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REsumMO

AVALIACAO DE UMA NOVA TECNICA EM ALERGOLOGIA VETERINARIA:
TESTES CUTANEOS POR PICADA EM CAES

A dermatite atopica (DA), uma das doencgas alérgicas mais comuns no céo, é uma doenga
pruriginosa e inflamatoéria resultante da interac¢cdo de factores genéticos, ambientais e
imunoldgicos. Dada a incidéncia crescente e o impacto na qualidade de vida dos pacientes,
0 seu diagnéstico deve ser uma prioridade. Este deve ser baseado na histéria e sinais
clinicos dermatoldgicos, aos quais se seguem a exclusdo dos diagnosticos diferenciais,
como € o caso da sarna sarcoptica. O tratamento é, sempre que possivel, etiolégico, além
de sintomético. A seleccao dos alergénios relevantes para cada paciente deve ser
fundamentada em provas de sensibilizacdo. Estas incluem testes cutaneos e/ou serologicos,
sendo o teste intradérmico (TID) normalmente eleito. Em alergologia humana, este foi,
praticamente, substituido pelo teste cutdneo por picada (TCP) que, para além de mais
especifico, permite uma execugdo mais simples, rapida, segura, econémica e confortavel. O
principal objectivo deste estudo é averiguar se estas vantagens também se verificam nos
cées.

Numa primeira fase, 10 cdes ndo atopicos foram testados pela técnica de picada com 21
extractos alergénicos de uso em alergologia humana (ALK-Abell6®). Concluiu-se que as
concentracdes utilizadas, ndo sendo responsaveis por reaccdes irritantes nestes céaes,
podem ser aplicadas naqueles com DA. Antes dos testes, os mesmos animais foram,
aleatoriamente, divididos em dois grupos: sedados e ndo sedados. Nestes ultimos, durante
e apos os TCP, foi adaptada a forma abreviada da escala de dor de Glasgow, confirmando-
-se que a técnica é pouco dolorosa. Em ambos os grupos, as concentracbes séricas de
cortisol, antes e apds os TCP, ficaram dentro dos valores normais de referéncia, pelo que a
validade da técnica ndo parece ser comprometida por activacdo do eixo hipotalamo-
-pituitaria-adrenal. Numa segunda fase, 13 cdes atopicos foram sujeitos a TID com 28
extractos alergénicos (Greer Laboratories®) e, na mesma sedacao, a TCP com os extractos
da fase anterior. Todos os cées com DA desenvolveram reacg¢des positivas nos TCP.

Os TCP parecem ser seguros e de facil execucdo mesmo em cédes ndo sedados. Os niveis
de cortisol permaneceram dentro dos limites normais, antes e apés os TCP, comprovando
indirectamente que a técnica é pouco dolorosa. Os extractos da ALK-Abell6® n&o provocam
reacgOes irritantes no cdo. A elevada especificidade desta técnica relativamente aos TID
poderd vir a ser um dos seus grandes beneficios. Estudos adicionais deverdo ser
desenvolvidos de forma a encontrar as concentragfes 6ptimas para a introducdo dos TCP
em alergologia veterinaria, uma vez que as usadas podem ser demasiado baixas. No

entanto, os resultados s&o bastante promissores.

Palavras-chave: Testes cutaneos por picada; testes intradérmicos; dermatite atdpica; cao.
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ABSTRACT

EVALUATION OF A NEW TECHNIQUE IN VETERINARY ALLERGOLOGY:
SKIN PRICK TESTS IN DOGS

Atopic dermatitis, one of the most common allergic conditions in the dog, is a pruritic and
inflammatory disease resulting from the interaction of genetic, environmental and
immunological factors. Of increasing incidence and with great impact on the patient quality of
life, its recognition and treatment are of extreme importance. Diagnosis is based on
compatible history and clinical signs and exclusion of other pruritic diseases, such as
scabies. Whenever possible, etiological treatment should be used in addition to symptomatic.
This implies knowledge of patient individual sensitizations, which can be achieved by skin or
serological tests. In veterinary medicine, the intradermal test (ITD) is usually used. In human
allergology, it was largely replaced by skin prick test (SPT) because of its higher specificity
and pratical reasons such as being easier to perform, safer, quicker and less expensive.
Also, patients report less discomfort. In this study we want to perform this technique and see
if advantages reported for Man also occur in the dog.

Initially (stage one), 10 non-atopic dogs were tested by SPT with 21 allergenic extracts for
use in human allergology (ALK-Abell6®). We concluded that the concentrations used are not
responsible for irritants false positive reactions in these dogs. Therefore, it can be applied in
atopic dogs. Before testing, the same animals were randomly divided into two groups:
sedated and non-sedated dogs. Adapted form of the Glasgow composite pain scale was
apllied to non-sedated-group during and after the SPT. This technique was shown to be well
tolerated. In both groups, serum cortisol levels were within the normal reference values
before and after the SPT; thus, the validity of the technique does not appear to be
compromised by activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis. In a second stage, we
perform IDT with 28 allergenic extracts (Greer Laboratories®) and SPT with the extracts from
the preceding stage in 13 sedated atopic dogs. All dogs with atopic dermatitis had some
positive reactions in SPT.

SPT appear to be safe and easy to perform even in non-sedated dogs. Cortisol levels
remained within normal limits before and after the procedure, indirectly implying no
significant pain or discomfort was experienced. ALK-Abell6® human extracts didn’t cause
irritant reactions. Higher specificity of SPT comparing to IDT could be in the future one of the
great benefits of this technique. Further studies are needed, especially regarding optimal
concentrations of the extracts to be used in veterinary, before SPT could be proposed for

routine use in veterinary allergology. Results are nevertheless very promising.

Key-words: Skin prick tests; intradermal tests; atopic dermatitis; dog.
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INTRODUCAO

As actividades que aqui serdo resumidamente descritas foram desenvolvidas no ambito do
estagio curricular incluido no plano de estudos do curso de Mestrado Integrado em Medicina
Veterinaria. Este teve lugar no Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Técnica de Lisboa (FMV-UTL), sob a orientacdo da Professora Doutora Ana
Mafalda Lourenco Martins e co-orientacao da Dr.2 Joana Vidal Pontes.

A componente pratica deste estagio foi realizada em duas fases distintas: a primeira,
decorrida entre o dia 1 de Setembro de 2011 e o dia 29 de Fevereiro de 2012, num total de
1310 horas, teve como objectivo a obtencdo de conhecimentos na area de clinica dos
animais de companhia; a segunda consistiu na participagdo e acompanhamento de alguns
dos servicos prestados pela equipa de alergologia do hospital e simultdnea recolha de
dados para a elaboracgéo do presente trabalho de projecto.

1. ACTIVIDADES DESENVOLVIDAS NA AREA CLINICA

Na area dos animais de companhia, o Hospital Escolar da FMV-UTL providencia consultas
de primeira e de segunda opinido, consultas de referéncia, internamento, cirurgia e
urgéncias. Paralelamente, séo ainda disponibilizados outros servigos, como a imagiologia, a
gquimioterapia e o banco de sangue.

Assim, e de forma a retirar o maximo beneficio das horas dispendidas no hospital, as
actividades de estagio foram distribuidas, de acordo com as principais areas clinicas
prestadas, em: medicina interna, cirurgia, imagiologia e internamento. Adicionalmente, foi
possibilitada a participagdo em consultas das diversas especialidades (animais exoticos,
cardiologia, comportamento animal, dermatologia, endocrinologia, neurologia, oftalmologia,
oncologia e ortopedia); destas, devido ao interesse particular na area, foram as consultas de

dermatologia as mais frequentadas (Anexo A).

1.1. Medicina Interna

O acompanhamento das consultas de Medicina Interna permitiu a obtencdo de
competéncias praticas na elaboracdo de uma histéria pregressa e exame fisicos completos.
Em sequéncia destes, os diagnosticos diferenciais mais relevantes em cada caso clinico, o
respectivo plano de diagnostico e as eventuais intervencdes terapéuticas foram discutidos
com o médico veterinario responsavel. Durante as consultas, foi possivel a realizacao de
diversos procedimentos como sdo exemplo a preparacdo e administracdo de vacinas, a
colocagdo de microchip, a cateterizacdo venosa ou a medicdo da pressao arterial. A
colaboracdo em colheitas de sangue, urina, pélos ou outro tipo de amostras necessérias a

realizacdo de exames complementares de diagnadstico foi igualmente efectuada.
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1.2. Cirurgia

Durante o més de Janeiro, as actividades de estagio decorreram na &rea da cirurgia dos
animais de companhia. Estas incluiram a participa¢do nos procedimentos efectuados desde
a recepcao dos pacientes, como sejam a cateterizacdo venosa; o calculo, preparacdo e
administracdo da medicacdo pré-cirargica e do indutor anestésico; a entubacgdo
endotraqueal; e a preparacdo do campo cirdrgico. No decorrer das cirurgias propriamente
ditas, foi desempenhado o papel de circulante, anestesista, instrumentista ou ajudante de
cirurgido, tendo havido ainda a oportunidade de realizacdo de pequenos procedimentos
cirdrgicos, como castracdo de felideos, suturas de pele ou destartarizacdo. Em todos os
casos, seguiu-se 0 acompanhamento do animal até ao internamento e a sua monitorizacao
pos-cirdrgica. As consultas de seguimento pos-operatérias permitiram, por sua vez, a pratica

de desinfecgéo de suturas, remogao de pontos e mudanga de pensos cirargicos.

1.3. Imagiologia

O servico de imagiologia encontra-se dividido em trés areas principais: a radiologia, a
tomografia axial computorizada e a ecografia. Na radiologia, foi possivel a obtencdo de
competéncias praticas especificas como o posicionamento dos animais para obtencao de
diferentes planos radiogréaficos, a selec¢cdo da cassete radiografica mais adequada ou a
colimacdo do feixe priméario. As actividades desenvolvidas na &area da tomografia axial
computorizada passaram pelos procedimentos pré-anestésicos e monitorizagdo do paciente
durante e apés a anestesia. As aptiddes relativas a ecografia, desde o posicionamento e
tricotomia adequada dos animais a realizacdo do proprio exame ecografico, foram
adquiridas sob a orientagdo da Dr.2 Joana Vidal Pontes; nesta area, foi dada ainda a
oportunidade de assistir a procedimentos ecoguiados, como colheitas de urina por
cistocentese, pungdes aspirativas por agulha fina e biopsias ecoguiadas. Em todos os
casos, com base no conhecimento da histéria clinica de cada paciente, as imagens obtidas
e o diagndstico mais provavel foram discutidos com o médico veterinario responsavel pelo

respectivo exame imagiolégico.

1.4. Internamento

As actividades no servigo de internamento do hospital foram realizadas em turnos de 24
horas e incluiram o fornecimento de cuidados basicos de higiene, de alimentacdo e de
fisioterapia, bem como a monitorizagdo dos pacientes. Outros procedimentos como a
preparacdo e administacdo de farmacos, a cateterizacdo venosa, a medicdo da pressdo
arterial e a colheita de sangue, de urina (por colheita livre ou por algaliacdo) ou de outro tipo
de amostras biolégicas tornaram possivel um acompanhamento mais proximo de cada

animal e o seguimento dos casos clinicos.



1.5. Dermatologia

A participacdo nas consultas de referéncia de dermatologia foi efectuada sob orientacéo da
Professora Doutora Ana Mafalda Lourengo Martins. Em todas elas, foi adoptado o seguinte
plano de actividades: (1) recolha da anamnese; (2) realizacdo do exame dermatoldgico; (3)
discussdo do caso clinico com a médica veterindria responsavel e delineamento dos
exames complementares de diagndstico mais adequados; (4) execucao e interpretacdo dos
exames complementares, nomeadamente, citologias auriculares e cutaneas, tricogramas,
raspagens cutaneas, observacdes com lampada de Wood, puncdes aspirativas com agulha
fina de nddulos cutaneos, biopsias cutdneas, video-otoscopias e provas alergologicas
cutaneas; (5) discussdo do plano terapéutico com o clinico responsavel; (6) elaboracdo do
relatério da consulta e esclarecimento do proprietario. As caracteristicas dos animais
seguidos nas consultas de dermatologia, bem como a casuistica acompanhada neste
servigo, encontram-se representadas no Anexo A.

A possibilidade de assistir as aulas da disciplina opcional “Abordagem a dermatologia
baseada na evidéncia”, leccionada na FMV-UTL, contribuiu para a sistematizacdo dos
conhecimentos ja adquiridos nesta area e para a obtencao de outros que, por questdes de

casuistica, foram menos abordados.

2. DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO DE PROJECTO

De um total de 86 animais seguidos nas consultas de dermatologia, 51 obtiveram um
diagndstico presuntivo de dermatite atépica canina, pelo que foi esta a entidade clinica que
maior interesse suscitou ao longo do estagio curricular. A possibilidade de acompanhar,
durante o estagio, o servico de alergologia do hospital, colaborando na execucéo de 20
provas alergolégicas cuténeas, abriu portas a realizagdo do trabalho de projecto intitulado
“Avaliacdo de uma nova técnica em alergologia veterinaria: testes cutdneos por picada em
caes” que surge no seguimento de um estudo realizado no mesmo admbito (Rocha, 2012).

O desenvolvimento deste projecto s6 foi possivel devido ao patrocinio dos extractos
alergénicos (ALK-Abell6®, Madrid, Espanha) pela Sociedade Portuguesa de Alergologia e
Imunonologia Clinica (SPAIC), através do seu presidente, Dr. Mario Morais de Almeida.
Dada a impossibilidade de obter estes extractos durante o periodo de estagio curricular, a
componente pratica deste estudo foi efectuada a posteriori, ndo deixando, contudo, de
acompanhar o servico de alergologia do hospital. Deste modo, apés uma revisao da
bibliografia existente na area da dermatite atépica canina, com especial destaque para as
provas alergoldgicas cuténeas disponiveis, serd apresentado o estudo avaliativo de uma
nova técnica para a realizacado de testes cutdneos em cdes, terminando com a discussao

dos resultados obtidos.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. O CAO NO “MUNDO DAS ALERGIAS”

Embora o cao possa apresentar conjuntivite (Lourengo-Martins et al., 2011) ou rinite atépica,
a manifestacdo clinica de atopia mais comum nesta espécie é a dermatite atopica (DA)
(Olivry, DeBoer et al., 2001). A dermatite atépica canina (DAc) foi recentemente definida
como “a doenga dermatoldgica alérgica, pruriginosa e inflamatéria, com predisposi¢do
genética e com caracteristicas clinicas tipicas associadas a anticorpos IgE, direccionados
normalmente contra alergénios ambientais” (Halliwell, 2006, p. 207, tradugao livre).

As grandes semelhancas entre 0 Homem e os animais relativamente a DA tém permitido
gue estes sejam usados como modelos para melhor compreender a patogenia da doenca
nas pessoas (Marsella & Olivry, 2003). Embora o rato seja o modelo tipicamente utilizado, o
cdo podera vir a desempenhar um papel complementar importante, pois, para além de ser
geneticamente similar, a doenga ocorre de forma espontadnea e com um quadro clinico em
tudo semelhante ao do Homem. A fisiopatologia e o tipo/distribuicdo das lesdes cutaneas
aproximam-se bastante entre ambas as espécies, permitindo que o estudo das proéprias
intervencgdes terapéuticas seja feito, praticamente, de forma paralela (Marsella & Girolomoni,
2009; Lourengo-Martins, Peleteiro, Correia & Morais-Almeida, 2010).

No Homem, as doencgas alérgicas sdo tipicamente caracterizadas por uma sequéncia de
manifestacdes clinicas que podem permanecer durante um determinado periodo da vida e
evoluir para a remissdo espontdanea com a idade, denominando-se este percurso por
“‘marcha alérgica” (Wahn, 2000). Muitas vezes, a DA constitui apenas a primeira fase desta
sequéncia, a qual se podem seguir a asma, a rinite alérgica ou a alergia alimentar (Leung,
Boguniewicz, Howell, Nomura & Hamid, 2004; De Benedetto, Kubo & Beck, 2012). No céo,
mesmo estando presentes sinais graves de DA, o quadro clinico ndo evolui para a asma
como pode acontecer no Homem, pelo que ndo se fala em “marcha alérgica” canina
(Marsella & Girolomoni, 2009).

2. PREVALENCIA E INCIDENCIA DA DERMATITE ATOPICA

A dermatite atopica humana (DAh) afecta cerca de 10 a 20% das criancas e 3 a 5% dos
adultos (Ring, Belloni & Behrendt, 2009), registando-se uma prevaléncia crescente (Leung et
al., 2004; Ring et al., 2009), sobretudo nos paises industrializados (Leung et al., 2004). Tal
facto é, muitas vezes, associado a intitulada “hipétese higiene”, postulada por Strachan
(1989). Segundo esta teoria, a ocorréncia de infeccbes numa fase precoce da vida previne o
desenvolvimento de doencas alérgicas, pelo que o aumento da expressao destas pode ser
explicado pela melhoria das condi¢Bes de higiene registada nas Ultimas décadas (Strachan,
1989). Um papel semelhante parece ser desempenhado pelas infestacdes parasitarias (Holt,
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2000), mas factores socioeconémicos, como o niumero de irmaos ou os habitos alimentares,
evidenciaram ser, igualmente, importantes para o aparecimento de alergias no Homem (von
Mutius, 2000). Nos atlimos anos, a teoria inicial da higiene sofreu alguns desenvolvimentos,
defendendo-se, actualmente, a existéncia dos “velhos amigos”, proposta por Rook (Rook &
Standford, 1998; Rook & Brunet, 2005). Segundo este autor, alguns microrganismos nao
patogénicos, com os quais o Homem partilhou a sua histéria evolutiva, promovem a
activacdo de células dendriticas e células T reguladoras (T reg), permitindo o controlo de
reacc¢Oes inflamatdrias inapropriadas, tipicas das doencas alérgicas (Rook & Brunet, 2005).
A verdadeira prevaléncia da DAc permanece ainda desconhecida. Alguns autores apontam
para valores na ordem dos 3 a 15% (Reedy, Miller & Willemse, 1997) ou cerca de 10%
(Scott, Miller & Griffin, 2001), apresentando-se como a segunda doenca alérgica mais
comum no céo (Reedy et al., 1997; Scott et al., 2001) em paises endémicos para pulgas.
Uma vez que, para o estudo da prevaléncia da doenga, diferentes variaveis devem ser
consideradas, nomeadamente a regido geografica, a populagdo em estudo, o0 servico
veterinario (consultas de primeira opinido/ consultas de referéncia) ou os critérios de
diagndstico (Hillier & Griffin, 2001), € dificil determinar a verdadeira prevaléncia da DAc.
Muitos dos cades atdpicos apresentam sinais clinicos ligeiros ou mais dificeis de reconhecer,
quer pelos donos quer pelos préprios médicos veterinarios, como estando relacionados com
a doenca (Hillier & Griffin, 2001; Scott et al., 2001).

A semelhanca do que se tem vindo a registar em Medicina Humana (MH), suspeita-se que
também na populagéo canina se tem assistido a um aumento na incidéncia da DA (Hillier &
Griffin, 2001; Ngdtvedt, Egenvall, Bergvall & Hedhammar, 2006; Marsella & Girolomoni,
2009). Desconhece-se, porém, se 0s valores mais elevados dos Ultimos anos retratam uma
maior sensibilidade dos médicos veterinarios para o diagnéstico da doenca ou se se tratam
de verdadeiras implicagdes do actual estilo de vida dos animais de companhia (Marsella &
Girolomoni, 2009). Afinal, o “melhor amigo do Homem” tem vindo a acompanha-lo também
no caminho evolutivo da vida, surgindo lado a lado nas sociedades modernas que hoje
conhecemos (Lourengo-Martins et al.,, 2010). Tal facto acaba por se reflectir na maior
exposicao a alergénios de interior e no aumento das praticas de desparasitacéo e vacinagéo
dos animais, as quais tém sido apontadas como causas importantes para o aumento da
frequéncia do diagnostico da DAc (Frick & Brooks, 1983; Hillier & Griffin, 2001).

3. FISIOPATOLOGIA DA DERMATITE ATOPICA

A DA é uma doenca multifactorial que resulta da interaccdo de factores genéticos,
imunoldgicos e ambientais (Marsella & Olivry, 2003; Leung et al., 2004; Dokmeci & Herrick,
2008; Bieber & Novak, 2009; Kubo, Nagao & Amagai, 2012). Apesar de amplamente

estudada, alguns mecanismos fisiopatoldgicos da doenca ainda ndo foram demonstrados na
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populacdo canina (DeBoer, 2004), pelo que alguns dos aspectos apresentados de seguida

serdo baseados em estudos efectuados em modelos humanos.

3.1. Factores genéticos

No Homem, a base genética da DA tem sido alvo de diversos estudos, quer ao nivel dos
defeitos da barreira cutdnea como das alteracdes registadas nos mecanismos imunitérios
(Bieber & Novak, 2009). No cdo, uma vez que certas racas apresentam uma maior
predisposicdo para desenvolverem a doenca e que esta se encontra, muitas vezes,
associada a uma histdria familiar, os factores genéticos também parecem desempenhar um
papel importante (Sousa & Marsella, 2001).

Em 1983, um estudo tentou criar uma coldnia de caes atdpicos com o objectivo de investigar
a contribuicdo destes factores no desenvolvimento da doenca. Contudo, a descendéncia foi
analisada durante dois anos e apenas 32 dos 70 animais que a constituiram apresentaram
resultados positivos nos testes intradérmicos (TID) e/ou sinais clinicos compativeis
(Schwartzman, Massicot, Sogn & Cohen, 1983). JA& em 1997, foi possivel verificar que a
producdo de elevados niveis de imunoglobulina (Ig) E, em cées experimentalmente
sensibilizados para aerolaergénios, é uma caracteristica genética transmitida de forma
dominante (De Weck, Mayer, Stumper, Schiess| & Pickart, 1997).

Num trabalho posterior, DeBoer e Hill (1999) dedicaram-se ao estudo de cachorros West
Higland White Terrier (WHWT), uma das racas predispostas para desenvolver DAc. A
concentracdo total de IgE foi medida entre as 6 e as 12 semanas de idade e os sinais
clinicos foram analisados até aos 3 anos. Algumas ninhadas registaram indicios de que a
doenca pode ser transmitida a descendéncia, havendo uma elevada prevaléncia de caes
aparentemente atdpicos, mas nao foi possivel demonstrar uma heritabilidade evidente.
Porém, em 2004, um novo estudo, que analisou 429 cées (Golden e Labrador Retriever),
permitiu determinar uma heritabilidade de 0.47, sugerindo que os factores genéticos
contribuem com cerca de 50% para a variabilidade da atopia, sendo os restantes 50% da
responsabilidade de factores ambientais. Segundo os autores, a heritabilidade estimada
para a populacdo em estudo podera ser registada noutras ragas se as condigdes ambientais
forem semelhantes (Shaw, Wood, Freeman, Littlewood & Hannant, 2004).

Outros investigadores (Wood et al., 2009) tentaram quantificar a expressdo de genes
importantes na formacdo da barreira cutdnea e na fung¢édo imunitéria, analisando a pele de
cdes saudaveis e atopicos. Varios genes, com funcdes pro-inflamatorias ou relacionadas
com as células T, apresentaram correlacdo com os TID e com a gravidade dos sinais
clinicos. Na verdade, ha ainda um longo caminho a percorrer no estudo genémico da DAc e
novos artigos continuam a ser publicados nesta area com o intuito de localizar os principais
loci implicados no desenvolvimento da doenca (Salzmann et al., 2011; Mullin, Carter,

Williams, McEwan & Nuttall, 2012; Roque et al., 2012).
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3.2. Factores imunoldgicos

O sistema imunitario pode ser definido como o “exército” que defende o organismo de
qualquer tipo de “ataque” externo, actuando através de duas frentes principais: o sistema
imunitario inato e o sistema imunitario adquirido. Estes sucedem-se um ao outro e interagem
entre si através de um conjunto complexo de mecanismos imunoldgicos (Bangert, Brunner &
Stingl, 2011; Wollenberg, Rawer & Schauber, 2011).

O sistema imunitario inato é o primeiro a “avancar”. actua rapidamente, com pouca
descriminiacdo e sem capacidade de memoria, sobre 0s agentes patogénicos e repara 0S
danos tecidulares (Wollenberg & Klein, 2007; Dockmeci & Herrick, 2008; De Benedetto,
Agnihothri, McGirt, Bankova & Beck, 2009; Bangert et al., 2011; Wollenberg et al., 2011). O
sistema imunitario adquirido é a segunda linha de defesa, demora mais tempo a actuar e
necessita de recombinagdo soméatica, mas é altamente especifico e tem capacidade de
memoaria (Wollenberg & Klein, 2007; Bangert et al., 2011; Wollenberg et al., 2011).

3.2.1. SISTEMA IMUNITARIO INATO DA PELE

Na pele, o sistema imunitario inato é representado pela barreira cutanea, varias células e
elementos segregados, como os péptidos antimicrobianos (De Benedetto et al., 2009).

E através dos receptores para reconhecimento de padrdes (Pattern Recognition Receptors;
PRR), expressos por diversas células da pele (Bieber & Novak, 2009), que o sistema
imunitario inato reconhece as estruturas moleculares, denominadas padrdes moleculares
associados a patogéneos, expressas pelos agentes patogénicos (Bangert et al., 2011). A
activacdo dos PRR desencadeia a sintese de citoquinas, quimoquinas e péptidos
antimicrobianos, bem como a activacéo de diversas células essenciais a resposta imunitaria
(De Benedetto et al., 2009; Wollenberg et al., 2011). De entre os PRR estudados, destacam-
-se os Toll-like receptors (De Benedetto et al., 2009; Bangert et al., 2011), essenciais na
inducdo da inflamag&o e na maturagdo das células dendriticas (De Benedetto et al., 2009).
ModificagBes genéticas ao nivel deste tipo de receptores ja foram encontradas em pacientes
atopicos, o que podera explicar a reduzida capacidade de defesa destes individuos contra

infecgBes bacterianas (Bieber & Novak, 2009).

3.2.1.1. A barreira cutanea e as suas altera¢gdes na DAh

A epiderme constitui uma barreira fisica, quimica e imunolégica que protege o organismo
contra agentes externos (Proksch, Brandner & Jensen, 2008; Bangert et al., 2011). Nesta
sua importante funcéo, o papel de protagonista é partilhado por 3 elementos fundamentais:
o0 estrato cérneo (EC), as tight junctions e as células de Langerhans (CL); juntos, constroem
um sistema de defesa extremamente bem organizado (Kubo et al., 2012).

A integridade do EC é mantida pelos queratindcitos, corneodesmossomas e lipidos

intercelulares (Marsella & Samuelson, 2009). Em resultado do seu processo de
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diferenciacéo, os queratindcitos ddo origem aos cornedcitos, células anucleadas ricas em
filamentos de queratina e cobertas por um envelope cornificado (Proksch et al., 2008). Estas
encontram-se ligadas entre si através dos corneodesmossomas, um tipo modificado de
desmossomas (Cork et al., 2006). Por sua vez, os lipidos intercelulares, constituidos
maioritariamente por ceramidas, acidos gordos e colesterol, estdo organizados num sistema
multilamelar que garante a reten¢éo de agua do EC (Elias & Menon, 1991; Feingold, 2007).
H& muito que sdo reconhecidos defeitos ao nivel da epiderme dos pacientes atdpicos.
Inicialmente, tais defeitos eram considerados como sendo um resultado de alteracdes
imunoldgicas priméarias; a patogenia da DAh era, entdo, explicada tendo em vista uma teoria
“inside-outside”. Com os trabalhos de Elias e outros investigadores, foi proposto que
alteracBes primarias da barreira cutdnea possam, também elas, levar ao desenvolvimento
da doencga, surgindo uma nova visdo, conhecida como “outside-inside”. Assim, foi
desenvolvido um corpo de evidéncia que defende que a inflamagéo cutdnea que caracteriza
a DA resulta de defeitos primarios ao nivel da epiderme, os quais podem activar o sistema
imunitario e este, por sua vez, comprometer a permeabilidade e funcdo barreira da pele,
completando-se o ciclo “outside-inside-outside” (Elias & Feingold, 2001; Elias & Steinhoff,
2008; Elias, Hatano & Williams, 2008; Elias & Schmuth, 2009).

As irregularidades na funcdo barreira podem ter uma base genética ou adquirida (Elias et
al., 2008; De Benedetto et al., 2009; Elias & Schmuth, 2009; De Benedetto et al., 2012) e a
exacerbacdo de tais defeitos pode surgir devido a presenca de determinados factores
ambientais, facilitando o desenvolvimento de novas sensibilizacdes e infecgbes cutaneas
(Bieber & Novak, 2009; De Benedetto et al., 2009; Kubo et al., 2012).

De facto, varios estudos tém evidenciado a base genética dos defeitos da barreira cutanea
(Cork et al., 2006; De Benedetto et al., 2009; Ogg, 2009), muitos deles relacionados com
mutagcdes como as que ocorrem nos genes responsaveis pela expressédo da filagrina
(Palmer et al., 2006; Howell et al., 2007). Esta constitui o principal componente dos granulos
de hialina das camadas mais externas da epiderme (Elias & Schmuth, 2009) e a sua
auséncia ou reducéo altera a permeabilidade da pele, aumentando a perda transepidérmica
de 4gua (PTEA) (Elias et al., 2008; Elias & Schmuth, 2009), isto €, 0 movimento natural da
agua do EC para a atmosfera (Madison, 2003; Proksch et al., 2008). Contudo, tendo em
conta que as mutagdes nos genes da filagrina ndo estdo presentes na maioria dos pacientes
atopicos e que nem todos os individuos com este tipo de mutagdes desenvolvem DA, muito
provavelmente outros factores genéticos desempenham papéis importantes ao nivel da
funcéo barreira da pele (De Benedetto et al., 2012; Kubo et al., 2012).

Por outro lado, as anomalias na barreira cutanea também podem ser adquiridas. E o caso
da deficiéncia em filagrina que surge em resultado da sobre-expressdo de citoquinas
produzidas pelas células T helper (Th) 2 (Howell et al., 2007). A excessiva descamacdo do

EC foi, igualmente, associada a uma resposta imunitaria do tipo Th2, na qual niveis
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elevados de eosindfilos e de IgE se fazem acompanhar de sinais clinicos tipicos de DA (De
Benedetto et al., 2012). Qualquer dano provocado no EC pode diminuir o grau de hidratacéo
deste e alterar as caracteristicas das estruturas lipidicas que o constituem, interferindo no
processo de descamacao (Madison, 2003).

Outra das grandes areas de investigacao, com multiplos estudos publicados desde a década
de cinquenta, corresponde a avaliacdo do pH da superficie cutdnea dos pacientes atépicos.
A alcalinizagdo da pele que ocorre na DA, para além de favorecer o crescimento bacteriano,
tem uma grande influéncia nos processos enzimaticos inerentes ao metabolismo lipidico,
contribuindo indirectamente para o agravamento dos defeitos da barreira cutanea (Rippke,
Schreiner, Doering & Maibach, 2004).

