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RESUMO GERAL

Dermatite atépica € uma doenca cuténea inflamatéria, pruriginosa, geneticamente
predisposta, com sinais clinicos caracteristicos e geralmente associada a producao de
anticorpos IgE contra alérgenos ambientais, como pdlens, fungos e de acaros de
poeira, principalmente as espécies D. pteronyssinus e D. farinae. O objetivo deste
estudo foi determinar a sensibilidade ao extrato bruto de D. farinae e seus alérgenos
Der f 2 e Zen 1, em cdes com dermatite atopica. Para isto, foram selecionados 100
cdes com diagnéstico clinico de dermatite atOpica apds exclusdo de outras
dermatopatias pruriginosas, excluindo-se cdes submetidos a imunoterapia alérgeno
especifica ou ndo-especifica. Os caes eram de diferentes racas e idades e oriundos do
servico de dermatologia veterinaria da Clinica Veterinaria Escola da PUCPR e da
Clinica de Dermatologia e Alergia Veterinaria Dermatovet, ambas situadas em
Curitiba-PR. No momento da anamense, perguntas foram realizadas a fim de saber a
possibilidade destes cdes terem contato com mobilia e material téxtil que possam
abrigar acaros de poeira doméstica. Amostras de sangue de cada cao foram coletadas
e o soro foi obtido, congelado e enviado ao laboratério Zenoaq, localizado em
Koryiama, Fukushima, Japdo. As amostras foram analisadas por ELISA para mensurar
0s niveis séricos de IgE contra os alérgenos pesquisados, se estabelecendo 0,200 de
densidade dtica de IgE como ponto de corte. Todos os dados foram analisados de
forma descritiva. Para a comparacao de propor¢des entre os alérgenos foi utilizado qui-
guadrado e o célculo do coeficiente de Spearman foi utilizado para correlacionar a
sensibilidade ao extrato bruto de D. farinae com seus alérgenos. Como resultados, a
sensibilidade ao extrato bruto de D. farinae (92%) e ao Zen 1 (77%) foi superior ao Der
f 2 (56%) (p.<0,001). Houve uma forte correlagédo na sensibilizagdo entre extrato bruto
de D. farinae e Zen 1 (p<0,001), fato ndo observado entre este e Der f 2 (p<0,002). A
sensibilizacdo ao D. farinae e seus alérgenos foi associada com irrestrita exposicao a
mobilia e material téxtil domiciliar. Concluiu-se que cédes com dermatite atdpica sao
frequentemente sensibilizados a D. farinae e, seus alérgenos Der f 2 e Zen 1, sdo
alérgenos maiores nestes animais. A sensibilizacdo ao Zen 1 parece ser a principal
responsavel pela sensibilizagdo ao acaro D. farinae.

Palavras-chave: acaros de poeira doméstica; Pyroglyphidae; alergia; sorologia.
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GENERAL ABSTRACT

Atopic dermatitis is a genetically predisposed inflammatory and pruritic allergic skin
disease, with characteristic clinical signs and generally associated with the production of
IgE antibodies against environmental allergens, as pollens, molds and house dust
mites, mainly the species of Dermatophagoides pteronyssinus and D. farinae. The aim
of this study was to observe the serological sensitivity to crude extract of D. farinae,
beyond its allergens Der f 2 and Zen 1, in dogs with atopic dermatitis. For that, 100
dogs with clinical diagnosis of atopic dermatitis after exclusion others pruritic skin
diseases and dogs that already received specific or non-specific immunotherapy. These
dogs were of different breeds and ages and they were presented at the veterinary
dermatology service of veterinary teaching hospital of PUCPR and at the clinic of
veterinary dermatology and allergy Dermatovet, both in Curitiba-PR. At the time of
anamnesis, some question were done to know the possibility of these dogs had contact
with furniture and textile material which could shelter house dust mites. Sera samples
were obtained and further analyzed by ELISA test to measure serum IgE levels against
these allergens with an established cut-off of 0,200 IgE optical density. All data were
analyzed in a descriptive form. For comparison of proportion between allergens, the chi-
square test was used and the Spearman rank correlation coefficient was used to
correlate the sensitivity to crude D. farinae and its allergens. As results, the IgE
sensitivity to crude D. farinae (92%) and Zen 1 (77%) was higher than Der f 2 (56%)
(p<0,001). There was a strong correlation in sensitization to crude D. farinae and Zen 1
(p<0,001) that was not observed between crude D. farinae and Der f 2 (p<0,002). The
sensitization to D. farinae and its allergens was associated with an unrestricted
exposition to furniture and textile material. As conclusion, dogs with atopic dermatitis
are frequently sensitized to D. farinae and its allergens, Der f 2 and Zen 1, may be
considered majors in these dogs. The sensitization to Zen 1 may be the mainly
responsible for the sensitization to crude D. farinae.

Keywords: house dust mites; Pyroglyphidae; allergy; serology;
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CAPITULO 1

1 BREVE REVISAO SOBRE DERMATITE ATOPICA CANINA

A dermatite atépica canina (DAC) é definida como uma doenca cutanea
alérgica, inflamatoria, pruriginosa, geneticamente predisposta, com sinais clinicos
caracteristicos e geralmente associado a producao de anticorpos IgE contra alérgenos
ambientais (Hensel et al., 2015), como pdlens, fungos e acaros de poeira doméstica
(Bizikova et al., 2015). Dentre os acaros, sao importantes as espécies do género
Dermatophagoides spp., especialmente D. pteronyssinus e D. farinae (Nuttall et al.,
2006).

