago intercelular. Estes
mediadores ficam estocados em granulos em seu interior e incluem a histamina,
tryptases, quimases, leucotrienos e fator de necrose tumoral o (HILL & OLIVRY,
2001). Quando ocorre a ligacdo entre o alérgeno e duas moléculas de IgE alérgeno-
especificas adjacentes acopladas na superficie do mastécito, este degranula (BAKER,
1990). Os mediadores liberados sdo responsaveis por uma complexa interacao entre a
microcirculagdo e outras células inflamatorias, o que resulta em muitos dos sinais
clinicos da dermatite atépica. AUXILIA & HILL (2000) demonstraram que as areas
com as mais altas densidades de mastocitos nos caes sdo as pinas e as areas interdigitais
ventrais e levantaram a hipotese de que estes achados possam estar relacionados com a
ocorréncia freqiiente de pododermatites e otites externas na DAC.

Os principais mediadores inflamatdrios incriminados na patogénese da DAC sao
histamina, serotonina e leucotrienos, porém, destes apenas a histamina foi mais
profundamente estudada e parece ser de grande importancia na patogénese da doenca.
Outras citocinas, j& melhor estudadas na dermatite atopica humana, também podem
estar envolvidas, tais como a interleucina-4 (IL4) e ILS (MARSELLA & OLIVRY
2001).

Em humanos, acaros da poeira domiciliar, especialmente Dermatophagoides
farinae e D. pteronyssinus, sdo responsaveis por reagdes cutineas em 45 a 80% da
populacdo asmatica. A associacdo entre alérgenos de acaros da poeira domiciliar e
sensibilizacdo ja ¢ reconhecida, ndo somente em pacientes com asma, mas também
naqueles com outras doengas alérgicas tais como rinite alérgica e dermatite atopica
(RANDALL et al., 2003).

Acaros da poeira domiciliar sdo aracnideos de vida livre que utilizam carpetes ¢
tapetes de fibras naturais, colchdes, roupas de cama e frestas de assoalhos e de rodapés
para nidificagdo e reprodugdo. Para tal, sdo necessarias boas condi¢des climaticas e
disponibilidade de alimento, em geral representado por fungos e descamagdes da pele
de pessoas e animais (BAGGIO et al., 1992). A umidade ¢ o principal fator limitante
para o desenvolvimento e crescimento da populacao de acaros da poeira domiciliar. A
regulacdo osmotica se faz através da cuticula e, portanto, altos niveis de umidade do ar
sd0 necessarios para que nio ocorra a desseca¢io (EZEQUIEL et al., 2001). Acaros da
poeira domiciliar necessitam de uma temperatura ambiente ideal em torno de 25 a 30° C
e uma umidade relativa entre 75 e 80% para se desenvolver (PLATTS-MILLS &
CHAPMAN, 1987). Os acaros de produtos armazenados sdo encontrados
principalmente no meio rural, em graos, farinhas e fenos, mas também podem ser
encontrados na poeira domiciliar, desde que as condi¢des de umidade e temperatura
sejam favordveis para o seu desenvolvimento. Estes acaros se desenvolvem em
ambientes umidos, com umidade relativa ideal em torno de 80% e temperatura entre 25
e 30° C (TEE, 1994).

O Brasil ¢ um pais tropical com umidade relativa e temperatura média anual em
torno de 70% e 27° C, respectivamente. Tais condi¢cdes sdo altamente favoraveis para o
desenvolvimento de acaros da poeira domiciliar. Os géneros mais comumente
encontrados no pais sdo pertencentes as familias Pyroglyphidae, Glycyphagidae,
Cheyletidae, ¢ Acaridae. O género Dermatophagides (Pyroglyphidae) ¢ o mais relatado,
representado principalmente pelas espécies D. pteronyssinus e D. farinae (BINOTTI et
al., 2001). A primeira ¢ relatada em todo o territorio nacional e sua prevaléncia variou
de 3.7 a 89.3% dos acaros encontrados nos diversos estados (ROSA, 1978; BAGGIO et



al., 1992). A prevaléncia de D. farinae variou de 0.05% a 39.2%, sendo encontrada em
quase todo territorio nacional (MOREIRA, 1975; BAGGIO & AMBROSIO, 1992). A
familia Glycyphagidae ¢ a segunda mais comumente reportada, sendo representada
principalmente pela Blomia tropicalis, com uma prevaléncia variando entre 3.8 a 79.5%
nos diversos estados (ROSA, 1978; CHAGAS et al., 2000) e Glycyphagus domesticus
entre 6.8 a 36.5% (MOREIRA, 1975). Tyrophagus putrescentiae (Acaridae) ja foi
descrito em diversas regides do pais e sua prevaléncia variou de 0.2 a 10.5%
(ROSA,1978; JORGE NETO, 1984).

Os sinais clinicos da DAC sd@o muito variaveis e ndo existe um unico achado
clinico ou dado do histérico que, se presente, indique a presenga da doenca. O
diagnostico inicial ¢ clinico e deve ser realizado através da identificacdio de uma
combinacdo de critérios clinicos comumente associados a doenca (DeBOER &
HILLIER, 2001). Os critérios clinicos sugeridos por WILLENSE (1986) sao
amplamente utilizados por muitos veterindrios dermatologistas na avaliagdo de caes
com potencial alérgico. Infelizmente esses critérios nunca foram avaliados em relagdo a
sensibilidade e especificidade para o diagnostico da DAC.

Os achados histopatologicos das biopsias cutidneas de cdes atdpicos sao
caracterizados por graus varidveis de dermatite perivascular superficial com predominio
de linfécitos e histidcitos. Mastocitos podem estar aumentados em nimero. Embora
possa ocorrer eosinofilia tecidual branda, este achado ndo ¢ comum nos exames
histopatologicos de rotina. A presenca de intensa eosinofilia tecidual sugere outras
doencas ou patologia concomitante. Agregados intraepidermais focais de eosinofilos ou
células de Langerhans podem ser encontrados. A presenca de numerosos neutréfilos,
células plasmaticas, ou ambos indicam infec¢do cutdnea, na maioria das vezes causada
por Staphylococcus intermedius. No entanto, o exame histopatologico ndo confirma um
diagnoéstico de dermatite atdpica. Ele deve ser utilizado para descartar outras hipoteses
diagnosticas e para sugerir a necessidade de outros testes diagnésticos (SCOTT et al.,
2001).

Existe um consenso entre os dermatologistas para que outras hipoteses
diagnodsticas de doengas pruriginosas devam ser descartadas, tais como escabiose,
hipersensibilidade a picada de pulgas ¢ a alimentos. Uma vez confirmada a suspeita
inicial de dermatite atdpica, o clinico deve utilizar os testes alérgicos para substanciar o
diagnéstico. Os testes alérgicos disponiveis em medicina veterinaria sdo os testes
intradérmicos e os testes soroldgicos para quantificagdo de anticorpos IgE ou IgG
alérgeno-especificos. Os principais objetivos destes testes sdo selecionar alérgenos
candidatos para a imunoterapia e servir como base para a instituicdo de medidas que
possam minimizar a exposi¢cdo dos pacientes aos alérgenos identificados (DeBOER &
HILLIER, 2001).