Actualmente, sabe-se, porém, que as anomalias da pele atdpica ndo ocorrem apenas ao
nivel do EC. Também nas tight junctions, jungdes intercelulares constituidas por complexos
multiproteicos (De Benedetto et al., 2009), j& foram encontradas algumas alteragdes,
nomeadamente num dos seus maiores componentes, a claudina-1 (De Benedetto et al.,
2012; Kubo et al., 2012). A reduzida expressado desta, verificada na epiderme dos pacientes
atopicos, pode mesmo predispor a uma resposta Th2 (De Benedetto et al., 2011).
Independentemente da forma como surgem, os defeitos cutaneos facilitam a penetragédo de
alergénios através do EC e desencadeiam a activagdo das CL e a consequente captura de
alergénios (Cork et al., 2006; De Benedetto et al., 2012; Kubo et al., 2012). Trata-se,
portanto, de um ciclo vicioso, pois a penetracdo dos alergénios na barreira cutanea alterada
desencadeia inflamacgéo, a qual, por sua vez, pode ser responsavel por alteracbes na
integridade da pele (Leung, 2000; Kubo et al., 2012). Contudo, ndo € s6 a permeabilidade
cutanea que se encontra comprometida; também a barreira antimicrobiana pode estar
alterada nos pacientes atopicos (Elias et al., 2008), favorecendo a ocorréncia de infec¢des

secundarias que agravam os defeitos cutaneos (Elias et al., 2008; Elias & Schmuth, 2009).

3.2.1.2. As alteracBes da barreira cutanea na DAc

O conhecimento dos defeitos cutdneos registados nos pacientes atopicos caninos é ainda
limitado, mas a utilizacdo da microscopia electronica de transmissdo permitu alguns avangos
no estudo das alteracdes epidérmicas (Marsella & Samuelson, 2009) e, hoje, sabe-se que:

e A deposicao das lamelas lipidicas presentes no EC é bastante mais heterogénea nos
cdes com DA (Inman, Olivry, Dunston, Monteiro-Riviere & Gatto, 2001; Marsella, Samuelson
& Doerr, 2010; Popa et al., 2011), sendo a continuidade e espessura das mesmas lamelas
significativamente menores comparativamente a pele normal (Inman et al., 2001).

e Os espacos intercelulares do EC dos cées atépicos encontram-se aumentados e
com conteuddo lipidico, enquanto os cornedcitos apresentam corpos lamelares no seu interior
(Marsella et al., 2010).



¢ Parte das alteracbes da funcao barreira da pele pode ser explicada pelo aumento da
PTEA; este esta correlacionado com a reduzida quantidade de ceramidas intercelulares
encontrada no EC dos cées atopicos (Shimada, Yoon, Yoshihara, lwasaki & Nishifugi, 2009;
Popa et al., 2011), inclusivamente na pele nao lesionada (Reiter, Torres & Wertz, 2009).

¢ Niveis elevados de colesterol na composicdo do EC dos cées atépicos podem
contribuir para as altera¢ges da sua barreira lipidica (Reiter et al., 2009; Popa et al., 2011).

e Os defeitos na barreira lipidica da epiderme se devem, provavelmente, a uma
disfuncdo de duas enzimas (A-5 desaturase e A-6 desaturase), cuja expressao genética
demonstrou ser inferior na pele lesionada dos individuos com DAc (Schlotter et al., 2009).

o AlteracGes na expressao da filagrina sdo comuns na pele lesionada e ndo lesionada
dos cées atopicos (Marsella, Samuelson & Harrington, 2009; Chervet et al., 2010; Roque,
O’Leary, Kyaw-Tanner, Duffy & Shipstone, 2011). Adicionalmente, a reduzida expressao de
MRNA para a filagrina (Roque et al., 2011) e a auséncia do C terminal desta proteina
(Chervet et al., 2010), verificadas em alguns dos animais afectados, sugerem que, também
na populagéo canina, a deficiéncia em filagrina se possa dever a mutacdes genéticas.
Assim, a semelhanca do proposto para a DAh, a patogenia da DAc néo é explicada apenas
por alteracdes imunoldgicas primarias (inside/outside), incluindo também defeitos basicos na
barreira cutanea (outside/inside) (Marsella & Samuelson, 2009). Actualmente, considera-se
que as irregularidades cutédneas primarias sao responsaveis pela perpetuacdo dos sinais
clinicos, pois tais anomalias predispdem o animal a novas sensibilizacdes e a alteracdes na
prépria resposta imunitaria (Marsella & Girolomoni, 2009; Marsella & Samuelson, 2009).

Em suma, a perda da funcéo barreira da pele parece desempenhar, tal como acontece no
Homem, um papel importantissimo no desenvolvimento da doenga no céo, contribuindo para
0 agravamento dos sinais clinicos da mesma. Alias, a prépria terapéutica tépica é usada por
muitos dermatologistas em casos ligeiros a moderados de DAc, ndo sé para remocgdo dos
alergénios da pele como para restabelecimento da funcéo barreira normal (DeBoer, 2004,
Marsella & Samuelson, 2009). Infelizmente, o pélo dos animais dificulta a utilizagdo de
emolientes tépicos, constituindo ainda um dos grandes desafios nesta area de investigagéao.
O recente desenvolvimento de aplicadores spot-on contendo ceramidas, colesterol e 4cidos
gordos trouxe alguma esperanca ao maneio clinico da DAc (Fujimura, Nakatsuji, Fujiwara,

Réme & Gatto, 2011), mas a extensao dos seus beneficios continua por comprovar.

3.2.1.3. As células do sistema imunitario inato

Na DA, o nimero ou funcao das células cutaneas pertencentes ao sistema imunitario inato
podem encontrar-se alterados. De entre as mais relevantes encontram-se os neutréfilos, as
células natural killer, os mastdcitos, os queratinécitos e as células apresentadoras de

antigénios (De Benedetto et al., 2009).
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Os neutrdéfilos sdo conhecidos pelo papel fundamental que desempenham na resposta
imunitaria inicial contra os agentes patogénicos. Porém, mesmo em casos de infeccao
cutanea ou de auto-traumatismo graves, surgem em pequenas quantidades na pele atdpica
lesionada, 0 que aumenta ainda mais a susceptibilidade dos pacientes atdpicos para
infeccbes cutaneas (De Benedetto et al., 2009). Niveis reduzidos destas células foram
igualmente encontrados em cées atopicos (Olivry, Naydan & Moore, 1997).

As células natural killer ttm como principal funcdo desencadear a lise das células do
hospedeiro quando estas, ao serem infectadas por microrganismos, perdem as moléculas
do complexo de histocompatibilidade maior (Major Histocompatibility Complex; MHC) classe
| (De Benedetto et al., 2009; Bangert et al., 2011). Permitem, ainda, direccionar a resposta
imunitéria, pois tém capacidade de induzir a maturacdo das células dendriticas (Dokmeci &
Herrick, 2008). No paciente atopico, podem surgir em numero reduzido ou com altera¢des
na sua fungéo (De Benedetto et al., 2009).

Os mastadcitos tém um importante papel nas reacc¢des de hipersensibilidade; a libertacdo do
contetdo dos seus granulos surge apos a ligacao cruzada entre a IgE e os antigénios, a sua
superficie (Bangert et al., 2011). Porém, a sua actividade parece ser relevante ndo s6 huma
fase imediata, mas também numa fase tardia da resposta ao antigénio, pois a sua activagéo
induz o aumento da permeabilidade vascular e a libertagdo de mediadores que favorecem o
recrutamento de outras células inflamatérias (Becker, Chung, McDonald, Frick & Gold,
1988). Embora seja consensual a participacdo dos mastécitos nas reacgbes IgE mediadas,
muitos dos aspectos relativos a sua associagdo com as doencas alérgicas caninas
continuam por definir (De Mora, Puigdemont & Torres, 2006). Enquanto alguns autores
afirmam que estas células se encontram em niveis mais elevados na pele dos individuos
com DAc (Wilkie, Yager, Eyre & Parker, 1990), outros consideram que a densidade destas é
aproximadamente igual entre atépicos e nao atopicos (Welle, Olivry, Grimm & Suter, 1999;
Lourenco-Martins, 2010), existindo apenas diferencas entre a pele lesionada e né&o
lesionada de cdes com DA (Lourenco-Martins, 2010). Alids, aquilo que verdadeiramente
parece distinguir os mastocitos dos cdes com DA é a maior capacidade que possuem para
libertacdo de histamina (De Mora, Garcia, Puigdemont, Arboix & Ferrer, 1996; Jackson,
Miller & Halliwell, 1996). Por outro lado, nos cdes atdpicos com piodermite concorrente,
estas células revelaram-se significativamente aumentadas (Lourengo-Martins, 2010).

Os queratindcitos sdo células da epiderme que, para além de importantes constituintes da
barreira fisica, sdo capazes de produzir péptidos antimicrobianos, componentes do
complemento, quimoquinas, citoquinas, entre outros (Bangert et al., 2011). As citoquinas por
eles produzidas permitem o recrutamento de células inflamatérias e activagdo das células
apresentadoras de antigénios (DeBoer, 2004; De Benedetto et al., 2012), sendo, por isso,

relevantes na manutencéo da inflamacao cutanea na DA (Barata, 1999).
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Na pele, as células apresentadoras de antigénios incluem as CL (epiderme) e as células
dendriticas dérmicas (derme), representadas na Figura 1. Ambas se caracterizam por um
aumento da expresséao do receptor FC épsilon tipo | (FceRl), o receptor de alta afinidadade
para a IgE, o qual permite a captura dos alergénios que penetram através da pele lesionada
(Bonkobara et al., 2005). Apés captura e fragmentacdo dos antigénios, estas células
transferem os epitopos para a sua superficie e migram até ao linfonodo local onde
apresentam os antigénios aos linfécitos T, desenvolvendo-se uma resposta antigénio-
especifica (Leung, 2000; Leung & Bieber, 2003; Novak, Bieber & Leung., 2003; DeBoer,
2004; Boguniewicz & Leung, 2006; Dokmeci & Herrick, 2008; Bangert et al., 2011; De
Benedetto et al.,, 2012). A activacdo dos FceRI é também responsavel pela libertagdo de
uma série de quimoquinas, que permitem o recrutamento de outras células inflamatorias
(Novak et al., 2003; Dokmeci & Herrick, 2008). Nas lesdes atopicas, as células
apresentadoras de antigénios surgem em niveis elevados, aumentando assim a
possibilidade de interacgdo com as células T (Olivry, Moore, Affolter & Naydan, 1996;
Barata, 1999).

Figura 1 - Células dendriticas marcadas pelo anticorpo CD1c na pele lesionada de um céo
atopico - ABP, Hematoxilina de Harris, x40, detalhes x400 (Fotografia gentilmente cedida
pela Prof.2 Doutora Ana Mafalda Lourengo Martins).

3.2.1.4. Os péptidos antimicrobianos

Os péptidos antimicrobianos (esfingosina, dermcidina, vitamina D, entre outros) permitem a
destruicdo de bactérias, fungos e alguns virus que consigam ultrapassar a superficie
cutanea danificada (Wollenberg & Klein, 2007; De Benedetto et al., 2009). Contudo, certas
proteases e toxinas produzidas por Staphylococcus aureus conseguem sobrepor-se a sua

accao (De Benedetto et al., 2009). E, de facto, a elevada incidéncia deste tipo de infec¢des
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nos pacientes humanos atopicos era, até ha pouco tempo, explicada pela reduzida producéo
de péptidos antimicrobianos na pele destes individuos (Wollenberg & Klein, 2007). Porém,
estudos recentes pdem de lado esta hipotese e apelam a necessidade de uma investigacéao
mais profunda nesta area (Glaser et al., 2009; Harder et al., 2010). De forma semelhante,
também na populagéo canina esté instalada a controvérsia (van Damme, Willemse, van Dijk,

Haagsman & Veldhuizen, 2009; Santoro, Marsella, Bunick, Graves & Campbell, 2011).

3.2.2. SISTEMA IMUNITARIO ADQUIRIDO DA PELE

As células caracteristicas do sistema imunitario adquirido sédo os linfocitos, cujas funcbes
determinam dois tipos de resposta imunitéria distintos: a resposta humoral, levada a cabo
pelas células B (producdo de imunoglobulinas); e a resposta celular, protagonizada pelas
células T (reconhecimento de antigénios, producéo de citoquinas, citotoxicidade e interaccdo

com outras células inflamatdérias) (Hill & Olivry, 2001; Bangert et al., 2011).

3.2.2.1. As imunoglobulinas

Os anticorpos permitem a amplificacdo da resposta imunitaria, quer pela captura e
apresentacdo de antigénios as CL, como pela interaccdo com os alergénios na superficie
dos mastdcitos e basofilos (Halliwell & DeBoer, 2001). De facto, a IgE, classicamente
asociada as reaccdes de hipersensibilidade tipo |, como é exemplo a DA (Scott et al., 2001),
tem um papel importante na apresentacao de antigénios ao nivel da epiderme, contribuindo
para o desenvolvimento de uma resposta imunitaria anormal (Halliwell & DeBoer, 2001).

A maioria dos pacientes atopicos humanos possui niveis de IgE total elevados
comparativamente aos individuos ndo atépicos, como consequéncia do desenvolvimento de
uma resposta imunitaria onde predominam as citoquinas Th2, nomeadamente as
interleucinas (IL) 4 e 13, responsaveis pela inducdo da sintese desta imunoglobulina
(Dokmeci & Herrick, 2008). A IgE canina, embora antigenicamente semelhante a IgE
humana (Halliwell, Schwartzman & Rockey, 1972), surge nos cdes em niveis mais elevados
do que no Homem, provavelmente devido a presenca de IgE induzida por parasitas (Hill,
Moriello & DeBoer, 1995). Por outro lado, ndo ha diferencas significativas relativamente aos
valores de IgE alergénio-especifica entre cdes atépicos e nao atdpicos, isto é, na auséncia
de sinais clinicos tipicos, concentragfes elevadas de IgE ndo implicam, necessariamente, o
diagnostico de DAc (Jackson et al., 1996). Segundo alguns autores, tais achados devem-se
apenas a heterogeneidade da IgE canina, havendo um subtipo implicado nas reaccdes
alérgicas (Lian & Halliwell, 1998). E, de facto, ndo h& duvida que a IgE € importante na
fisiopatologia da DAc, nomeadamente na apresentacdo e captura de antigénios, tendo sido

demonstrada a sua ligacao as CL (Olivry et al., 1996).
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3.2.2.2. As células T

A resposta celular é, habitualmente, dividida em dois grupos de células, definidos com base
na expressao das citoquinas produzidas (Leung, 1999; Leung, 2000; Dokmeci & Herrick,
2008): as células Thl, associadas a producéo de IL-2, interferdo-gama (Interferon-y; IFN-y)
e factor de necrose tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor-a;TNF-a), estimulam a resposta
celular; as células Th2, associadas a producao de IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 e IL-15, favorecem
uma resposta predominantemente humoral (Dokmeci & Herrick, 2008; Bangert et al., 2011).
As células Thl desenvolvem-se na presenca de IL-12; as Th2 surgem em resposta a IL-4
(Leung, 1999; Leung, 2000; Dokmeci & Herrick, 2008; Bangert et al., 2011).

Na DA, o predominio de um ou de outro tipo de células depende da cronicidade da doenca.
Na primeira exposicao aos alergénios (fase de sensibilizacdo) é induzida uma resposta Th2,
a qual é amplificada nas exposicdes seguintes (fase efectora). Este tipo de resposta
imunitaria caracteriza-se por producgéo de citoquinas tipicamente Th2, producéo e activagédo
de eosindfilos e mastocitos e sintese de IgE alergénio-especifica (Novak et al., 2003;
Dokmeci & Herrick, 2008; De Benedetto et al., 2012). Para além das células Th2, na fase
aguda estdo também presentes as células Th17, associadas a producgéo de IL-17A, IL-17F,
IL-22 e IL-26 e cuja diferenciagdo pode ser inibida pelo IFN-y e pela IL-4 (Bangert et al.,
2011). Numa segunda fase, surge uma resposta Thl (Novak et al., 2003; Dokmeci &
Herrick, 2008).

Para que as células T facam parte do infiltrado lesional caracteristico da DA, necessitam de
migrar, através do epitélio vascular cutaneo, até a derme. A migracao transendotelial s6 é,
contudo, efectuada gracgas a interac¢do entre uma série de moléculas de adesao leucocitaria
e 0 antigénio associado aos linfécitos cutédneos (Cutaneous Lymphocyte-associated Antigen;
CLA) expresso pelas células T (Barata, 1999). Para a activagdo das moléculas de adesao
na superficie das células endoteliais sdo essenciais mediadores pro-inflamatorios, como a
IL-1 e o TNF-a, que resultam da resposta inflamatéria (Santamaria-Babi, 2004). Na DA, a
circulagdo das células T CLA", Uteis no reconhecimento dos alergénios, correlaciona-se com
0 quadro clinico da doenga (Santamaria-Babi, 2004), encontrando-se, normalmente, em
niveis elevados no sangue dos pacientes atdpicos (Leung, 2000; Dokmeci & Herrick, 2008).
O CLA é, por isso, referido como o condutor das células T de meméria para a pele (Novak et
al., 2003; Santamaria-Babi, 2004; Dokmeci & Herrick, 2008).

Na pele dos cdes com DA sabe-se que predominam, igualmente, as citoquinas
caracteristicas de uma resposta do tipo Th2 (Olivry, Dean, Tompkins, Dow & Moore, 1999).
Nos pacientes caninos foram, ainda, reportados niveis de IL-4, 1I-2, IFN-y e TNF-a
significativamente superiores, enquanto a expresséo de IL-6, IL-10 e IL-12 n&o apresentou
diferencas significativas entre atdpicos e néo atépicos. Além disto, nos individuos com DAc
os niveis do factor de crescimento transformante beta (Transformation Growth Factor-g;

TGF-B) revelaram-se significativamente inferiores a sua expressao nos caes saudaveis, 0
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gue fez com que os autores do estudo colocassem a hipétese de que nas fases iniciais da
doenca exista uma sobre-expresséo de IL-4 e uma reducdo na expressao de TGF- (Nuttall,
Knight, McAleese, Lamb & Hill, 2002). Num outro estudo, as quimoquinas timicas e
reguladoras de activacdo revelaram ser altamente especificas da pele lesionada dos caes
atopicos, sugerindo um papel importante na patogenia da DAc. A expressdo destas
demonstrou estar associada a expressao das citoquinas inflamatérias IL-13, IFN-y e TNF-a.
A IL-4 n&o foi, contudo, detectada em nenhuma das amostras deste estudo, o que se podera
ter devido a cronicidade das lesfes utilizadas, sugerindo-se, uma vez mais, que o perfil de
citoquinas produzido possa ser alterado consoante a evolugdo das lesdes, como alias
acontece nas lesdes crénicas de dermatite atdpica no homem (Maeda et al., 2002).

Na Figura 2 encontram-se esquematizados 0s principais mecanismos fisiopatoldgicos

ocorridos na DAc.

Figura 2 - Representacdo esquematica da fisiopatogenia da DAc (Esquema gentiimente
cedido pela Prof.2 Doutora Ana Mafalfa Lourengo Martins).
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3.2.2.3. As células T reguladoras

As células Treg CD4'CD25", caracterizadas pela expressado do factor de transcricdo Foxp3,
desempenham um papel determinante na resposta imunitaria. Para além da acc¢édo que
desenvolvem contra o0s agentes patogénicos, sdo importantes na manutencdo da
homeostase do sistema imunitério, inibindo a accao das células T efectoras e a secrecao
das respectivas citoquinas. Embora produzidas no timo, tém capacidades migratérias e, uma
vez nos tecidos inflamatérios, a sua funcdo supressora é controlada por uma série de
citoquinas e pequenas moléculas (Loser & Beissert, 2012).

No Homem, pensa-se que alteracbes ao nivel das células Treg podem predispor ao
desenvolvimento de doencas alérgicas (Ogg, 2009), nomeadamente a DA (Oiso, 2010;
Loser & Beissert, 2012). Embora os niveis destas células no sangue periférico e na pele dos
pacientes atépicos sejam algo controversos (Oiso, 2010; Loser & Beissert, 2012), a
importancia das células Treg na patogenia da DAh parece dever-se a um desequilibrio entre
estas e as células T efectoras (Oiso, 2010).

Em Beagles com elevados niveis de IgE, a exposicdo a aeroalergénios demonstrou ser
responsavel pela diminuicdo dos niveis de citoquinas reguladoras (IL-10 e TGF-B),
sugerindo que alteragbes da fungédo das células Treg possam ser, & semelhanca do que
sucede no Homem, uma peca importante na patogenia da DAc (Maeda, Tsuchida &
Marsella, 2007). De facto, na fase crénica da DAc, além das células Thl e Th2, foram
encontradas células Treg, quer na pele lesionada como na nao lesionada (Schlotter, Rutten,
Riemers, Knol & Willemse, 2011).

3.2.3. O PAPEL DOS MEDIADORES INFLAMATORIOS NA DA

Varios mediadores inflamatoérios tém sido implicados na patogénese da DA. Embora se
desconheca qual deles desempenha o principal papel no desenvolvimento das
manifestacdes clinicas da doenca, um dos mais estudados é, sem duavida, a histamina.
(Marsella & Olivry, 2001).

Em 1990, Wilkie e colaboradores verificaram que, embora a concentracdo de histamina
plasméatica nao difira significativamente entre cdes atépicos e ndo atdpicos e nao apresente
correlacdo com a concentracdo total de IgE sérica, os valores de histamina cutanea
apresentam-se mais elevados nos individuos com DAc (Wilkie et al., 1990). Depois destes,
muitos outros investigadores dedicaram os seus trabalhos a quantificagdo da histamina nas
reaccdes alérgicas do cdo (De Mora et al., 1996; Jackson et al., 1996; Brazis, Queralt, De
Mora, Ferrer & Puigdemont, 1998). Contudo, tal como no Homem (Leung, 2000; Bieber &
Novak, 2009), é consensual que ndo é o Unico, e talvez nem seja 0 mais importante,
mediador inflamatorio responsavel pelo prurido na DAc (Marsella & Olivry, 2001).

Os leucotrienos, moléculas sintetizadas através da ac¢do da enzima 5-lipoxigenase (5-LO)

durante o metabolismo do &cido araquidonico, sdo um dos grupos de mediadores
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igualmente referidos. Apesar de desempenharem um papel relevante nas doencas alérgicas
e, em particular, na DA no Homem (Ohnishi, Miyahara & Gelfand, 2008), a sua importancia
no cao é ainda controversa (Marsella, 2001; Marsella & Olivry, 2001). Marsella e Nicklin
(2001) estudaram 16 caes saudaveis e 13 cées atopicos e ndo encontraram diferencas
significativas na concentrac@o de leucotrienos apés sensibiliza¢do intradérmica entre ambos
0S grupos, sugerindo que, na pele, ndo existe uma correlacdo entre a IgE alergénio-
-especifica e estes mediadores. Além disso, a gravidade do prurido também n&o
demonstrou estar correlacionada com os niveis de leucotrienos cutdneos encontrados. Por
outro lado, embora ja tenham sido encontrados niveis significativamente elevados da
expressao da 5-LO na pele de cades atopicos (Scholtter, Riemers, Rutten, Knol & Willemse,
2010), os inibidores dos leucotrienos demonstraram ter uma baixa eficacia no tratamento da
DAc (Olivry, Foster et al., 2010).

3.3. Principais aeroalergénios envolvidos na DAc

E sabido que a reactividade contra alergénios ambientais desempenha um papel
importantissimo na fisiopatologia da DA, tanto no Homem (Leung, 2000; Novak et al., 2003;
Ogg, 2009; De Benedetto et al., 2012) como no céo (Hill & DeBoer, 2001). Varios estudos
tém permitido demonstrar os efeitos directos e indirectos dos alergénios ao nivel da barreira
e inflamacéo cutanea (Ogg, 2009).

No cédo, os alergénios normalmente envolvidos na doenca incluem os antigénios
provenientes de: acaros do pé e de armazenamento; pélenes de gramineas, arvores e ervas
daninhas; esporos de fungos; epiderme; e insectos (Hill & DeBoer, 2001; Hillier, 2002b).
Porém, o seu papel na DAc é sugerido a partir de estudos bastante distintos. Muitos destes
sdo baseados na reactividade (em TID ou testes serologicos) contra determinados
antigénios, demonstrada em cédes com sinais clinicos de DA; outros baseiam-se na melhoria
desses sinais ap6s a administracdo de imunoterapia com antigénios previamente
seleccionados; outros ainda sao extrapolados da MH, tendo em conta que a asma € a rinite
alérgica envolvem alergénios semelhantes aos da DAc. Hill e DeBoer (2001) avaliaram
todas estas discrepancias e verificaram que sdo poucos o0s estudos que realmente
evidenciam uma relacdo entre os sinais clinicos e alergénios especificos.

Apesar de tudo, parece haver evidéncia suficiente para considerar que o0s antigénios
provenientes dos &caros do p6 e da epiderme tendem a ser relevantes tanto nos Estados
Unidos da América (E.U.A.) como na Europa, enquanto os polenes e os fungos sdo mais
importantes no continente americano (Hill & DeBoer, 2001). Num estudo portugués,
realizado em 138 cédes atdpicos provenientes da area metropolitana de Lisboa, os acaros
domeésticos revelaram ser o grupo de alergénios com maior percentagem de sensibilizacdes

(77%) também nesta regido. Contudo, a sensibilizacéo a polenes foi igualmente destacada,
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uma vez que 48% dos caes estudados se mostraram sensibilizados a, pelo menos, uma

espécie polinica (Lourengo-Martins, 2010).

3.3.1. O CASO PARTICULAR DOS ACAROS DOMESTICOS

Dermatophagoides farinae (Der f) e D. pteronyssinus (Der p) sdo considerados os alergénios
de interior mais comummente responsaveis por reacc¢des de hipersensibilidade no cédo (Hill
& DeBoer, 2001; Nuttall, Hill, Bensignor & Willemse, 2006).

Recentemente, varios estudos tém sido realizados para quantificacdo dos acaros do pé e
seus alergénios no microambiente de cades saudaveis e atopicos. Num desses estudos,
realizado em Ohio (E.U.A.), os alergénios de acaros do p6 foram detectados em todas as 50
casas analisadas e os proprios 4caros foram encontrados em 30% das mesmas habitacfes,
verificando-se uma correlagéo significativa entre os alergénios analisados e a densidade dos
acaros em estudo. Der f demonstrou ser o0 acaro do pé mais comum no microambiente dos
cdes. As caves, as casas sem ar condicionado e as camas dos caes adquiridas ha mais de
1 ano apresentaram as maiores concentragfes de alergénios destes acaros, tendo sido
considerados reservatérios potencialmente importantes e factores de risco para a
sensibilizacdo e desenvolvimento de DAc (Randall et al., 2003). Dois anos depois, 0s
mesmos investigadores analisaram a pele e pélo dos cées, verificando que os mesmos
alergénios estavam presentes em 35% das 59 amostras estudadas, revelando que as
concentracdes dos alergénios no microambiente canino séo factores determinantes para a
transmissdo e presenca dos mesmos na pele e pélo dos cées (Randall et al., 2005). Ja em
2010, Farmaki e seus colaboradores decidiram comparar a densidade dos acaros do po6 e
de armazenamento entre casas com cées clinicamente saudaveis, casas com caes atdpicos
com sensibililidade a esses acaros e casas sem animais domésticos. Concluiram, assim,
gue a presenca de tais acaros € comum no microambiente dos caes sensibilizados, sendo a
sua densidade superior nas areas de dormida dos animais, sobretudo na populagdo canina
afectada (Farmaki et al., 2010).

De facto, também os acaros de armazenamento sao responsaveis pelo desenvolvimento de
reaccOes de hipersensibilidade em muitos cdes atdpicos (Nutall et al., 2006; Brazis, 2011).
Estes acaros, encontrados em alimentos secos ou como constituintes do p6é doméstico,
fazem parte das familias Glycyphagidae e Acaridae, sendo 0s mais comuns 0S géneros
Tyrophagus, Acarus, Lepidoglypuhs, Glycyphagus e Blomia (Brazis, 2011). Muitos dos cées
sensibilizados para os acaros do p6 encontram-se igualmente sensibilizados para este tipo
de &caros, o0 que levou alguns autores a propor a existéncia de reactividade cruzada entre
eles (Bensignor & Carlotti, 2002; Saridomichelakis et al., 2008; Lourenco-Martins, 2010;
Marsella & Saridomichelakis, 2010).
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3.3.2. VIAS DE ESTIMULAGAO ALERGICA

Inicialmente, pensava-se que era a via inalatéria que permitia 0 acesso dos antigénios a
pele: depois de inalados, a sua penetracdo no tracto respiratorio permitiria que, através da
circulagdo, pudessem atingir a pele. Actualmente, a evidéncia sugere que a absorcao
epicuténea seja a principal via de estimulacdo alérgica no cdo: a inflamacao cutanea inicia-
-se apos a transferéncia directa de antigénios ambientais através do EC e das células
apresentadoras de antigénios existentes na epiderme (Olivry & Hill, 2001).

O elevado numero de CL, muitas vezes organizadas em aglomerados, presentes na pele
lesionada de cdes com DA, apoia a hip6tese de que a captura de alergénios seja, de facto,
efectuada através da epiderme. A presenca de IgE nas mesmas células sugere ainda que
também a apresentacao de antigénios pelas CL seja mediada pela IgE (Olivry et al., 1996).
Estudos recentes continuam a alimentar a controvérsia, revelando que varias vias de
exposicdo (epicutanea, oral e inalatoria) contribuem para a patogenia da DAc (Marsella,
Nicklin & Lopez, 2006; Marsella & Saridomichelakis, 2010). Além disso, a distribuicdo das
lesbes ndo parece estar relacionada com a via de estimulagédo alérgica; é possivel que
existam areas do corpo “pré-programadas” para o desenvolvimento da reacc¢ao inflamatoria
(por presenca de células T de memoria alergénio-especificas), independentemente do local
onde sao capturados os alergénios (Marsella, Nicklin & Lopez, 2005; Marsella, Nicklin et al.,
2006). Apesar de tudo, a via epicutanea parece ser a mais importante na perpetuacao dos
sinais clinicos (Marsella, Nicklin et al., 2006; Pucheu-Haston, Jackson, Olivry, Dunston &
Hammerberg, 2008), o que coincide com os resultados do estudo de Randall et al. (2005),
no qual foram identificados alergénios na pele e pélo dos cées. Tal facto explica como este
reservatorio pode facilitar a transferéncia directa de aeroalergénios, através do EC e das
células apresentadoras de antigénios, contribuindo para a inflamacgédo continua da pele
(Randall et al., 2005; Marsella, Nicklin et al., 2006).