A DAC néo apresenta predilecéo racial, embora racas definidas sejam mais
citadas na literatura, como o Labrador Retriever, o Golden Retriever, o West Highland
White Terrier e Shar-pei (Zur et al., 2002; Nodtvedt et al., 2006). Estes cées
apresentam defeitos na barreira cutanea, como reducdo dos niveis de lipidios e
ceramidas na epiderme e mutacdes no gene de expressao de filagrina, levando a uma
maior perda de agua transepidérmica (Santoro et al., 2015). Em adicao, estes caes
também apresentam alteracbes na interacdo do microbioma cutaneo com o
hospedeiro, através da reducédo da expressao de peptideos antimicrobianos naturais,
aumento da colonizacdo por bactérias como o Staphylococcus pseudintermedius e
leveduras como a Malassezia pachydermatis, o que leva a um aumento da inflamacao
cutanea e agravamento dos sinais clinicos (Santoro et al., 2015).

A imunopatogénese da doenca baseia-se na interacdo da imunidade inata e
adquirida, principalmente com a super expressao de citocinas e quimiocinas de
linfécitos Th2, especialmente as interleucinas (IL) 4, IL-5, IL-13 e IL-31, linfopoetina
estromal timica (TSLP), CCL-17/TARC, mas também de citocinas derivadas de células
Thl e Th1l7, além da producdo de anticorpos do tipo IgE (Pucheu-Haston et al., 2015;
Pucheu-Haston et al., 2015b, Olivry et al., 2016).

Os sinais clinicos manifestam-se através do prurido intenso, sazonal ou perene,
localizado ou generalizado, que leva a lesGes como eritema, papulas, alopecia,

hiperqueratose e hiperpigmentacéo, geralmente afetando areas ventrais como axilas e
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virilhas, interdigitos, bem como regifes periocular, peribucal e perianal, além de otite
externa recorrente (figuras 1 e 2) (Bizikova et al., 2015). Estes sinais geralmente
iniciam-se nos primeiros anos de vida do animal (Favrot et al., 2010). Infeccbes
cutaneas recorrentes por bactérias e/ou leveduras também sao comuns nestes caes
(Santoro et al., 2015).

O diagnostico da doenca é baseado através da exclusdo de outras
dermatopatias pruriginosas e do preenchimento de ao menos cinco de oito critérios pré-
estabelecidos (Favrot et al., 2010), tais quais:

a) ldade de inicio dos sinais clinicos entre seis meses e trés anos de idade;
b) Presenca de otite externa
c) Interdigitos afetados;;
d) Animal intradomiciliado;
e) Prurido primario;
f) Reducao do prurido apés uso de corticoides;
g) Bordas das orelhas néo afetadas;
h) Regido dorso-lombar ndo afetada.
Apo6s o diagnostico clinico, testes alérgicos podem ser realizados a fim de
identificar quais possiveis alérgenos estdo relacionados com o desencadeamento
dos sinais clinicos, atraves de provas cutaneas e/ou soroldgicas, que tém como alvo

a presenca de IgE alérgeno-especifica (Hensel et al., 2015).
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Figura 1. Cdo com dermatite atépica canina. A: eritema e alopecia periocular. B: Eritema ventral e
alopecia em axilas. C: eritema e alopecia em regibes abdominal e inguinal.

Fonte: o autor, 2017

Figura 1. Shih tzu com dermatite atopica. A: Eritema interdigital. B: Eritema, papulas e alopecia em
axilas, por¢bes ventrais de membros toracicos, abdomen e virilha. C: Eritema e alopecia em virilha e
porcdo medial de membro pélvico.

Fonte: o utor, 2017

O tratamento da DAC associa terapia tépica e sistémica, além da reducdo do
contato com alérgenos. A terapia topica baseia-se no uso de cremes e/ou shampoos
hidratantes/emolientes e/ou anti-inflamatérios, ao passo que substancias comuns
utilizadas sistemicamente sdo aquelas capazes de reduzir os efeitos das citocinas

envolvidas na imunopatogénese da doencga, como os glicocorticoides, a ciclosporina e
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o oclacitinib (Saridomichelakis e Olivry, 2016). Ainda, o tratamento com imunoterapia
alérgeno-especifica pode ser utilizada, a fim de promover uma maior tolerancia do
individuo frente a uma exposicdo natural aos alérgenos os quais esta sensibilizado
(DeBoer, 2017).

Embora seja uma doenca a qual ndo ha cura, uma terapia de controle eficaz a
longo prazo pode ser realizada ao combinar diferentes tipos de opcdes terapéuticas
potencializando seus beneficios e reduzindo efeitos adversos (Saridomichelakis e
Olivry, 2016).

2 BIOLOGIA E ECOLOGIA DOS ACAROS DE POEIRA DOMESTICA

O termo acaro de poeira doméstica (house dust mites, em inglés — HDM) é
tradicionalmente aplicado as espécies da familia Pyroglyphidae que comumente estdo
presente no ambiente domicilar (Platts-Mills et al., 1992). Contudo, o termo acaro
doméstico é aplicado aos acaros desta familia somados aos acaros de estoque e
alguns acaros predadores (Platts-Mills et al., 1997). Estes geralmente medem entre 0.1
e 0.6mm e, por isso, ndo sao visiveis ao olho nu (Milian e Diaz, 2004).