Os testes soroldgicos disponiveis comercialmente para uso veterindrio possuem
baixa especificidade e, portanto, ndo devem ser recomendados para o diagndstico da
DAC. Eles podem ser uteis, quando associados aos testes intradérmicos, na escolha de
alérgenos que devem ser incluidos na imunoterapia. Os testes intradérmicos parecem ser
superiores aos testes de escarificagdo cutanea, aos de puntura (prick test) e aos
sorologicos (SCOTT et al., 2001). Os testes intradérmicos sao utilizados em medicina
humana e veterindria por muitas décadas. O objetivo destes testes ¢ a demonstragao de
hipersensibilidade a alérgenos mediada por IgE. A presenca de uma reag¢do positiva nem
sempre indica doenca alérgica, podendo algumas vezes indicar hipersensibilidade
subclinica (HILLIER & DeBOER, 2001).

A selecao dos alérgenos utilizados no teste ird variar de acordo com a regiao
onde o paciente vive. As informagdes sobre os alérgenos mais importantes para caes em



cada localizagdo podem ser obtidas de veterinarios particulares da regido, faculdades de
veterindria locais, laboratérios de alérgenos que fornecem alérgenos para os testes
cutaneos ou que oferecem sorologia para quantificagdo de IgE alérgeno-especifica, ou
de livros texto de dermatologia e alergia veterinaria (REEDY et al., 1997). Outras
informacdes também podem ser obtidas de médicos-alergologistas da regido, de
faculdades de medicina e agéncias de climatologia. Porém, o veterinario-alergologista
deve estar ciente de que alérgenos de importdncia em medicina humana ndo sao
necessariamente importantes para cdes e que, mesmo dentro de zonas definidas de
polinizagdo, pode haver uma grande variabilidade na vegetacdo e nas condigcdes
climaticas (HILLIER & DeBOER, 2001).

Para que os resultados dos testes alérgicos sejam fidedignos se faz necessaria a
padronizacdo dos extratos alergénicos (DREBORG, 1993; Position Statement: AAAAIL
1997). A primeira tentativa de padroniza¢do de extratos alergénicos foi desenvolvida
por NOON (1911), que propds o tratamento etiologico da “febre do feno” em humanos,
causada por poélens. O objetivo de NOON era injetar extratos de polens em individuos
doentes para que houvesse a produgdo de antitoxinas que neutralizassem as toxinas dos
p6lens. NOON chamou atencdo para a importancia de poder determinar a quantidade do
principio ativo introduzido em seus pacientes, e criou seu proprio método de controle,
até hoje utilizado por alguns grupos. Com o objetivo de expressar a poténcia do extrato,
definiu a “unidade” de toxina polinica como aquela quantidade que podia ser extraida
de 1pug de polen de Phleum. Desta forma, estabelecia um sistema numérico que permitia
designar uma quantidade, em qualquer extrato, em Unidades Noon/ml. O conceito de
toxina era incorreto, assim como o de unidades Noon, pois supunha que da mesma
quantidade em peso de matéria prima, sempre se podia extrair a mesma quantidade do
principio ativo, o que ¢ totalmente falso. A unidade Noon tem sido utilizada até hoje
com o nome de seu autor ou pela denominagdo de relagdo peso/volume e, portanto, as
objecdes feitas para a unidade Noon sdo igualmente validas para a relagdo peso/volume
(CARREIRA, 1992).

Na década de 30 ja se aceitava que a maioria dos alérgenos eram proteinas e
STULL et al. (1933) sugeriram que a quantidade de proteina de um extrato representaria
um bom método para controlar extratos alergénicos. Admitiu-se que toda a proteina de
um extrato poderia ser precipitada com acido fosfotiingstico e que o nitrogénio medido
no precipitado representaria a proteina total. Desta forma, se estabeleceu a unidade de
nitrogénio protéico, comumente conhecida como PNU, na qual 1 PNU representa a
quantidade de nitrogénio protéico correspondente a 62 ng de proteina. Porém, a
quantidade total de proteina de um extrato ndo representa, de forma alguma, seu
conteudo em atividade alergé€nica ou proteina alergénica ativa. A maior parte de um
extrato alergénico ¢ composta por proteina ndo relacionada com fendémenos alérgicos e,
0 que ¢ mais importante, a relagdo entre proteina alergicamente ativa e alergicamente
inerte varia enormemente, nao somente entre espécies, mas também entre lotes da
mesma espécie. Além disso, alguns alérgenos importantes podem ser instaveis ao calor
ou a degradacdo enzimatica em certas condi¢cdes de manipulacdo e armazenamento
(CARREIRA, 1992).

Em 1978 AAS et al. publicaram o primeiro método de padronizagdo biologica
elaborado de forma sistemadtica, que ¢ reconhecido como método Europeu de
padronizacdo de alérgenos. A técnica eleita foi o teste cutdneo de puntura e a avaliagdo
da atividade biologica total, que representa o somatorio das atividades individuais de
todos os alérgenos do extrato, estd baseada unicamente na reatividade cutanea dos
pacientes sensiveis. Portanto, é de extrema importancia a sele¢do correta dos individuos
testados, que devem possuir teste de puntura positivo, historia clinica compativel e IgE



especifica ao alérgeno em questdo. Além disso, a reatividade cutdnea desses individuos
ndo pode estar alterada por imunoterapia prévia ou utilizagdo de drogas para tratamento
sintomatico.

No método de AAS (1978), os pacientes selecionados (ente 10 e 20) devem ter
histéria clinica compativel, teste de puntura positivo, RAST de classe 2 ou mais ao
alérgeno objeto de estudo, e uma papula com histamina a 10mg/ml maior ou igual a
6mm de diametro médio no teste de puntura. Desta forma, aquele extrato que produz
uma papula igual a da histamina a 10mg/ml atribui-se 10 HEP (Histamine Equivalent
Prick), isto ¢, uma atividade biologica capaz de produzir, por puntura, uma reagao
média igual a gerada pela solucdo de histamina a 10mg/ml. Ao extrato com 10 HEP de
atividade alergénica foi designado 10.000 Unidades Biologicas/ml. Porém, a utilizagao
da histamina exdgena como pré-referéncia introduz uma varidvel desnecessaria, pois a
histamina nao ¢ o unico mediador da reacdo alérgica, induz a maxima resposta cutanea
em tempo diferente da resposta ao alérgeno, possui uma grande variabilidade de
respostas, ndo apresenta uma boa correlagdo de respostas com os alérgenos quando
utilizada em maiores concentragdes € o tamanho da reagdo cutanea, por ela produzida,
depende se o individuo estudado ¢ normal, pouco ou muito alérgico (CARREIRA,
1992).

Em 1979, BRIGHTON et al. propuseram uma nova definicdo de unidade de
atividade bioldgica para extratos alergénicos na qual um extrato alergénico, livre de
irritantes, contém uma atividade de 100 unidades bioldgicas por ml (BU/ml) quando,
através de teste de puntura em 30 pacientes clinicamente sensiveis ao extrato em
questdo, produz uma papula cuja média geométrica tem 75mm?.