3.4. Factores perpectuantes

3.4.1. AUTO-TRAUMATISMO

O auto-traumatismo, resultante do prurido crénico caracteristico da DA, é um factor
importantissimo na perpetuacdo da inflamacéo cutanea no Homem (Leung, 2000) e, muito
provavelmente, no cao (Griffin & DeBoer, 2001). O prurido que surge em consequéncia do
contacto com aeroalergénios e do desenvolvimento de infecgBes secundarias, leva o
paciente a cogar-se. A libertagdo de citoquinas inflamatorias a partir dos queratinécitos e o
agravamento dos defeitos da barreira cutdnea assim originados facilitam, por sua vez, novas
sensibilizacdes e a entrada de outros agentes patogénicos (Leung, 2000; Leung et al., 2004;
Elias et al., 2008; Elias & Schmuth, 2009; Marsella & Samuelson, 2009).
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3.4.2. STRESS

O proéprio stress induz alteragbes imunoldégicas que, simultaneamente, com o0 auto-
traumatismo, contribuem para o agravamento dos sinais clinicos (Leung et al., 2004). O
aumento dos glucocorticoides (GC) endb6genos predispde a alteragdes na permeabilidade e
integridadade da barreira cutanea (Elias & Schmuth, 2009). Por outro lado, os neuropéptidos
produzidos podem desregular a sintese de citoquinas inflamatorias, alterando a capacidade
de defesa do organismo (Novak et al., 2003). Uma vez que a terapia comportamental pode,
por vezes, ter efeitos positivos no controlo da doenca no céo, a exacerbacdo da inflamacé&o
na DAc pode ser igualmente devida ao stress (Nuttall, 2008).

3.4.3. AUTO-ALERGENIOS

No Homem, a resposta imunitaria mediada por IgE pode ser iniciada pela exposi¢do a
alergénios ambientais e perpetuada, nos casos mais graves, por anticorpos produzidos
contra as proprias proteinas humanas (auto-alergénios) (Leung, 1999; Leung, 2000; Leung
& Bieber, 2003; Novak & Bieber, 2003; Novak et al., 2003; Leung et al., 2004; Bieber &
Novak, 2009; Boguniewicz & Leung, 2010). No céo, este tipo de anticorpos ainda né&o foi
identificado, mas é possivel que, estando presente, possa explicar o facto de alguns
animais, mesmo com sinais clinicos de DAc, ndo permitirem a deteccdo de IgE especifica
para aeroalergénios através dos testes serolégicos e TID convencionais (Olivry, Dunston,
Pluchino, Porter & Hammerberg, 2008), os chamados cdes com dermatite do tipo atdpico
(Halliwell, 2006).

3.4.4. INFECCOES BACTERIANAS

A semelhanca do que se verifica em MH, em que 90% dos pacientes com DA se encontra
colonizado por elevados niveis de Staphylococcus aureus (Leung & Bieber, 2003), os cées
atopicos apresentam uma maior tendéncia para infeccbes bacterianas concomitantes
(DeBoer, 2004; Griffin, 2008; Lund, 2011). Staphylococcus pseudintermedius (anteriormente
referido como S. intermedius) é a bactéria tradicionalmente implicada na piodermite do céo
(Fitzgerald, 2009). Embora a infec¢do, por si sO, possa ser responsavel pela inflamacéo e
prurido cutaneos, os cdes atdpicos com piodermite concorrente apresentam, normalmente,
um maior grau de desconforto, estando este associado a uma maior gravidade das lesbes e
a um nivel de prurido superior (DeBoer & Marsella, 2001; Lourenco-Martins, 2010).

Ainda que possa ser encontrado na pele, no pélo e nas zonas perianal e nasal dos cées
saudaveis (Marsella & Olivry, 2003), S. pseudintermedius adere melhor aos queratindcitos
dos individuos com DAc do que aos dos cdes normais ou com outras doencas
dermatoldgicas (McEwan, 2000; Simou, Thoday, Forsythe & Hill, 2005).

Por outro lado, niveis elevados de IgE anti-estafilococica foram encontrados em caes

atopicos com piodermite recorrente, sugerindo que esta bactéria possa desencadear uma
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resposta IgE mediada actuando como alergénio (Morales, Schultz & DeBoer, 1994).
Contudo, esta teoria ainda ndo foi comprovada e provavelmente ndo constitui o principal
mecanismo alérgico (DeBoer, 2004).

No Homem, sabe-se que as exotoxinas estafilocécicas se comportam como superantigénios
(Barata, 1999; Leung, 2000; Leung et al., 2004), isto €, moléculas com capacidade para ligar
as moléculas do MHC classe |l aos receptores de antigénios das células T, promovendo a
activacdo policlonal destas sem necessidade de especificidade antigénica (DeBoer &
Marsella, 2001; Scott et al., 2001). No cédo, embora se pense que as exotoxinas
estafilococicas desempenhem o mesmo papel, contribuindo para a hipersensibilidade e para
os sinais clinicos da DA, tal ainda nao foi evidenciado (DeBoer & Marsella, 2001; Marsella &
Olivry, 2003). Porém, a inflamacéo induzida por este tipo de superantigénios podera explicar
a reducdo da inflamacéo e do prurido, apés administracdo de antibioticos, em cées atdpicos
gue ndo apresentam sinais clinicos de infec¢éo (Scott et al., 2001).

Uma das grandes preocupacgdes actuais relativamente as infecges bacterianas no céo é o
desenvolvimento de estirpes de Staphylococcus resistentes a meticilina. No ano de 2010,
em Portugal, foi determinada uma prevaléncia de 7,1% destas estirpes em cées atépicos
com piodermite concomitante e publicados os primeiros casos de infeccdo cutdnea por
Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina, nesta espécie, no nosso pais
(Lourengo-Martins, 2010).

3.4.5. INFECCOES FUNGICAS

Malassezia pachydermatis é um fungo lipofilico abordado em diversos estudos relativos a
patogenia da DAc, na qual desempenha um importante papel (DeBoer & Marsella, 2001;
Griffin, 2008). Embora a contagem destes microrganismos difira com a localizagao
anatémica, sabe-se que fazem parte da microbiota cutanea dos cédes saudaveis (Bond,
Lamport e Lloyd, 2000). No entanto, quando os factores de viruléncia e as condicbes do
microclima permitem vencer as defesas do hospedeiro, ocorre a sua proliferacdo (Nuttall,
2012). E, de facto, os caes atdpicos tém maior propensado para dermatite por Malassezia
(DeBoer & Marsella, 2001; Hillier, 2002b; Lund, 2011). Estes microrganismos podem ser
isolados de é&reas de pele sem lesGes, mas as alteragcbes do microambiente cutédneo
associadas a DAc parecem favorecer a infeccdo, a qual podera agravar os sinais clinicos
dos pacientes atopicos (Nardoni, Dini, Taccini & Mancianti, 2007).

Tal como se pensa acontecer nas infecgbes por S. pseudintermedius, é possivel o
desenvolvimento de reaccdes de hipersensibilidade imediata a alergénios deste fungo
(DeBoer & Marsella, 2001). Independentemente da presenca de dermatite/otite por
Malassezia, os cdes atOpicos demonstraram ter niveis de IgE e de IgG Malassezia-
-especificos mais elevados do que os caes nao atépicos (Nuttall & Halliwell, 2001). E, em

2002, foi comprovado que, nos cées atépicos, a dermatite por Malassezia estd associada a
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uma resposta IgE mediada, sendo esta desenvolvida sobretudo contra as proteinas de peso
molecular 45, 52, 56 e 63 kDa, as quais foram classificadas como alergénios major (Chen,
Halliwell, Pemberton & Hill, 2002). Resultados de TID corroboram as conclusGes destes
estudos, tendo-se verificado que 16% da populacdo canina com DA assim testada
demonstrou estar sensibilizada para M. pachydermatis (Lourenco-Martins, 2010).

Para além de uma resposta humoral, também a resposta mediada por células contra estes
microrganimos parece contribuir para a patogénese da DAc. Caes atOpicos com dermatite
por Malassezia concomitante revelaram maior resposta linfocitica a tais antigénios do que

cdes normais ou com otite por Malassezia (Morris, Clayton, Drobatz & Felsburg, 2002).

4. DIAGNOSTICO CLINICO DA DERMATITE ATOPICA CANINA

“A dermatite atdpica nao tem sinais clinicos patognomaénicos que permitam um diagnéstico
definitivo” (DeBoer & Hillier, 2001a, p.271, tradugéo livre). O diagnostico da DAc deve ser
baseado na histéria clinica, no exame fisico, na exclusdo dos diagnésticos diferenciais
relevantes e no tratamento de doencas concomitantes. Posteriormente, a utilizacdo de
testes cutaneos e/ou laboratoriais ou a avaliagdo histopatoldgica de biopsias de pele podem
facultar informacdes adicionais que, quando correlacionadas com a historia, permitam
chegar ao diagndstico definitivo (Reedy et al., 1997; Ackerman, 1998; Nagata, 2000; DeBoer
& Hillier, 2001a; Scott et al., 2001).

4.1. Historia pregressa e Exame fisico
Uma histéria pregressa completa é a parte mais importante do diagnéstico (Reedy et al.,
1997; Hillier, 2002b). Esta deve ser baseada nas observacdes feitas pelo proprietario, nos
registos médicos anteriores e no questionario realizado durante a consulta (Reedy et al.,
1997). Nela devem constar todas as informacgfes pertinentes, nomeadamente:

¢ identificagdo do animal (sexo, raga e idade);

e ambiente (urbano/rural, interior/exterior, contacto com outros animais, tipo de dieta,

local onde dorme, desparasitacdes, etc.)

e idade de inicio dos sintomas dermatol4gicos;

e presencga/auséncia de pruritus sine materia (prurido sem outras lesées) numa fase

inicial;

e duracao e evolucao dos problemas dermatoldgicos;

e presenca/auséncia de sazonalidade;

e natureza e distribuicdo das lesdes;

e tratamentos efectuados e respectiva resposta do animal.
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4.1.1. SEXO

Relativamente a influéncia do sexo no desenvolvimento da DAc, existe ainda alguma
controvérsia (Griffin & DeBoer, 2001; Griffin, 2008). Scott et al. (2001) referem que a doenca
€ registada com maior frequéncia nas fémeas e existem algumas teorias propostas para
explicar esta hipotese, nomeadamente a possibilidade de ocorréncia de altea¢des celulares
como consequéncia dos elevados niveis intracelulares de guanosina monofosfato ciclico por
influéncia dos estrogénios (Reedy et al., 1997); ou a possibilidade de as fémeas
apresentarem valores mais elevados de IgE comparativamente aos machos (Racine et al.,
1999). No entanto, varios ensaios tém demonstrado ndo haver diferencas significativas na
prevaléncia da DAc entre ambos os sexos (Sture et al., 1995; Saridomichelakis, Koutinas,
Gioulekas & Leontidis, 1999; Zur, lhrke, White & Kass, 2002; Shaw et al., 2004; Ngdtvedt et
al., 2006), enquanto um estudo recente (Lund, 2011) revelou mesmo que os machos
apresentam um risco relativo de atopia ligeiramente superior (RR=1,2).

A maioria dos estudos até aqui publicados ndo faz qualquer distingdo entre animais inteiros
e castrados. Porém, a influéncia da esterilizagdo comega a originar algum interesse por
parte dos investigadores e, apesar dos resultados contraditérios (Lourengo-Martins, 2010;
Lund, 2011), decerto que os efeitos hormonais no desenvolvimento da DAc constituirdo

areas de trabalho promissoras (Lourengo-Martins, 2010).

4.1.2. RACA

Certas racas parecem ser predispostas para o desenvolvimento de DAc. Contudo, é
necessaria precaucado na interpretacdo dos dados relativos a prevaléncia da doenca em
algumas delas, pois 0 aumento da popularidade de uma raca especifica pode fazer com que
sejam diagnosticados mais casos de atopia nesses caes. Além disso, nem todos os estudos
determinam a prevaléncia da doenca para a populagdo base da mesma regido geografica
(Griffin & DeBoer, 2001; Griffin, 2008).

A partir da revisao de varios estudos que, embora provenientes de diferentes localizagées,
comparam o risco relativo de cada uma das racas com a populacdo clinica das mesmas,
alguns autores (Griffin & DeBoer, 2001; Jaeger et al., 2010; Lourengo-Martins, 2010)
apontam certas racas (Tabela 1) como tendo uma maior predisposicdo para a DAc. Entre
estas, encontra-se uma raga autoctone portuguesa, o cdo Serra da Estrela (Lourengo-
-Martins, 2010). O conhecimento destas racas pode ser de extrema importancia, pois uma
das formas de prevencao da doenca podera passar por evitar a reproducao dos individuos

com DACc e pertencentes as ragas predispostas (Lourenco-Martins, 2010).
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Tabela 1 - Ragas caninas com maior risco relativo de dermatite atépica.

Racas

Beauceron

' o English Setter Lhasa Apso
Bichon Frisé . Miniature Schnauzer

_ Fox Terrier

Boston Terrier Pug
5 French Bulldog

oxer [ i
Bull Terri German Shepherd Dog Silky Terrier

ull Terrier i i
Cairm Terri Golden Retriever Scottish Terrier

airn Terrier i

_ . . Great Dane Sealyham Terrier
Cavalier King Charles Spaniel ) Serra da Estrela
chi Shar Pei Irish Setter
inese Shar Pei

Cocker Spaniel Jack Russell Terrier Setter

ocker Spanie

. P Labrador Retriever WHWT
Dalmatian . Wire Haired Fox Terrier
_ Labrit

English Bulldog Yorkshire Terrier

Adaptado de: Griffin & DeBoer (2001); Jaeger et al. (2010); Lourengo-Martins (2010).

4.1.3. AMBIENTE

Como revisto anteriormente, os factores ambientais revestem-se de bastante importancia no
gue diz respeito ao desenvolvimento da DAc. Particularmente o ambiente no qual o animal
habita pode ser determinante, visto que viver em meio urbano parece ser um factor de risco
para a atopia nos cédes (Ngdtvedt et al., 2006; Lourenco-Martins, 2010). De facto, nas
sociedades modernas, 0s animais passam cada vez mais tempo dentro de casa, o que pode
influenciar o aparecimento da doenca. Actualmente, o avango registado nas técnicas de
isolamento e a grande utilizacdo de téxteis torna as casas um ambiente perfeito para o
desenvolvimento de acaros domésticos, favorecendo a exposi¢do crescente a este tipo de
alergénios (Marsella & Samuelson, 2009; Lourengo-Martins et al., 2010). N&o é, portanto, de
estranhar que os caes que, no primeiro ano de vida, dormem na cama dos donos tenham
maior propensado para se tornarem atopicos (Lourenco-Martins, 2010). Efectivamente, a DA
é dianosticada sobretudo em caes que vivem em ambiente interior (Favrot, Steffan, Seewald
& Picco, 2010), enquanto “dormir no exterior” parece ser um factor protector para a atopia

(Lourengo-Martins, 2010).

4.1.4. IDADE E INiCIO DOS SINAIS CLINICOS

Mais importante do que a idade do animal quando este se apresenta a consulta é a idade
em que surgem 0s primeiros sinais clinicos. Estes iniciam-se, na maioria dos cées atopicos,
entre 0os 6 meses e 0s 3 anos de idade, podendo ocorrer, menos frequentemente, antes dos
6 meses e apos os 7 anos (Reedy et al., 1997; Griffin & DeBoer, 2001; Scott et al., 2001,
Hillier, 2002b; Zur et al., 2002; Griffin, 2008; Favrot et al., 2010). Antes do primeiro ano de

vida, os sinais clinicos podem ser tao ligeiros que, ndo raras vezes, acabam por ndo ser
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reconhecidos como relevantes pelos donos. Por outro lado, 0 comec¢o da sintomatologia em
cdes idosos, cujo ambiente ndo sofreu modificacdes, pode dever-se a alteragdes no seu

sistema imunitério (Reedy et al., 1997).

4.1.5. SAZONALIDADE

Normalmente, a sazonalidade € caracteristica das fases iniciais da doenca (Hillier, 2002b;
Nagata, 2000) e depende dos alergénios em causa (Scott et al., 2001; Griffin, 2008). A
regido geografica e os factores ambientais como humidade, vento e temperatura, bem como
0 grau de exposi¢cdo aos préprios alergénios podem ser responsaveis por variacdes no
padrdo sazonal do animal (Ackerman, 1998). A maioria dos cdes atépicos tende a evoluir
para uma apresentacdo ndo sazonal (Nagata, 2000; Hillier, 2002b; Griffin & DeBoer, 2001),
com um aumento da gravidade e duracdo dos sintomas (Ackerman, 1998). Existem ainda
agueles que, embora apresentem sinais clinicos durante todo ano, pioram em determinadas

estagfes, normalmente nos meses mais quentes (Hillier, 2002b).

4.1.6. SINAIS CLINICOS

Tipicamente, um cdo com DA apresenta prurido na face, nos pavilhdes auriculares, nas
extremidades dos membros e/ou no abdémen ventral, podendo afectar uma ou varias das
localizacbes referidas, como esquematizado na Figura 3 (Nagata, 2000; Griffin & DeBoer,
2001; Scott et al., 2001; Griffin, 2008; Favrot et al., 2010; Jaeger et al., 2010). A colaboragéo
dos donos €, também aqui, bastante importante, devendo ser elaboradas questdes
especificas, pois muitos proprietarios s6 mencionam os locais onde o prurido é mais
acentuado (Hillier, 2002b; Griffin, 2008).

Figura 3 - Representacdo esquematica do padrdo lesional tipico da DAc (Esquema
gentilmente cedido pela Prof.2 Doutora Ana Mafalda Lourengo Martins).
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Embora ndo haja grande consenso entre os diversos autores, a maioria parece concordar
gue nao existem lesGes primarias visiveis ou, se presentes, que estas sejam constituidas
apenas por zonas eritematosas, ndo estando perfeitamente estabelecido que a DAc néo
complicada possa originar uma erupcao primaria (Griffin & DeBoer, 2001; Scott et al., 2001,
Favrot et al., 2010). E, de facto, o prurido pode muitas vezes ser o primeiro sinal clinico
observado (Griffin, 2008); Favrot et al. (2010) verificaram, no seu estudo, que 61% dos caes
com DA, numa fase inicial, apresentavam prurido na auséncia de lesdes cutaneas.
Provavelmente, as lesdes descritas como papulas, pustulas e papulas crostosas circulares
surgem secundariamente a presenca de infec¢des bacterianas/ fungicas, ou como resultado
de auto-traumatismo ou inflamacéo cronica. Para além dessas, podem surigir ainda zonas
de coloracdo acastanhada do pélo (por lambedura frequente), excoriacdes, alopécia auto-
-induzida, pélo seco e sem brilho, hiperpigmentacéo e liquenificacdo (Nagata, 2000; Griffin &
DeBoer, 2001; Scott et al., 2001; Griffin, 2008).

De forma a uniformizar a avaliagdo de todas estas lesfes cuténeas, entre diferentes animais
e ensaios clinicos, o denominado Grupo de Trabalho Internacional dedicado ao estudo da
Dermatite Atopica Canina (International Task Force on Canine Atopic Dermatitis; ITFCAD)
desenvolveu uma escala (CADESI-03 — third version of the Canine Atopic Dermatitis Extent
and Severity Index) que permite determinar a gravidade da doenca e a eficacia das
intervencdes terapéuticas realizadas (Olivry, Marsella, Iwasaki & Mueller, 2007).

Para além dos sinais clinicos ja descritos, outros ha a sublinhar. A presenca de otite externa,
por exemplo, € um dos mais comuns, estando associada a eritema, edema, prurido auricular
e exsudado ceruminoso ou, em fases mais avancadas, a estenose do ducto auricular
externo e exsudacdo. O sobrecrescimento ou infeccdo por bactérias ou Malassezia séo
responsaveis pela exacerbacéo destes sinais (Reedy et al., 1997; Hillier, 2002b). Zur et al.
(2002) revelaram que 60% dos caes atdpicos incluidos no seu estudo apresentavam otite
externa, sendo Malassezia o principal agente causal (77,5% dos casos). Mas, outros
ensaios demonstram também uma elevada prevaléncia deste sinal (Saridomichelakis et al.,
1999; Shaw et al., 2004; Favrot et al., 2010; Jaeger et al., 2010; Lund, 2011), revelando
mesmo que pode surgir como Unica manifestacdo clinica de atopia nos caes
(Saridomichelakis et al., 1999; Favrot et al., 2010). Algumas racas (Golden Retriever e
Cocker Spaniel) sdo reportadas como tendo maior predisposi¢éo para o desenvolvimento de
otite associada a DAc (Griffin, 2008).

Queilite, eritema facial e alteragdo da cor do pélo na prega facial também podem ocorrer,
embora aparecam igualmente noutras doencas (Reedy et al, 1997). A dermatite
piotraumatica aguda, os nédulos acrais pruriginosos e as pododermatites bacterianas estao
também descritas (Reedy et al., 1997; Scott et al., 2001; Hillier, 2002b).

Os sinais ndo cutaneos nao sao frequentes nos caes atépicos, contudo estes podem surgir

com conjuntivite (Lourenco-Martins et al., 2011), reverse sneezing, rinite e asma (Reedy et
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al., 1997; Scott et al., 2001; Hillier, 2002b; Griffin, 2008; Marsella & Girolomoni, 2009). Uma
avaliacdo oftalmoldgica cuidada deve fazer parte do exame fisico realizado a todos os caes
atopicos, pois 0s sinais de conjuntivite parecem estar subdiagnosticados. A hiperémia
conjuntival demonstrou ser o mais comum, mas outros podem estar presentes em resultado
do prurido ocular (Lourenco-Martins et al., 2011). A presenca de reverse sneezing e
rinorreia, com as lesdes cutaneas perinasais correspondentes, podem, por sua vez, indicar o

desenvolvimento de rinite alérgica (Olivry, DeBoer et al., 2010).

4.1.7. GRAU E LIMIAR DE PRURIDO

Um cao normal pode cocar-se de forma esporadica, sem que isso interfira nas actividades
normais do seu dia-a-dia (“prurido fisiolégico”); um cao atépico pode demonstrar varios
graus de prurido, chegando a interromper a refeicdo ou o sono para se cogar, rebolar,
esfregar ou abanar. A elevada frequéncia deste tipo de manifestacdes pode ser classificada
como “prurido patolégico” (Reedy et al.,, 1997) e deve ser discutida com os proprietérios,
pois permitira aceder a evolu¢cdo do problema dermatologico (Reedy et al., 1997; Hillier,
2002b). A ja validada escala de prurido para uso em céaes, na qual o proprietario pode, em
cada visita, classificar o grau de desconforto do animal de 0 (auséncia de prurido) a 10
(prurido intenso), permite mesmo a monitorizacdo da resposta a terapéutica anti-pruriginosa
(Rybicek, Lau-Gillard, Harvey & Hill, 2009). A maioria dos cées atopicos apresenta um grau
de prurido ligeiro a moderado, o que pode ser util para diferenciar a DAc de outras doencas
tipicamente mais pruriginosas, como a sarna sarcoptica (Hillier, 2002b; Rybicek et al., 2009).
Outro conceito igualmente importante € o “limiar de prurido”, referido quando, estando
presentes mdltiplas causas de prurido, 0 seu somatorio ultrapassa o nivel toleravel pelo
individuo, levando este a cocar-se. (Reedy et al., 1997; Marsella & Sousa, 2001). Nutricao,
doencas sistémicas, alteracdes ambientais ou reacgdes alérgicas concomitantes sao
variaveis que tornam o limiar de prurido bastante individualizado. Também o temperamento
dos animais pode ser importante, ja que animais mais nervosos tendem a cocar-se mais
cedo ou de forma mais intensa. De facto, quer o stress quer as doengas secundarias, como
seborreia, foliculite ou dermatite por Malassezia, podem ser responsaveis pela exacerbagéo
do prurido (Reedy et al., 1997). E, portanto, essencial que, no maneio da DAc, se tenha em
consideracdo o controlo de alergias simultdneas, nomeadamente aos alimentos ou a picada
da pulga, e de infecgbes secundérias, como forma de eliminar estimulos adicionais que

possam contribuir para o desconforto do animal (Marsella & Sousa, 2001).
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4.2. Critérios de diagnostico

Os sinais clinicos mais frequentes podem ser analisados e agrupados em listas de critérios
de diagndstico para serem usadas como checklists faceis de interpretar. No inicio da década
de 1980, Hanifin e Rajka (1980) propuseram uma dessas listas para a DAh, que foi mais
tarde revista por Williams et al. (1994). De forma semelhante, Willemse (1986) e Prélaud et
al. (1998) elaboraram listas de critérios de diagndstico para a DAc que pudessem vir a ser
utilizadas pelos veterinarios. Estes critérios foram recentemente avaliados numa populacéo
canina, geograficamente bem distribuida, constituida por 1096 caes, dos quais 843 atopicos
e 253 com outras doencas pruriginosas (Favrot et al., 2010). Desta analise, resultaram
valores de sensibilidade e de especificidade de 49,3% e 80,2%, respectivamente, para 0s
critérios propostos por Willemse, e de 74,3% e 68,4%, respectivamente, para os critérios de
Prélaud. No mesmo estudo, foi ainda analisada a correlagcdo entre diversas caracteristicas
clinicas encontradas no diagnéstico da DAc, a partir das quais foram seleccionados dois
grupos de critérios (Tabela 2). A satisfagdo de cinco dos critérios propostos no primeiro
grupo permite atingir uma sensibilidade de 85,4% e uma especificidade de 79,1% na
diferenciacéo de cédes com e sem DA. Os autores recomendam a sua aplicagdo no contexto
de um bom exame clinico e apds a exclusdo de diagnésticos diferenciais, como
ectoparasitas e infecgBes bacterianas/fungicas. Além disso, de forma a determinar a
importancia dos alergénios de origem alimentar no quadro clinico do paciente, deve ser

sempre realizada uma dieta de eliminacéo (Favrot et al., 2010).

Tabela 2 - Critérios de diagnéstico para a DAc propostos por Favrot et al. (2010).

Grupo de critérios 1 Grupo de critérios 2

Inicio dos sinais clinicos < 3 anos Inicio dos sinais clinicos < 3 anos

Sobretudo ambiente interior Sobretudo ambiente interior
Prurido responsivo aos GC Inicialmente, prurido sem lesdes
Infec¢Bes fungicas cronicas/ recorrentes Membros anteriores afectados
Membros anteriores afectados Pavilhdes auriculares afectados

Pavilhdes auriculares afectados Margem das orelhas ndo afectadas

N o o bk~ wwDd P

Margem das orelhas ndo afectadas Area dorso-lombar ndo afectada

© N o g s~ w DN

Area dorso-lombar ndo afectada

Adaptado de: Favrot et al. (2010)

Embora realgcando que ndo se tratam de critérios absolutos, a ITFCAD recomenda o seu
uso, tanto na pratica clinica como em futuros ensaios clinicos/laboratoriais, de forma a
aumentar a homogeneidade da informacdo clinica e a melhorar a extropolacdo dos
resultados para a populacéo canina com sinais semelhantes (Olivry, 2010).

Dada a grande variabilidade entre os pacientes, nenhuma checklist € completamente

infalivel; isto €, se um animal cumpre os critérios, é racional que a DAc seja um dos
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principais diagndsticos diferenciais a ponderar, mas a ndo concordancia com 0s mesmos
ndo implica necessariamente que seja excluida da lista de diagnésticos. Independentemente
dos critérios usados, se um cdo manifesta as caracteristicas clinicas iniciais de DA, outros

diagnésticos diferenciais devem ser excluidos (DeBoer & Hillier, 2001a).

4.3. Diagnosticos diferenciais

Apesar da lista de diagnésticos diferenciais depender dos sinais e lesGes secundarias que
possam estar presentes, normalmente destacam-se 0s seguintes: dermatite alérgica a
picada da pulga (DAPP); reaccdes cutadneas adversas de origem alimentar (RCAOA); sarna
sarcoptica; piodermite; dermatite por Malassezia; dermatite de contacto; hipersensibilidade a
parasitas intestinais; e hipersensibilidade a insectos (Reedy et al., 1997; Nagata, 2000;
DeBoer & Hillier, 2001a; Scott et al., 2001; Hillier, 2002b; Griffin, 2008; Olivry, DeBoer et al.,
2010).

5. PROVAS DE SENSIBILIZACAO

As provas de sensibilizagdo, vulgarmente denominadas “testes de alergia”, sé devem ser
realizadas se existir evidéncia clinica de alergia e apds exclusao dos possiveis diagnosticos
diferenciais. Embora a sua utilizacdo permita aumentar a confiangca quanto ao diagnéstico
de DAc, a sua principal finalidade é a seleccdo dos antigénios a incluir na imunoterapia
alergénio-especifica (ITAE) e, em menor grau, a tomada de medidas de evicgdo alérgica
fundamentadas (Reedy et al., 1997; DeBoer & Hillier, 2001a; Hillier, 2002a; Nuttall, 2008;
Olivry, DeBoer et al., 2010). Podem ser igualmente Uteis na diferenciacdo de cades com DA
daqueles com dermatite do tipo atpico (Olivry, DeBoer et al., 2010), isto é, animais que,
mesmo com sinais tipicos de DAc, ndo permitem detectar uma resposta IgE alergénio-

-especifica (Halliwell, 2006).

5.1. Testes in vivo

Em MH, os testes in vivo podem ser efectuados através da aplicacdo de alergénios na pele
(testes cutaneos) ou sobre as mucosas nasal, conjuntival, brénquica, oral ou gastrointestinal
(testes de provocacdo) (Gordon, 1998). Como serd abordado de seguida, muitos deles

estao ja disponiveis em MV.

5.1.1. TESTES CUTANEOS
Os testes cutaneos podem ser classificados, de acordo com a profundidade da pele a que
os alergénios sdo aplicados, em: testes intradérmicos, percutaneos (teste do arranhdo e

testes cutaneos por picada) e epicutaneos (teste de contacto) (King & Lockey, 2003).
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5.1.1.1. Testes Intradérmicos

5.1.1.1.1. Testes intradérmicos em Medicina Humana

Os TID permitem avaliar reaccdes de hipersensibilidade imediata mediada por IgE bem
como reaccoes tardias. A sua aplicacdo em MH resume-se a situacdes de hipersensibilidade
a veneno de insectos (Hymenoptera), anafilaxia por farmacos, nomeadamente beta-
-lactamicos, e hipersensibilidade imediata a certas vacinas. O seu uso no Homem néo é
recomendado para aeroalergénios, nem para antigénios alimentares, pois as reaccdes
sistémicas sdo mais comuns do que as registadas com outros testes cutdneos (Bernstein et

al., 2008; Australasian Society of Clinical Immunlogy and Allergy [ASCIA], 2009).