Acaros de estoque sdo encontrados principalmente em comida armazenada,
como gréaos, farinha e feno (Tee, 1994). Alguns exemplos destes acaros incluem os
géneros Glycyphagus, Blomia, Tyrophagus, Lepidoglyphus e Acarus (Fernandez-
Caldas et al 2014). Enquanto os acaros dos géneros Lepidoglyphus, Tyrophagus e
Acarus sao mais encontrados em regides temperadas, o género Blomia encontra-se
em areas tropicais e sub-tropicais (Tee, 1994).

A familia Pyroglyphidae possui cerca de 18 géneros e 46 espécies (Arlian e
Morgan, 2003). Contudo, mais de 80% dos &caros encontrados na poeira
intradomiciliar corresponde as espécies Dermatophagoides e Euroglyphus (Hallas,
1991). O género Dermatophagoides também pode ser encontrado em nichos né&o-
domésticos, como ninhos de aves e pequenos mamiferos (Colloff, 2009). As duas
principais espécies deste género sao D. pteronyssinus e D. farinae (figura 3), sendo

gue, no passado, a primeira era mais prevalente na Europa enquanto que a segunda,
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mais resistente a dissecagdo, era mais prevalente nos Estados Unidos (Sporik et al.,
1992).

Figura 2. Fotomicrografia de uma fémea adulta de D. farinae

Fonte: Chan et al., 2015

O termo Dermatophagoides significa comedor de pele, sendo que o termo
farinae significa farinha, o que provavelmente reflete o habitat natural do &caro antes
dele ser associado com humanos, enquanto que pteronyssinus significa “adora penas”
(Arlian e Morgan, 2003). Os principais fatores determinantes para a sobrevivéncia dos
acaros sdo alta umidade, temperaturas moderadas e fontes adequadas de alimento
(Nascimento et al., 2016). Ambas as espécies estdo amplamente distribuidas ao redor
do mundo (figura 4) (Thomas, 2010).
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Figura 3. Distribuicdo de Dermatophagoides spp. sendo Dp, predominancia de D. pteronyssinus; Df,
predominancia de D. farinae; DpDf mistura de ambos com predominio de D. pteronyssinus; DfDp mistura
de ambos com predominancia de D. farinae; Ds, D. siboney. Os parénteses indicam baixos niveis do
acaro no local.
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4. San Diego Dp 15. Puerto Rica Dp 26. lceland NIL 37. France DpOf 48. Nigeria Dp 58. Singapore Dp
5 Nunavut NIL 16 Barbados Dp 27 Norway Dp 38 Spain Dp(DN 49 Mauritius Dp 60 Malaysia Dp

6. Midwest DIDp 17. Mexico DpDf 2B. Finland Dp 39 haly DI 50. South Afr. Dp(Dff)  B1. Indonesia DiDp
7. Roclees Df 18. Colombia Dp 29. Sweden DfDp 40 Croatia Dp 51. Japan DpDf 62 Australia Dp

B Arizona DfDp 19 Venezuela Dp 30. Denmark DfDp 41 Turkey Dp 52. Korea DNDp) B63. New Zealand Dp
8. Texas Dp 20. Ecuador DgDf 31. Moscow Dp 42 Kuwait Dp 53. Taiwan Dp(Df)

10 Louisiana Dp 21 Inland Brazi DDp 32 Germany DfDp 43 Iran Dp 54 Hong Kong Dp

11. North east Di{Dp) 22. Salvador Dp 33. England Dp 44 |srael Dp 56. Mainl. China DpDf

Fonte: Thomas, 2010

Em estudo espanhol, o D. farinae apresentou maior concentragcdo em
ambientes urbanos, quando comparados a ambientes rurais ou mistos (gréfico 1)
(Agratorres et al., 1999), sendo que carpetes, tapetes, colchfes e mobilias estofadas
correspondem ao principal nicho habitacional dos acaros em ambiente intradomiciliar
(Nascimento et al., 2016). Contudo, se recursos apropriados de alimento e agua
estiverem disponiveis, eles podem se desenvolver em qualquer local (Arlian e Morgan,
2003). O colchao, quando separado por camadas, apresenta na camada intermediaria

a maior concentracdo de HDM por grama de poeira (gréfico 2) (Coloff, 2009). Roupas
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provavelmente nédo sao locais de reproducdo de HDM, mas servem como meios de
transporte entre diferentes locais (Neal et al., 2002). Carros, trens e avides podem ter
certa quantidade de HDM em seus assentos e também contribuem para a sua

disperséo (Arlian e Morgan, 2003).

Grafico 1. Porcentagem de concentragdo de acaros de poeira doméstica separados em ambientes
urbano, misto e rural.
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Fonte: adaptado de Agratorres et al., 1999.

A intensa mobilizacdo de pessoas suporta também a mobilizacdo e migracao de
acaros concomitantemente. Ha evidéncias de migracdo de acaros em mobilias, o que
leva a dispersédo dos acaros domésticos entre continentes, com possiveis efeitos na
genética e evolucdo das espécies (Colloff, 2009). A ecologia dos HDM e suas
variacdes de habitat pode ser melhor compreendida ao utilizar escalas especiais

divididas em micro-habitat, macro-habitat, regional e global (figura 5).
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Gréfico 2. Namero de &caros por grama de poeira em diferentes camadas do colch&o, além de
trevesseiro.
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Fonte: adaptado de Colloff, 2009.

Figura 4. Variacdes de habitat de acaros de poeira doméstica

&Y BN

Escala micro-habitat Escala macro-habitat Escala regional Escala global

Colchfes e carpetes Casas Regides Continentes
Espacos ocupados pelos Diferencas entre os comodos Variacdo espacial da Diferencas climaticas entre
acaros sdo cercados por da casa (exemplo: quarto tem ocupacdo humana. Habitat continentes. O habitat & viavel
espacos ndo ocupados habitat mais viavel do que mais viavel em areas urbanas. na porgdo terrestre.  Os
(exemplo: cama cercada pelo cozinha). Casas circundadas H& areas urbanas cercadas  continentes s3o cercados por
ch&o sem carpete do quarto) por gramados. por areas de vegetacio agua.