Em 1982, TURKELTAUB propds um método de padronizacdo bioldgica em
unidades de atividade alergénica (Allergy Unit/ml) no qual, através de teste
intradérmico, pacientes altamente sensiveis sdo testados com quatro dilui¢des do extrato
objeto de estudo em distintas dilui¢des seriadas em um fator de 3. A primeira diluigdo ¢
aquela em que o eritema ¢ aproximadamente igual a papula e as trés seguintes sdo as
imediatamente mais concentradas. O tamanho do eritema ¢ calculado em milimetros
pela soma do didmetro maior com o diametro perpendicular ao ponto médio do maior.
A diluicdo que proporciona um eritema cuja soma de didmetros € igual a 50 milimetros
¢ denominada de D50. Os extratos mais ativos necessitam de diluigdo de 3™'* para
produzir um eritema de 50 milimetros, o que se traduz por uma D50=14. Por definicao,
a estes extratos mais potentes sdo designadas 100.000 AU/ml. Grupos sdo formados de
tal forma que uma D50 média igual a 14 inclui dilui¢des de 13 a 15, uma D50 igual a 12
dilui¢des de 11 a 13 e assim sucessivamente. Desta forma qualquer extrato ativo pode
ser incluido dentro de um grupo de atividade e receber Unidades de Alergia
(TURKELTAUB, 1982).

A criagdo de extratos referéncia, com atividade bioldgica determinada mediante
ensaios in vivo e expressa em Unidades Biologicas, é uma condi¢do indispensavel em
qualquer programa de padronizagdo. Extratos referéncia ou padrdo sdo comparados,
através de métodos in vitro ou in vivo, com os extratos destinados ao uso clinico. O
método mais empregado ¢ o RAST de inibicdo, o qual permite averiguar a atividade
bioldgica de qualquer extrato sempre que se disponha de uma referéncia da mesma
espécic (LOMBARDERO et al., 1986). A atividade bioldgica de um extrato representa
a soma das atividades individuais de cada um dos alérgenos que compde o extrato e,
obviamente, a composic¢do alergénica de todo extrato destinado ao uso clinico deve ser
um reflexo da composicdo alergénica do material que sensibilizou o paciente. Por
muitas razdes, em especial por diferengas na matéria prima e na manipulagdo do
material, ¢ possivel que algum extrato ndo contenha algum alérgeno importante.



Portanto, ¢ indispensavel o conhecimento da presenca ou auséncia de, pelo menos,
alérgenos mais importantes tanto em extratos referéncia quanto nos de uso clinico. As
principais técnicas que podem fornecer estas informacdes sao: imunoeletroforese (IEF),
contraimunoeletroforese (CIE), focalizagdo isoelétrica e immunoblotting. Todas sdo
complexas e algumas como a CIE, as vezes, dificeis de reproduzir quando reativos
diferentes sdo utilizados. Portanto, ¢ extremamente importante a utilizacdo de pelo
menos duas técnicas para cada extrato (CARREIRA, 1992).

Cada extrato alergénico ¢ composto por um grande numero de proteinas.
Somente algumas (entre 5 e 10) sdo alérgenos identificaveis por técnicas de laboratério.
A importancia relativa de cada alérgeno no extrato ¢ algo que deve ser bem estudado.
Alguns alérgenos sdo absolutamente majoritarios, de tal forma que 100% dos pacientes
sensiveis a espécie sdo sensiveis a ele e outros tém uma relevancia intermedidria —
ambos sdo chamados de alérgenos principais ou major. Ainda existem aqueles que
muito poucos pacientes demonstram IgE especifica — chamados de alérgenos
minoritarios ou minor. Algumas espécies tém um tnico alérgeno relevante, outras tém
dois, trés ou mais. Em alguns casos os alérgenos importantes apresentam reatividade
cruzada entre si ou com alérgenos menos importantes da mesma espécie (VENTAS et
al., 1991).

Diz-se que um alérgeno ¢ um alérgeno principal ou major quando, pelo menos,
50% dos pacientes alérgicos ao conjunto de alérgenos da espécie possuem IgE
especifica para ele. O método de quantificagdo de extratos alergénicos em unidades de
massa (UM) visa determinar com precisdo a quantidade de cada alérgeno principal no
estado ativo e expressar suas quantidades em pg ou ng de proteina por mililitro. Desta
forma, pode-se considerar que um extrato alergénico ¢ quantificado em UM/ml quando
se pode definir que para um total de 100 BU/ml, por exemplo, existe ‘X’ ug do alérgeno
1, Y’ pg do alérgeno 2, ‘Z’ pg do alérgeno 3. Os demais alérgenos, cuja prevaléncia de
IgE ndo supera os 50% dos pacientes, devem estar presentes nestes extratos, ainda que
ndo quantificados em unidades de massa. Quantificar um alérgeno em UM/ml implica
numa série de passos sucessivos cuja investigacao ¢ grande, complexa e as vezes dificil.
As etapas mais importantes podem ser resumidas da seguinte maneira: identificacdo de
alérgenos clinicamente relevantes (>50%); purificagdo do alérgeno mediante técnicas
convencionais de purificagdo de proteinas; confirma¢do de que o alérgeno purificado
produz reagdo cutdnea em pelo menos 50% dos pacientes alérgicos ao extrato completo
e de que, aproximadamente, este mesmo percentual de pacientes possui IgE especifica
no soro; obtengdo de anticorpos monoclonais, em ratos, capazes de reconhecer o
alérgeno e que tenham especificidade e afinidade adequadas; realiza¢do de imunoensaio
que permita quantificar o alérgeno purificado e, por comparagdo a ele, o mesmo
alérgeno em uma mistura complexa onde exista outras proteinas alergénicas e nao
alergénicas; determinacdo das concentragdes relativas dos alérgenos em espécies com
mais de um alérgeno principal; e determina¢do da relacdo entre quantidade de proteina
alergénica e atividade biologica (CARREIRA, 1992).

Até o momento, ainda ndo foram produzidos extratos alergénicos padronizados
para o diagndstico de doengas atopicas em animais. Os extratos utilizados em medicina
veterinaria sao padronizados de forma inespecifica em peso/volume (w/v) ou em
unidades de nitrogénio protéico/mililitro (PNU/ml) (HILLIER & DeBOER, 2001;
REEDY etal., 1997; SCOTT et al., 2001; ZUR et al., 2002). A padronizagao de extratos
alergénicos para cdes e a homogeneizagdo dos critérios para a interpretacdo dos
resultados, deverao melhorar em muito a eficacia dos testes intradérmicos para o
diagnéstico da dermatite atopica canina (HILLIER & DeBOER, 2001).



O uso de misturas de alérgenos nao relacionados deve ser evitado. Em principio,
somente alérgenos com reatividade imunoldgica cruzada conhecida na espécie testada
devem ser misturados num unico extrato. Em caes, a reatividade cruzada entre alérgenos
de Dermatophagoides dos grupos 1 ¢ 2 ja é conhecida (MASUDA et al., 1999). Extratos
de poeira domiciliar ndo devem ser utilizados, pois podem conter quantidades varidveis
de acaros da poeira domiciliar, descamagdes, fungos, insetos, polens e outros materiais
nao alergénicos. Extratos alergénicos da poeira domiciliar produziram reacdes positivas
em somente 56% dos cdes com reatividade positiva a acaros individuais da poeira
domiciliar (HILLIER et al., 2000). Portanto, a recomendacao ¢ de que somente extratos
contendo alérgenos individuais devem ser utilizados para teste intradérmico em caes
(HILLIER & DeBOER, 2001).