5.1.1.1.2. Testes intradérmicos em Medicina Veterinaria
Os TID sé&o os Unicos testes alergologicos cutaneos usados, por rotina, em MV (Reedy et
al., 1997; Hillier & DeBoer, 2001; Scott et al., 2001).

e Os extractos alergénicos: estabilidade, seleccéo e concentracdo

Os extractos alergénicos usados nos cdes sao aquosos e comummente obtidos através da
diluicdo dos extractos concentrados disponiveis para uso na ITAE (Hillier & DeBoer, 2001).
Como materiais biolégicos que sao, podem perder a sua poténcia dentro de semanas a
meses, estando esta relacionada, ndo sé com o tempo, mas também com as condi¢des de
temperatura, as concentracdes de alergénio, os agentes preservativos adicionados e 0s
componentes do plastico das seringas que os contém. A accdo das enzimas proteoliticas
presentes nos proprios extractos ou introduzidas pela sua contaminacdo (fungos ou
pélenes) sdo factores igualmente importantes (Reedy et al., 1997). Em MH, existem
extractos padronizados e controlados internacionalmente pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) que servem como controlos para a padroniza¢do da poténcia dos extractos
alergénicos e permitem comparar 0s extractos produzidos pelos diferentes fabricantes.
Infelizmente, em MV tal ainda néao é possivel (Hillier & DeBoer, 2001).

Para uma boa preservacao, os alergénios devem ser refrigerados a 4°C, permanecendo fora
do frigorifico apenas durante o periodo de tempo suficiente para a realiza¢do dos TID (Hillier
& DeBoer, 2001). E ainda recomendada a sua substituicdo, a cada 14 dias, quando
armazenados em seringas de plastico (Reedy et al., 1997).

A seleccdo da bateria de alergénios a usar nos TID depende sobretudo da localizacdo
geografica dos pacientes a testar, pois com esta variam as condi¢bes climaticas que
definem, ainda, as &reas botanicas e as épocas polinicas. Esta informac¢&o pode ser obtida a
partir dos veterinarios com pratica na area da alergologia, das faculdades de medicina
veterinaria, dos laboratérios que fornecem os alergénios ou que realizam as provas
seroldgicas ou dos livros de texto dedicados a alergologia veterinaria. Alternativamente,

pode-se recorrer a informacao existente para alergologia humana nao esquecendo, porém,
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gue os alergénios relevantes no Homem ndo o sdo, necessariamente, no cdo. Apesar das
diferencas pontuais que possam existir, um bom painel para aplicagdo nos TID deve ser
constituido por 25 a 30 alergénios, normalmente, seleccionados de entre diversos: polenes
(de arvores, gramineas ou ervas), fungos, acaros do p6 e de armazenamento, insectos e
epitélios (Reedy et al., 1997; Hillier & DeBoer, 2001).

A mistura de alergénios €, actualmente, desanconselhada (Hillier & DeBoer, 2001; Reedy et
al., 1997; Scott et al.,, 2001). Num estudo realizado em 115 caes atopicos, 0 uso de
extractos de pé doméstico e de uma mistura de acaros do p6 (Der f e Der p) resultou numa
elevada percentagem de reaccoes falso-negativas nos TID (70% e 25%, respectivamente),
demonstrando que este método nao é tao preciso como a utilizacdo de extractos individuais
de Der f e Der p, quando se pretende determinar a hipersensibilidade dos animais aos
acaros do p6 (Hillier, Kwochka & Pinchbeck, 2000). Hillier e DeBoer (2001) elaboraram uma
revisdo de varios estudos que, a semelhanca deste, relacionam os resultados dos TID
realizados com alergénios individuais e aqueles em que foram usadas misturas de
alergénios, acabando por recomendar apenas o uso de extractos de alergénios individuais.
Recomendacdes semelhantes sao feitas por outros autores (Reedy et al., 1997; Scott et al.,
2001), dado que testar misturas de alergénios pode resultar em reaccdes falso-negativas se
determinados alergénios individuais se encontrarem, na mistura, em concentragcdes
demasiado baixas para serem detectados (Reedy et al., 1997; Scott et al., 2001). Por outro
lado, se o animal for sensivel apenas a um ou a alguns dos alergénios da mistura testada,
ao realizar uma ITAE com todos eles, a concentracdo dos alergénios realmente importantes
sera reduzida pela diluicdo criada pelas substancias nao reactivas (Reedy et al., 1997), para
além do animal poder vir a desenvolver hipersensibilidade aos outros alergénios contidos na
vacina (Scott et al., 2001).

Para determinar a diluicao a utilizar nos TID para cada extracto de alergénio, estes devem
ser usados até um limiar de concentracdo correspondente a maior concentracdo que nao
cause uma reaccdo irritante em animais nao atdpicos, ou seja uma reaccao falso-positiva
(Hillier & DeBoer, 2001). Este limiar deve ser estabelecido usando diluicdes seriadas em
cdes ndo atopicos e ajustando as concentracdes, de forma a que ndo sejam registadas
reaccgOes falso-positivas em mais de 10% de cées normais (Reedy et al., 1997).

Existem diversas unidades para exprimir a concentracdo dos extractos, nomeadamente:
Protein Nitrogen Units / ml (PNU/ml); Weight / Volume (W/V) e Noon Units / ml (NU/ml).
Contudo, nenhum destes métodos permite determinar, de forma correcta, a sua poténcia
biol6gica (Reedy et al., 1997). A concentracdo, tipicamente, recomendada para a maioria
dos alergénios a testar era de 1000 PNU/mI (Reedy et al., 1997; Scott et al., 2001). Porém,
ja foi demonstrado que, para polenes (de gramineas, ervas daninhas e arvores),
concentracdes superiores a esta ndo provocam reaccdes irritantes em cées saudaveis nao

atopicos (Bauer, Hensel, Austel & Keys, 2010). Excepcfes a regra continuam a ser o0s
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extractos do p6 domeéstico e os acaros do pd, pois estes sdo conhecidos por ter um limiar de
irritabilidade inferior, devendo ser aplicados numa concentracdo igual ou inferior a 250
PNU/mI (Reedy et al., 1997; Scott et al., 2001).

e Privagdo farmacologica
Muitos dos farmacos utilizados no tratamento da DAc (anti-inflamatérios ou
imunossupressores) podem interferir com a reactividade cutédnea aos alergénios injectados,
sendo esta uma das principais causas de resultados falso-negativos nos TID. Por isso,
dependendo da substancia, da via e frequéncia de administracdo e da duracdo do
tratamento efectuado, séo tipicamente recomendados determinados periodos de privagao
farmacoldgica, encontrando-se os mais relevantes resumidos na Tabela 3. (Reedy et al.,
1997; Hillier & DeBoer, 2001; Scott et al., 2001). Adicionalmente, é recomendado um
periodo de privacdo de duas semanas para a aplicagcdo do spray de aceponato de
hidrocortisona a 0,0584% (Bizikova, Linder, Paps, & Olivry, 2010). Por seu turno, a
ciclosporina A parece ndo ter influéncia nos resultados dos TID (Goldman, Rosser,

Petersen, & Hauptman, 2010).

Tabela 3 - Periodos de privacao farmacolégica a cumprir antes da realizacéo dos TID.

Farmacos Periodos de privacdo farmacoldgica
Anti-histaminicos 10 dias

Acidos gordos 6mega 3/ 6mega 6 10 dias

Glucocorticoides orais e topicos 3 semanas

Glucocorticoides injectaveis 8 semanas

Adaptado de: Reedy et al. (1997); Hillier & DeBoer (2001); Scott et al. (2001).

e Atécnica

A bateria de alergénios usada nos TID, deverdo sempre ser adicionadas duas solucdes
controlo (positivo e negativo), de forma a determinar e comparar as reacgdes cutaneas
provocadas pelos extractos alergénicos (Reedy et al., 1997; Hillier & DeBoer, 2001). A
solugdo a empregar como controlo negativo deve ser a utilizada como diluidor dos
alergénios, a qual corresponde frequentemente ao phosphate-buffered saline (PBS) com
fenol a 0,2 ou 0,4%. O controlo positivo utilizado pela maioria dos alergologistas veterinarios
é o fosfato de histamina, embora a concentracdo aplicada difira entre a Europa (0,01%) e os
E.U.A. (1:100 000) (Reedy et al., 1997).

A realizagédo de TID implica, na grande maioria das vezes, a sedacdo dos animais a testar,
uma vez que estes ndo toleram a quantidade de injec¢des intradérmicas necessarias para
aplicacdo das baterias de alergénios normalmente utilizadas (Reedy et al., 1997; D. D.

Martin & A. L. Martin, 2006). Frank, Kunkle e Beale (1992) verificaram um aumento
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significativo nos niveis de cortisol apés a realizacdo de TID em cades ndo sedados. Contudo,
ndo encontraram diferencas significativas na concentracao de cortisol entre caes sedados e
ndo sedados com resultados positivos ou falso-negativos, pelo que concluiram que o
aumento do cortisol ndo é suficiente para afectar a resposta cutanea aos testes. Apesar de
tudo, para conforto dos proprios pacientes e por uma questdo de facilidade e rapidez na
execucdo dos testes, a sedacdo dos cdes continua a ser considerada a melhor opcédo
aquando da realizagdo desta técnica (Reedy et al., 1997; Hillier & DeBoer, 2001). Para os
TID esta contra-indicado o uso de agentes hipotensivos potentes, opidides e acepromazina,
mas a xilazina, a medetomidina e a tiletamina-zolazepam n&o afectam a reactividade da
pele, podendo ser utilizados como sedativos para a realizagcdo de TID nos caes (Reedy et
al., 1997; D. D. Martin & A. L. Martin, 2006). O propofol, apesar de ser um agente anestésico
bastante seguro e de grande utilizacdo, parece aumentar a reactividade cutanea aos TID, o
gue poderia levar a utilizagdo de antigénios irrelevantes na ITAE (Graham, Torres, Jessen,
Horne & Hendrix, 2003).

Os procedimentos para a realizagédo e interpretacdo dos TID devem seguir as indicacdes
referidas na literatura (Reedy et al., 1997; Hillier & DeBoer, 2001; Scott et al., 2001).

e Leitura e interpretacdo

A aplicacao intradérmica de alergénios resulta numa pépula eritematosa correspondente ao
desenvolvimento de uma reacgéo imediata e mediada por anticorpos IgE, que surge em
consequéncia da exposicao a antigénios para os quais o animal se encontra sensibilizado
(Figura 4). Contudo, a aparéncia da reacgdo obtida nos testes cutaneos difere
significativamente daquela que surge na forma natural da doenca, o que se pode dever a
diferencas relativamente a dose e via de exposicdo dos alergénios (Hill, Hillier & Olivry,
2001).

Figura 4 - Reaccdes cutaneas obtidas, num cdo atopico, 15 minutos apds a injeccdo
intradérmica de extractos alergénicos (fotografia original).
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Por vezes, surgem reaccfes cutaneas 6 horas, ou mesmo 24 a 48 horas apdés as injeccdes
intradérmicas. Estas caracterizam-se, macroscopicamente, por eritema ligeiro a intenso e
diversos graus de endurecimento, acompanhadas de prurido (Olivry, Dunston, Murphy &
Moore, 2001; Hillier, Cole, Kwochka & McCall, 2002); microscopicamente, correspondem a
migracdo de neutrdfilos e eosindfilos, seguidos de linfocitos T e células dendriticas (Olivry,
Dunston et al, 2001). Tratam-se das denominadas reaccbes de fase tardia
(hipersensibilidade do tipo IV), as quais ndo sdo, normalmente, consideradas na
interpretacdo dos TID, pois o seu significado ainda ndo estd bem esclarecido (Hill et al.,
2001; Scott et al., 2001). No entanto, visto este tipo de reacgao se ter revelado importante
na patogénese da DAc, alguns autores (Olivry, Dunston et al., 2001) recomendam que a

avaliacdo dos TID compreenda também uma leitura 6 horas apés a realizacao destes.

e (s factores que podem afectar os resultados dos TID
A presengca de uma reacgdo positiva a determinado alergénio n&o significa,
necessariamente, que o paciente desenvolva sinais clinicos de alergia devido a esse
alergénio, mas sim que possui anticorpos especificos, bem como mastdcitos que sofrem
desgranulacdo apdés a exposicdo a esse alergénio, havendo uma resposta cutanea aos
mediadores libertados. De igual forma, uma reacgdo negativa ndo permite classificar o
paciente como ndo atépico, pelo que a interpretacdo dos TID deve ser sempre feita tendo
em consideracgao a historia clinica do animal (Scott et al., 2001).
As reaccdes falso-positivas sdo aquelas que, surgindo nos locais onde sdo feitas as
injeccdes intradérmicas dos diferentes alergénios, se assemelham as reaccdes IgE-
-mediadas mas que, na verdade, ndo o séo (Hillier & DeBoer, 2001). As justificacbes para
este tipo de resultados sdo variadas e encontram-se listadas na Tabela 4.
Caso ndo se desenvolva nenhuma reaccédo no local do controlo positivo, deve-se suspeitar
de alguma das situa¢des que podem dar origem a um resultado falso-negativo, tais como as
registadas na Tabela 4, e o teste deve ser considerado como invalido (Hillier & DeBoer,
2001).
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Tabela 4 - Causas de reaccoes falso-positivas e falso-negativas nos TID.

Reacc0Oes falso-positivas

ReacclOes falso-negativas

Técnica incorrecta

Preparacédo incorrecta dos locais a testar

Distancia insuficiente entre testes

Injeccéo traumética

Injeccdo de bolhas de ar

Injeccdo de volume excessivo
Extractos irritantes

Contaminacédo (bactérias ou fungos)

Concentragbes demasiado elevadas

Preservacgéo com glicerina

Irritabilidade da pele/ Dermografismo(1)

Técnica incorrecta
Injeccao sub-cuténea
Injeccdo de volume insuficiente
Leitura demasiado tardia
Concentracado de alergénios insuficiente
Misturas de antigénios
Validade expirada
Solucdes demasiado diluidas
Seleccao incorrecta dos alergénios
Interferéncia de farmacos
Sazonalidade(2)

Factores inerentes ao paciente
Pigmentagéo cutanea
Estro
Pseudo-gestacdo
Stress intenso(3)

Idade(4)

Adaptado de: Reedy et al. (1997); Hillier & DeBoer (2001); Scott et al. (2001).

) Se o controlo negativo der origem a uma reacgdo positiva ou surgirem demasiadas
reaccOes positivas aos alergénios tendo em conta a historia clinica do paciente, deve-se
suspeitar da veracidade dos resultados, repetindo os TID mais tarde (Reedy et al., 1997).

2) Para evitar possiveis fases de anergia (por altas concentragbes de podlenes) ou
épocas do ano em que o animal possui niveis de IgE demasiado baixos para serem
detectados, cdes com sinais clinicos sazonais devem realizar TID no final do pico da
reac¢ao de hipersensibilidade ou até dois meses apds a época da alergia. Caes sensiveis a
alergénios de interior, geralmente, ndo revelam sazonalidade, podendo ser testados em
qualquer época do ano; porém, o inicio da Primavera é preferivel, jA que no Inverno a
exposicao alergénica é superior (Reedy et al., 1997; Hillier & DeBoer, 2001; Hillier, 2002a).
3) O stress induzido pela prépria técnica aumenta a producdo de cortisol plasmatico
(Frank et al., 1992). A semelhanca do que esta provado para a administracdo de GC
exogenos (Temizel, Cihan, Akhtardanesh, & Aytug, 2011), é possivel que os GC enddgenos
possam reduzir ou impedir a reactividade da pele (Reedy et al., 1997).

(4) Cées muito novos sdo, normalmente, pouco reactivos devido ao curto periodo de
sensibilizacdo vivido (Reedy et al., 1997). Podem reagir a um reduzido numero de
alergénios e mais tarde desenvolver reactividade contra outros, podendo ser necessario

repetir os TID numa fase mais adiantada da doenca (Hillier & DeBoer, 2001).
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e AsreaccgOes adversas
No local dos TID € normal surgir algum grau de inflamac@o e prurido, que podem ser
aliviados recorrendo a compressas frias ou a GC tdpicos ou orais de curta accdo. Em casos
de urticaria local ou generalizada podem ser administrados anti-histaminicos ou GC
sistémicos. As reaccdes sistémicas (anafilaxia) sdo bastante raras, mas quando surgem
requerem tratamento imediato, recomendando-se, nestes casos, a administracdo de
adrenalina (Hillier & DeBoer, 2001; Scott et al., 2001).

5.1.1.2. Testes percutaneos

Os testes percutaneos incluem o teste do arranhdo (scratch test) e o teste cutaneo por
picada (prick test). O primeiro consiste na realizacao de um arranhdo na pele, antes ou apos
a deposicdo cutanea dos extractos de alergénios (Oppenheimer & Nelson, 2006a), mas é
mencionado, normalmente, apenas com interesse histérico, quer em MH (Gordon, 1998)
como em MV (Reedy et al.,, 1997). O segundo representa uma importante ferramenta de
diagnostico das doencas alérgicas no Homem, sendo utilizado por muitos dos alergologistas
da actualidade (Antunes, Borrego, Romeira & Pinto, 2009). No entanto, tem sido pouco
estudado nos animais, havendo um Unico estudo realizado em caes (Ballauf, 1991) até ha

bem pouco tempo (Rocha, 2012).

5.1.1.2.1. Testes cutaneos por picada em Medicina Humana
e A histéria dos testes cutaneos por picada e suas aplicacoes

Os testes cutaneos por picada (TCP) sdo, actualmente, os testes alérgicos mais utilizados
em MH (Oppenheimer & Nelson, 2006b). Os testes cutdneos por picada foram aplicados, a
primeira vez, em 1924 por Lewis e Grant (1924), mas o0 seu uso na pratica clinica so foi
generalizado cerca de 30 anos depois, com a técnica modificada proposta por Pepys (1975).
Para além de pouco invasivos e facilmente quantificaveis, quando correctamente realizados,
apresentam boa reproductibilidade e permitem a avaliagdo da resposta a varios alergénios
numa mesma sessao (Oppenheimer & Nelson, 2006a; Oppenheimer, Durham & Nelson,
2007). Apresentam, ainda, diversas vantagens relativamente & determinacdo da IgE
alergénio-especifica: simplicidade; rapidez de performance; baixo custo; provocacao de dor
ligeira; obtencdo de resultados visiveis pelos préprios pacientes; e elevada sensibilidade
(Antunes et al., 2009; ASCIA, 2009).

A sua aplicacdo pode ser util numa grande variedade de situag@es, incluindo casos de rinite
alérgica, asma, eczema, alergia alimentar, alergia a picada de insectos, alergia a farmacos,
doencas ocupacionais e anafilaxia (Oppenheimer et al., 2007). Tal como os restantes testes
alérgicos, os TCP s6 devem ser realizados apés a recolha dos dados clinicos relevantes do
paciente. A historia e exame fisico sdo sempre essenciais, pelo que os testes cutaneos ndo

devem nunca ser encarados como um substituto destes (Antunes et al., 2009; Bousquet et
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al., 2012). Por outro lado, um resultado positivo pode indicar que o individuo possui
anticorpos IgE especificos para esse alergénio mas ndo significa, necessariamente, que
esse alergénio seja responsavel pelos sinais clinicos por ele apresentados. O Unico teste
que permite estabelecer este tipo de relacdo causa-efeito € o teste de provocacgéo alérgica
realizado em ambiente controlado (Hgst & Halken, 2003).

e Atécnica
Os TCP devem ser realizados de forma a obter o menor ndmero de resultados falso-
-positivos e falso-negativos, provocando o minimo de desconforto possivel ao paciente
(Antunes et al., 2009). Como controlo positivo, utiliza-se uma solucdo de 10 mg/ml de
dihidrocloreto de histamina e, como controlo negativo, a solu¢cdo salina empregue como
diluente dos extractos alergénicos (Bernstein et al., 2008).
Para as picadas propriamente ditas podem ser utilizados diversos tipos de dispositivos,
nomeadamente: agulhas hipodérmicas, agulhas de calibre sélido, lancetas com ou sem
ponta bifurcada e dispositivos de cabeca-multipla (Bernstein et al., 2008), sendo as lancetas
com ponta de 1 mm as normalmente recomendadas (Dreborg, 2001). Estas devem ser
aplicadas, sempre com uma pressdo semelhante, sobre a gota do extracto ou da solugéo
controlo, de forma a prefazer um angulo de 90° com a superficie cutanea, e a uma distancia
minima de 2 cm do alergénio adjacente (Dreborg, 2001; Antunes et al., 2009).
Geralmente, os dispositivos apresentam uma ponta afiada e um rebordo (0,9 a 1 mm) para
evitar a excessiva penetracdo na pele (Bernstein et al., 2008), atingindo-se unicamente a
epiderme e a derme superficial. Embora nas pessoas mais idosas, com pele mais fina,
possa ser inevitavel, a picada ndo deve provocar qualquer sangramento (ASCIA, 2009).
Muitos profissionais, por uma questdo de economia de tempo, utilizavam o mesmo
instrumento para varios testes, limpando-o entre cada picada, de forma a diminuir a
possibilidade de transporte do alergénio anteriormente usado. Contudo, ja foi demonstrado
gue, embora o grau de retencdo dos alergénios no dispositivo possa variar um pouco
consoante a viscosidade das solugbes a testar, a utilizagdo do mesmo instrumento para
varios testes pode originar resultados falso-positivos, mesmo que seja limpo com algodédo
seco entre cada teste (Piette, Bourret, Bousquet & Demoly, 2002). Além disso, quando em
1995, a Occupational Safety and Health Administration dos E.U.A. considerou haver a
possibilidade de exposicdo dos técnicos a patogéneos, se estes fossem acidentalmente
picados durante a limpeza dos dispositivos entre diferentes testes, os alergologistas
comecaram a utilizar lancetas descartaveis (Oppenheimer & Nelson, 2006a; Bernstein et al.,
2008). Deste modo, para evitar a contaminacgdo entre diferentes extractos e a transmisséo
de doencas infecciosas via sanguinea, é recomendada a utilizacdo de uma Unica lanceta por

picada, devendo ser todas elas esterilizadas (Antunes et al., 2009).
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e Os dispositivos

Como referido, varios dispositivos estdo actualmente disponiveis para esta técnica. Alguns
permitem mesmo aplicar a gota do extracto de alergénio sobre a pele e, simultaneamente,
introduzi-la na epiderme; enquanto outros sao desenhados para a aplicacdo de mdultiplos
alergénios numa unica operacao (Nelson, Lahr, Buchmeier & McCormick, 1998).

Em 1998, um estudo comparou a performance de varias técnicas e dispositivos usados nos
TCP, revelando diferencas significativas entre o tamanho das reacc¢des cutédneas obtidas.
Os dispositivos que originam menor tamanho da papula de histamina sdo os responsaveis
por maior nimero de resultados falso-negativos, enquanto aqueles que produzem papulas
de histamina maiores podem dar origem a turgescéncia mesmo nos locais do controlo
negativo (Nelson et al., 1998). De forma semelhante, outros investigadores decidiram
comparar diferentes instrumentos. Contudo, estes encontraram poucas diferencas
relativamente a sensibilidade e especificidade dos diferentes dispositivos, tendo verificado
gue os de cabeca Unica apresentavam sensibilidades superiores a 90% e especificidades de
pelo menos 98%. Verificaram, ainda, que os TCP séo, de um modo geral, um procedimento
ndo doloroso, embora os dispositivos de cabecgas multiplas sejam mais dolorosos do que os
de cabeca unica (Carr, Martin, Howard, Cox & Borish, 2005).

Apesar dos varios estudos elaborados nesta area em MH, segundo Berstein et al. (2008)
nenhum dispositivo demonstrou, ainda, grande vantagem relativamente a outros, em parte
porque o préprio dispositivo também induz um determinado grau de trauma na pele, levando
assim a diferencas no tamanho das reac¢fes positivas e podendo dar origem a resultados
falso-postitivos. De qualquer forma, se os técnicos possuirem formacao e treino adequados

com um determinado dispositivo, esperam-se éptimos resultados (Bernstein et al., 2008).

e Aleitura

Uma vez que o pico da reacc¢do da histamina ocorre aos 8 minutos e o dos alergénios aos
15 minutos (Oppenheimer & Nelson, 2006a), a Global Allergy and Asthma European
Network propde que as leituras sejam realizadas 15 minutos apds as picadas (Bousquet et
al., 2012). Porém, quando se utiliza uma grande bateria de testes, é importante ter em
consideracdo a diferenca temporal entre as primeiras e as ultimas picadas no que diz
respeito ao momento da leitura (ASCIA, 2009).

Para aceder a dimensédo das reacc¢fes cutaneas, pode-se recorrer a diferentes métodos
(Antunes et al.,, 2009). Estes e o0s respectivos limites de positividade encontram-se
esquematizados na Tabela 5. No entanto, para que os testes possam ser considerados
validos, o diametro médio da papula do controlo positivo deve ser superior a 3 mm (Antunes
et al., 2009; Bousquet et al., 2012) e o da papula do controlo negativo ndo deve exceder 3

mm, nem ter um didmetro de eritema igual ou superior a 10 mm (Antunes et al., 2009).
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Tabela 5 - Métodos de medicéo e respectivos limites de positividade para os TCP em MH.

Métodos de medicao Resultado positivo se:
Diametro minimo da papula superior a 3 mm
Diametro médio da papula® igual ou superior a 3 mm
indice cutaneo® superior a 0,6

a) Sumatdrio do didmetro maior com o maior didmetro ortogonal dividido por 2.
b) Ré&cio do diametro da papula do alergénio dividido pelo diametro da papula da histamina.
Adaptado de: Antunes et al., 2009.

Dos métodos de medicdo referidos, o mais comummente usado é o didmetro médio da
papula (Antunes et al., 2009), mas, na verdade, o diametro maior, para além de mais facil e
rapido de medir, revelou ser um melhor método de leitura quando comparado com a média
dos diametros ortogonais (Konstantinou, Bousquet, Zuberbier & Papadopoulos, 2010).
Contudo, muitos alergologistas optam apenas por uma leitura semi-quantitativa, registando
unicamente os resultados como positivos ou negativos ou usando uma escala de 0 a +4,
ndo indicando o tamanho das reacc¢des (Oppenheimer et al.,, 2007). Curiosamente, da
andlise a um questionario realizado a 539 alergologistas a exercer a profissdo nos E.U.A,,
apenas 28,2% afirma usar as medidas dos didmetros ortogonais na leitura dos resultados
(Oppenheimer & Nelson, 2006b).

Para uma avaliagdo mais correcta das areas das papulas, estas podem ser transferidas para
computador de modo a diminuir erros de medi¢cdo manual (Drebrog, 2001). A automatizagéo
dos TCP revelou ser um processo simples, sendo possivel obter, através da fotografia, os
dados necessérios para a determinagdo do tamanho da papula (Lamminen & Voipio, 2008).
Para além da dimensao das reaccdes dos controlos e dos diferentes alergénios, também a
concentracdo dos extractos e a regido do corpo onde sdo efectuados os testes devem ficar
sempre arquivadas (Oppenheimer & Nelson, 2006a). O registo dos testes realizados é de
grande importéncia ndo s6 para o técnico que os realiza, mas sobretudo para que outros
profissionais possam aceder e intrepretar os resultados sem que seja necessario a sua

repeticdo (Oppenheimer & Nelson, 2006a; Oppenheimer et al., 2007).

e Os factores de variabilidade
Antunes et al. (2009) apontam uma série de factores, resumidos na Tabela 6, que podem
ser responsaveis pela variabilidade dos resultados obtidos nos TCP. Alguns deles merecem

particular atencéo, pelo que serdo desenvolvidos de seguida.
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Tabela 6 - Factores que influenciam o resultado dos TCP em pessoas.

Resultados falso-negativos

Resultados falso-positivos

Factores biolégicos

Factores externos

Factores técnicos

Sensibilizacao, sexo, raca,
idade, localizacdo anatémica
Farmacos, radiagéo UV,
outras doengas
Qualidade/concentracdo dos

Dermografismo

Reactividade cruzada

Trauma, qualidade/pureza dos

extractos, técnica incorrecta extractos

LimitacGes do Hipersensibilidade ndo
diagnaostico alérgica, reaccdes ndo

mediadas por IgE

Adaptado de: Antunes et al. (2009).

N&o existe um limite de idade para a realizacdo dos TCP, contudo as reac¢fes cutaneas
tendem a ser mais pequenas em idades muito jovens (<2 anos) e nos idosos (>65 anos),
dificultando a interpretacéo dos resultados (ASCIA, 2009; Bernstein et al., 2008). Embora os
TCP sejam, também em idades mais avancadas, os testes alérgicos mais realizados,
recomenda-se cuidado redobrado na sua interpretacéo, considerando as diversas variaveis
gue podem estar presentes nestes individuos, nomeadamente: as alteragfes nas condi¢des
da pele (atrofia cutdanea, menos vasos sanguineos e menor nimero de mastécitos e de
células dendriticas na pele); o efeito da exposicao solar, da toma de determinados farmacos,
da pressdo arterial e da temperatura das extremidades; ou a exposi¢cdo a diferentes
alergénios ao longo do tempo (King & Lockey, 2003; Bousquet et al., 2012).

Um estudo (Nelson, Knoetzer & Bucher, 1996) reallizado para investigar o efeito da
proximidade de reaccdes positivas na reposta a inoculacdo do controlo negativo em locais
adjacentes, verificou que ndo houve aumento do numero de reaccdes falso-positivas no
intervalo de 2 a 5 cm de distancia relativamente a posicdo da reaccdo positiva. Tal
observacao sugeriu que os resultados falso-positivos podem estar mais relacionados com o
trauma causado pelo teste do que propriamente pelo efeito da presenca de reaccdes
positivas adjacentes. Assim, executando uma técnica ndo traumatica, pode-se aplicar uma
distancia de 2 ou 3 cm entre testes. Os mesmos investigadores compararam ainda as
reaccdes da histamina e dos alergénios em diferentes regides do corpo (costas e antebraco)
e verificaram haver maior reactividade nas costas.

De entre os farmacos que normalmente sdo referidos por afectarem a validade dos TCP
incluem-se o0s anti-histaminicos, os antidepressivos triciclicos e os GC, devendo ser
respeitado, para cada tipo, um determinado periodo de privacdo farmacolégica de forma a

evitar resultados falso-negativos (Bernstein et al., 2008; Bousquet et al., 2012).