Fonte: adaptado de Colloff, 2009.

O ciclo de vida dos &caros da familia Pyroglyphidae consiste em cinco estagios:
ovo, larva, protoninfa, tritoninfa e adulto (Arlian e Platts-Mills, 2001). A nutricdo dos
HDM ¢é baseada basicamente em material epitelial de animais no ambiente (Hallas,
1991; Nadchatram, 2005), sua reproducdo baseia-se na coOpula entre machos e
fémeas adultos, e 0 ato da cépula pode durar até 48 horas e, neste tempo, a fémea

continua se movimentando pelo ambiente levando o macho (Hart, 1998). As fémeas
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depositam alguns ovos por dia, durante alguns dias ou meses antes de morrer (Hallas,
1991). O numero de ovos que uma fémea pode depositar ao longo da vida € incerto,
com estimativas entre 40 e 100 ovos. Acaros de poeira doméstica podem viver entre
dois a cinco meses, dependendo das condigbes ambientais (Milidn et al., 2004;
Nadchatran, 2005). Devido ao fato de que a temperatura e a umidade relativa
ambientais ndo sao uniformes ao longo do tempo, a taxa de reproducéo,
desenvolvimento e populacdo € altamente varidvel em determinado local (Arlian e
Platts-Mills, 2001). Ao longo do ano, uma maior concentracdo de HDM é encontrada na
época do verdo, quando a temperatura e a umidade estdo elevadas (Arlian et al., 1982;
Arlian e Morgan, 2003; Kosik-Bogacka et al., 2012).

Cerca de 75% do peso corporal dos HDM consiste em agua, e a umidade
relativa do ar (UR) é muito importante no ciclo de vida. Os acaros obtém &agua
bebendo-a diretamente, ingerindo com alimentos umedecidos ou absorvendo
passivamente pela umidade do ar (Arlian, 1992). Para o D. farinae, as condi¢cbes
ambientais ideais apresentam UR entre 55-75% com temperatura entre 15-35°C (Arlian
e Platts-Mills, 2001). De maneira simplificada, a temperatura ambiental influenciara na
velocidade de desenvolvimento dos &caros, enquanto a umidade ambiental tem
influéncia na quantidade de acaros capazes de habitar o local (Hallas, 1991). Um
estudo demonstrou que os acaros se desenvolvem melhor em um ambiente com
temperatura de 25°C quando comparado com 20°C (Arlian et al., 2010). O D. farinae
possui certa resisténcia a alternancias de UR. Estudos demonstraram que estes 4caros
podem se desenvolver completamente em ambientes controlados com baixa UR
durante a maior parte do dia e pequenos periodos com UR a 75% (Arlian et al., 1998;
Arlian et al., 1999). Em um ambiente com apenas quatro horas diarias de UR a 75%,
uma fémea adulta de D. farinae pode produzir até um terco dos ovos que produziria em
um ambiente com constante UR a 75% (Arlian et al., 1998). Em relacdo a tolerancia
térmica, a concentracdo de HDM reduz significativamente em ambientes com
temperatura entre 40°C e 50°C (Arlian e Morgan, 2003). A ionizacdo do ar também
demonstrou eficiéncia na reducao das concentracées de HDM em ambiente laboratorial
controlado, mas baixa eficacia na reducdo em colchées e mobilia (Abidin e Ming,
2012).
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No Brasil, os acaros da familia Pyroglyphidae também s&o os mais comuns,
sendo que o D. pteronyssinus € mais comum em regifes costeiras e de alta umidade,
enquanto o D. farinae € mais comum em locais secos e quentes (Souza e Filho, 2012).
Na cidade de Curitiba, em ambientes domésticos, ambas as espécies podem ser
encontradas, embora haja um predominio de D. pteronyssinus e de seus alérgenos do
grupo 1 (Dutra et al., 2001; Farias et al., 2015; Assuncéo et al., 2017).

3 ALERGENOS DE ACAROS DE POEIRA DOMESTICA

Alérgeno é um antigeno capaz de suscitar uma resposta de hipersensibilidade
(Olivry et al., 2001). Os alérgenos de acaros séo estabelecidos pelo Sub-comité de
Nomenclatura de Alérgenos da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). A OMS
estebelece que cada alérgeno seja representado, em italico, pelas trés primeiras letras
do género do &caro, seguido por um espaco simples e pela primeira incial da espécie e
em seguida por um numero romano (exemplo: Der f 1 para Dermatophagoides farinae
1). Os alérgenos serdo numerados de acordo com o ordem de, com algumas
excecdes. Estruturas homoélogas de diferentes espécies serdo classificadas com o
mesmo numero (Marsh et al, 1986).