As solucdes controle sdo usadas para avaliacdo da reatividade cutinea e para
facilitar a graduagdo das reagdes aos extratos alergé€nicos. A solugdo de controle
positivo mais comumente utilizada ¢ o fosfato de histamina a 0,01% (BENSIGNOR &
CARLOTTI, 2002) ou a 0,001% (REEDY et al., 1997; SCOTT et al., 2001).
Recentemente, HENSEL et al. (2004) compararam estas duas concentragdes de
histamina em 30 caes saudaveis e concluiram que a concentragao 6tima para a utilizagao
como controle positivo nos testes intradérmicos em caes ¢ a de 1: 10.000 w/v (0,01%).
A solu¢do de controle negativo deve ser composta por solu¢do diluente usada na
dilui¢do dos extratos alergénicos, mais comumente salina tamponada e fosfatada a 0,9%
(REEDY et al., 1997).

Muitas drogas podem alterar a reatividade aos alérgenos utilizados no teste
intradérmico. O tUnico anti-histaminico avaliado em cdes em relagdo a reatividade
cutdnea foi a hidroxizine. Na dosagem de 3mg/kg duas vezes ao dia, observou-se a
supressao da reatividade cutdnea a histamina e antigenos de pulgas por até nove dias.
Na auséncia de outros trabalhos publicados sobre os efeitos dos anti-histaminicos na
reatividade cutinea com testes intradérmicos, recomenda-se a interrupgao destas drogas
por pelo menos dez dias antes da realizagdo dos testes (HILLIER & DeBOER, 2001). O
periodo de interrupcdo apos o uso de anti-histaminicos com a¢ao mais duradoura, como
a cetirizina e astemizol, pode ser maior, como ocorre em humanos (JUNIPER et al.,
1988). Os efeitos dos glicocorticéides na reatividade cutdnea sdo dependentes da
formulagdo e poténcia utilizados, assim como da dosagem, freqiiéncia de administracao,
duracdo do tratamento, e fatores individuais do paciente. Glicocorticoides topicos
reduzem as reagdes cutineas imediatas e as de fase lenta em humanos (PIPKORN et al.,
1989). A recomendacdo para a interrup¢do de glicocorticoides topicos e de uso oral
antes dos testes cutdneos ¢ de 3 semanas e, de glicocorticoides injetaveis 8 semanas
(SCOTT et al., 2001). Outras drogas que podem afetar a reatividade cutdnea nos testes
intradérmicos incluem compostos com progesterona, antidepressivos triciclicos e
agonistas -2 adrenérgicos. Porém o efeito destas drogas nos caes ainda nao foi avaliado
(HILLIER & DeBOER, 2001).

No momento do teste intradérmico o paciente ndo deve ter a pele inflamada ou
infeccionada. Se lesdes cutineas primdrias ou secundarias estdo presentes, os pontos de
injecdo intradérmica devem estar distantes o suficiente destas lesdes para permitir a
interpretacdo da reatividade cutanea (HILLIER & DeBOER, 2001). A reatividade
cutanea parece nao variar nas diferentes regides do corpo, € por convengdo ou habito, a
maioria dos veterinarios dermatologistas encolhe a é4rea do torax lateral para a
realizacdo do teste intradérmico (REEDY et al., 1997; SCOTT et al., 2001). O local ¢
suavemente tricotomizado com uma lamina de tosa nimero 40 e ndo deve ser lavado ou
escovado. Os pontos para as injecdes intradérmicas sdo marcados com caneta a prova
d’4gua e separados por uma distancia minima de 3 cm (HILLIER & DeBOER, 2001).
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Os testes intradérmicos podem ser realizados em caes sem sedagdo, porém ¢
importante que esses caes ndo fiquem estressados, com conseqiiente hipercortisolemia,
0 que poderia afetar adversamente a reatividade cutinea (FRANK et al., 1992).
Contudo, a maioria dos veterinarios dermatologistas prefere sedar os animais para
facilitar as aplicagdes dos extratos e as leituras das reagdes. Sedativos e anestésicos que
ndo afetam a reatividade cutanea e, portanto, sdo aceitdveis para a realizacao dos testes
intradérmicos incluem a xylazina, medetomidina, tiletamina com zolazepam, thyamilal,
halotano, isoflurano e methoxyflurano. Sedativos e anestésicos que podem alterar a
reatividade cutanea e que, portanto, ndo devem ser utilizados para a realizagdo dos
testes intradérmicos incluem a oxymorfina, ketamina com diazepan, acepromazina e
propofol (HILLIER & DeBOER, 2001).

As inje¢Oes intradérmicas de solugdes-controle e de extratos alergénicos sdo
administradas através de seringas de 1,0ml ou de tuberculina, com agulhas de 0,5 a 0,75
mm. Tipicamente, um volume de 0,05 ml de solucdo controle ou extrato alergénico ¢
injetado por via intradérmica. A quantidade de solucdo injetada ¢ menos importante do
que a concentracao dos extratos (MALLING, 1993). Embora volumes de 0,02-0,1ml ja
tenham sido utilizados, a maioria dos dermatologistas injeta 0,05ml de alérgenos ou
solugdes controle (REEDY et al., 1997; SCOTT et al.,, 2001) Apds as aplicacdes
corretas dos extratos alergénicos e das solucdes-controle, observa-se uma elevagdo
esbranquigada na pele. As seringas ndo devem conter bolhas de ar, pois se injetadas por
via intradérmica podem dificultar a interpretacdo das reacdes. Agulhas sem corte,
grossas demais ou técnica traumatica podem provocar hemorragias nos pontos de
aplicacdo, dificultando desta forma a interpretagdo das reacdes (HILLIER & DeBOER,
2001).

As reagdes cutaneas imediatas sdo lidas em 15 a 20 minutos apds as injegdes. As
reacOes podem ser avaliadas de forma subjetiva (avaliagdo da intensidade e/ou tamanho
do eritema e turgidez) ou objetivamente (medida do diametro ou area de eritema ou
papula) (HILLIER & DeBOER, 2001). Os critérios utilizados para considerar uma
reacdo como positiva ou negativa variam amplamente, e¢ ainda n3o foram
criteriosamente avaliados em medicina veterinaria. As reagdes podem ser consideradas
positivas quando sdo iguais ou maiores que a média dos didmetros dos controles
positivo e negativo, ou quando sdo pelo menos 3 mm maiores que o controle negativo
(REEDY etal., 1997; SCOTT et al., 2001).

As reacdes de fase lenta ou LPR (Late Phase Reaction) sao consideradas reagoes
mediadas por IgE e estdo sendo intensamente investigadas em medicina humana.
Porém, parametros para a graduacdo e interpretagdo destas reagdes ainda ndo foram
estabelecidos para humanos. Da mesma forma, essas reagdes ainda ndo foram
convenientemente estudadas em Medicina Veterinaria e, portanto, ndo se sabe sobre sua
importancia clinica e se sdo mais importantes que as reagdes imediatas (HILL et al.,
2001).