40



Os TCP nao devem ser realizados em areas de pele com dermatite activa nem em casos de
dermografismo grave (Bernstein et al., 2008; Bousquet et al., 2012). A formacdo de uma
papula com mais de 3 mm no local do controlo negativo pode indicar a presenca deste,
devendo o teste ser anulado (ASCIA, 2009).

e As limitagOes

A uniformizacdo dos extractos comerciais constituiu um grande avan¢o na area da
alergologia, ja que a interpretacdo dos TCP deve ter em conta a alergenicidade, poténcia e
estabilidade dos extractos dos alergénios usados (Bernstein et al., 2008; Antunes et al.,
2009). No entanto, algumas circunstancias séo, ainda, limitativas a sua realizagéo,
nomeadamente: doencas dermatoldgicas difusas; pacientes sob tratamentos supressores
gque nao possam ser descontinuados; pacientes ndo cooperantes; e elevado risco de
reaccdo anafilatica. Nestes casos, os TCP podem ser substituidos por testes in vitro (IgE
especifica) (Antunes et al., 2009; ASCIA, 2009).

e Asreaccoes adversas

Os TCP séo considerados extremamente seguros, sendo as reacc¢des adversas muito raras.
Estas podem, contudo, ser divididas em reacc¢bes: (1) alérgicas; (2) ndo alérgicas; (3)
inespecificas; e (4) sistémicas. A reaccao esperada (alérgica) resume-se ao aparecimento
de uma péapula e eritema no local da picada. O prurido resultante pode persistir até cerca de
15 minutos ap6s a realizacdo das picadas. As reaccOes de fase tardia sdo bastante
incomuns e traduzem-se por edema cutaneo localizado, por vezes um pouco sensivel ou
doloroso; raramente resultam num inchaco e desconforto mais marcado, contudo nao
costumam durar mais de 36 horas. As reac¢des nao alérgicas referem-se a possibilidade de
transmissdo de infeccBes. As reaccdes inespecificas sdo sobretudo a ocorréncia de
sincopes vasovagais, relativamente frequentes (ASCIA, 2009).

J& as reacc0es sistémicas, que incluem as manifestacdes de anafilaxia, sdo bastante mais
raras. Numa revisdo de artigos publicados entre 1980 e 2005 sobre a ocorréncia de
anafilaxia ou outro tipo de reaccgfes sistémicas apés a realizagdo de TCP, Liccardi et al.
(2006) verificaram que existia o registo de apenas 2 mortes relacionadas com TCP. Uma
destas ocorreu num individuo com rinite alérgica, asma moderada e alergia alimentar, ao
qual foram aplicados 90 antigénios alimentares comerciais (Bernstein, Wanner, Borish &
Liss, 2004). Algumas reaccdes graves ndo fatais, principalmente anafilaxia, foram descritas
mas poucas delas referentes a aeroalergénios. Embora os pacientes que ja sofreram
situacBes de anafilaxia, bem como aqueles com alto grau de reactividade ou as criangas
muito jovens, apresentem um maior risco de reaccdes sistémicas, os TCP permanecem um
meio de diagnostico seguro. A taxa de reaccdes sistémicas € baixa e podem ser aplicadas

varias medidas para minimizar o risco da sua ocorréncia (Liccardi et al., 2006).
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e TCP versus TID em Medicina Humana

E consensual que, embora os TID sejam mais reprodutiveis do que os TCP, estes Ultimos
apresentam mudltiplas vantagens: sdo menos invasivos e, portanto, menos desconfortaveis
para os pacientes; permitem uma maior facilidade de execucdo; sdo mais econdmicos e
seguros; e relacionam-se melhor com os sinais clinicos, sendo estes acedidos através dos
dados da historia clinica do paciente ou em testes de provocacao nasal ou oral. Os TCP
garantem, ainda, uma maior economia de tempo e permitem a utilizacdo de extractos em
glicerina 50%. Esta, para além de aumentar a estabilidade do extracto, ndo provoca as
reaccdes falso-positivas por resposta irritativa que podem surgir nos TID (Oppenheimer &
Nelson, 2006a; Oppenheimer et al., 2007; Bernstein et al., 2008).

Os TID sao mais sensiveis do que os TCP, sendo necessario utilizar concentracdes
superiores nos TCP para obter uma resposta semelhante a injec¢do intradérmica com o
mesmo alergénio (Oppenheimer et al., 2007; Bernstein et al., 2008; ASCIA, 2009). Apesar
disso, os extractos potentes, habitualmente, usados nos TCP permitem atingir uma
sensibilidade suficiente para o seu uso na pratica clinica (Oppenheimer et al., 2007). Por
outro lado, os TCP apresentam uma maior especificidade relativamente aos TID, permitindo
reduzir o nimero de respostas falso-positivas que podem ocorrer nestes Ultimos como
resultado de reaccgdes irritantes (Bernstein et al., 2008).

Todavia, quando se pretende comparar diferentes testes cutaneos, podem surgir alguns
problemas. Gordon (1998) refere alguns deles numa revisdo dos diversos métodos de
diagnéstico para a alergia no Homem. Um, prende-se com a determinacdo das doses de
alergénios utilizadas, pois se ndo houver uniformizacdo dos extractos, estes, ao serem
produzidos por diferentes fabricantes, podem ser quantificados de diversas formas. Outro
dos problemas esta relacionado com o volume de solugéo de antigénio introduzido por cada
teste: enquanto nos TID o volume a injectar pode ser pré-definido, nos TCP o volume
depende da técnica aplicada, variando de acordo com o dispositivo utilizado, bem como com
a profundidade que este penetra na pele. Além disto, quando se testam varias
concentracbes do mesmo antigénio, deve-se ter em consideracdo o numero de testes
realizados, bem como a pressado exercida em cada um deles, a qual podera variar, quer com

a técnica, quer com o profissional que a emprega (Gordon, 1998).

5.1.1.2.2. Testes cutaneos por picada em Medicina Veterinaria

Apesar das vantagens evidentes demonstradas em MH, os TCP tém sido pouco estudados
em MV, sendo a sua aplicagdo nos animais praticamente desconhecida.

Em 2010, foi publicado pela primeira vez (Tilley, Luis & Ferreira, 2010) o uso destes testes
em equinos com obstrucdo recorrente das vias aéreas (ORVA). Depois da andlise da
histéria clinica, exame fisico e exames complementares relevantes de 30 cavalos com

ORVA e 10 controlos saudaveis, foi avaliada a sua resposta, através de TCP, a 16
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aeroalergénios com importancia na regiao (fungos, pélenes, acaros e epitélios). Embora
tenha sido necessario sedar os cavalos para a tricotomia do pescogo, a execugao dos testes
cutaneos revelou-se bem tolerada. N&o existindo ainda valores cut off relativamente ao
diametro das péapulas obtidas em equinos, os autores propuseram o valor de 1 cm, pois foi
este que permitiu o melhor equilibrio de valores de sensibilidade (98%), especificidade
(73%) e valores preditivos negativo (73%) e positivo (98%). De acordo com os resultados
dos testes para cada individuo, foram tomadas medidas de evic¢do ambiental adequadas.
Tendo-se registado melhoras significativas nos sinais clinicos apds a implementagéo destas,
0s autores concluiram que os TCP podem ser usados na identificacdo dos aeroalergénios
responsaveis por afeccBes alérgicas nos cavalos, o que permitird estabelecer medidas de
eviccao eficazes e, possivelmente, ITAE (Tilley et al., 2010).

Em canideos, tanto quanto sabemos, o Unico estudo publicado nesta area foi desenvolvido
h& duas décadas. Ballauf (1991) tentou comparar os TCP com os TID, afirmando que, ao
contrério destes ultimos, com os TCP nédo foi possivel obter reacgbes facilmente
interpretaveis. Contudo, a populagdo canina usada neste estudo néo foi bem caracterizada
e, para além de 15 animais com DAc, foram incluidos trés cdes com broncopneumonia
eosinofilica. Por outro lado, os extractos alergénicos utilizados n&o tinham, decerto, a
gualidade daqueles de que hoje dispomos. De forma semelhante, na bibliografia (Reedy et
al., 1997) é referido um estudo piloto ndo publicado, realizado igualmente em cées, onde os
autores sugerem que nos TCP sdo necessarias concentracdes de alergénios bastante
maiores para que seja possivel comparar os resultados com aqueles obtidos nos TID. Hillier
e DeBoer (2001) reflectem sobre as razGes que possam justificar a ndo aplicacdo dos TCP
em medicina canina, apontando como hipoteses: (1) a dificuldade em manter os pacientes
sossegados antes da gota de alergénio, aplicada sobre a superficie cutanea, secar; (2) a
reduzida espessura da pele dos cdaes; (3) e a possibilidade de ocorréncia de reaccodes
adversas.

Recentemente, um estudo preliminar em cdes nao atopicos (Rocha, 2012) demonstrou,
porém, que os TCP, para além de execuiveis na populagdo canina, apresentam ainda
vantagens sobre os TID, sendo “mais simples, mais rapidos, menos desconfortaveis e
aparentemente menos dolorosos” comparativamente com estes ultimos (Rocha, 2012, p.47,
traducdo livre). Utilizando 15 extractos de alergénios aquosos comercialmente disponiveis
em MH, foram testados 22 cdes saudaveis nado-atOpicos. Todos estes desenvolveram
reaccOes cutdneas negativas para as concentracdes de alergénios testadas, ou seja, ndo
foram registadas reaccdes cuténeas irritantes (falso-positivas) em caes saudaveis.
Adicionalmente, os TCP foram aplicados em 4 cées atOpicos e, por comparagdo com 0S
resultados dos TID efectuados nos mesmos animais, as reac¢bes obtidas nos TCP
revelaram-se bastante promissoras. Novos estudos sé&o, contudo, necessarios para

determinar se os TCP podem vir a substituir os TID como sucedeu em MH (Rocha, 2012).
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5.1.1.3. Testes epicutaneos

Os testes de contacto (patch tests), utilizados para deteccdo de reaccdes tardias, consistem
na aplicacdo dos alergénios sobre a pele intacta do paciente, a qual é posteriormente
coberta com compressas, permitindo o contacto com os mesmos durante minutos a dias
(Gordon, 1998).

5.1.1.3.1. Testes de contacto em Medicina Humana

Em MH, esta técnica € considerada o gold standard no diagndstico da dermatite de
contacto; é aplicada a substancias variadas como cosméticos, medicamentos tépicos e
plantas, existindo ja kits especificos para alergias relacionadas com determinadas
ocupacdes profissionais (Bernstein et al.,, 2008; ASCIA, 2009). Contudo, pode ser
igualmente util como meio de diagndstico adjuvante na alergia a aeroalergénios, antigénios
de origem alimentar e farmacos (Bernstein et al., 2008; Nosbaum, Hennino, Berard &
Nicolas, 2010), sendo bastante utilizado em combinacdo com os TCP no diagnéstico de
alergia alimentar em criancas com sinais clinicos de DA (Lipozendi¢ & Wolf, 2010). A
aplicacdo epicutanea de aeroalergénios, como acaros do po, pélo de gato e polenes, induz
reaccOes similares as lesdes tipicas do eczema atopico (Langeveld-Wildschut et al., 1996;
Darsow, Vieluf & Ring, 1999; Nosbaum et al., 2010). Também o mecanismo fisiopatolégico
da aplicacdo epicutanea de alergénios se assemelha em muito com a forma natural da
doenca, pelo que a sua especificidade € superior aquela obtida nos testes seroldgicos ou
por picada (Nosbaum et al., 2010). Assim, e na auséncia de um teste gold standard para a
provocacao de aeroalergénios na DAh, o teste de contacto continua a ser utilizado para
avaliar a importancia clinica da sensibilidade a determinados antigénios deste tipo, sem que
haja nenhum teste mais preciso com o qual possa ser comparado, como alias existe para 0s
alergénios de origem alimentar (Darsow et al., 1999; Lipozenci¢ & Wolf, 2010). Os valores
relativos a sua performance variam de acordo com o tipo de substéncia a testar e, embora
seja um teste ndo doloroso, pode provocar irritacdo cutanea ou reacgdes locais mais graves
(Gordon, 1998; Bernstein et al., 2008).

5.1.1.3.2. Testes de contacto em Medicina Veterinaria

Os testes epicutaneos ja foram aplicados em cées e 0s resultados mostraram-se bastante
promissores em relacdo ao estudo da patogénese e tratamento da DAc (Marsella et al.,
2005; Olivry, Deangelo, Dunston, Clarke & McCall, 2006). A aplicacdo epicutanea de
alergénios relevantes em Beagles pré-sensibilizados originou reac¢des macroscopicas e
microscopicas semelhantes as lesdes agudas que surgem na forma natural da doenca e as
reaccOes positivas sO foram verificadas nos cdes com valores elevados de IgE especifica
para os alergénios testados (Olivry et al., 2006). As reaccdes macroscopicas (maculas

eritematosas com ou sem papulas) surgem 24 a 96 horas apo6s o inicio do teste e uma maior
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gravidade das lesdes é registada as 48 horas (Marsella et al., 2005; Olivry et al., 2006). Este
periodo € superior ao, geralmente, verificado para as lesdes de fase tardia nos TID (Olivry,
Dunston et al., 2001), o que provavelmente se deve ao maior tempo necessario para captura
e resposta aos alergénios quando aplicados a superficie da pele (Olivry et al., 2006).

5.1.2. TESTES DE PROVOCAGCAO

Os testes de provocacdo baseiam-se na exposicdo intencional do paciente a um alergénio
que se suspeita ser clinicamente relevante. Em MH, os testes de provocacdo com
aeroalergénios sdo utilizados para clarificar o papel destes em érgaos especificos, como a
mucosa nasal, brénquica e conjuntival ou a pele (Bernstein et al., 2008). Em MV, as RCAOA
(teste de eliminagdo-provocacao alimentar) e a dermatite de contacto (teste de contacto) séo
as causas mais comuns da sua aplica¢éo, ndo sendo referidos como meio de diagnéstico de
rotina na DAc (Reedy et al., 1997).

Contudo, os trabalhos de investigacdo desenvolvidos na area da alergologia canina
parecem seguir um rumo bem diferente. Como ja referido, nos ultimos anos, varios estudos
tém sido elaborados com o objectivo de clarificar quais as vias de exposi¢do alérgica
implicadas na fisiopatologia da DAc; recorrendo a provas de provocacao oral, nasal ou
epicutanea com aeroalergénios, os cdes assim testados surgiram com sinais clinicos,
histopatoldgicos e imunolégicos muito similares aqueles encontrados na forma natural da
doenca (Marsella, Nicklin et al., 2006; Marsella, Olivry, Nicklin & Lopez, 2006; Marsella &
Saridomichelakis, 2010). Por sua vez, num estudo realizado em Portugal (Lourengo-Martins
et al., 2011), o teste de provocacdo conjuntival demonstrou ser uma prova de diagnéstico
gue, para além de facil execucdo, apresenta elevados valores de sensibilidade e de
especificidade para os alergénios testados (Der f e Der p), revelando-se uma ferramenta
promissora no que diz respeito a identificacdo dos alergénios responsaveis pelo

desenvolvimento da conjuntivite alérgica associada a DAc.

5.2. Testes in vitro
Os testes in vitro utilizados no diagnéstico da DAc séo testes seroldgicos, 0s quais permitem

medir a quantidade de anticorpos IgE presente no soro dos pacientes (Reedy et al., 1997).

5.2.1. QUANTIFICAGAO DE IGE SERICA TOTAL

A determinacdo da concentracédo total da IgE sérica é uma das ferramentas de diagnéstico
utilizadas em MH para distinguir individuos atépicos de néo atopicos, sendo Util sobretudo
na populacdo mais jovem. No entanto, em MV ndo parece ser de grande utilidade, uma vez
gue se registam variac6es de acordo com uma série de factores, nomeadamente: genética,
ambiente, parasitsmo e vacinacdo (DeBoer & Hillier, 2001b). Varios estudos ja
demonstraram néo existir diferengas significativas na concentracao total de IgE sérica entre
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cdes atopicos e nao atopicos (Wilkie et al., 1990; Olivry et al., 1996; Hill et al., 1995; DeBoer
& Hill, 1999; Jackson et al., 1996), sugerindo que a quantificacdo de IgE n&o € util para a

avaliacao clinica de casos suspeitos de atopia canina.

5.2.2. QUANTIFICACAO DE IGE ALERGENIO-ESPECIFICA

Apesar das mdultiplas variagBes comercialmente disponiveis, os testes que permitem
quantificar a IgE alergénio-especifica baseiam-se no mesmo principio fundamental. O soro
do paciente contacta com o extracto de um alergénio, o qual se encontra ligado a um
suporte solido ou, por vezes, numa fase liquida. Os anticorpos que ndo reagem sao lavados
e, de seguida, os complexos formados (IgE ligada aos alergénios) sao detectados através
da utilizacdo de um reagente especifico para a IgE, que se encontra acoplado a uma enzima
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; ELISA) ou a um radioisotopo (Radioallergosorbent
Test; RAST). A quantidade de IgE especifica é, entdo, determinada usando métodos
colorimétricos, fluorométricos ou radiométricos (DeBoer & Hillier, 2001b).

Os testes actualmente utilizados para este fim apresentam grandes diferengas entre si,
criando alguns problemas (DeBoer & Hillier, 2001b). Um dos que mais tem incomodado a
comunidade cientifica é o reagente utilizado, em ELISA, para detectar a IgE, pois alguns
deles apresentam um grau significativo de reactividade cruzada com a IgG, afectando deste
modo a especificidade do teste. Na tentativa de contornar este obstaculo foram
desenvolvidos sistemas de detecgdo que utilizam ou anticorpos monoclonais anti-IgE ou o
receptor de alta afinidade para a IgE recombinante humano (Wassom & Grieve, 1998;
Stedman et al., 2001; Lee et al., 2009) e, recentemente, o receptor de alta afinidade para a
IgE recombinante canino (Tsukui et al., 2012).

Os resultados dos testes serologicos devem ser analisados com precaucdo, pois
normalmente sdo comparados com os dos TID, considerando os resultados positivos destes
ultimos como verdadeiros-positivos. Porém, embora considerados como gold standard para
a determinacdo dos alergénios relevantes, os TID também ndo séo infaliveis, tornando os
valores reportados para os testes in vitro pouco significativos (DeBoer & Hillier, 2001b).
Tendo em conta que muitos dos testes comercialmente disponiveis medem o0s anticorpos
IgE contra um determinado grupo de alergénios, caso se obtenha um resultado positivo este
pode significar que o paciente é sensivel a cada um deles ou a um s6 alergénio, sendo dificil
a sua interpretacdo e a escolha dos antigénios a incluir na ITAE (Reedy et al., 1997). Nos
cdes sabe-se, ainda, que podem existir variacdes sazonais na determinagdo da IgE
especifica, pelo que é recomendada a realizacdo de multiplos testes ao longo do ano em
animais cujos sinais clinicos apontem para a presenca de sazonalidade. Também a
administracdo de GC pode afectar os resultados (DeBoer & Hillier, 2001b), devendo ser

evitada a sua administracdo nas 3 semanas anteriores aos testes (Reedy et al., 1997).

46



5.3. Testes serologicos versus Testes cutaneos

Multiplos estudos tém sido elaborados com o objectivo de comparar os TID com os testes
serolégicos, mas as variagbes nas metodologias e a auséncia de padronizacdo origina
resultados distintos, dificultando a sua interpretagcéo (DeBoer & Hillier, 2001b).

Os testes in vitro podem apresentar algumas vantagens sobre o0s testes in vivo. No entanto,
os testes seroldgicos, para além de ficarem mais dispendiosos do que os testes cutaneos
por cada antigénio, originam maior nimero de resultados positivos que clinicamente nao sédo
significativos (Reedy et al., 1997; Scott et al., 2001). Ndo estando os testes cutaneos
disponiveis para todos os pacientes, o0s testes serolégicos podem ser uma alternativa para a
determinacdo dos antigénios a incluir na ITAE (Tarpataki, Bigler, Vajdovich & Véros, 2008).
Contudo, os TID continuam a ser considerados o gold standard para a identificacdo dos
alergénios relevantes nos pacientes caninos atopicos (Hillier & DeBoer, 2001), dando-se
particular énfase a possibilidade de observar a resposta da pele, a qual representa, afinal, o

6rgao alvo da alergia no céo.

6. TRATAMENTO DA DERMATITE ATOPICA CANINA

O principal objectivo da terapéutica aplicada na DAc € a reducéo do prurido e desconforto
do animal, tendo em vista a melhoria da sua qualidade de vida. A diminui¢do da inflamacéo
e o controlo das infeccbes secundarias devem fazer, igualmente, parte do plano de
tratamento. Normalmente, este passa por uma combinacdo de intervencgdes e terapéuticas,
as quais deverao ser adequadas a cada paciente e bem discutidas com o proprietario (Olivry
& Sousa, 2001; Scott et al., 2001; Olivry, DeBoer et al., 2010).

Através da andlise de diversos estudos e revisdes sistematicas publicados nos ultimos anos
sobre as opgOes terapéuticas existentes para a DAc, a ITFCAD elaborou um conjunto de
recomendacdes, especificas para episddios agudos e cronicos, que deverdo servir de base
para o maneio de qualquer cao atdpico (Olivry, DeBoer et al., 2010). Estas foram traduzidas
para varias linguas, encontrando-se ja disponiveis na lingua portuguesa. De seguida,

encontra-se o resumo das guidelines proposto por este grupo de trabalho:

1. Tratamento das crises agudas de DAc:
a. lIdentificacdo e eviccao dos factores que desencadeiam as crises:
i. Identificacdo e eliminacédo, sempre que exequivel, dos factores alergénicos que
desencadeiam as crises (pulgas, alergénios alimentares e ambientais)
ii. Avaliacdo da utilizacdo de terapéutica antimicrobiana caso estejam presentes
sinais clinicos de infeccao ou de colonizacdo bacteriana ou por leveduras na pele ou nos

ouvidos
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b. Optimizacdo da higiene e condicéo da pele e do pélo:
i. Banhos com champds néo irritantes
c. Reducdo do prurido e das lesGes cutaneas com agentes farmacolégicos:
i. Tratamento com GC tépicos, especialmente para lesdes localizadas, conforme o
necessario para controlar os sinais clinicos
ii. Tratamento com GC orais, especialmente para lesées generalizadas ou graves,

conforme o necessério para controlar os sinais clinicos

Tratamento da DAc cronica:
a. ldentificacdo e eviccao dos factores que desencadeiam as crises:
i. Realizacdo de dietas de eliminagéo, seguidas de testes de provocacdo, em caes
com sinais ndo sazonais

ii. Implementacéo de um regime de controlo das pulgas eficaz em areas onde estes
parasitas sdo endémicos

iii. Realizacdo de TID alergénio-especificos e /ou seroldgicos, para pesquisa de IgE
de modo a identificar alergénios ambientais como possiveis factores de desencadeamento
de crises

iv.  Possivel implementacdo de medidas de controlo dos &caros do p6 da casa, se
relevantes e exequiveis

v. Avaliacdo da utilizacdo de terapéutica antimicrobiana caso estejam presentes
sinais clinicos de infeccdo ou de colonizacao bacteriana ou por leveduras na pele ou nos
ouvidos

b. Optimizacéo da higiene e condicdo da pele e do pélo:
i. Banhos com champds néo irritantes ou com champoés anti-seborreicos/
antimicrobianos, dependendo das lesdes cutaneas observadas

ii. Suplementagdo alimentar com &cidos gordos essenciais

c. Reducao do prurido e das lesBGes cutaneas com agentes farmacoldgicos:
i. Tratamento com formulag¢des topicas de GC ou de tacrolimus, principalmente no
caso de lesdes localizadas, conforme 0 necessario para controlar os sinais

ii. Tratamento com GC orais, ciclosporina ou interferdo subcutaneo, principalmente
no caso de lesdes generalizadas ou graves, conforme 0 necessario para controlar os
sinais. Normalmente estes agentes ndo devem ser utilizados em conjunto.

iii. Utilizacdo de agentes poupadores de esterodides, tais como os acidos gordos
essenciais, as preparagfes a base de plantas chinesas e os anti-histaminicos, se os GC
forem utilizados como opc¢éo de tratamento a longo prazo.

d. Implementacdo de estratégias para prevenir a recorréncia dos sinais clinicos
i. Eviccao dos factores reconhecidamente responsaveis pelas crises, tal como foi

identificado acima
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i. Considerar a utilizacdo de farmacoterapia preventiva, caso seja exequivel e
relevante

ii. Implementacdo de ITAE, caso seja exequivel. Esta opcao pode ser utilizada em
conjunto com todas as opg¢des de tratamento acima descritas numa tentativa de

proporcionar melhorias da resposta imunitaria anémala a longo prazo.

6.1. Tratamento etioldgico
A eviccao alérgica e a ITAE sdo as Unicas formas de tratamento que permitem alterar o
curso natural da alergia (Bousquet et al., 1998). Para p6r em prética qualquer um destes
planos de tratamento é, contudo, indispensavel a identificacdo dos alergénios relevantes
para o paciente através da histéria clinica e de testes de alergia (Reedy et al, 1997; Griffin &
Hillier, 2001; Scott et al., 2001).

6.1.1. EVICCAO ALERGICA

A evicgdo alérgica consiste em limitar ao maximo a exposicdo do animal aos alergénios
envolvidos na sua doenca. Porém, nem sempre € eficaz e a evic¢ao total, embora possivel
na alergia de contacto, é dificil de atingir para aeroalergénios (Reedy et al., 1997; Scott et
al., 2001).

De facto, a exposi¢do a fungos e pdlenes é, praticamente, impossivel de evitar. O contacto
com fungos pode ser diminuido removendo determinadas plantas ou evitando zonas mais
humidas da casa. Por sua vez, manter o animal em ambiente interior pode permitir reduzir a
exposicdo aos polenes, sobretudo quando estes se encontram em quantidades mais
elevadas (Scott et al., 2001). Perante um animal hipersensibilizado a determinados pélenes,
pode ser (til a consulta do boletim polinico da regido na qual ele habita; a divulgacao
semanal dos niveis de pélenes presentes na atmosfera encontra-se, normalmente,
disponivel on-line, como é exemplo o boletim polinico disponibilizado pela SPAIC (SPAIC,
2012). Banhos frequentes, sobretudo apés saidas a rua, também podem ser benéficos, uma
vez que permitem a remogao dos alergénios retidos no pélo (Olivry & Sousa, 2001).

Varias medidas tém sido, igualmente, propostas para reduzir a exposi¢céo aos acaros do po,
nomeadamente: tentar que o cdo passe mais tempo no ambiente exterior, aplicar acaricidas
na casa, usar coberturas impermeaveis nos locais habitualmente ocupados pelo animal,
lavar e aspirar frequentemente a casa, ... (Scott et al., 2001; Olivry, DeBoer et al., 2010).
Num estudo aberto ndo controlado, a aplicacdo de um spray contendo benzoato de benzilo
no ambiente doméstico de cdes com hipersensibilidade aos acaros do p6 permitiu a reducao
da quantidade desses acaros nas casas e a diminuicdo dos sinais clinicos nos caes atdpicos
gue nelas habitavam (Swinnen & Vroom, 2004). Porém, continua por comprovar a eficacia

deste tipo de accdes e, havendo algum beneficio na sua aplicacdo, os efeitos podem
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demorar a surgir, visto que os alergénios dos acaros do pé podem permanecer longos

periodos no ambiente (Olivry, DeBoer et al., 2010).

6.1.2. IMUNOTERAPIA ALERGENIO-ESPECIFICA

Segundo a OMS, a ITAE pode ser definida como “a pratica de administrar quantidades
gradualmente mais elevadas de um extracto alergénico a um individuo alérgico de forma a
melhorar os sintomas associados com a exposi¢do subsequente aos alergénios causais”
(Bousquet et al., 1998, p.401, traducdo livre). A semelhanca do que se verifica em MH no
tratamento da rinite e conjuntivite alérgicas, asma e hipersensibilidade a picadas de insectos
(Bousquet et al., 1998), também em MV se considera a ITAE como uma importante opcéo
terapéutica da DAc (Griffin & Hillier, 2001). E, de facto, apresenta varias vantagens
comparativamente a outras: € a Unica que permite evitar o aparecimento de novas alergias e
a remissao dos sintomas sem necessidade de farmacos anti-inflamatoérios adicionais; &€ mais
economica; implica uma frequéncia de administragdo reduzida; e tem poucas reaccdes
adversas reportadas (Griffin & Hillier, 2001; Olivry & Sousa, 2001; Hillier, 2002a).

Em MV, os mecanismos de accdo da ITAE ndo estdo tdo bem conhecidos como em MH,
mas alguns trabalhos ja surgiram nesta area de investigagao (Loewenstein & Mueller, 2009).
Sabe-se, por exemplo, que, nos cées atopicos, a aplicacdo da ITAE é responsavel por um
aumento na expressdo de IFN-y, o que resulta na alteracdo do perfil de citoquinas, de
maioritariamente Th2 para Thl (Shida et al., 2004). Caes atbpicos tratados com ITAE e, em
particular, aqueles que, com esta forma terapéutica, obtiveram melhorias clinicas mais
evidentes mostraram ter niveis significativamente mais elevados de células Treg no sangue
periférico, bem como maiores concentragfes séricas de IL-10 (Keppel et al., 2008). O
aumento da producédo de IgG, que funcionaria como anticorpo bloqueador ao competir com
a IgE para a ligacao aos alergénios, €, por sua vez, uma teoria que continua por confirmar,
havendo resultados contraditérios (Hou, Nuttall, Day, & Hill, 2004; Hou, Griffin & Hill, 2008).
A ITAE esta indicada em todos os caes com diagnéstico de DA cujos alergénios relevantes,
identificados por testes de alergia, ndo possam ser evitados. Sempre que o tratamento com
anti-inflamatdrios ndo seja eficaz ou se torne impraticavel, por exemplo devido aos efeitos
secundarios, a ITAE é igualmente recomendada. Também a disponibilidade do proprietario
constitui um factor importante devendo, por isso, ser informado relativamente ao custo e
tempo da terapéutica, hipéteses de sucesso e possivel necessidade de formas de
tratamento concomitantes (Reedy et al., 1997; Griffin & Hillier, 2001; Hillier, 2002a).

A ITAE deve incluir unicamente os alergénios relevantes para o paciente, sendo a selecc¢ao
destes um factor importantissimo para o sucesso da terapéutica (Loewnstein & Mueller,
2009). Durante a escolha deve ser considerada, ainda, a possibilidade de reactividade
cruzada e os efeitos da combinacdo de alergénios, pois a mistura destes pode ser

responsavel pela diluicdo excessiva e pela diminuicdo da alergenicidade resultante da
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actividade enzimética de determinados alergénios (Reedy et al., 1997; Griffin & Hillier, 2001;
Scott et al., 2001). Exemplo disto mesmo é o efeito das proteases flngicas sobre os polenes
(Rosenbaum, Esch, Schwartzman, 1996), sendo, por isso, aconselhado separar os extractos
de fungos daqueles obtidos dos pdlenes (Schnabl, Bettenay, Dow & Mueller, 2006).