Um alérgeno, para ser incluso pela OMS, necessita contemplar critérios
bioquimicos e imunoldgicos, obtidos apds sua purificacdo (tabela 1) (Breiteneder e
Chapman, 2014)

10



O 00 N o U & W N

O e
N o o W N R, O

Tabela 1. Critérios de inclusdo para a nomenclatura de alérgenos pela OMS

1. Definicdo das propriedades molecuar e estrutural, incluindo:

1.1 Purificacédo da proteina até, ou proximo, a sua homogeneidade;

1.2 Determinacdo do peso molecular, ponto isoelétrico e padréo de glicosilacao;

1.3 Determinagéo da sequéncia de nucleotideos e/ou aminoacidos;

1.4 Producéo de anticorpos monoclonais ou monoespecificos.
2. Definicdo da importancia do alérgeno em causar respostas por IgE:

2.1 Comparar a prevaléncia de anticorpos IgE séricos em populacfes de pacientes
alérgicos as mesmas fontes de alérgenos;

2.2 Demonstrar atividade alergénica, por testes cutaneos ou testes de liberagao de
histamina, por exemplo;

2.3 Investigar se a deplecdo do alérgeno de um extrato alergénico reduz sua
atividade de ligacdo a molécula de IgE;

2.4 Demonstrar, se possivel, se alérgenos recombinantes tém atividade de ligacdo
as moléculas de IgE semelhante ao alérgeno natural.

Fonte: adaptado de Breiteneder e Chapman, 2014.

Os principais alérgenos de acaros da poeira domeéstica sdo oriundos de
enzimas digestivas, como proteases cisteinas, tripsinas e quimotripsinas, amilases,
colagenases e quitinases (Bessot e Pauli, 2011), e sofrem importantes influéncias
dietéticas. Estes alérgenos sao liberados juntamente com as particulas fecais dos
acaros (Colloff, 2009), e estas particulas sdo mantidas em sua estrutura por uma
membrana peritrofica. I1sto € importante pois alguns alérgenos podem ser suspensos no
ar na forma de particulas fecais intactas (Platts-Mills et al., 1997).

A producédo de IgE frente a um alérgeno pode promover respostas a outros
antigenos espectadores e, assim, respostas colaterais a componentes ndo-alergénicos
podem acontecer, tornando necessaria a identificacdo dos reais alérgenos que levam a
sensibilizacdo do individio (Thomas, 2015).

Além de origem enzimatica, os alérgenos de HDM podem também ser proteinas
ligadoras. Até o momento, segundo o banco de dados do Sub-comité de Nomenclatura

de Alérgenos da Organizacdo Mundial da Saude e da Unido Internacional de

11



1  Sociedades Imunolégicas, 32 alérgenos derivados de D. fariane estdo catalogados

2 (Tabela 2)
3 Tabela 2. Relacdo de alérgenos derivados de D. farinae, suas estruturas bioquimicas e pesos
4 moleculares. Notar gue alguns alérgenos possuem estrutura e/ou peso molecular ainda desconhecidos.
Alérgeno Estrutura bioquimica Peso molecular (KDa)
Derfl Cysteine protease 27
Derf2 NPC2 family 15
Der 3 Trypsin 29
Derf4 alpha-amylase 57.9
Derf6 Chymotrypsin 25
Der f 7 Bgctericiqlal p_ermeabil_ity- 30-31
increasing like protein
Der f 8 Glutathione S-transferase 32
Der f 10 Tropomyosin 37
Derfll Paramyosin 98
Der f 13 Fatty acid binding protein
Derf 14 Apolipophorin 177
Derf 15 Chitinase 98/109
Der f 16 Gelsolin/villin 53
Derf 17 Calcium binding protein 53
Derf 18 Chitin-binding protein 60
Der f 20 Arginine kinase 40
Der f 21 14
Der f 22
Der f 23 Peritrophin-like protein 19
Ubiquinol-cytochrome ¢
Derf 24 reductase binding protein 13
homologue
Der f 25 Tric_)sephosphate 34
isomerase
Der f 26 Myosin alkali light chain 18
Der f 27 Serpin 48
Der f 28 Heat Shock Protein 70
Der f 29 I?eptidyl-prolyl cis-tr_a'ns 16
isomerase (cyclophilin)
Der f 30 Ferritin 16
Der f 31 Cofilin 15
Der f 32 Secreted inorganic 35
pyrophosphatase
Der f 33 alpha-tubulin 52
Der f 34 enamine/imine deaminase 16
Der f 35 14.4 kDa, na_ltural and
recombinant
Der f 36 23

5 Fonte: OMS. Disponivel em <www.allergen.org>.
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http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=274
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=283
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=285
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=869
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=286
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=287
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=807
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=275
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=276
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=277
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=278
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=279
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=280
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=281
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=282
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=808
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=791
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=284
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=934
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=772
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=809
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=815
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=812
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=813
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=811
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=814
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=816
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=817
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=818
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=880
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=881
http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=893
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Ainda, os HDM podem abrigar bactérias. Um estudo observou cerca de 112.000
sequéncias gendmicas relacionadas com 100 espécies distintas de bactérias no acaro
D. farinae. Destas, cerca de 63% relacionadas a espécie Enterobacter (figura 6) (Chan
et al, 2015).

Figura 5. Distribuicdo de géneros bacterianos vivendo no acaro D. farinae
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4
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Fonte: Chan et al., 2015

4 ALERGENOS DO GRUPO 2

Os alérgenos do grupo 2 sao classificados como proteinas ligantes a lipidios e
possivelmente ndo sdo enzimas. Outros grupos com a mesma classificagcdo séo os
grupos 13 e 14 (Colloff, 2009). O grupo 2 apresenta homologia estrutural com o fator de
diferenciacdo mieloide 2 (MD-2), e pode ser classificado como ligante a lipidio tipo MD-
2 (Scheurer et al., 2015). Os alérgenos podem se ligar aos lipidios em cavidades
hidrofébicas através de interacbes eletrostaticas e outros mecanismos ainda pouco
conhecidos (Bublin et al., 2014). Eles séo resistentes a temperatura e ndo deterioram

13
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em temperaturas de até 100°C (Bessot e Pauli, 2011). Este grupo possui capacidade
de ligacédo a IgE de 80 a 100%, similar ao grupo 1 (Thomas, 2015). Os alérgenos do
grupo 2 foram identificados em uma grande variedade de acaros, mais do que qualquer
outro grupo, incluindo Euroglyphus maynei, Psoroptes ovis, Aleuroglyphus ovatus,
Tyrophagus putrescentiae, Suidasia medanensis, Glycyphagus domesticus,
Lepidoglyphus destructor, Blomia tropicalis, Dermatophagoides siboney, D.
pteronyssinus e D. farinae (Colloff, 2009).