O tratamento da DAC ¢ multifacetado ¢ consiste de uma combinagdo de acdes
que incluem o evitar os alérgenos, agentes antiinflamatdrios, imunoterapia alérgeno-
especifica e drogas antimicrobianas. Na maioria dos caes com dermatite atopica, tanto a
eliminagdo de alérgenos e prevengdo de contato com alérgenos sdo dificeis de alcancar e
resposta a farmacoterapia freqiientemente ¢ insatisfatoria. Nestes casos, a possibilidade
de modular a resposta imune resultante da exposi¢cdo ao alérgeno ¢ interessante. Este
conceito conduziu ao desenvolvimento da imunoterapia alérgeno especifica ou SIT
(Specific  Immunotherapy), também conhecida como  hipossensibilizagdo,
dessensibilizacdo e “vacina¢do” para alergia (OLIVRY & SOUZA, 2001).
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Recentemente, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) especificou um guia
para SIT em pacientes alérgicos humanos. Agora definida como “a pratica da
administracao de quantidades gradualmente aumentadas de um extrato alergénico para
um individuo alérgico com o intuito de atenuar os sintomas associados com a exposi¢ao
subseqiiente a um alérgeno causador” (BOUSQUET et. al., 1998). A imunoterapia ndo ¢
indicada para todo paciente com dermatite alérgica (OLIVRY & SOUZA, 2001) e a
OMS propds que a “imunoterapia ¢ indicada para pacientes que demonstram evidéncias
de anticorpos IgE especificos a alérgenos clinicamente relevantes e nos quais os
sintomas alérgicos justifiquem o tempo e o risco envolvidos com a imunoterapia
alergénica” (BOUSQUET et. al., 1998). Imunoterapia ¢ a tnica op¢do de tratamento
disponivel com o potencial de induzir a remissdo parcial ou completa da DAC sem a
necessidade do uso de drogas antiinflamatdrias adicionais (OLIVRY & SOUZA, 2001).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Selecé@o dos Animais

Foram selecionados 20 caes sadios, sem historico ou sintomatologia de dermatite
alérgica de qualquer origem, com histérico conhecido desde os primeiros meses de vida
e pertencentes a clientes de consultdrios ou clinicas particulares (Grupo Controle) e 25
cdes com historico e clinica compativeis com dermatite alérgica (Grupo Alérgico),
atendidos devido a problemas dermatologicos em clinicas e consultérios particulares na
cidade do Rio de Janeiro, Brasil, onde foram realizados os testes intradérmicos. Os
testes intradérmicos s6 foram realizados apos a autoriza¢do dos proprietarios e sem 6nus
para os mesmos, os quais estavam cientes do carater experimental do procedimento.

O Grupo Controle foi representado por animais com idades entre 10 meses e 10
anos, sendo 7 Yorkshires, 4 sem raga definida, 2 Pastores Alemaes, 2 Dinamarqueses, 1
Lhasa Apso, 1 Weimaraner, 1 Rotweiller, 1 Collie e 1 Pequinés. O Grupo Alérgico foi
representado por animais com idades entre 12 meses e 11 anos, sendo 8 Poodles, 3
Pastores Alemaes, 3 Cockers Spaniels Ingleses, 2 Beagles, 2 Teckels, 1 Bulldog Inglés,
1 West Highland White Terrier, 1 Schnauzer Miniatura, 1 Bichon Frisé, 1 Bull Terrier,
1 American Staffordshire Terrier e 1 sem raga definida.

3.2. Diagnostico de Dermatite Alérgica
O diagnostico de dermatite alérgica foi realizado através da analise do historico

e dos achados clinicos, conforme critério sugerido por Willense (1986) para o
diagnodstico de Dermatite Atdpica Canina (DAC) (Tabela 1).

Tabela 1. Critérios diagnodsticos sugeridos por WILLENSE (1986) para a Dermatite
Atopica Canina

Critérios maiores (no minimo trés) Critérios menores (no minimo trés)
Prurido Inicio dos sintomas entre 1 e 3 anos
Morfologia e distribuicao das lesoes: Eritema facial
acometimento facial e/ou digital Conjuntivite bilateral
liquenificagdo do jarrete e/ou carpo cranial Pioderma superficial
Dermatite cronica ou recidivante Reagdes positivas no teste ID
Predisposic¢ao racial ou historico familiar Hiperidrose

IgGd alérgeno-especifica elevada
IgE alérgeno-especifica elevada

As principais alteragdes clinicas observadas no Grupo Alérgico foram
piodermites (92%), otite externa ou eritema das pinas (88%), pododermatite (88%),
dermatite periocular (44%) e dermatite da regido flexora da articulagdo do cotovelo
(44%) (Figura 1). Todos os animais apresentavam prurido.
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Figura 1. Principais alteragdes clinicas observadas em animais que compuseram o
Grupo Alérgico.

Para que animais com dermatite alérgica a pulgas ndo fossem incluidos no
Grupo Alérgico, todos os casos que apresentavam historico de pulgas nos trés meses
antecedentes a consulta ou que apresentavam pulgas ou fezes de pulgas ou
dermatite/alopecia na regido lombo-sacro durante a consulta foram excluidos,
conforme recomendado por (LAFFORT-DASSOT et al., 2004). Além disso, todos os
caes do Grupo Alérgico recebiam tratamento mensal para o controle de pulgas com
produtos de agdo residual (fipronil ou imidaclopride). Para a exclusdao de dermatites
pruriginosas de origem parasitaria, tais como escabiose, demodicose e otoacariase,
foram realizados em 14 caes raspados cutaneos e/ou triagens acaricidas (ivermectina 0,3
mg/kg SC 2 aplicagdes com intervalo de 14 dias). Trés caes foram biopsados e o exame
histopatologico de lesdes cutaneas possibilitou o descarte de outras possibilidades
diagnosticas além de revelar alteragdes compativeis com dermatite alérgica. Culturas
para dermatofitos negativas foram obtidas de 2 animais e triagens hipoalergénicas com
dietas comerciais foram conduzidas em 7 (Purina Veterinary Diets HA® em 5 cies e
Eukanuba FP® em 2 cdes), os quais ndo demonstraram sequer melhora parcial do
quadro pruriginoso.

Sempre que infecgdes secundarias causadas por bactérias ou leveduras foram
diagnosticadas, por exame clinico ou citoldgico, realizou-se o tratamento sistémico
especifico (cefalexina 22 a 30mg/kg bid ou cetoconazol 10mg/kg bid), durante no
minimo trés semanas e associado ao tratamento topico com xampus a base de
clorexidina a 2% ou peroxido de benzoila a 2,5 a 3,5 % duas vezes por semana.
Somente apds a resolugdo das infecgdes secundarias os animais foram submetidos aos
testes cutaneos.

3.3. Extratos alergénicos
Os extratos alergénicos das cinco espécies de acaros testados foram fornecidos
pela FDA-Allergenic laboratorio de antigenos (Rua da Abolicao, 413 — Rio de Janeiro —

Brasil), representante exclusivo no Brasil da ALK-ABELLO (DK-2970, Horsholm —
Dinamarca) laboratorio de antigenos (Figura 2).
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Figura 2. Frascos contendo extratos alergénicos de acaros da poeira domiciliar
padronizados pela ALK-ABELLO — Laboratério de Antigenos, utilizados nos testes
intradérmicos.