O numero de alergénios a incluir na ITAE é, também, algo bastante controverso (Griffin &
Hillier, 2001; Loewnstein & Mueller, 2009), mas geralmente usam-se vacinas com 10 a 12
alergénios (Hillier, 2002a). Quando os animais apresentam hipersensibilidades multiplas (30
ou mais), os alergénios devem ser seleccionados de acordo com a histéria clinica e com a
probabilidade e duragdo da sua exposicdo aos mesmos (Scott et al., 2001). Nestes casos,
alguns alergologistas optam por distribuir os alergénios em dois frascos (Reedy et al., 1997).
Tipicamente, usa-se a via subcutanea para a administracdo das vacinas, devido a facilidade,
rapidez e seguranca que permite (Reedy et al., 1997; Griffin & Hillier, 2001; Scott et al.,
2001; Loewnstein & Mueller, 2009). Podem, assim, ser administradas pelo proprietario
devidamente informado e treinado pelo médico veterinario. Alternativamente, podem ser
aplicadas na clinica, o que permite evitar os problemas resultantes da ma administragéo e
facultar acompanhamento médico imediato em caso de reaccdo adversa (Reedy et al.,
1997; Hillier, 2002a). Estudos recentes avaliaram a eficicia da imunoterapia sub-lingual em
caes (DeBoer, Verbrugge & Morris, 2010; Marsella, 2010), encontrando-se esta hova via de
administracao ja disponivel para a populagéo canina (Morris & DeBoer, 2012).

Em MH, as doses de alergénios sdo determinadas para os alergénios padronizados
(Loewnstein & Mueller, 2009). N&o estando estes disponiveis em MV, normalmente, opta-se
por obter um frasco com 10000 a 20000 PNU/mI (dose de manutenc¢éao), a partir do qual sdo
feitas as diluicbes (de base 10) para outros dois frascos (Reedy et al., 1997; Hillier, 2002a).
Embora exista uma multiplicidade de protocolos, todos eles sdo constituidos por 3 fases:
dose inicial, aumento da dose e dose de manutencdo (Reedy et al., 1997). Porém, estes
devem servir apenas como guia, pelo que a frequéncia de injeccdes e a dose de extractos
ndo necessitam de ser cumpridos de forma rigida, devendo ser ajustados a cada paciente
de acordo com os sinais apresentados (Reedy et al., 1997; Loewnstein & Mueller, 2009).
Apesar do reduzido nimero de estudos aleatérios existentes, a ITAE com extractos aquosos
parece ser eficaz no tratamento da DAc (Griffin & Hillier, 2001; Loewnstein & Mueller, 2009);
60 a 80% dos cédes apresentam uma melhoria nos sinais clinicos superior a 50% (Nulttall,
2008). E, embora o inicio dos seus beneficios possa ser bastante varidvel, a maioria dos
animais responde a terapéutica antes dos 9 a 12 meses (Reedy et al., 1997; Hillier, 2002a;
Nuttal, 2008; Olivry, DeBoer et al., 2010). Pode-se, assim, considerar que ha uma falha
terapéutica quando o animal ndo demonstra uma diminuicdo dos sintomas dentro de um ano
de tratamento, devendo, neste caso, ser descontinuada a ITAE. Infelizmente, alguns
pacientes ndo respondem a esta forma terapéutica sendo a Unica solugdo recorrer ao

tratamento sintomatico (Reedy et al., 1997). A remissao total dos sinais clinicos é possivel
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de alcancar em alguns animais recorrendo a ITAE, mas esta deve ser encarada como uma
terapéutica para toda a vida (Griffin & Hillier, 2001; Scott et al., 2001).

Como a resposta a ITAE néo é imediata, no inicio, os sinais clinicos podem ser controlados
recorrendo a anti-inflamatorios (Reedy et al., 1997; Scott et al., 2001; Hillier, 2002a; Olivry,
DeBoer et al., 2010). Contudo, é normal que estes farmacos possam mascarar a resposta
clinica do paciente a ITAE, podendo mesmo encobrir possiveis reacgfes adversas desta
(Griffin & Hillier, 2001; Loewnstein & Mueller, 2009). Para ser possivel identificar estas
reaccdes, determinar a eficacia da ITAE e fazer ajustamentos no protocolo, deve-se evitar a
administracdo de terapias sintoméaticas (Reedy et al., 1997; Scott et al., 2001; Hillier, 2002a).
Ainda assim, ndo existe evidéncia de que estes farmacos possam alterar o efeito benéfico
da ITAE (Loewnstein & Mueller, 2009; Olivry, DeBoer et al., 2010).

Caso ocorra um agravamento dos sinais clinicos durante o tratamento, deve-se sempre
excluir a presenca de pulgas, infeccdes bacterianas/fungicas e outro tipo de alergias antes
de considerar a repeticdo dos testes de alergia, pois embora seja possivel o aparecimento
de novas sensibilizacdes, tal situacdo é bastante mais rara (Reedy et al., 1997). Por outro
lado, se o0 animal foi testado em idade precoce ou se a ITAE nunca originou uma boa
resposta, deve-se repetir os testes e reformular o protocolo (Nuttal, 2008).

A monitorizacdo regular dos sintomas ao longo do tratamento € importantissima, pois
permite avaliar a eficicia deste, assegurar a compliance por parte do dono e detectar
possiveis efeitos secundarios (Griffin & Hillier, 2001; Hillier, 2002a). As reac¢des adversas
sdo raras nos caes, sendo a mais comum o agravamento dos sinais clinicos e do prurido.
Estes podem surgir imediatamente ap6s a administracdo ou 1 a 2 dias depois e, geralmente,
sdo sinénimo de que a dose maxima tolerada foi ultrapassada, devendo, assim, ser reduzida
para a dose admitida imediatamente abaixo (Reedy et al., 1997; Griffin & Hillier, 2001; Scott
et al., 2001; Nuttal, 2008; Loewnstein & Mueller, 2009). No local da injeccdo podem surgir
eritema, edema, prurido ou ndédulos subcutaneos. Reaccdes sistémicas (depressao, vomito,
diarreia, urticaria generalizada e angioedema) podem também ocorrer. A anafilaxia é
bastante rara, mas pode resultar em morte, devendo o animal ficar em observag¢éo 30 a 60

minutos apds a injeccdo (Reedy et al., 1997; Scott et al., 2001; Hillier, 2002a).

6.2. Prevencéo primaria

A andlise da influéncia dos factores ambientais no desenvolvimento da DAc pode ser Util no
contexto da sua prevencdo primaria; evitar que os cdes durmam no quarto dos donos,
permitir que co-habitem com outros animais no seu primeiro ano de vida e a existéncia de
aguecimento em casa parecem ser medidas protectoras (Lourenco-Martins, 2010).

Também o uso de probidticos, em Beagles com elevada predisposicdo para o
desenvolvimento de DAc, tem vindo a revelar resultados promissores no campo da

prevencdo primaria da atopia. Os cachorros submetidos a administracdo de Lactobacillus
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rhamnosus GG apresentaram, comparativamente a ninhada controlo, niveis séricos de IgE
alergénio-especifica mais reduzidos e menor reactividade apds injeccdo intradérmica
(Marsella, 2009). Trés anos depois da interrup¢cdo dos probidticos, os mesmos animais
surgiram, apo0s estimulagdo alergénica, com sinais clinicos de menor gravidade e uma
quantificacdo de IL-10 no sangue periférico significativamente mais baixa (Marsella, Santoro
& Ahrens, 2012).
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TESTES CUTANEOS POR PICADA EM CAES

1. OBJECTIVOS DO ESTUDO

O presente estudo apresenta 0s seguintes objectivos, divididos em duas fases:

Fase |
e Confirmar que as concentragcbes dos extractos alergénicos comercialmente

disponiveis para a realizacdo de TCP em MH n&o originam reacdes falso-positivas em caes;
e Determinar o grau de dor/desconforto que possa ser provocado pelos TCP em cées;
o Verificar se existem alteracdes significativas na cortisolémia que possam resultar da

realizacao dos TCP em cées.

Fase Il

e Comparar os resultados dos TCP com os dos TID em caes atdpicos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Fase |

2.1.1. SELECGAO DOS ANIMAIS EM ESTUDO

A fase | do estudo foi realizada recorrendo a um grupo de cées ndo atdpicos. Estes foram
gentilmente cedidos pelo canil da FMV-UTL, ap6s devida autorizagdo do comité de ética da
mesma instituicdo. Depois de analisada a histéria clinica e de efectuado um cuidadoso
exame fisico, foram seleccionados os animais cumpridores dos critérios apresentados nas
Tabelas 7 e 8.

Tabela 7 - Critérios de inclusdo no grupo de caes néo atdpicos.

Critérios de incluséo

v Bom exame de estado geral;
v/ Sem hist6ria de prurido ou outros sinais clinicos tipicos de DAc;

v Sem alteragdes dignas de registo ao exame dermatoldgico.

Tabela 8 - Critérios de exclus@o no grupo de caes ndo atdpicos.

Critétrios de exclusao

x Doenca grave diagnosticada ou alteracdes significativas ao exame de estado geral;

% Histéria de sinais clinicos tipicos de DAc;

x Com lesdes cutaneas visiveis no exame dermatol6gico;

x Fémeas gestantes/ lactantes/ em estro ha menos de 3 semanas;

x Administracdo recente de anti-histaminicos (10 dias) e/ou de GC tépicos/orais (3

semanas) ou injectaveis (8 semanas).

54



2.1.2. AVALIAGAO PREVIA DAS CONCENTRAGOES DOS EXTRACTOS A USAR NOS TCP

N&o sdo fabricados extractos alergénicos para a realizagdo de provas alergologicas
cutaneas pela técnica de picada para MV. Assim, e de forma a evitar a utilizacdo de
extractos demasiado concentrados que pudessem vir a ser responsaveis por respostas
falso-positivas em cées atopicos, comegou-se por testar um grupo de cdes nao atopicos.
Estes foram, entdo, testados com um conjunto de extractos de alergénios, comercialmente
disponiveis para a realizacdo de TCP em alergologia humana (ALK-Abell6®, Madrid,
Espanha). No Anexo B encontram-se listados os extractos utilizados e as respectivas

concentragoes.

2.1.3. DETERMINAGAO DO GRAU DE DOR

Os cées nao atbpicos estudados foram divididos em dois grupos: sedados e ndo sedados.
Para uma avaliacdo, o mais objectiva possivel, do grau de desconforto que possa advir da
realizacdo dos TCP em cées ndo sedados, foi feita uma adaptacdo de uma das escalas
comportamentais validadas para avaliacdo de dor em c&es. Depois de contactar os
respectivos autores, foi aplicada a forma abreviada da escala de dor proposta pela
Universidade de Glasgow (Reid et al., 2007), que figura no Anexo C. De forma a manter a
validade desta escala, ndo foram efectuadas alteracdes significativas, mantendo-se as cinco
categorias comportamentais da escala original (vocalizagdo, atencdo dada ao foco de
desconforto, resposta ao toque, atitude e postura/actividade), que foram, contudo, divididas
apenas em duas secgbes: “A-Durante o procedimento” e “B-lmediatamente apds o
procedimento”. A semelhanga do que é proposto pelos préprios autores (em casos de franca
dificuldade de locomocéo), neste estudo nédo foi avaliada a mobilidade, visto que a execucdo
deste tipo de testes ndo condiciona, a partida, a capacidade locomotiva do cdo em estudo.
ApOs observacado de cada animal, durante e apos a realizagdo dos TCP, foi assinalada, em
cada categoria, a op¢do que melhor descrevia o seu comportamento. De modo a reduzir a
variabilidade inter-observadores, todas as avaliagfes foram efectuadas pela mesma pessoa.
O grau de desconforto de cada animal foi, entdo, aferido através da soma das classificacdes
obtidas em cada uma das categorias comportamentais, considerando 20 a pontuacgéo total

maxima e 5/20 o ponto de decisdo para recorrer a analgesia (Reid et al., 2007).

2.1.4. DOSEAMENTO DOS NIVEIS DE CORTISOL SERICO

Uma vez que valores de cortisol acima daqueles, normalmente, considerados como
fisiologicos podem influenciar os resultados dos testes cuténeos, € necessario averiguar se,
em ambos os grupos de caes (sedados e ndo sedados), a sua concentracdo sérica se
mantém, durante a execucdo dos TCP, abaixo desse limiar. No grupo de caes sedados,
ap6s o cumprimento de um periodo de jejum de sélidos e liquidos de 12 horas, a sedacéo
foi realizada recorrendo-se a administracao de 30 pg/kg de medetomidina (Domitor®; Pfizer)
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e revertida, no final do procedimento, com 150 pg/kg de cloridrato de atipamezol
(Antisedan®; Pfizer), ambos por via endovenosa.

A colheita de sangue foi efectuada em dois tempos: imediatamente antes (TO) e uma hora
apos (T1l) a execucdo dos TCP. As amostras foram colocadas em tubos secos e
armazenadas a temperatura ambiente até completa coagulacdo. Posteriormente, foram
centrifugadas a uma velocidade de 3.000 rota¢des por minuto, durante 10 minutos. O soro
assim obtido foi armazenado em tubos de eppendorf a temperatura de -20°C até respectivo
processamento (Behrend, Kemppainen & Young, 1998).

Por fim, as amostras foram, simultaneamente, analisadas recorrendo a um sistema de

imunoensaio quimioluminescente (IMMULITE® Immunoassay system, Siemens®).

2.1.5. ANALISE ESTATISTICA

Nesta fase do estudo, recorreu-se essencialmente a métodos de estatistica descritiva.
Adicionalmente, de forma a comparar a dimensdo média das papulas, resultantes da
inoculagdo do controlo positivo pela técnica de picada, entre cdes sedados (n=5) e ndo
sedados (n=5), recorreu-se ao teste ndo parameétrico de Wilcoxon para comparagéo de duas
amostras independentes, considerando um nivel de significancia de p<0,05.

Para a analise dos dados foi utilizado o software estatistico R, versao 2.15.1.

2.2. Fase ll

2.2.1. SELECGAO DOS ANIMAIS EM ESTUDO

Para a execugdo da fase Il, foram admitidos todos os animais atépicos que, depois de
apresentados a consulta de Dermatologia do Hospital Escolar da FMV-UTL, foram
aconselhados a realizar TID e cujos donos autorizaram a sua inclusao no presente estudo.
O diagnéstico clinico de DAc foi efectuado com base nos “critérios de Favrot” (Favrot et al.,
2010), actualmente recomendados pela ITFCAD (Olivry, 2010), tendo em consideracdo os
dados recolhidos na histéria clinica e exame fisico, bem como a exclusdo dos principais
diagnosticos diferenciais e o controlo de possiveis infecgbes secundéarias (Reedy e tal.,
1997; DeBoer & Hillier, 2001a; Scott et al., 2001; Favrot et al., 2010), conforme descrito de
seguida:

e De forma a excluir os ectoparasitas como causa de prurido, todos os cdes foram
sujeitos a raspagens cutaneas e/ou a uma rigorosa desparasitacdo externa,
recorrendo a administracdo de ectoparasiticidas autorizados, como imidaclopride +
moxidectina (Advocate®) ou selamectina (Stronghold®), quinzenalmente, durante um
periodo minimo de 6 semanas. O ambiente e 0s animais com 0s quais estes
pacientes co-habitam foram igualmente sujeitos a um programa de controlo de

pulgas (European Scientific Counsel Companion Animal Parasites [ESCCAP], 2012).
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A possibilidade de RCAOA foi excluida na totalidade dos pacientes através do
fornecimento de uma dieta de eliminacéo, em exclusividade, durante pelo menos 6 a
8 semanas. De acordo com a disponibilidade e preferéncia de cada proprietério, esta
consistiu numa alimentagao comercial ou caseira (Olivry, DeBoer et al., 2010). Dietas
comerciais contendo proteinas hidrolisadas (Hill's z/d ultra®, Purina HA® ou Royal
canin hypoallergenic®) foram prescritas na maior parte das vezes. Sempre que
possivel, foi recomendada uma dieta caseira constituida por uma fonte de proteinas
e carbohidratos com a qual o animal nunca tivesse contactado, como é geralmente o
caso da carne de avestruz ou de cavalo e a abdbora ou a batata doce. Sempre que
registadas melhoras significativas depois de iniciada a dieta de eliminacdo, os
animais foram sujeitos a uma prova de provocacédo, retomando a dieta original, € o
diagnéstico definitivo de RCAOA foi obtido caso os sinais dermatoldgicos voltassem
a surgir (Olivry, DeBoer, Prélaud & Bensignor, 2007). Neste estudo, foram excluidos
0s cdes que responderam totalmente a dieta de eliminacao.
As infecgbes cutdneas foram excluidas através da realizagdo de citologias, cuja
técnica de execucgao (recurso a zaragatoa, citologia por aposi¢ao ou “técnica da fita-
-cola”) foi seleccionada de acordo com o aspecto das lesdes. As citologias assim
obtidas foram coradas pelo método modificado de Romanowsky (Diff-Quick®) e
observadas ao microscopio 6ptico (Olympus® Cx 21) (Noli & Morris, 2012; Nuttall,
2012). A presenga, nas citologias cutaneas, de bactérias no interior de células
inflamatodrias foi classificada como piodermite e tratada com antibacterianos tépicos
ou sistémicos. A antibioterapia empirica (amoxicilina + acido clavulanico) foi prescrita
na generalidade dos animais. Excepcdo a esta regra foram o0s casos nao
responsivos ao antibiético de primeira escolha e aqueles em que a citologia cutédnea
revelou a presenca de bastonetes intracelulares; nestes, a seleccdo do antibiético foi
efectuada com base na cultura bacteriana e no teste de susceptibilidade a
antibidticos (Noli & Morris, 2012). A presenca de dermatite por Malassezia,
considerada aquando da observacdo de 4 ou mais microrganismos de Malassezia
por campo microscoépico (1000x), foi controlada através de banhos com um champb
antifingico, contendo nitrato de miconazol + gluconato de clorhexidina (Malaseb®) e
antifingicos sistémicos, nomeadamente o itraconazol (Negre, Bensignor & Guillot,
2009). Lesodes localizadas foram tratadas recorrendo a antifiingicos tépicos, como o
clotrimazol. No presente estudo s6 foram incluidos os animais nos quais a terapia
antimicrobiana ndo permitiu a resolucao total dos sinais dermatolégicos.
As fémeas inteiras s6 foram sujeitas aos testes cutaneos, no minimo, 3 semanas
apos o fim do estro.
Depois de efectuado o diagnéstico clinico de DAc, todos os pacientes incluidos no
estudo cumpriram os periodos de privagcdo farmacolégica, ja referidos na fase I.
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2.2.2. COMPARAGAO ENTRE DUAS TECNICAS DE SENSIBILIZAGAO CUTANEA: TID E TCP.

Os pacientes incluidos no grupo de cées atépicos foram sujeitos a provas alergolégicas
cutaneas no contexto do ja existente servico de alergologia do Hospital Escolar da FMV-
-UTL. De forma a comparar as duas técnicas, todos os animais deste grupo foram
submetidos a TID, ja praticados por este servigo hospitalar, e a TCP.

A bateria de alergénios utilizada nos TID, composta por um total de 28 extractos comerciais
de alergénios da Greer Laboratories® (Lenoir, Carolina do Norte, E.U.A.), foi seleccionada
com base no painel minimo proposto para o cdo na area metropolitana de Lisboa (Lourenco-
-Martins, 2010). As concentragdes utilizadas no presente estudo foram as recomendadas na
literatura e ja aplicadas anteriormente em cdes provenientes desta regido (Lourenco-
-Martins, 2010), com a excepcdo dos extractos polinicos cujas concentracBes foram
actualizadas de acordo com os dados mais recentes da literatura (Bauer et al., 2010).

Para os TCP foram empregues 21 extractos alergénicos da ALK-Abell6® (Madrid, Espanha)
comercialmente disponiveis para a realizacdo dos mesmos testes em alergologia humana.
No Anexo B encontram-se registadas as poténcias/concentragfes dos extractos utilizadas
na técnica de picada.

Dada a pouca tolerédncia dos animais a execugdo de injeccdes intradérmicas, apds um
periodo de jejum de solidos e liquidos de 12 horas, recorreu-se a sedacdo dos mesmos
utilizando 30 pg/kg de medetomidina (Domitor®; Pfizer) por via endovenosa, a qual foi
revertida, no final do procedimento, com 150 pg/kg de cloridrato de atipamezol (Antisedan®;
Pfizer), pela mesma via de administracdo. Ambas as técnicas de sensibilizacdo cutanea

foram realizadas durante a mesma sedacdo.

2.2.3. ANALISE ESTATISTICA
A estatistica descritiva foi utilizada para analise dos resultados de sensibilizacdo
encontrados nos TID.
Para comparar a dimensao média das papulas de histamina obidas nos TCP, entre caes
atopicos (fase Il) e ndo atépicos (fase |) recorreu-se ao teste ndo paramétrico de Wilcoxon
para comparacdo de amostras independentes, considerando um nivel de significAncia de
p<0,05.
Com o objectivo de determinar um valor de cut-off para os TCP em cées, considerou-se
como referéncia os TID efectuados nos mesmos animais e utilizou-se a andlise ROC
(Receiver Operating Characteristic), com um intervalo de confianca de 95%, recorrendo ao
pacote pROC (Rubin et al., 2011) do software estatistico R, versdo 2.15.1. A sensibilidade
(Se), a especificidade (Sp), o valor preditivo positivo (VPP) e o valor preditivo negativo
(VPN) encontrados para esse cut-off tiveram em conta as seguintes formulas:

e Verdadeiro-positivo (VP)

e Falso-positivo (FP)
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e Verdadeiro-negativo (VN) TD+ TID-

e Falso-negativo (FN) TCP + | VP [=5)
e Sensibilidade (Se) = VP/(VP+FN)100 TCP- |FN VN

e Especificidade (Sp) = VN/(VN+FP)100

¢ Valor preditivo positivo (VPP) = (VPx100)/(VP+FP)

e Valor preditivo negativo (VPN) = (VNx100)/(VN+FN)
De forma a avaliar a capacidade dos TCP em distinguir sensibilizacdes positivas de
negativas, utilizou-se 0 mesmo pacote estatistico para determinacdo da area sob a curva
(Area Under the Curve; AUC), considerando-se que quando a area é de 0,5 o teste ndo
permite fazer essa distingdo e que uma &rea de 1 esta associada a um teste com perfeita
capacidade discriminatéria.
Para determinar o indice de concordancia entre os resultados obtidos pelos dois tipos de
técnicas aplicadas (TID e TCP), foi calculado o coeficiente de k, considerando os seguintes
niveis: P- pobre (<0); Fr - fraco (0,01-0,20); R - razoavel (0,21-0,40); Mo - moderado (0,41
-0,60); S - substancial (0,61-0,80); e QP - quase perfeito (0,81-1,00) (Landis & Koch, 1977).
O teste de McNemar foi utilizado para averiguar se existem diferencgas significativas entre os
resultados obtidos com os TID e com os TCP, tendo em conta um nivel de significancia de
p<0,05.

2.3. Procedimentos adoptados nas provas alergoldgicas cutaneas usadas nas
fases | e Il do estudo

2.3.1. TESTES INTRADERMICOS

Os TID foram executados de acordo com a técnica recomendada em alergologia veterinaria

(Reedy et al., 1997; Hillier & DeBoer, 2001; Scott et al., 2001). Assim, e de forma sucinta:

1. Apds colocagdo do animal em decubito lateral, procedeu-se a tricotomia cuidadosa
de uma éarea rectangular com cerca de 20 cm x 10 cm na zona lateral do térax,
evitando-se zonas de pele lesionada.

2. A posicao de cada um dos alergénios foi assinalada com um marcador, cumprindo
uma distancia de 2 cm entre alergénios adjacentes.

3. Como controlo positivo foi utilizada uma solug&o de histamina (0,0275 mg/dl) e como
controlo negativo uma solucéo salina.

4. As injeccdes intradérmicas foram realizadas com o auxilio de seringas de 1,0 ml e de
agulhas de 27 Gauge; apoés rejeicdo das bolhas de ar contidas nas seringas,
injectou-se um volume de 0,05 ml de cada uma das solu¢cbes dos controlos e dos
alergénios (Figura 5).

5. A leitura das reaccdes imediatas foi feita 15 minutos apds as injecc¢des, recorrendo-
-se a um método subjectivo que teve em consideragdo a avaliacdo do tamanho e

turgidez da papula bem como a dimensdo do eritema. Cada reaccdo cutanea foi
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6.

classificada numa escala de 0 a 4, em que o “0” corresponde a uma resposta igual a
do controlo negativo e o “4” a uma reacgdo igual a do controlo positivo,
considerando-se como positivas todas as reacgbes com classificagcdo igual ou
superior “2”. Adicionalmente, de forma a ser possivel a correcta medi¢cdo das suas
dimensdes, todas as papulas foram devidamente contornadas com um marcador e
transferidas com uma fita transparente para uma folha de registo.

Apenas foram considerados validos os testes cujo local de injec¢do da histamina
formou uma papula de turgidez e eritema visiveis e cujo local de inoculagdo do

controlo negativo ndo revelou qualquer reaccéo.

2.3.2. TESTES CUTANEOS POR PICADA

N&o existindo, actualmente, uma técnica padronizada para a realizacdo de TCP em cées,

esta foi baseada nas recomendacdes encontradas na literatura para testes cutaneos com
aeroalergénios em MH (Bernstein et al., 2008; Antunes et al., 2009; ASCIA, 2009; Bousquet

et al., 2012). Sumariamente:

1.
2.

Procedeu-se a contengdo adequada do animal colocando-o em decubito lateral.
Numa area rectangular (20 cm x 10 cm) da regido lateral do térax foi realizada a
tricotomia cuidadosa, evitando-se zonas de pele lesionada.

As posicbes de cada teste foram identificadas, a uma distancia de 2 cm entre
alergénios adjacentes, com um marcador.

Uma solucdo salina e uma solugédo de histamina (10 mg/ml) foram utilizadas como
controlo negativo e positivo, respectivamente.

Os controlos e os alergénios foram colocados ligeiramente acima dos pontos
previamente marcados na pele, com o auxilio de conta-gotas fornecidos pelo
fabricante dos extractos alergénicos (ALK-Abell6®, Madrid, Espanha), tocando
apenas com a gota sobre a pele de forma a facilitar a transferéncia de liquido. Para
evitar 0 escorrimento das gotas e a possivel contaminacdo dos alergénios
adjacentes, as gotas foram depositadas em grupos de 5 a 10 alergénios,
procedendo-se de imediato as respectivas picadas.

As picadas foram feitas através da aplicacdo de lancetas com ponta de 1 mm
fornecidas pelo mesmo fabricante. Estas foram aplicadas sobre cada gota de forma a
prefazer um angulo de 90° com a superficie da pele (Figura 5).

Para cada picada foi utilizada uma nova lanceta esterilizada, de forma a evitar
possiveis contaminacdes entre extractos.

A leitura das reaccgbes foi realizada 15 minutos ap0s a realizacdo dos testes e
arquivada de forma permanente, contornando cada uma das pépulas com um

marcador e transferida, de seguida, com o auxilio de uma fita transparente, para uma
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folha de registos. Sempre que necessario, foi utilizada uma fonte de luz obliqua para
uma melhor visualizagédo das papulas formadas.

9. Foram considerados vélidos os testes cujo local de inoculacdo do controlo positivo
formou uma pépula de turgidez e eritema visiveis e cujo local de inoculagdo do
controlo negativo ndo revelou qualquer reaccéo.

10. A partir da folha de registos, foi feita a medi¢cdo do didametro maior de cada uma das
papulas formadas.

Figura 5 - Solugdes (controlos e alergénios) e técnicas utilizadas nos TID e nos TCP
(fotografias originais).

a) Solucgdes (controlos e alergénios) contidas em seringas para injecc¢ao intradérmica (TID).

b) Solugbes (controlos e alergénios) contidas em frascos conta-gotas para inoculacdo por picada
(TCP).
c) Técnica usada na injeccdo intradérmica (TID).

d) Técnica usada na inoculacao por picada (TCP).
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3. RESULTADOS

3.1. Fase |

3.1.1. CARACTERISTICAS DOS ANIMAIS EM ESTUDO

Na fase | foram seleccionados 10 cdes ndo atopicos, todos eles de raca indefinida. Estes
foram, posteriormente, divididos de forma aleatéria em dois grupos: cdes nao sedados (n=5)
e caes sedados (n=5), ambos constituidos por 3 machos e 2 fémeas. A média dos pesos foi
de 20,9 Kg e de 18,9 Kg, respectivamente para os cdes nao sedados e para 0s caes
sedados. As idades médias registadas foram de 7,8 anos para os cdes nao sedados e de

5,6 anos para os caes sedados (Tabela 9).

Tabela 9 - Caracteristicas dos animais incluidos na fase | do estudo.

Animal Raca Sexo Peso \dade Sedacéo
(Kg) (anos)
NA.1 Indefinida F 21,7 8 x
NA.2 Indefinida M 14,5 6 x
NA.3 Indefinida M 17,0 12 x
NA.4 Indefinida M 27,4 7 x
NA.5 Indefinida F 23,7 6 x
NA.6 Indefinida M 27,1 2 v
NA.7 Indefinida M 23,8 6 v
NA.8 Indefinida M 11,2 12 v
NA.9 Indefinida F 15,0 1 v
NA.10 Indefinida F 17,5 7 v

NA. — Nao Atopico. F — Fémea. M — Macho.

3.1.2. AVALIACAO PREVIA DAS CONCENTRAGOES DOS EXTRACTOS A USAR NOS TCP

Na fase I, todos os animais sujeitos a TCP com o0s extractos alergénicos da ALK-Abell6®
obtiveram testes validos, isto €, apresentaram uma papula targida e eritematosa no local de
inoculagdo da histamina, correspondendo esta a uma reacc¢do positiva, e ndo obtiveram
gualquer reaccéo ao controlo negativo (Figura 6).

Nos cées ndo atopicos, as papulas de histamina (controlo positivo) revelaram uma dimensao
média de 6,8 mm (0=1,55 mm), ndo tendo sido registadas diferencas significativas entre o
grupo de cédes sedados e ndo sedados (p=0,1461). As solu¢des dos extractos alergénicos
utilizados ndo deram origem a qualquer reaccdo positiva nos cdes testados nesta fase do
estudo (Figura 6).

Para além da reaccdo local esperada, correspondente a turgidez e eritema na zona de
inoculacéo da solucdo de histamina, eventualmente associado a uma baixo grau de prurido

nos primeiros minutos apos as picadas, ndo foram registadas quaisquer reaccdes adversas.
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Figura 6 - ReaccOes cutaneas (a) e pormenor da reaccdo ao controlo positivo (b) obtidos
num céo néo atodpico por TCP (fotografias originais).

3.1.3. AVALIAGAO DO GRAU DE DOR

Dos 5 cdes ndo sedados sujeitos a TCP, dois obtiveram uma pontuacéo total de 1 e os
restantes foram classificados com 0 em todas as categorias comportamentais avaliadas
(Tabela 10).

Tabela 10 - Avaliagdo comportamental dos caes nao atépicos nédo sedados durante e apés
os TCP (adaptacao da Short form of the Glasgow Composite Pain Scale).