O Der f 2 possui 129 aminoacidos e peso molecular de cerca de 14 kDa
(Trudinger et al.,, 1991). Foi primeiramente isolado e caracterizado em 1986,
juntamente com o Der f 1 (Yasueda et al., 1986). Sua funcéo biolégica ainda ndo esta
bem esclarecida, mas é possivel que faca parte da defesa inata do acaro contra
bactérias (Ichigawa et al., 2009). O Der f 2 pode apresentar padrdes de variagdo de
alelos devido a diversas linhagens genéticas distribuidas geograficamente (Thomas et
al., 2010).

Alérgenos de D. pteronyssinus e D. farinae tém uma diferenca de 15-20% na
sequéncia de aminodcidos e, apesar de imunologicamente poderem apresentar reacao
cruzada, eles também possuem epitopos Unicos (Thomas et al., 2010). No caso do Der
f 2, a homologia ao Der p 2 chega a 88% (figura 7), o que pode conferir reacao cruzada
(Trudinger et al., 1991; Johannessen et al., 2005) enquanto a homologia entre Der f 2 e
Der p 1 chega a 78% (Trudinger et al., 1991) Recentemente, um novo alérgeno
derivado de D. farinae e também uma proteina ligante a lipidio com homologia ao MD-
2, o Der f 35, apresentou homologia de cerca de 40% com o Der f 2, 0 que pode ser

responsavel por reacao cruzada entre eles (Fijimura et al., 2017).

14
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Figura 6. Superficie molecular do Der f 2 colorida apds conservacdo de aminoacidos comparada com o
Der p 2. Regido vermelha mostra onde ambos os alérgenos apresentam semelhancas.

Fonte: Johanensen, 2005.

5 RESPOSTAS IMUNOLOGICAS FRENTE AOS ACAROS DE POEIRA DOMESTICA

E conhecido que individuos com dermatite atopica apresentam uma barreira
epidérmica deficiente, apresentando maior perda de agua transpidérmica, reducao na
expressdo de lipidios no estrato cérneo, especialmente ceramidas, além de alteracdo
na expressao de filagrina (Santoro et al., 2015). A alergenicidade de determinado
antigeno € determinada por propriedades bioquimicas, como a atividade enzimatica, e
a interacdo com elementos do sistema imune inato (Thomas et al., 2010).

A exposicdo aos HDM podem ativar respostas imunolégicas inatas e
adaptativas, além de rotas pruritogénicas, em individuos com dermatite atopica (Olivry
et al., 2016). A penetracdo epicutanea de alérgenos € provavelmente a principal via
gue leva a sensibilizacdo dos pacientes. Estudos demonstraram que repetidas
aplicacdes epicutaneas de extratos de Dermatophagoides farinae levam ao
aparecimento de sinais clinicos de dermatite atOpica, através da resposta Th2
(Yamamoto et al, 2007; Pucheu-Haston et al., 2008). Em um destes estudos, apés
aplicacdo de uma pasta contendo Der f 1, os autores observaram um grande numero
de células contendo Der f 1 na derme superficial, o que n&o foi visto no grupo controle.
Ainda, estas células foram vistas cercando foliculos pilosos, o que levanta a hipotese
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de que os alérgenos possam entrar mais facilmente via epitélio folicular pouco
cornificado (Pucheu-Haston et al., 2008).

Acaros de poeira doméstica possuem uma variedade de enzimas que podem
aumentar a penetracdo de outros alérgenos através de suas acdes em desmossomos
(Marsella et al., 2011). Alérgenos do grupo 1 possuem atividade enzimética relacionada
com sua funcdo de protease, o que facilita a penetracdo de alérgenos por acdo do
aumento da permabilidade epitelial, através da clivagem de juncdes celulares (Wan et
al.,, 1999). Em adicao, a atividade enzimatica proteolitica de D. pteronyssinus também
degrada componentes da matriz extracelular cutanea, contribuindo para a disfuncao de
barreira, especialmente quando o pH cutaneo esta elevado (Oida et al., 2017).

Beagles com dermatite atdpica com alta concentracdo sérica de IgE, quando
expostos a HDM por trés dias consecutivos, apresentaram uma redugcédo na expressao
de mRNA de citocinas reguladoras juntamente com um aumento na expressao de
MRNA de citocinas derivadas de Th2 (Maeda et al., 2007).

A aplicacdo epicutanea de extratos contendo D. farinae em cdes com DA
evidenciou que a pele lesionada super-regula genes que codificam citocinas Th2, tais
como interleucina (IL)-4, IL-5, IL-13, IL-31 e IL-33, citocinas Th9 como IL-9, citocinas
Th22 como IL-22, além de quimiocinas promotoras de respostas Th2 como CCL-5 e
CCL-17. Em adicéao, citocinas pro-inflamatérias como IL-6, LTB e IL-18 foram também
super-reguladas, além de vias pruritogénicas codificando proteases como catepsina S,
quimase de mastocitos, triptase, entre outros (Olivry et al., 2016). E conhecido que IL-6
tem papel importante na resposta imune inicial, seguido por aumento de IL-13 e TARC
(do inglés, thymus and activation-regulated chemokine), ao passo que IL-18 tem
importancia principalmente em respostas mais tardias (Marsella et al., 2006).