Os extratos de Dermatophagoides pteronyssinus, D. farinae e Lepidoglyphus
destructor eram padronizados em unidades de massa (UM), enquanto que os extratos de
Blomia tropicalis e Tyrophagus putrescentiae eram padronizados em unidades
biologicas (BU). Extratos de D. pteronyssinus e D. farinae apresentavam em sua
composicao 0,4 pug/ml de Der p 1 e Der f 1 e 0,2 pug/ml de Der p 2 e Der f 2,
respectivamente, equivalentes a 1 BU/ml de atividade biologica. Extratos de L.
destructor possuiam 0,3 pg/ml de Lep d 1 equivalente a 1BU/ml. Extratos de B.
tropicalis e T. putrescentiae apresentavam atividade bioldgica de 1BU/ml.

3.4. Solucgdes Controle

Em todos os casos, solu¢des de controle positivo (fosfato de histamina 0,01%) e
controle negativo (solugdo salina tamponada e fenicada) foram utilizados para a
confirmacdo de reatividade cutdnea e para possibilitar a graduacao das reagdes aos
extratos alergénicos.

3.5. Preparacao dos Pacientes

Conforme recomendado, a administracdo de alguns farmacos foi interrompida
antes da realizagdo dos testes cutaneos. O tempo minimo de interrupcao foi de 1 semana
para anti-histaminicos, 3 semanas para corticoidoterapia oral e 8 semanas para
corticoidoterapia injetavel (REEDY et al., 1997; SCOTT et al., 2001). Sempre que
necessario, a contengdo com firmacos que ndo interferem na reatividade cutanea
(tiletamina com zolazepan 4mg/kg IV ou xylazina 0,25 a 0,5 mg/kg IV) foi realizada
(REEDY et al., 1997).

A area lateral do torax foi escolhida para a realizagdo dos testes. A regido foi
tricotomizada com uma ladmina de tosa niumero 40 e os pontos para a aplicagdo dos
extratos foram marcados com caneta marcador de retroprojetor (resistente a agua), com
uma distdncia minima entre eles de 3 cm (Figura 3).

15



Figura 3. Ilustra¢ao da area lateral do térax, tricotomizada e com as marcagdes dos
pontos para a inoculag@o dos extratos alergénicos e solugdes controle.

3.6. Técnica de Aplicagédo dos Extratos e Solugdes Controle

Os extratos alergénicos e as solugdes controle foram inoculados por via
intradérmica com seringas de insulina (1ml) e agulhas com 0,5 mm de calibre, estéreis e
descartaveis (Figura 4). O volume injetado dos extratos e das solugdes controle, em
todos os casos, foi de 0,05ml.

Figura 4. Inoculagdo intradérmica dos extratos alergénicos durante realizagdo de teste
intradérmico em animal pertencente ao Grupo Alérgico.

16



3.7. Interpretacao das Reac6es

As reagdes cutaneas foram avaliadas objetivamente entre 15 e 20 minutos apos
as injecdes. Para que uma reagdo fosse considerada positiva, o didmetro do eritema
tinha que ser igual ou maior que a média dos didmetros dos controles positivo e
negativo (REEDY et al., 1997; SCOTT et al., 2001) (Figura 5).

Figura 5. Teste intradérmico positivo para extratos de Dermatophagoides
pteronyssinus (Dp), D. farinae (Df) e Lepidoglyphus destructor (Ld). Controle positivo
(Cp) e Controle negativo (Cn).

3.8. Determinacéo da Sensibilidade, Especificidade, Valor preditivo positivo e
Valor preditivo negativo do teste intradérmico

A determinagdo das estimativas de validade supracitadas foi realizada da
seguinte forma (PEREIRA, 1995):

. Sensibilidade (%) = verdadeiros positivos / verdadeiros positivos + falso-
negativos X 100;

. Especificidade (%) = verdadeiros negativos / verdadeiros negativos + falso-
positivos X 100;

. Valor preditivo positivo (%) = verdadeiros positivos / verdadeiros positivos +
falso-positivos X 100;

. Valor preditivo negativo (%) = verdadeiros negativos / verdadeiros negativos +
falso-negativos X 100.

3.9. Andlise Estatistica

O teste do qui-quadrado (y?) foi utilizado para avaliar se houve diferenca
estatisticamente significativa entre a freqiiéncia de reagdes positivas encontradas nos
dois grupos testados (SAMPAIO, 2002). Valores de P < 0,05 foram considerados
significativos para a comparagao dos grupos. As odd ratios, calculadas para um
intervalo de confianga de 95%, foram utilizadas para avaliar se cdes pertencentes ao
Grupo Alérgicos apresentavam maiores chances de reagir positivamente ao teste
intradérmico do que os caes do Grupo Controle (PEREIRA, 1995). O software utilizado
para a analise estatistica foi o SPSS versao 13.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 20 caes normais testados, apenas 1 animal (5%) reagiu positivamente ao
teste intradérmico enquanto que, dos 25 cdes com dermatite alérgica, 14 (56%)
demonstraram reagdes positivas (Tabela 2). Caes com dermatite alérgica tiveram 24,2
(2,79 —209,76; 1C 95%) vezes mais chances de responder a pelo menos 1 extrato do que
os cdes normais. O unico animal que reagiu positivamente no Grupo Controle
apresentou reacdes aos extratos de B. tropicalis e T. putrescentiae. As reagdes positivas
em animais normais podem ocorrer devido a hipersensibilidade subclinica, técnica
impropria, pele irritada, ou extratos alergénicos irritantes devido a alta concentragdo ou
contaminados (HILLIER & DeBOER, 2001). As concentragdes dos extratos utilizados
nao foram consideradas irritantes, pois, conforme recomendado por REEDY et al.
(1997), a prevaléncia de reagdes positivas em cdes normais situou-se abaixo dos 10%.

Tabela 2. Resultados dos testes intradérmicos nos grupos Controle e Alérgico.

Positivo Negativo Total
Grupo n % n % n %
Alérgico 14 56 11 44 25 56
Controle 1 5 19 95 20 44
Total 15 33 30 67 45 100

No Grupo Alérgico, 11 cdes reagiram positivamente a mais de um extrato e 3
obtiveram reagdes positivas somente ao extrato de T. putrescentiae. As maiores
freqiiéncias de reagdes positivas foram observadas com os extratos de L. destructor e T.
putrescentiae, ambos responsaveis por reagdes em 10 (40%) animais. Em 7 (28%) cées
observou-se resposta positiva ao extrato de D. farinae e em 3 (12%) aos extratos de D.
pteronyssinus e B. tropicalis (Figura 6). Esses resultados ressaltam a importancia da
inclusdo de extratos de acaros de produtos armazenados na bateria de alérgenos
utilizada na cidade do Rio de Janeiro para o diagnostico da dermatite atopica canina.
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Figura 6. Reagdes positivas observadas na leitura imediata no Grupo Alérgico.
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Diferentemente dos resultados encontrados por MUELLER et al. (2005), que
ndo encontraram diferengas significativas entre as reagdes de 21 caes normais e 26 caes
com dermatite atopica, submetidos ao teste intradérmico com diferentes concentragdes
de extratos de T. putrescentiae, o presente trabalho demonstrou uma diferenca
significativa (p<0,05%) na prevaléncia de reagdes positivas ao extrato de T.
putrescentiae entre os grupos Controle e Alérgico. No entanto, além das enormes
diferencas climaticas, as concentragdes dos extratos alergénicos utilizadas no trabalho
citado consistiam de unidades protéicas por mililitro (PNU/ml) e neste estudo de
unidades bioldgicas por mililitro (BU/ml) e, portanto, qualquer tentativa de comparacao
entre os resultados torna-se impossivel.