Categorias comportamentais

Animal @) (ii) (iii) (iv) v) Total
NA.1 0 0 0 0 0 0
NA.2 0 0 0 0 0 0
NA.3 0 0 0 1 0 1
NA.4 0 0 0 1 0 1
NA.5 0 0 0 0 0 0

NA. — Ndo Atépico. Categorias comportamentais: (i) Vocalizacdo; (ii) Atencdo dada ao foco de dor;

(iif) Resposta ao toque; (iv) Atitude; (v) Postura/actividade.

3.1.4. DOSEAMENTO DO CORTISOL SERICO

Os niveis séricos de cortisol da populacdo ndo atépica em estudo, antes (T0) e apoés (T1) a
aplicacao dos TCP, encontram-se registados na Tabela 11. Pela analise desta, é possivel
verificar que todas as determinacbes se encontram dentro dos valores fisiol6gicos de
referéncia para o cédo - 0,5 a 6,0 pug/dl (Feldman & Nelson, 2004). A concentragdo maxima
obtida foi de 3,7 pg/dl para os cées nao sedados e de 2,7 ug/dl para os cdes sedados. Em 2
dos 5 animais nao sujeitos a sedacéo, os niveis de cortisol apos a realizacdo dos TCP foram
ligeiramente superiores aos niveis encontrados antes do procedimento; por outro lado, no
grupo de animais sedados, o aumento da concentracdo de cortisol apés os TCP sO se

verificou num dos individuos.
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Tabela 11 - Doseamento do cortisol sérico antes (T0) e apds (T1) a realizacdo de TCP em
cdes nao atopicos.

Animal Sedacéo TO (pg/dl) T1 (pg/dl)
NA.1 x <1 1,1
NA.2 x 1,9 3,7
NA.3 x 1,1 <1
NA.4 x 2,5 2,4
NA.5 x 2,1 11
NA.6 v 2,3 1,4
NA.7 v 3,4 2,1
NA.8 v 2,6 2,2
NA.9 v 1,2 <1
NA.10 v 1,4 2,7

NA. - N&o Atépico.

3.2. Fase ll

3.2.1. CARACTERISTICAS DOS ANIMAIS EM ESTUDO

Para a realizacdo das provas alergologicas cutaneas na fase Il foram seleccionados 13 cées
atopicos, 4 machos e 9 fémeas, e destes apenas 4 sdo cdes de raca indefinida. Estes
animais apresentam uma média de 4,5 anos e um peso médio de 24,8 kg. Todos os cées
atopicos incluidos nesta fase pertencem a area metropolitana de Lisboa; 6 vivem apenas em

ambiente interior e o0s restantes habitam tanto no interior como no exterior (Tabela 12).

Tabela 12 - Caracteristicas dos animais incluidos na fase Il do estudo.

Animal Raca Sexo Peso (Kg) Idade (Anos) Ambiente
A.l Bulldog Inglés M 30,2 4 Interior

A2 Indefinida F 29,0 5 Interior e exterior
A.3 Indefinida M 20,3 1 Interior

A4 Indefinida F 20,6 9 Interior e exterior
A5 Bulldog Inglés F 17,2 4 Interior e exterior
A.6 WHWT F 8,9 8 Interior e exterior
A7 Indefinida F 39,0 5 Interior e exterior
A.8 Pastor Aleméao M 42.9 8 Interior e exterior
A.9 Labrador Retriever M 29,4 2 Interior

A.10 Indefinida F 10,8 5 Interior e exterior
A1l Braco Aleméo F 21,5 1 Interior

A.12 Labrador Retriever F 28,8 3 Interior

A.13 Weimaraner F 23,9 3 Interior

A — Atbpico. F - Fémea. M — Macho.
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3.2.2. RESULTADOS DOS TID E DOS TCP EFECTUADOS NOS CAES ATOPICOS.

Na segunda fase do presente estudo ndo foram registadas quaisquer reaccBes adversas
sistémicas, tendo-se verificado apenas algum grau de prurido associado as papulas turgidas
e eritematosas tipicas dos testes cutaneos, o qual foi controlado, em todos os casos, através
da administracao de GC tdpicos apds a sessao.

Os TID efectuados nos cées atopicos foram considerados validos na sua totalidade, uma
vez que, em todos eles, a injeccdo da solucdo correspondente ao controlo positivo deu
origem a uma reacgao positiva (papula tdrgida e eritematosa) e a injeccao da solucdo do
controlo negativo ndo provocou qualquer reacgao cutanea visivel. Contudo, um destes caes
(A.9) ndo obteve resultados validos nos TCP, pois a inoculagdo do controlo negativo deu
origem a uma pequena papula visivel, pelo que foi excluido do estudo.

Das 336 injec¢Oes intradérmicas realizadas com extractos alergénicos nesta fase do estudo,
resultaram 83 reacg¢des positivas e 253 negativas. O didmetro médio das péapulas de
histamina obtidas nos TID foi de 2,07 cm (0=0,43 cm), enquanto 0s alergénios positivos nos
mesmos testes deram origem a papulas com 1,0 a 2,0 cm de didmetro médio (48,4 a 96,8%
da papula do controlo positivo).

Os resultados mais relevantes obtidos pela aplicagdo de TID nos 12 caes atopicos, cujos
testes foram considerados validos nesta fase do estudo, sdo os seguintes:

e Apenas um animal (A.1l) ndo reagiu a injec¢do intradérmica dos extractos
alergénicos; o seu diagnostico foi, assim, classificado como Dermatite do tipo atépico
(Halliwell, 2006). Os restantes animais (n=11) testados demonstraram-se
sensibilizados, no minimo, a 5 alergénios diferentes.

e O grupo de aeroalergénios que originou mais respostas positivas nos TID foi o dos
acaros (11/12) (Figura 7), seguindo-se os grupos dos epitélios (4/12), dos pdélenes de
gramineas (4/12), dos pélenes de ervas daninhas (3/12), dos insectos (3/12), dos
pblenes de arvores (2/12) e, por fim, o grupo dos fungos (1/12). As penas nédo
revelaram qualquer reac¢do nos animais testados (Figura 8).

e Individualmente, os alergénios com maior numero de sensibilizagbes foram o acaro
do p6é Dermatophagoides farinae (10/12) e os acaros de armazenamento Acarus Siro
(10/11), Tyrophagus putrescentiae (10/12) e Lepidoglyphus destructor (10/12), logo
seguidos do &caro do p6 Dermatophagoides pteronyssinus (9/12), como é possivel

verificar na Tabela 14.
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Figura 7 - Resultados positivos a alergénios de acaros domeésticos nos TID realizados num
cdo atdpico (fotografia original).

Figura 8 - Distribuicdo das sensibilizac6es registadas nos TID por grupos de alergénios.
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Nos cdes atbpicos, as papulas obtidas pela inoculagdo de histamina através da técnica de
picada (Figura 9) apresentaram um didmetro médio de 8 mm (0=2,05 mm). N&o foram,
contudo, registadas diferencas significativas entre a dimenséo destas e a das pépulas de
histamina obtidas nos cé@es néo atépicos estudados na fase | do presente estudo
(p=0.1051).
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Figura 9 - Respostas cutaneas a inoculacéo do controlo positivo por TID e TCP.

Seta azul — Reaccéo cuténea ao controlo positivo obtida por TID. Seta verde - Reacc¢do cutanea ao

controlo positivo obtida por TCP.

Da analise ROC efectuada, resultou um valor de cut-off para a positividade dos TCP de 1
mm. Utilizando este limiar, encontrou-se uma sensibilidade de 0,562 (IC 95% 0,452-0,671),
uma especificidade de 0,877 (IC 95% 0,827-0,922), um VPP de 0,651 (IC 95% 0,520-0,767)
e um VPN de 0,831 (IC 95% 0,769-0,881). A area estimada sob a curva ROC foi de 0,724
(Figura 10).

Figura 10 - Curva ROC para o valor de cut-off (1 mm).
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Visto nao terem sido registadas papulas com didametro inferior a 1 mm, considerou-se que
qualquer papula visivel no local de inoculagdo de um alergénio correspondeu,
efectivamente, a um resultado positivo. Assim, das 252 picadas de alergénios aplicadas
nesta fase, resultaram 63 reacc¢des positivas e 189 respostas negativas. Os alergénios
positivos deram origem a papulas com dimensdes médias de 3 a 5 mm (30,3 a 64,6% da
papula de histamina). Na Tabela 13 apresentam-se os resultados da analise estatistica
efectuada para o grupo dos acaros e individualmente para cada alergénio desse mesmo
grupo. Os restantes grupos ndo foram avaliados, dado o reduzido nimero de sensibilizacdes
registado.

Tabela 13 - Analise estatistica dos resultados obtidos por TCP para os acaros domésticos
(cut-off de 1 mm).

Alergénios Se (IC 95%) Sp (IC 95%) VPP% (IC 95%) VPN (IC 95%)

Der f 0.700 1.000 1.000 0.400
(0.348-0.933)  (0.158-1.000)  (0.590 - 1.000) (0.053 - 0.853)

Der p 0.778 1.000 1.000 0.600
(0.340-0.972)  (0.292 - 1.000) (0.590 -1.000) (0.147 - 0.947)

Acas 0.200 0.500 0.667 0.111
(0.025-0.556)  (0.013-0.987)  (0.094 - 0.991) (0.003 - 0.483)

Tyr p 0.800 0.500 0.889 0.333
(0.444-0.975)  (0.013-0.987)  (0.517 - 0.997) (0.008 - 0.906)

Lep d 0.600 0.500 0.857 0.200
(0.263-0.878)  (0.013-0.987)  (0.421 - 0.996) (0.005 - 0.717)

Acaros 0.612 0.727 0.909 0.296

(0.462 - 0.748)

(0.391 - 0.940)

(0.757 - 0.981)

(0.137 - 0.502)

Der f - Dermatophagoides farinae; Der p - Dermatophagoides pteronyssinus; Aca s - Acarus siro; Tyr
p - Tyrophagus putrescentiae; Lep d - Lepidoglyphus destructor. Se - Sensibilidade; Sp -
Especificidade; VPP - Valor preditivo positivo; VPN - Valor preditivo negativo; IC - Intervalo de

confianca a 95%

Na Tabela 14 encontram-se registados, para cada alergénio, o numero de respostas
positivas e negativas obtidas em cada uma das técnicas aplicadas e o respectivo valor de k.
De uma forma geral, obteve-se um nivel de concordancia moderado (k=0,46).

Apenas um (Acarus siro) dos alergénios testados revelou diferencas significativas entre os
resultados dos dois testes (TID e TCP) pelo teste de McNemar (p=0.0455).
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Tabela 14 - Resultados dos TID e dos TCP obtidos nos 12 cées atdpicos estudados.

Alergénios TID TCP Concordéancia (k)
Grupo N.° Nome Pos. Neg. Pos. Neg. Individual Grupo
3 Dermatophagoides farinae 10 2 7 5 0,44 Mo
4 Dermatophagoides pteronyssinus 9 3 7 5 0,64
Acaros 5 Acarus siro 10 2 3 9 -0,13 P 0,22 R
6 Tyrophagus putrescentiae 10 2 9 3 0,25
7 Lepidoglyphus destructor 10 2 7 5 0,06 P
Epitélios 8 Felis catus 4 8 2 10 0,57 Mo | 0,57 Mo
Penas 10 Mistura de penas 0 12 2 10 0,00 P 0,00 P
Fungos 11 Alternaria alternata 0 12 0 12 N/A 0,00 P
12 Cladosporium herbarum 0 12 1 11 0,00 P
Bolenes 14 Platanus occidentalis 1 11 2 10 0,63 S
de Arvores 15 Cupressus arizonica 0 12 1 11 0,00 P 0,21 R
17 Olea Europa 2 10 1 11 -0,13 P
18 Dactylis glomerata 2 10 1 11 063 S
19 Festuca pratensis 3 9 2 10 0,25 R
Pélenes 20 Poa pratensis 2 10 2 10 -0,20 P
de gramineas 21 Lolium perenne 0 12 3 9 0,00 P S
22 Cynodon dactylon 1 11 4 8 031 R
23 Phleum pratense 2 10 3 9 0,25 R
Pélenes de ervas 25 Artemisia vulgaris 2 10 2 10 0,40 Mo 0.49 Mo
daninhas 26 Chenopodium album 3 9 3 9 0,56 Mo
Insectos 28 Periplaneta a./ Blatella germéanica 2 10 1 11 0,63

N/A — Nao aplicavel
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4. DISCUSSAO
4.1. Fase |
Tal como seré posteriormente discutido, na primeira fase do presente estudo, verificAmos
gue a técnica de picada em caes:
e pode ser efectuada recorrendo aos extractos alergénicos da ALK-Abellé6® utilizados
sem que sejam esperadas reacc¢oes irritantes falso-positivas;
e ¢é de facil execucao e praticamente indolor;

¢ mantém os niveis de cortisol sérico dentro dos valores fisioldgicos.

4.1.1. AVALIACAO DAS CONCENTRACOES DOS EXTRACTOS USADOS NOS TCP

Tendo em conta que todos os cdes ndo atopicos obtiveram testes validos sem qualquer
reaccao positiva aos alergénios, é possivel considerar que as concentracfes dos extractos
usados na fase | deste estudo podem ser aplicadas em caes atépicos sem que sejam
esperadas reaccoes falso-positivas devidas a este factor.

A semelhanca do que é referido na literatura no que diz respeito aos TID (Reedy et al.,
1997; Hillier & DeBoer, 2001), também nos TCP os extractos alergénicos devem ser usados
na concentracdo maxima disponivel que ndo provoque reacgdes irritantes em mais de 10%
dos animais ndo atopicos estudados. Assim, de forma a garantir que as concentragfes dos
extractos alergénicos da ALK-Abell6®, normalmente utilizados em alergologia humana, nao
provocam reacgOes falso-positivas em cées atopicos, comegou-se por testar esses mesmos
extractos em 10 cées clinicamente ndo atépicos.

Estes resultados estdo de acordo com o estudo preliminar anteriormente realizado em caes
nao atopicos (Rocha, 2012), no qual foi aplicada uma série de extractos semelhantes
agueles aqui utilizados, confirmando-se, agora, a resposta negativa a um maior nimero de
alergénios, o que, a partida, ja nos indica que este tipo de teste terd uma boa especificidade.
No presente trabalho, o valor médio dos diametros da papula de histamina obtido em cées
nao atépicos (6,8 mm) foi significativamente superior (Teste de Wilcoxon, p<0,05) a média
encontrada no estudo anterior (4,9 mm) (Rocha, 2012). Ambos os ensaios utilizaram
solugbes de histamina provenientes do mesmo fabricante (ALK-Abell6®), com igual
composicdo e poténcia, pelo que as diferencas registadas se podem dever apenas a
variagdes na pressao exercida durante as picadas (Dreborg, 2001). A pressao realizada é
dificil de uniformizar entre pessoas e mesmo entre picadas efectuadas pela mesma pessoa;
por isso, segundo Dreborg (2001), em MH é recomendado que o tamanho da papula obtida
para o controlo positivo (dihidrocloreto de histamina a 10 mg/ml) seja de 6 mm para a
maioria dos individuos, o que foi conseguido nos pacientes caninos testados nesta fase do

estudo.
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4.1.2. FACILIDADE DE EXECUGAO E GRAU DE DOR DA TECNICA DE PICADA EM CAES
Corroborando os resultados do estudo preliminar (Rocha, 2012), foi possivel confirmar a
facilidade e rapidez de execucdo do método de picada mesmo em caes nao sedados. Tal
como em alergologia humana, a execucédo dos TCP ndo exige tanta experiéncia por parte do
operador como os TID (ASCIA, 2009) e uma Unica pessoa foi suficiente para a aplicacédo de
uma simples técnica de contencdo, semelhante aquela necessaria para a realizacdo de
procedimentos médicos bésicos, como o corte de unhas. Efectivamente, evitar que as gotas,
depositadas sobre a superficie cutanea, escorressem nao foi um obstaculo a execucédo
destes testes, afastando assim um dos receios previamente apontados (Hillier & DeBoer,
2001). Alids, a semelhanca do que se pratica em pacientes humanos (ASCIA, 2009), foi
possivel aplicar varias gotas de alergénios antes de efectuar as respectivas picadas (Figura
11). Naturalmente, em cdes menos cooperantes, este procedimento podera ser realizado
para cada alergénio individualmente, o que néo invalida, contudo, a sua possibilidade de
execucdo. Nestes casos, uma boa opgdo podera ser ainda a utilizagdo de dispositivos de
cabecga multipla, em substituicdo das lancetas individuais, uma vez que, ao permitirem a
inoculac@o de varios extractos ao mesmo tempo, tornam a técnica mais rapida (Nelson et
al., 1998).

Figura 11 - Varias gotas depositadas sobre a superficie cutanea antes das respectivas
picadas (fotografia original).

Independentemente do temperamento do animal a testar, é da responsabilidade do médico
veterinario procurar a técnica que, para além de bom meio de diagndstico, seja também a
menos dolorosa. Em MH, o tipo de dispositivo utilizado neste tipo de testes € um dos
factores que mais influéncia tem no grau de dor manifestado pelos pacientes (Oppenheimer
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& Nelson, 2006a; Antunes et al., 2009). No presente estudo foram utilizadas lancetas
metalicas com ponta de 1 mm da ALK-Abell6® (Figura 12), pois este tipo de dispositivo € um
dos menos trauméaticos comercialmente disponiveis para a realizacao da técnica de picada
em alergologia humana (Nelson, Rosloniec, McCall & 1klé, 1993; Almarales et al., 2005;
Masse et al., 2011).

Figura 12 - Lanceta metélica com ponta de 1 mm de penetracédo da ALK-Abell6® (fotografia
original).

Em MV, de entre os sinais mais evidentes de dor encontram-se as mudancas
comportamentais, pelo que a presenca destas €, frequentemente, avaliada recorrendo a
escalas que classificam as reacgdes do animal a uma determinada situagéo dolorosa
(Hellyer et al., 2007). Muitas das escalas existentes para uso veterinario derivam das
escalas de heteroavaliacdo de dor ja desenvolvidas em MH, particularmente para estimativa
de dor em criancas pré-verbais (Hansen, 2003). Actualmente existem vérias escalas
comportamentais para avaliacdo do grau de dor em cées, nomeadamente as desenvolvidas
pelas Universidades de Melbourne (Firth & Haldane, 1999), de Glasgow (Holton, Reid, Scott,
Pawson & Nolan, 2001) e do Estado do Colorado (Hellyer, Uhrig, & Robinson, 2006).

Na auséncia de uma escala devidamente validada para avaliacdo da dor provocada por
testes cutdneos ou similares em cées, a seleccdo da escala a adoptar no presente estudo
foi efectuada com base em trabalhos ja publicados em MH. Num estudo portugués (Duarte
et al., 2010), realizado com 0 objectivo de avaliar a dor provocada por TCP numa populagéo
em idade pediatrica, foram aplicadas trés escalas diferentes: uma escala de heteroavaliacdo
de OPS (Objective pain scale), com excepc¢do da medicdo da pressao arterial, em criancas
com idades compreendidas entre 0s 2 e 0s 5 anos; uma escala de auto-avaliagéo de faces,
em criancas dos 5 aos 8 anos; e uma escala numérica, em criancas dos 9 aos 12 anos. A
OPS, usada em criancas pré-verbais, € uma escala de heteroavaliacdo de dor que consiste
na analise da pressao arterial e de 4 categorias comportamentais (choro, movimentos,
agitacdo e verbalizacdo ou linguagem corporal) pontuadas de 0 a 2 (Broadman, Rice &
Hannallah, 1988). Tais categorias sdao em tudo semelhantes as avaliadas na populacdo
canina pela Escala Composta de Dor de Glasgow, 0 que motivou a utilizagdo desta ultima

no presente trabalho.
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Assim, foi realizada uma adaptacdo da forma abreviada da escala de dor da Universidade
de Glasgow (Reid et al., 2007), originalmente desenvolvida com o objectivo de classificar a
dor aguda poés-cirdrgica em cées. Esta escala permite descrever a dor, rapida e facilmente,
através de palavras ou expressdes objectivas e habitualmente utilizadas na pratica clinica
veterinaria. Com a sua aplicagdo durante e apoés a realizacdo dos TCP, a pontuagéo total
maxima obtida (em 2 dos 5 cées avaliados) foi 1 em 20, ficando este valor muito abaixo do
limiar (5 em 20) indicado pelos autores para a administracdo de analgesia (Reid et al.,
2007). Deste modo, podemos considerar que, tal como sugerido por estudos anteriores
(Ballauf, 1991; Rocha, 2012), a técnica de picada constitui um procedimento pouco doloroso
nos caes, a semelhanca daquilo que, alias, foi verificado em MH. No trabalho de Duarte e
seus colaboradores, a baixa pontuacéo obtida em todas as escalas utilizadas revelou que a
dor provocada por esta técnica em criancas € de baixa intensidade e transitoria, podendo
corresponder apenas ao desconforto devido, muito provavelmente, ao prurido e ansiedade
relacionados com o procedimento. De facto, o comportamento das criancas pode ser
influenciado por procedimentos médicos anteriormente experienciados, sendo
particularmente importante, nestes casos, a aplicagdo de métodos ndo farmacolégicos
(Duarte et al., 2010).

Embora o desconforto associado a esta técnica seja minimo, acreditamos que a sua
aplicagdo em cdes possa, em certos casos, vir a ser melhor tolerada na presenca dos
respectivos proprietarios. Ao contrario dos TID, os TCP podem, como sera discutido adiante,
vir a ser realizados sem qualquer tipo de sedacdo, ndo havendo, portanto, qualquer
inconveniente decorrente da assisténcia dos donos ao procedimento. Estes podem mesmo
contribuir para o conforto do animal, auxiliando no emprego de técnicas de distraccdo
semelhantes as utilizadas em criangas (Mahé, Soussan & Sigal, 2011), como o recurso a
brinquedos que desviem a aten¢do do animal do foco de dor. Associado a estes métodos
nao farmacolégicos de controlo de dor é importante que todo o procedimento seja realizado
num ambiente calmo e confortavel, com o menor grau de contencao possivel, de modo a

reduzir ao maximo a ansiedade do paciente (Mahé et al., 2011).

4.1.3. DOSEAMENTO DO CORTISOL SERICO

Perante uma situacdo de stress, para além de alteracdes comportamentais, os caes podem
manifestar respostas fisiologicas que reflectem mudancas na actividade do sistema adreno-
-medular simpatético e do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (Beerda, Schilder, van Hooff &
de Vries, 1997; Beerda, Schilder, van Hooff, de Vries & Mol, 1998). A avalia¢do deste ultimo
€, normalmente, realizada através do doseamento do cortisol plasméatico (Beerda et al.,
1997), tendo este parametro fisiologico sido ja utilizado em varios trabalhos como indicador
de stress nos cées (Frank et al.,, 1992; Fox, Mellor, Firth, Hodge, & Lawoko, 1994;
Hennessy, Davis, Williams, Mellott, & Douglas, 1997; Fox, Mellor, Lawoko, Hodge, & Firth,
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1998; Hennessy et al., 2001; Marcovich, Williams, Seifman, & Wolf, 2001; Steiss, Schaffer,
Ahmad, & Voith, 2007; Haverbeke, Diederich, Depiereux & Giffroy, 2008).

Frank e seus colaboradores usaram o cortisol plasmatico para avaliar o nivel de stress
induzido pela realizacdo de TID em cées, reportando um aumento da cortisolémia nos
animais ndo sedados relativamente aqueles submetidos a sedac¢ao durante o procedimento.
Segundo os autores, 0s niveis de cortisol mantiveram-se dentro dos valores normais
fisiolégicos e as elevagbes verificadas néo influenciaram as respostas cutaneas as injec¢oes
intradérmicas dos alergénios, uma vez que ndo foram registadas diferencgas significativas na
concentragao de cortisol entre caes sedados e ndo sedados com resultados positivos ou
falso-negativos (Frank et al., 1992).

Todos os caes analisados nesta fase do estudo revelaram concentracdes séricas de cortisol
abaixo do limite superior de referéncia de 6,0 pg/dl (Feldman & Nelson, 2004), tanto antes
(TO) como apoés (T1) a execugdo dos TCP. Curiosamente, embora sempre dentro dos
valores fisiol6gicos, alguns dos cédes testados obtiveram niveis de cortisol ligeiramente
superiores na primeira colheita relativamente a segunda, o que nao nos surpreende dado o
grau de agitagdo por eles demonstrado ao serem transferidos do canil para a sala de
execucdo dos testes cutaneos. Haubenhofer e Kirchengast (2006) trabalharam com caes
usados em actividades e terapias assistidas por animais e verificaram que as actividades
realizadas por estes durante as suas sessoes, incluindo a exposicdo a novos ambientes e a
pessoas desconhecidas, podem influenciar a excitagédo fisioldgica dos caes; embora isto ndo
corresponda necessariamente a um estimulo negativo, o efeito foi 0 aumento da producéo
de cortisol (Haubenhofer & Kirchengast, 2006). Algo semelhante podera ter ocorrido com 0s
cédes do canil do Hospital Escolar da FMV-UTL ao serem por nés abordados e transportados
para um local diferente do habitual.

Ap6s a primeira colheita, ja instalados e adaptados ao novo ambiente, os caes provenientes
do canil tiveram a oportunidade de receber atencéo e carinho, o que podera ter influenciado
a descida dos valores de cortisol uma hora depois dos testes. De acordo com alguns dos
trabalhos publicados por Hennessy e seus colaboradores, 20 minutos de interacgdo humana
podem acalmar e prevenir o aumento dos niveis de cortisol em situagdes de stress. O
contacto fisico parece ser util na reducéo da resposta hipotalamica-pituitaria-adrenal, n&o sé
em cdes confinados em canis, como, provavelmente, em qualquer canideo sujeito aos
procedimentos médicos efectuados, por rotina, nos centros de atendimento veterinario
(Hennessy, Williams, Miller, Douglas & Voith, 1998; Hennessy et al., 2002). Efectivamente,
os métodos de distraccao aplicados durante e apés a execucdo dos TCP no presente ensaio
podem ter ajudado a diminuir ou a prevenir a elevagdo da concentragdo sérica de cortisol
em alguns dos caes ndo atopicos, o que, como ja foi referido, pode funcionar como um bom

método para controlo ndo farmacoldgico da dor.
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Embora alguns estudos apontem que bastam alguns minutos para activar o eixo hipotalamo-
-pituitaria-adrenal (Hennessy, Heybach, Vernikos & Levine, 1979; Hennessy et al., 1998), o
tempo de semi-vida do cortisol no plasma € superior a 70 minutos (Kirschbaum &
Hellhammer, 1989). Assim, o periodo decorrido entre a execu¢do dos TCP e a segunda
colheita permitiu garantir que, havendo elevagéo nos niveis de cortisol, mesmo sendo esta
transitoria, tal seria provado. A grande maioria dos valores de cortisol obtidos na segunda
colheita sdo inferiores a metade do limite maximo fisiolégico, o que significa que, mesmo
que as concentra¢des tenham diminuido para metade ao fim de uma hora, nunca teréo
ultrapassado os valores de referéncia. Além disso, um dos métodos utilizados na pratica
clinica para diagnostico de hiperadrenocorticismo no cdo consiste na determinacdo dos
valores de cortisol antes e uma hora apds a administracdo de hormona adrenocorticotréfica
sintética (Feldman & Nelson, 2004). Independentemente da via de administragdo
(endovenosa ou intramuscular) da mesma, as concentragfes séricas de cortisol, medidas
em cées saudaveis, entre os 60 e os 90 minutos demonstraram ser significativamente
superiores as concentragfes determinadas aos 30 ou aos 120 minutos (Behrend,
Kemppainen, Bruyette, Busch & Lee, 2006).

Apesar de tudo, os resultados apontam que esta técnica seja, de facto, menos dolorosa do
gue a injeccdo dos alergénios por via intradérmica, uma vez que todos os animais do
presente estudo revelaram niveis de cortisol abaixo da média determinada em cées ndo
sedados apos a realizacdo de TID (4,86 pg/dl) (Frank et al., 1992). Além disso, ndo foram
verificadas diferencas significativas (p<0,05) na dimensdo média das papulas
correspondentes ao controlo positivo entre cdes sedados e ndo sedados, o que nos indica
gue, a semelhanca dos TID (Frank et al., 1992), as alteragc6es na cortisolémia, decorrentes
da execucédo da técnica sem o recurso a sedacédo, nao tém influéncia na validade dos TCP.
A prépria colheita de sangue €, por vezes, referida como um factor de stress, contribuindo
para o aumento dos niveis de cortisol. Mas, embora se possa efectuar o doseamento da
mesma hormona na saliva dos caes (Vincent, & Michell, 1992; Beerda, Schilder, Janssen &
Mol, 1996), este ultimo método parece ter ainda algumas limitagdes e variacdes inter e intra-
-individuais (Dreschel, & Granger, 2009). Além disso, tanto a venopunctura como 0 recurso
a cateter venoso demonstraram ndo provocar alteragfes nos niveis de cortisol plasmético,
sobretudo em cées j& familiarizados com este tipo de procedimentos (Knol, Dieleman,
Bevers, van den Brom, & Molt, 1992), como é o caso dos animais do canil do Hospital
Escolar da FMV-UTL. De qualquer forma, para reduzir a possibilidade da venopunctura
influenciar a actividade do eixo hipotdlamo-pituitéria-adrenal, as colheitas foram realizadas
no menor tempo possivel (Hennessy et al., 1997, 1998, 2001). Deste modo, havendo
consequéncias deste método de colheita, tal s6 se viria a verificar nas concentragfes de T1,

0 que, como vimos, nao se veio a confirmar.
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A evolucdo dos niveis plasméaticos de cortisol ao longo do dia é algo que continua por
esclarecer nos cées. As flutuacbes verificadas na sua concentracdo devem-se a forma
episddica pela qual é efectuada a secre¢édo desta hormona (Takahashi, Ebihara, Nakamura
& Takahashi, 1981; Kemppainen & Sartin, 1984; Feldman & Nelson, 2004), mas n&o parece
estar presente um ritmo cicardiano evidente no cortisol plasmético (Takahashi et al., 1981,
Kemppainen & Sartin, 1984; Beerda et al., 1996; Haverbeke et al., 2008; Pessina et al.,
2009); ou, existindo, tal facto esta sobretudo relacionado com a actividade do animal durante
o dia, isto &, diminui ap6s os periodos de descanso e aumenta ap0s 0s momentos de maior
actividade (Kolevska, Brunclik & Svoboda, 2003; Castillo et al., 2009). No presente estudo,
embora nem todos os animais tenham sido sujeitos aos TCP a mesma hora do dia, todos
eles se encontravam em semelhante nivel de actividade antes de serem transferidos do
canil para a sala de execugdo dos testes cutdneos, ndo sendo de esperar, portanto,
diferencas nas concentracdes de cortisol dai resultantes. As oscilagdes nos valores de
cortisol podem, contudo, corresponder simplesmente aos picos fisiolégicos de producdo da

hormona.