Citocinas promotoras de resposta Th2 sdo expressas principalmente na fase
aguda do eczema atbpico, ao passo que a medida que a doenca torna-se crébnica,
ocorre maior expressao de citocinas Thl (principalmente IFN-gamma), Th17 (IL-17) e
Th22 (IL-22) (Eyerich e Novak, 2013). Citocinas Thl séo induzidas provavelmente por
trauma autoinduzido devido ao prurido intenso e infec¢cdes cutaneas (Nuttall et al.,
2002). Humanos atépicos sensibilizados a &caros de poeira doméstica apresentam

altas concentracbes de células Thl7 na pele, contudo, a expressdo de IL-17 é
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significativamente menor quando comparada a outros individuos sensibilizados a
outros tipos de alérgenos (Baris et al., 2016).

Alérgenos do grupo 2 podem se ligar a lipopolissacarideos (LPS) de superficies
bacterianas e ativam resposta imune inata, através de receptores tipo Toll-4 (figura 8)
(Ichikawa et al., 2009). Através destes receptores, quando hd uma baixa exposi¢do a
LPS, ocorre um direcionamento da resposta imunologica para o tipo Th2,
diferentemente de quando ha um alto nivel de exposicédo e a resposta € diferecionada
para o tipo Thl (Eisenbarth et al., 2002).

A sensibilizacdo experimental com Der f 2 em cées atopicos também induz a
manifestacdo clinica da doenca, evidenciados por escores clinicos lesionais e de
prurido. Contudo, esta sensibilizacdo ndo parece induzir altos niveis séricos de

citocinas inflamatorias, como IL-2 e IL-4 (Olivry et al., 2017).

Figura 7. Mapeamento dos locais de ligacdo a LPS no Der f 2.

Fonte: Ichikawa et al., 2009.

6 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE O CAPITULO 1
A dermatite atopica € wuma doenca a qual apresenta complexa

imunopatogénese, sendo a sensibilizacdo a acaros de poeira doméstica uma das
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partes que a compdem. Os alérgenos de HDM podem agir por diferentes vias
imunologicas e novos estudos pesquisando os mecanismos de sensibilizacdo dos
diferentes grupos de alérgenos sao necessarios.

Os HDM se alimentam de restos epiteliais de individuos cujo os quais dividem o
ambiente, sendo encontrados principalmente em mobilia estofada e material téxtil,
como camas, sofas, tapetes e roupas. O contato frequente de cdes com dermatite

atopica com esse tipo de material pode facilitar essa sensibilizacéo.
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INTRODUCAO

Dermatite atopica € uma doenca cutanea inflamatéria, alérgica, pruriginosa,
geneticamente predisposta, com sinais clinicos caracteristicos e geralmente associada
a producdo de anticorpos IgE contra alérgenos ambientais, como pélens, fungos e de
acaros de poeira (Hensel et al, 2015). Dentre os acaros de poeira, os do género
Dermatophagoides sdo o mais frequente, principalmente representado pelas espécies
D. pteronyssinus e D. farinae (Arlian e Platts-Mills, 2001). Estes sdo encontrados
especialmente na poeira domicilar, principalmente em carpetes, tapetes, colchdes e
outros materiais téxteis (Agratorres et al., 1999; Arlian e Morgan, 2003), onde a alta
umidade, moderada temperatura e disponibilidade de alimento os tornam ideais para
sua reproducao e desenvolvimento (Arlian e Morgan, 2003).

A sensibilizacdo aos alérgenos do &caro D. farinae é comum em cées com
dermatite atopica (Nuttall et al., 2006). Estudos prévios observaram que repetidas
aplicacdes epicutaneas de extratos de D. farinae levam ao aparecimento de sinais
clinicos, especialmente através do desenvolvimento de resposta Th2, o que denota a
importancia desta via na sensibilizacdo aos alérgenos de &caros (Yamamoto et al.,
2007; Pucheu-Haston et al.,, 2008). At¢é o momento, segundo o0 sub-comité de
nomenclatura de alérgenos e a Unido Internacional de Sociedades Imunoldgicas, 31
alérgenos derivados de D. farinae foram caracterizados e catalogados em banco de
dados, disponivel em <www.allergen.org>. Dentre estes, alérgenos de alto peso
molecular do grupo 15 e 18 séo classicamente considerados maiores na dermatite
atopica em caes (McCall et al, 2001; Nuttall et al., 2001; Weber et al., 2003). O Der f 2
possui uma sequéncia de 129 aminoacidos e um baixo peso molecular de 14kD
(Trudinger et al 1991) e foi considerado um alérgeno maior em cdes com dermatite
atopica no Japao (Yamashita et al., 2002), Espanha (Moya et al., 2016) e Inglaterra
(Patel et al., 2019), e menor em alguns paises da Europa (Franca e Suica) e Estados
Unidos (Olivry et al., 2017). Os alérgenos do grupo 2 sao classificados como proteinas
ligantes a lipidios, com alta capacidade de ligacdo a IgE e sdo encontrados nas fezes
dos acaros (Thomas 2015). Contudo, outros autores afirmam que este grupo séo
encontrados em baixas concentragdes nas fezes e, portanto, derivam de outras fontes
que nédo os intestinos (Collof, 2009). O grupo 2 apresenta homologia estrutural com o
fator de diferenciagédo mieloide 2 (MD-2) e possuem alta capacidade de ligacdo com
receptores Toll Like-4 e com a padr6es moleculares associados a patdogenos (PAMPS),
principalmente lipopolissacarideos bacterianos (Ichikawa et al., 2009). Esta
caracteristica pode fazer com que alérgenos do grupo 2 ativem a resposta imune inata
e a redirecione para um perfil de resposta imunologica Th2 (Ichikawa et al., 2009;
Scheurer et al., 2015).