Todos os 14 cdes que demonstraram reagdes positivas no Grupo Alérgico
reagiram aos extratos de L. destructor e/ou T. putrescentiae, sendo que 6 (43%)
animais reagiram positivamente a ambas espécies de acaros. Conforme demonstrado por
TEE (1994), uma forte reacdo cruzada entre estes acaros de produtos armazenados pode
ocorrer, o que pode ter influenciado o aparecimento de algumas destas reacdes. A alta
prevaléncia (10/24) de reagdes positivas ao T. putrescentiae sugere ser esta espécie de
acaro comum no ambiente onde vivem os caes. Embora BINOTTI et al. (2001) tenham
afirmado que T. putrescentiae ndo havia sido até entdo diagnosticado na cidade do Rio
de Janeiro, esta espécie ¢ comumente diagnosticada em materiais recebidos pelo
Departamento de Parasitologia Animal da UFRRJ (FACCINI, J.L.H., comunica¢do
pessoal), como poeira domiciliar e alimentos.

As reagdes cruzadas também podem ocorrer entre espécies de
Dermatophagoides (CHAPMAN et al., 1987), entre B. tropicalis e Dermatophagoides,
e entre dcaros da poeira domiciliar e antigenos de insetos (SCOTT et al., 2001). Uma
forte reatividade cruzada parece ocorrer entre os grupos 1 ¢ 2 de D. farinae ¢ D.
pteronyssinus em humanos (CHAPMAN et al., 1987) e cdes (HILLIER & De BOER,
2001). O percentual elevado de caes sensiveis a mais de um extrato encontrado neste
estudo pode estar relacionado ao aparecimento de reagdes cruzadas, ou podem indicar a
presenga das diferentes espécies de acaros estudadas. Para que as reagdes cruzadas entre
antigenos intraespecificos ou interespecificos possam ser reconhecidas e consideradas
durante a interpretagdo dos resultados obtidos com os testes intradérmicos, se faz
necessario que as fracdes antigénicas presentes em cada extrato sejam identificadas,
para que estudos imunolégicos posteriores possam ser conduzidos com os antigenos
isoladamente.

Dois dos 3 caes que demonstraram reagdes positivas somente ao extrato de T.
putrescentiae na leitura imediata, apresentaram também reac¢des de fase-lenta a0 mesmo
extrato, observadas 6 horas apos as injegoes. Devido a impossibilidade de avaliagdo
direta dos animais 6 horas apos a realizagdo dos testes intradérmicos, o aparecimento e
interpretacdo destas reagcdes ndo foram incluidos na metodologia utilizada. Os
proprietarios foram alertados no momento do teste para a possibilidade do aparecimento
destas reagoes e, através de contato telefonico, informavam o aparecimento ou ndo das
lesdes. As principais alteragdes relatadas foram endurecimento ¢ vermelhidao no ponto
de injecdo. Estes relatos sdo compativeis com as alteracdes ja descritas na literatura
onde, de 6 a 24hs ap0s o teste, se observa espessamento da pele, endurecimento, edema
difuso, prurido e eritema (HILL et al., 2001). As reacdes de fase-lenta sdo
caracterizadas pela presenga de infiltrado celular perivascular com predominio de
células mononucleares, principalmente células dendriticas apresentadoras de antigenos
CD1+ e células T. O nimero de eosinofilos e neutrofilos também se encontra
aumentado, sendo que o nimero de eosinéfilos ¢ de 2 a 10 vezes maior que o de
neutrofilos (OLIVRY et al., 2001). Ao exame histopatologico as reagdes de fase-lenta
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se assemelham mais as lesdes de dermatite atopica do que as reagdes imediatas
(OLIVRY et al., 2001). No entanto, o objetivo dos testes intradérmicos ¢ identificar
pacientes sensiveis aos extratos testados, e nao mimetizar as lesdes da dermatite atdpica.
Até o momento, em medicina veterindria, ainda ndo se estabeleceu de que forma deve-
se realizar a graduacdo e interpretagdo destas reagdes. Questdes como o porqué destas
reacdes nem sempre acompanharem as reagoes imediatas ainda ndo foram respondidas.
Portanto, a importancia das reacdes de fase-lenta, apos o teste intradérmico para o
diagnostico da dermatite atdpica canina, ainda ¢ desconhecida.

Dos 14 caes que demonstraram reacdes positivas ao teste intradérmico 13 (93%)
possuiam historico de otites e piodermites recidivantes. Estes achados estdo de acordo
com os encontrados por REEDY et al. (1997) e SARIDOMICHELAKIS et al. (1999),
onde otite externa e piodermite bacteriana foram os achados clinicos mais comumente
observados em cdes com dermatite alérgica. Pododermatite foi observada em 12 (86%)
caes, dermatite periocular em 7 (50%) e dermatite da regido flexora da articulagdo do
cotovelo em 5 (36%) (Figura 7). A presenga de lesdes cutaneas nas articulagdes do
carpo e tarso ¢ comumente relatada em diversos estudos (GRIFFIN et al.,1993; REEDY
et al., 1997, SARIDOMICHELAKIS et al., 1999; SCOTT et al., 2001), porém o
acometimento de tais regides ndo foi observado no Grupo Alérgicos. Esta diferenca
observada em relagdo aos trabalhos citados pode-se dever a um padrdo de resposta
diferente entre as populagdes estudadas, resultado da exposicdo a diferentes antigenos,
visto que os trabalhos referidos foram realizados em climas temperados, ou devido a
diferengas genéticas. Entretanto, o nimero reduzido de animais incluidos neste estudo
impede maiores conclusdes e, portanto, tais diferencas merecem futuras investigacoes.

Dermatite flexora cotovelo

Dermatite periocular

Pododermatite

Otite externa/eritema das pinas

Piodermite
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Figura 7. Principais alteragdes clinicas observadas em animais do Grupo Alérgico que
apresentaram reagdes positivas no teste intradérmico.