4.2. Fase ll
Na fase Il deste estudo foi possivel verificar que todos os caes com DA, confirmada por TID,
obtiveram resultados positivos nos TCP a, pelo menos, alguns dos alergénios testados.
Adicionalmente, a técnica de picada revelou ter uma capacidade discriminatéria aceitavel
(AUC=0,724) em cées.
Depois de nos certificarmos que as concentracdes dos alergénios disponiveis ndo provocam
reaccdes irritantes em caes ndo atopicos, foi possivel avancar para a segunda fase do
estudo, testando os mesmos extractos agora em cdes com diagndstico clinico de DA.
Porém, num dos animais testados (A.1), apesar deste ser indicativo de DAc, nenhum dos
extractos alergénicos deu origem a uma resposta positiva nos TID, sendo assim classificado
como Dermatite do tipo atdpico (Halliwell, 2006). Neste caso, os resultados dos TCP foram
totalmente concordantes com os dos TID, néo tendo sido observada qualquer reaccado para
além da correspondente a inoculagéo do controlo positivo.
O reduzido nimero de animais sujeitos a TID na segunda fase do estudo coloca-nos
algumas limitagbes no que diz respeito a relevancia das conclusdes que possam ser
efectuadas. Contudo, e embora ndo seja este o principal objectivo do presente trabalho,
antes de nos debrugarmos sobre as respostas obtidas pela técnica de picada, parece-nos
importante tecer algumas consideragdes relativamente aos resultados dos TID, de forma a
verificar se estes estdo de acordo com o esperado:
e A totalidade dos animais com DAc apresentou reaccfes positivas a mais do que um
acaro doméstico. Tendo em consideracdo que todos 0s animais em estudo passam,
pelo menos parte do seu tempo, em ambiente interior, a elevada frequéncia de
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sensibilizacbes face a estes alergénios ja seria de esperar, pois 0 ambiente
doméstico parece favorecer a sua exposicdo (Marsella & Samuelson, 2009;
Lourenco-Martins et al., 2010).

Os acaros Acarus siro e Tyrophagus putrescentiae revelaram uma maior
percentagem de sensibilizacdo (10/12) nos TID do que o esperado tendo em conta
gue ndo sao estes mas sim o0s acaros do po, sobretudo do género
Dermatophagoides, aqueles cujas reac¢des de hipersensibilidade sdo consideradas
mais frequentes nos cées atopicos (Hill & DeBoer, 2001; Nuttall et al., 2006). Além
disso, num estudo portugués realizado na mesma regido geogréfica, apenas metade
dos caes atdpicos testados se mostrou sensibilizada para estes dois acaros apoés
TID (Lourenco-Martins, 2010). Interessantemente, tal como se previa (Lourenco-
-Martins, 2010), o 4caro Lepidoglyphus destructor, adicionado a bateria de alergénios
testados no presente estudo, obteve, & semelhanca dos restantes acaros de
armazenamento, uma elevada percentagem de reaccdes positivas nos TID (10/12).
Grande parte da populagdo testada por via intradérmica (10/12) mostrou-se
sensibilizada, no minimo, para um dos acaros do p6 (Der f e Der p), o que corrobora
com o estudo ja realizado numa populagdo canina (n=138) a viver na area
metropolitana de Lisboa (Lourengo-Martins, 2010).

As Unicas espécies de polenes que provocaram reaccdes positivas em mais de dois
dos individuos em estudo foram Festuca pratensis (3/12) e Chenopodium album
(3/12), resultados estes que se revelam concordantes com as percentagens
relativamente elevadas obtidas para estes alergénios tanto em Portugal (9 e 13%,
respectivamente) (Lourenco-Martins, 2010) como na Grécia (11 e 15%,
respectivamente) (Saridomichelakis et al., 1999), paises com caracteristicas
climatéricas e, provavelmente, polinicas muito semelhantes.

Dos TID efectuados com extractos de insectos, destacam-se as sensibilizagfes aos
alergénios de pulga em 3 dos 12 animais estudados. De facto, em zonas endémicas
para este parasita, como é a regido de Lisboa, a DAc predispde frequentemente ao
desenvolvimento de DAPP (Sousa & Halliwell, 2001). Os resultados deste estudo
estdo, uma vez mais, de acordo com aqueles obtidos anteriormente num maior
namero de pacientes: 22% dos cdes atépicos desta area geografica apresentou uma
reacgao positiva 15 minutos apos a injec¢ao intradérmica deste alergénio (Lourenco-
-Martins, 2010)

Nesta fase, os alergénios pertencentes ao grupo das penas nao provocaram
qualquer reaccdo nos cades testados. Face ao reduzido nimero de animais em
estudo, tais resultados ndo nos surpreendem; este parece, de facto, ser um dos

grupos de aeroalergénios para 0s quais a populacdo canina do sul da Europa se
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encontra menos sensibilizada (Saridomichelakis et al., 1999; Lourencgo-Martins,

2010).
Uma das vantagens referidas em MH para o uso dos TCP em detrimento dos TID é a menor
percentagem de reaccdes adversas (Bernstein et al., 2008). Em MV, embora os TID estejam
associados a uma menor frequéncia deste tipo de reaccdes (Hillier & DeBoer, 2001; Scott et
al., 2001), a técnica de picada parece ser igualmente segura, ndo havendo, segundo
sabemos, registo de quaisquer reaccdes adversas em cavalos (Tilley et al., 2010) nem em
caes (Ballauf, 1991; Rocha, 2012). O presente estudo corrobora com esta ideia, uma vez
gue em nenhum dos caes testados (atopicos e ndo atbépicos) foram registados efeitos
secundarios da aplicacdo dos TCP, para além das reaccdes cutaneas localmente esperadas
e do prurido a estas associado.
Apenas um dos cées (A.9) testados pela técnica de picada ndo originou um resultado valido,
visto ter demonstrado uma reaccdo positiva no local de inoculacdo da solucdo
correspondente ao controlo negativo. Contudo, visto ter sido um caso isolado e tal ndo ter
ocorrido aguando da injecgdo intradérmica, acreditamos que possa ter sido fruto de algum
tipo de contaminacdo a partir de um dos extractos alergénicos ou do proprio controlo
positivo.
No presente estudo, aplicamos uma Unica picada por alergénio, ao contrario daquilo que ja
tem sido recomendado em alergologia humana (Dreborg, 2001) e aplicado até em equinos
(Tilley et al, 2010; Tilley, Luis & Ferreira, 2012). Contudo, considerdmos prudente nao
recorrer a duplicacdo dos testes, pois isso implicaria a execucao de 46 (2 x 23) picadas a
adicionar as 30 injecc¢fes intradérmicas efectuadas na mesma sessao, 0 que aumentaria o
periodo de sedacdo. Além disso, Devenney e Falth-Magnusson (2001), ao analisarem 1087
testes realizados em duplicado em criangas, encontraram apenas 1,3% de resultados
contraditérios, concluindo que o risco adicional de reac¢bes adversas nao justificaria a
deposicdo de um extracto extra. Parece-nos, porém, que seria algo a aplicar em futuros
ensaios, caso estes sejam realizados sem sedacdo ou com menor nimero de testes por
animal, de forma a investigar a precisédo da técnica em caes.
Em MH, de acordo com as recomendacdes da European Academy of Allergy and Clinical
Immunology, devem ser consideradas positivas todas as reaccdes que, nos TCP a
aeroalergénios, resultem numa papula de didmetro igual ou superior a 3 mm (Bousquet et
al., 2012). Tanto quanto sabemos, nunca foi sugerido nenhum valor de cut-off para o
didmetro das papulas resultantes da execucao deste tipo de teste em caes.
Da andlise ROC efectuada para todos os alergénios testados neste estudo, resultou um
valor de cut-off geral de 1 mm, o que nos leva a pensar que, no cdo, poderd ndo ser
necessaria a definicdo de um valor limite a partir do qual se possa considerar uma reac¢éo
positiva. Serdo, pois, necessarios estudos adicionais, que incluam um maior nimero de

cdes atbpicos, para confirmar esta suspeita. Contudo, a diferenca verificada quanto a

78



reactividade cutdnea entre espécies ndo nos surpreende, tendo sido ja reportada por Tilley
et al. (2010) num estudo realizado em cavalos com ORVA. Neste, o cut-off proposto para o
didmetro das papulas obtidas por TCP foi de 10 mm, valor bastante superior ao
habitualmente referido em pacientes humanos.

Por outro lado, ha que ter em consideracdo que, decorrente das diferencas existentes entre
ambas as técnicas (volume, concentracdo e via de administragdo dos alergénios), a
reactividade cutadnea no TCP é naturalmente menor do que a encontrada no TID. Em
equinos, por exemplo, o valor de cut-off sugerido para os TCP (Tilley et al., 2010) € inferior
aos 15 mm anteriormente propostos para os TID (Lebis, Bourdeau, & Marzin-Keller, 2002).
De igual modo, tendo em conta que a dimensdo média para as papulas correspondentes
aos alergénios positivos nos TID foi, no presente estudo, de 1,0 a 2,0 cm, ndo poderiamos
esperar obter papulas de grandes dimensdes na técnica de picada.

Tanto quanto sabemos, 0 Unico estudo que tentou comparar as reac¢des cutaneas obtidas
por TID e TCP em cées foi realizado ha mais de duas décadas por Ballauf (1991). Neste,
concluiu-se que a aplicacdo da técnica de picada ndo era apropriada a espécie canina
devido a obtencdo de reaccdes fracas, dificeis de interpretar, apontando-se como Unica
vantagem o facto de ser menos dolorosa do que a ja bem conhecida injeccdo intradérmica.
As respostas aos TCP foram consideradas relevantes se atingissem pelo menos 50% do
tamanho da papula do controlo positivo (histamina a 0,1%), tendo sido classificadas no
maximo com “++” numa escala de “-” a “+++++” (Ballauf, 1991). A autora ndo nos da a
conhecer a dimensao objectiva das papulas conseguidas e utiliza uma concentracdo de
histamina 10 vezes inferior a do presente estudo, a qual ja tinha sido abandonada em MH
devido as pequenas papulas e baixa reprodutibilidade que permite (Malling, 1984).
Podemos, contudo, aferir que as reac¢bes correspondentes a inoculacdo do controlo
positivo obtidas por Ballauf teriam cerca de metade daquelas aqui alcangadas (Malling,
1984). Assim, visto que todas as respostas cutédneas aos extractos alergénicos do presente
ensaio foram superiores a 25% da papula de histamina a 10 mg/ml, entdo, provavelmente
estas serdo também maiores do que as papulas dos alergénios positivos de Ballauf. Fica,
contudo, por esclarecer se a justificacédo para tal ocorréncia é a maior poténcia dos extractos
alergénicos actualmente disponiveis ou o simples facto de, neste estudo, ao contrario do
anterior, termos incluido apenas caes com diagndstico clinico de DA cumpridores dos mais
recentes critérios aprovados pela ITFCAD (Favrot et al., 2010; Olivry, 2010).

N&o temos conhecimento de nenhum trabalho que, até hoje, tenha determinado os valores
de sensibilidade e de especificidade dos TCP em cédes. No entanto, Tilley e seus
colaboradores usaram a mesma técnica em cavalos com ORVA e encontraram uma
sensibilidade de 98% e uma especificidade de 73% (Tilley et al., 2010). Além disso,
concluiram que estes testes sao significativamente melhores do que os testes serolégicos

(IgE alergénio-especifica no soro e no liquido de lavagem broncoalveolar) testados nos
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mesmos animais (Tilley et al., 2012), o que nos leva a acreditar que os TCP ndo sdo uma
mais-valia apenas em MH; os TCP comecam a dar passos importantes na alergologia
veterinaria.

Em alergologia humana, para compensar o menor volume de alergénio inoculado pelos
TCP, comparativamente ao injectado por via intradérmica, varios autores recomendam a
utilizacdo da méaxima concentracdo disponivel para os extractos a usar na técnica de picada
(Nelson, Oppenheimer, Buchmeier, Kordash & Freshwater, 1996; Wood, Phipatanakul,
Hamilton & Eggleston, 1999). De facto, visto a sensibilidade dos TCP ser inferior a dos TID,
para obter uma resposta nos TCP semelhante aquela resultante da injeccdo intradérmica
com o mesmo alergénio, sdo necessarias concentracdes 50 a 1000 vezes superiores
(Oppenheimer et al., 2007; Bernstein et al., 2008; ASCIA, 2009). No presente estudo, 0s
extractos alergénicos utilizados para a execucdo dos TCP ndo provinham do mesmo
fabricante que aqueles utilizados nos TID. Além disto, as unidades usadas para exprimir a
concentracdo dos alergénios sdo impossiveis de comparar, pelo que ndo nos foi possivel
efectuar este exercicio.

O nivel de concordancia entre os resultados obtidos em cada uma das técnicas foi, em
geral, moderado (k=0,46), o que se podera dever, por um lado, a menor sensibilidade dos
TCP e, por outro, a menor especificidade dos TID. No entanto, ndo foram registadas
diferencas significativas (p<0,05) entre os resultados obtidos num e noutro teste, com a
excepcao do alergénio Acarus siro (Figura 13).

Figura 13 - Reacc¢des cutaneas aos alergénios de acaros domeésticos obtidas nos TID e nos
TCP num céo com DA (fotografia original).

Circulos azuis: respostas positivas nos TID. Setas verdes: respostas positivas nos TCP. Seta
vermelha: resposta negativa ao Acarus siro no TCP.
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Possivelmente, nem todos os extractos alergénicos utilizados neste estudo se encontravam
suficientemente concentrados para provocarem reacgdes positivas nos cédes sensiveis a
esses alergénios. De qualquer forma, a sensibilidade alcancada (56,2%) parece-nos
promissora e, de certo, que poderd ser melhorada em futuros ensaios, caso se consiga
obter extractos mais potentes. Uma vez que foram utilizados extractos disponiveis para uso
em alergologia humana, a padroniza¢édo da sua poténcia bioldgica foi, obviamente, feita com
base na concentracdo dos alergénios major determinados para o Homem. No entanto,
actualmente sabe-se, por exemplo, que, ao contrario do que acontece nas pessoas, 0S
alergénios Der f 1 (25kDa), Der f 2 (14kDa), Der p 1 (25kDa) e Der p 2 (14kDa) nédo séo as
fraccdes alérgicas de maior importancia nos caes (Nutall et al., 2006), mas sim uma
quitinase de alto peso molecular (98/109kDa) definida como Der f 15 (Noli, Bernadina &
Willemse, 1996; McCall et al.,, 2001). A futura aplicagdo dos TCP em cées podera vir a
beneficiar da, ainda inexistente, padronizacdo dos extractos alergénicos para uso em MV.
Tipicamente, 0s gatos apresentam reacgfes cutaneas nos TID mais fracas do que os cées,
mas a combinacdo desses testes com a administracdo endovenosa de uma solucdo de
fluoresceina demonstrou ser um bom método no diagndstico da DA felina (Kadoya-Minegishi
et al., 2002). De forma semelhante, talvez a injeccdo endovenosa de fluoresceina, aquando
da realizagdo dos TCP, venha facilitar a visualizagdo das papulas formadas em cées e,
deste modo, contribuir para melhorar a sensibilidade da técnica.

Por seu turno, a elevada especificidade encontrada (87,7%) para os TCP neste estudo pode
ser, a semelhanca do que se verifica em MH (Bernstein et al., 2008), uma vantagem
relativamente aos TID, uma vez que, ao reduzirmos o nimero de reacgdes falso-positivas,
limitamos o numero de alergénios a incluir na imunoterapia aqueles que realmente sao
relevantes. Em particular, a maior especificidade dos TCP ficou bem patente, neste estudo,
no que diz respeito aos acaros domésticos. Cerca de 90% das reaccfes positivas obtidas
para estes alergénios na técnica de picada corresponderam, efectivamente, a respostas
positivas nos TID.

Embora seja ja reconhecida a possibilidade de reactividade cruzada entre Der f e Der p
(Saridomichelakis et al., 2008), esta nem sempre acontece (Lourengo-Martins, 2010). Como
podemos verificar pela Figura 14, o nimero de animais simultaneamente sensibilizados para
Der f e Der p foi mais elevado nos TID (n=9) do que nos TCP (n=5). Possivelmente, um dos
beneficios dos TCP podera ser a melhor distingdo dos casos em que a reactividade cruzada,
de facto, ndo se verifica, correspondendo apenas a um fendmeno de co-sensibilizacdo
decorrente da menor especificidade dos TID. Ao mesmo tempo, seria vantajoso aproveitar

os TCP para melhor perceber o verdadeiro papel do Der p na fisiopatologia da DAc.
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Figura 14 - Respostas cutaneas aos acaros do p6 nos TID e nos TCP efectuados em caes
atopicos.

Der f Der p Der f Der p

n=1 n=9 n=0 n=2 n=5 n=2

TID TCP

Varios ensaios realizados em pacientes humanos tém demonstrado que os resultados dos
TCP se relacionam melhor com o quadro clinico de alergia do que aqueles obtidos nos TID
(Oppenheimer & Nelson, 2006a; Oppenheimer et al.,, 2007). Embora os TID sejam
reconhecidos pela sua maior sensibilidade (Oppenheimer et al., 2007; Bernstein et al., 2008;
ASCIA, 2009), tal facto ndo parece acrescentar nenhum beneficio e desconhece-se até que
ponto é que isso se poderd traduzir num maior nimero de resultados falso-positivos
(Oppenheimer & Nelson, 2006a; Oppenheimer et al., 2007). Neste sentido, a utilidade clinica
dos TID tem sido questionada e alvo de diversos estudos que comparam 0s seus valores
preditivos com os dos TCP (Tabelas 15 e 16). Embora seja necesséario o desenvolvimento
de estudos semelhantes a estes para alergénios menos potentes e ndo padronizados,
grande parte dos trabalhos publicados na area da alergia respiratéria humana indica que na
presengca de um TCP negativo, um resultado positivo no TID acrescenta pouco ao

diagnostico (Oppenheimer & Nelson, 2006a; Calabria & Hagan, 2008).

Tabela 15 - Valores preditivos dos TCP para diversos alergénios em pacientes humanos.

Ref. Alergénios Sensibilidade Especificidade VPP VPN
a Phleum pratense - - 86% -
b Gato 79-97% 80-91%  79-93%  74-97%
c Epitélio de rato 67% 94% 83% 86%
d Alternaria alternata 98% 90% 94% 96%

Referéncias: a) Nelson et al. (1996); b) Wood et al. (1999); ¢) Sharma et al. (2008); d) Fernandez et
al. (2010). VPP — Valor preditivo positivo. VPN — Valor preditivo negativo. Nestes estudos foram

aplicados diferentes critérios de positividade.
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Tabela 16 - Valores preditivos dos TID para diversos alergénios em pacientes humanos.

Ref. Alergénios Sensibilidade Especificidade VPP VPN Diluicbes*
Phleum

a - - 33% - (1:100)
pratense

b Gato 0-60% 31-32% 0-23% 77-92% (1:100) e (1:10)

c Epitélio de 100% 65%  56% 100% (2:100)

rato 100% 35% 41% 100% (1:10)

Alternaria 81% 31% 57% 60% (2:100)

d alternata 80% 55%  68% 70% (1:1000)

66% 79%  79% 66% (1:10000)

Referéncias: a) Nelson et al. (1996); b) Wood et al. (1999); ¢) Sharma et al. (2008); d) Fernandez et
al. (2010). VPP — Valor preditivo positivo. VPN — Valor preditivo negativo.

*As diluicbes apresentadas foram efectuadas a partir das concentracdes dos extractos alergénicos
utilizados nos TCP, cuja avaliacdo estatistica é aquela apresentada na Tabela 15.

Nestes estudos foram aplicados diferentes critérios de positividade.

Para a determinacdo dos valores de sensibilidade e de especificidade, tivémos como
referéncia os resultados dos TID realizados nos mesmos cades, funcionando estes como
auto-controlos. Contudo, embora o TID continue a ser o método de eleicdo para a
determinacdo dos alergénios relevantes no quadro clinico de um céo atépico (Hillier &
DeBoer, 2001), ndo pode ser considerado um verdadeiro gold standard. A impossibilidade
de comparar a eficiéncia dos TCP com testes de provocacdo, como é praticado em MH
(Nelson et al., 1996; Wood et al., 1999; Sharma, Wood, Bravo & Matsui, 2008; Fernandez et
al., 2010), obriga--nos a comparar a técnica de picada com os ja bem conhecidos TID, como
alias aconteceu no advento dos testes seroldgicos (Mueller, Burrows, & Tsohalis, 1999;
Foster et al., 2003; Tarpataki et al, 2008).

Todavia, se os proprios TCP efectuados em pacientes humanos fossem comparados aos
TID realizados nos mesmos individuos, os resultados ndo seriam tdo brilhantes como
agueles apresentados nas Tabelas 15 e 16. Por exemplo, se a sensibilidade do TCP
realizado com o extracto alergénico Alternaria alternata fosse determinada, considerando
como padrdo o TID com o mesmo alergénio, ndo teriamos uma sensibilidade de 98%
(Fernandez et al., 2010), mas sim de 64,4%, valor este que ndo dista muito daquele
encontrado no presente estudo. J4 os valores de especificidade séo dificeis de comparar
mesmo recorrendo a este exercicio, dado que em alergologia humana raramente se
realizam TID ap6s um resultado positivo no TCP, muito possivelmente porque, a partida, a

técnica de picada é conhecida pela sua maior especificidade.
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Efectivamente, em MV os testes de provocacdo ndo séo utilizados na pratica clinica (Reedy
e tal., 1997), o que dificultaria a sua aplicacdo em pacientes atopicos do Hospital Escolar da
FMV-UTL. No entanto, os trabalhos que tém vindo a ser desenvolvidos por Marsella e seus
colaboradores, com colonias de Beagles experimentalmente sensibilizados, tém dado
passos importantes nesta area (Marsella, Nicklin et al., 2006; Marsella, Olivry, et al., 2006;
Marsella & Saridomichelakis, 2010). Confirmando-se que os resultados dos testes de
provocacdo ambiental, nomeadamente por via epicutanea, se correlacionam bem com o
diagndstico de DAc para determinado alergénio, talvez estes possam vir a ser utilizados
como ponto de referéncia para a verdadeira positividade na avaliagdo da sensibilidade e
especificidade dos TCP em caes.

Adicionalmente, seria interessante confirmar a relevancia clinica das reac¢des obtidas pela
técnica de picada em caes. Para isso, bastaria comparar a resposta de animais com DAc a
administracdo de ITAE, sendo esta baseada nos TCP ou nos TID, & semelhan¢a daquilo
gue ja foi desenvolvido com o objectivo de comparar o sucesso destes Ultimos com o dos
testes serolégicos (Schnabil et al., 2006).

Também o reduzido niumero de cdes atopicos testado traz, obviamente, algumas limitagbes
no que diz respeito as conclusbes retiradas do presente estudo; a incidéncia de caes
atopicos nas consultas de dermatologia do Hospital Escolar da FMV-UTL nao nos permitiu,
contudo, aumentar o tamanho da amostra durante o periodo de tempo previsto para a sua
execuc¢do. Trabalhos mais prolongados, incluindo eventualmente caes atopicos provenientes
de outras regides geograficas, permitirdo aplicar a técnica de picada a um maior nimero de
pacientes e esclarecer as vantagens aqui referidas. A bateria de alergénios a usar nos TCP
pode também vir a ser melhorada incluindo, por exemplo, extractos alergénicos de insectos,
como a pulga que, embora tenha, nesta regido, uma prevaléncia relativamente elevada de
sensibilizacdes nos TID (Lourengo-Martins, 2010), ndo foi possivel testar recorrendo a
técnica de picada por indisponibilidade do respectivo extracto.

Seria igualmente interessante tentar estabelecer um valor de cut-off para cada alergénio ou
grupo de alergénios como, alias, se tem vindo a verificar em MH no que diz respeito a

aeroalergénios e alergénios de origem alimentar (Bernstein et al., 2008).
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5. CONCLUSAO

No decorrer do presente trabalho, foi possivel concluir que os TCP sdo seguros e
perfeitamente execuiveis em caes ndo sedados. A avaliacdo de parametros
comportamentais e fisiologicos permitiu confirmar que esta técnica, para além de pouco
dolorosa, ndo representa um factor de activagédo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, pelo
que a validade das reacc¢des cutaneas ndo se vé comprometida pela concentragéo sérica de
cortisol. Os extractos alergénicos comercialmente disponiveis para uso em alergologia
humana pela técnica de picada, que foram aplicados neste estudo, ndo sdo responsaveis
por reacc@es irritantes em caes nao atdpicos, podendo, portanto, ser aplicados em animais
com DAc.

A elevada especificidade desta nova técnica relativamente aos jA bem conhecidos TID
podera vir a ser um dos grandes beneficios da sua introducdo na area da alergologia
veterinaria. Embora os resultados da sua aplicacdo em cées atOpicos possam vir a ser
optimizados através do recurso a extractos alergénicos mais potentes, os TCP
demonstraram ser uma boa ferramenta na determinacdo dos alergénios relevantes. Estudos
adicionais deverdo ser desenvolvidos de forma a padronizar quer os extractos alergénicos,

quer a prépria técnica, adaptando-a, assim, ao modelo canino.
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ANEXO A

ACTIVIDADES DE ESTAGIO E CASUISTICA ACOMPANHADA NAS CONSULTAS DE

DERMATOLOGIA NO HOSPITAL ESCOLAR DA FMV-UTL

Distribuicao das actividades de estagio pelos servicos do hospital escolar da FMV-UTL.

Distribuicéo por sexo dos animais seguidos na consulta de dermatologia.

40
35
30

25
E Machos

H Fémeas

20

15

10

N.° de animais

Canideos Felideos
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Distribuicdo por idade dos animais seguidos na consulta de dermatologia.

20

157

107

Anos

I T
Canideos Felideos

Distribuigdo por raga dos canideos seguidos na consulta de dermatologia.

Basset Hound
Bulldog inglés
Caniche
Cocker inglés
Cocker spaniel
Dalmata
Weimaraner
Yorkshire
Boxer

Pastor alemé&o
Labrador retriever
Indefinida

Outras*

* Racas representadas apenas por um individuo.
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Distribuicdo por raca dos felideos seguidos na consulta de dermatologia.

Bosques da Noruega

Persa

Europeu comum

1

11

Casuistica acompanhada nas consultas de dermatologia.

Causas mais frequentes

Causas menos frequentes

Canideos

Dermatite atpica canina
DAPP

Piodermite

Dermatite por Malassezia
Otites

Sarna demodécica

Sarna sarcOptica

Dermatofitose

RCAOA

Alopécia sazonal dos flancos
Calcinose cutanea

Fistula perianal

Impetigo juvenil

Pénfigus foliaceo

Felideos

Dermatite atopica felina
DAPP

Piodermite

Otites

Dermatofitose

Ictiose das almofadinhas plantares
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ANEXO B

PAINEL DE ALERGENIOS UTILIZADOS NOS TESTES CUTANEOS E POTENCIAS/ CONCENTRACOES APLICADAS NOS TCP

Grupo N.°  Alergénios Nome comum TCP
3 Dermatophagoides farinae Acaro do p6 30 HEP; Der f 1:40 pg/ml Der f 2:20 pg/ml
4 Dermatophagoides pteronyssinus Acaro do p6 30 HEP; Der p 1:40 pg/ml Der p 2:20 pg/ml
Acaros 5 Acarus siro Acaro de armazenamento 10 HEP
6 Tyrophagus putrescentiae Acaro de armazenamento 10 HEP
7 Lepidoglyphus destructor Acaro de armazenamento 10 HEP; Lep d 2:30 pg/ml
Epitélios 8 Felis catus Gato 10 HEP; Fel d 1:60 pg/ml
9 Epitélio humano (ndo aplicavel) (n&o disponivel)
Penas 10 Mistura de penas (ndo aplicavel) 1:100 wiv
11 Alternaria alternata (ndo aplicavel) 30 HEP; Alt a 1:25 pg/ml
Fungos 12 Cladosporium herbarum (ndo aplicavel) 1:20 wiv
13 Malassezia pachydermatis (ndo aplicavel) (ndo disponivel)
14 Platanus occidentalis Platanus 30 HEP
Pdélenes 15 Cupressus arizonica Cipreste 30 HEP
de arvores 16 Eucaliptus Eucalipto (n&o disponivel)
17 Olea Europa Oliveira 30 HEP; Ole e 1:80 pg/ml
Pdélenes 18 Dactylis glomerata Relva 30 HEP; Dac g 5:60 pg/ml
de 19 Festuca pratensis Festuca-dos-prados 30 HEP; Fes p 5:60 pg/ml
gramineas 20 Poa pratensis Poa-dos-prados 30 HEP; Poa p 5:60 pg/ml
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Grupo N.°  Alergénios Nome comum TCP
21 Lolium perenne Azevém perene 30 HEP; Lol p 5:60 pg/ml
Pdlenes de
] 22 Cynodon dactylon Bermuda 30 HEP; Cyn d 1:30 pg/ml
gramineas
23 Phleum pratense Rabo-de-gato 10 HEP
24 Urtica dioica Urtiga (n&o disponivel)
Polenes 25 Artemisia vulgaris Erva-de-S&o Jodo 30 HEP; Art v 1:135 pg/ml
de ervas 26 Chenopodium album Pé-de-ganso 30 HEP
daninhas , . . ~ I .
27 Kochia scoparia Cipreste de Verao (n&o disponivel)
28 Periplaneta a./ Blatella germéanica Baratas 1:100 wiv
Insectos 29 Ctenocephalides canis/ felis Pulgas (n&o disponivel)
30 Culicidae Mosquitos (n&o disponivel)

HEP — Histamine equivalent prick. w/v — weight/ volume.
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ANEXO C

ESCALA DE AVALIACAO DE DOR USADA NOS TCP

(ADAPTADA DE: SHORT FORM OF THE GLASGOW COMPOSITE PAIN SCALE)

Nome do animal:

Observar o comportamento do cdo e, em cada seccdo, assinalar a op¢ao mais correcta.

A. Durante o procedimento:
(i) O cao esta...
sossegado
a “chorar” ou a “choramingar”

a gemer

w N kO

a gritar

B. Imediatamente ap6s o procedimento:

(ii) O céo esta a...
ignorar qualquer foco de dor/desconforto
olhar para o foco de dor/desconforto
lamber o foco de dor/desconforto

esfregar o foco de dor/desconforto

A W N B O

morder o foco de dor/desconforto

(iiif) Aplicando ligeira pressao sobre a area intervencionada, o cao...
nao faz nada 0
olha para o local
encolhe-se, retira-se
rosna e protege o local

tenta morder

a ~h W N -

gane
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(iv) O cao esta...
alegre e contente
sossegado
indiferente ou n&o responsivo ao ambiente envolvente
nervoso, ansioso ou medroso

deprimido ou nao responsivo a estimulos

(v) O céo esta...
confortavel
desconfortavel
inquieto, agitado
cifose/lordose ou tenso

A W N B O

rigido

Pontuacéo total (i +ii +iii +iv+vVv) =
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