Para a investigacdo da sensibilidade cutdnea de caes a extratos alergénicos, a
maioria dos autores avalia apenas animais atopicos, excluindo-se inicialmente a
possibilidade de outras hipersensibilidades cutaneas, tais como a dermatite alérgica a
pulgas e a alergia alimentar, as quais sdo clinicamente indistinguiveis da dermatite
atopica (GRIFFIN et al., 1993; REEDY et al.,, 1997; HILLIER & GRIFIN, 2001;
SCOTT et al., 2001). Para a exclusdo da dermatite alérgica a pulgas leva-se em
consideracao o historico de auséncia de pulgas e a utilizagdo regular de produtos
adulticidas de acdo residual e, para a exclusdo da alergia alimentar, as dietas de
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eliminacdo com posterior desafio com a dieta original (BENSIGNOR & CARLOTTI,
2002; ZUR et al., 2002). Apesar da metodologia utilizada neste estudo também exigir a
auséncia de historico de pulgas por pelo menos trés meses antes dos testes e a utilizacao
regular de produtos adulticidas de agdo residual para a inclusdo no grupo dos caes
alérgicos, a possibilidade de alergia a pulgas neste grupo nao pode ser totalmente
descartada. Todos os animais deste grupo possuiam o historico de passeios freqiientes,
convivio com outros animais e visitas regulares a pet shops para banhos e/ou tosas.
Além disso, o fato dos proprietarios ndo relatarem a presenca de pulgas no historico
também nao ¢ suficiente para descartar esta possibilidade diagnostica. Desta forma,
eventuais picadas de pulgas poderiam ter ocorrido, e a importancia destes eventos na
avaliagdo da reatividade cutanea aos extratos estudados ¢ desconhecida.

As dificuldades inerentes as triagens hipoalergénicas para a investigacdo da
alergia alimentar acabam dificultando, em muitos casos, a identificacdo de individuos
atopicos. Os cdes devem ser alimentados por um periodo minimo de 8 semanas com
uma dieta preferentemente caseira, contendo proteinas nunca antes experimentadas e
uma fonte de carboidratos. Dietas comerciais hipoalergénicas compostas por proteinas
hidrolizadas também podem ser utilizadas, porém o produto final do processo de
hidrolise enzimatica destas dietas ndo deve superar 10 kDa de peso molecular (CAVE &
GUILFORD, 2004). As proteinas mais utilizadas nas dietas caseiras sdo as de carneiro,
ra, coelho ou cavalo, dependendo do histérico do paciente. Nenhum outro alimento
pode ser oferecido durante este periodo e medicamentos com agdo antiinflamatoria
devem ser evitados. Se uma melhora nitida dos sintomas for observada durante ou apos
o periodo da triagem, deve-se realizar o teste de provocagdo com a dieta original para
que se possa observar o retorno dos sintomas. Neste momento o diagndstico de alergia
alimentar ¢ confirmado (GRIFFIN et al., 1993; REEDY et al., 1997; SCOTT et al.,
2001). Esta investigagdo diagndstica pode ser muito dificil ou impossivel para alguns
proprietarios (SCOTT et al.,, 2001). Embora a triagem hipoalergénica tenha sido
indicada para todos os cdes do Grupo Alérgico, apenas 7 cdes experimentaram tal
investigacdo ¢ nenhum apresentou melhora sequer parcial dos sintomas durante a
triagem. Como os proprietarios destes cdes optaram pelas dietas comerciais com uma
tinica fonte de proteina (Eukanuba FP® — 2 cdes) ou contendo proteina de soja
parcialmente hidrolizada (PVD/HA® — 5 casos), a possibilidade de alergia alimentar
nestes casos também nao pode ser excluida.

Na metodologia utilizada neste trabalho, que levou em consideracdo as
dificuldades acima descritas, ndo houve a necessidade da exclusdo da possibilidade de
alergia alimentar para a inclusdo dos cdes no Grupo Alérgico. A investigagdo da
dermatite alérgica a pulgas ¢ da alergia a alimentos deve ser realizada sempre que
possivel, porém, a exclusdo destas possibilidades diagnosticas ndo deve ser condi¢do
imprescindivel para a realizacdo dos testes cutaneos.

A especificidade e o valor preditivo positivo dos testes foram 95% e 93%,
respectivamente. Logo, um resultado positivo no Grupo Alérgico tende a confirmar a
presenca da hipersensibilidade especifica naquele individuo. Por outro lado, a
sensibilidade e o valor preditivo negativo dos testes foram 56% e 63%, respectivamente
e, portanto, um resultado negativo ndo pode ser interpretado como auséncia da doenca.
Como o objetivo deste estudo consistiu em avaliar os extratos padronizados para
humanos disponiveis comercialmente, existe a possibilidade de que as concentragdes
dos mesmos estivessem abaixo das concentracdes limites ideais, o que poderia resultar
em reacdes falso-negativas no Grupo Alérgico. Para a determinagdo da concentragdo
limite ideal dos extratos de uso clinico, se faz necessario testar animais normais com
diferentes concentragdes até que se atinja 10% de reacdes falso-positivas ou irritantes
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(HENSEL et al., 2004). Por outro lado, individuos do Grupo Alérgico que nado
responderam aos testes poderiam ser alérgicos a outros antigenos ausentes nos extratos
utilizados, como antigenos de alimentos, epitélios, pélens, fungos ou a outros antigenos
de 4caros importantes para cdes, mas presentes em baixas concentragdes nos extratos
padronizados para humanos.

Todos os extratos alergénicos utilizados neste estudo foram padronizados em UB
(B. tropicalis e T. putrescentiae) ou UM (D. pteronyssinus, D. farinae ¢ L. destructor).
Apesar de padronizados para humanos, tais extratos apresentam algumas vantagens
quando comparados aos extratos formulados em PNU ou w/v utilizados até hoje em
medicina veterinaria. Tanto os métodos de padronizagdo em UB quanto os em UM
exigem que todos os alérgenos com importancia clinica sejam eles, principais ou nao,
estejam presentes nos extratos para uso clinico. Tal averiguagdo normalmente se faz
através da comparagao com os extratos Referéncia e a técnica mais comumente utilizada
¢ o RAST de inibigdo. Desta forma, o clinico tem algum controle sobre o que esta
usando e, conseqiientemente, poderd obter resultados mais fidedignos. No caso dos
extratos padronizados em UM, ainda h4d a vantagem de possuirem concentragdes
relativas constantes dos alérgenos principais, de forma a refletir a composi¢iao
qualitativa e quantitativa do material agressor encontrado no ambiente dos pacientes.
Estudos realizados com poeira domiciliar em diversos paises demonstraram uma relagao
de Der I e Der II surpreendentemente constante e aproximadamente igual a 2
(CARREIRA, 1992). Essas observagdes sobre o género Dermatophagoides sugerem
que todos os extratos alergénicos destinados para uso clinico devem conter a mesma
propor¢ao de Der I e Der II encontrada nas poeiras domiciliares, como ¢ o caso dos
extratos padronizados em UM utilizados no presente estudo. Como cdes e humanos
convivem no mesmo ambiente domiciliar, estando ambos expostos aos mesmos
alérgenos, tais achados podem ter grande utilidade no desejdvel processo de
padronizagdo de extratos alergénicos para o diagnostico da dermatite atdpica canina. A
medida em que os alérgenos principais para caes forem sendo identificados e incluidos
em quantidades constantes nos extratos alergénicos para diagnostico, espera-se que
ocorra uma diminui¢do dos resultados falso-negativos com uma conseqiiente melhora da
sensibilidade dos testes.
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5. CONCLUSAO

Esses resultados indicam que alérgenos de 4caros da poeira domiciliar devem
estar envolvidos na etiogénese da doenga e que, na auséncia de extratos padronizados
para caes, extratos alergénicos padronizados para humanos podem ser utilizados para
complementar o diagndstico da dermatite atdpica canina, assim como indicar alérgenos
candidatos para a imunoterapia alérgeno-especifica.
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