Em adicdo, outro alérgeno derivado de D. farinae de alto peso molecular
(188kDa) e reconhecido como causa de sensibilizacdo em cdes com dermatite atopica
€ 0 Zen 1 (Tsukui et al., 2008). Este foi considerado um alérgeno maior em cédes com
dermatite atdpica no Japao (Tsukui et al, 2008), Inglaterra (Patel et al., 2019), Franca,
Suica e Estados Unidos (Olivry et al.,, 2017) e sua sequéncia est4 depositada no
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/BAM29295.1).

O objetivo deste estudo foi avaliar a sensibilidade aos extratos de
Dermatophagoides fariane bruto, ao Der f 2 e Zen 1 em cdes com dermatite atopica, e
se estes sdo capazes de representar sensibilizacao ao D. farinae bruto.
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MATERIAL E METODOS )
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana (PUCPR) sob o niumero 01185.

Critérios de incluséo

Ao todo foram incluidos 100 cdes com diagndstico clinico de dermatite atépica
com histdrico de prurido cronico, primario e perene e padrbes de distribuicdo lesional os
quais obedeciam ao menos cinco dos oito critérios pré-estabelecidos por Favrot et al.,
2010, e apés a exclusdo de outras dermatopatias pruriginosas. Cées de diferentes
racas e idades foram selecionados aleatoriamente a partir do Servico de Dermatologia
e Alergia de Animais de Companhia da Pontificia Universidade Catdlica do Parana e da
Clinica de Dermatologia e Alergia Veterinaria Dermatovet, ambas situadas na cidade de
Curitiba, Estado do Parand, Brasil.

Critérios de excluséo
Foram excluidos do projeto os cdes que receberam algum tipo de imunoterapia,
alérgeno especifica ou ndo, e aqueles cujo os tutores ndo anuiram com o projeto.

Obtencdo de amostras de soro

Uma amostra de 5mL de sangue de cada cdo foi coletada através de
venopuncao jugular ou cefalica. O soro de cada amostra foi obtido apds centrifugacéo e
uma aliquota de 0,5mL de cada amostra foi retirada, armazenada em microtubos,
identificada e mantida sob congelamento em -20°C até analise.

Coleta de informacdes ambientais
Durante anamnese de cada paciente e antes do exame dermatolégico, dados

ambientais de cada paciente eram coletados como:

a) O animal tinha contato com tapetes e/ou carpetes?

b) O animal usava roupas para caes?

c) O animal tinha acesso livre aos cémodos e contato com cama e sofa?

d) O animal tinha cama ou individual?

e) O animal usava cobertor ou manta individual?

ELISA
Imobilizacdo antigénica

O ELISA para deteccéo especifica de IgE anti-Der f 2 e anti-Zen 1 foi realizado
no laboratério Zenoaq, pertencente a Nippon Zenyaku Kogyo Co. Ltda., localizada na
cidade de Koryiama, distrito de Fukushima, Japao. O teste utilizou anti-anticorpos IgE
monoclonais canino contra Der f 2 recombinante, Zen 1 nativo (Zenoaq) e extrato bruto
de D. farinae (Greer Laboratories, Carolina do Norte, Estados Unidos).

Como primeiro passo, o0 antigeno (D. farinae bruto, Der f 2 ou Zen 1) foi diluido
(concentragao final de 50ug/mL) em solugdo tampdo carbonada de pH 9.6.
Posteriormente, os pocos de uma microplaca de ELISA foram revestidos com esta
diluicdo de antigeno (100pL por poco), cobertos com filme adesivo e incubados a 37°C
por uma hora. Apos a incubacéo, foi realizada a lavagem da microplaca com solucao
PBST (solucdo PBS com 0,1% de Tween 20).
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Bloqueio

Uma solucdo tampé&o bloqueadora foi adicionada aos pocos (100uL por pogo) a
fim de bloquear os locais de ligacdo a proteinas insaturadas. Apos o procedimento de
cobrimento com filme adesivo, incubagdo e lavagem com PBST foi realizado
novamente como descrito anteriormente.

Preparacao e incubacgéo das amostras de soro dos caes

Cada amostra de soro (30uL), juntamente com o controle positivo (soro de caes
sensibilizados ao alérgeno) e controle negativo (soro de cées higidos pertencentes ao
Laboratério Zenoaq), foram diluidos em solugdo tampéo bloqueadora (270uL). Esta
diluicdo (100uL por poco) foi utilizada para revestir pocos de uma nova microplaca,
sempre em duplicata. Em seguida, novamente a microplaca foi coberta com filme
adesivo, incubada a 37°C e lavada por trés vezes com PBST.

Preparacéo e incubacao dos anticorpos

Uma solugéo conjugada com peroxidase de raiz forte contendo anticorpos anti-
IgE canina para determinado antigeno foi diluida em solucdo tampao bloqueadora
(1:10.000), e posteriormente adicionada uma porcao desta diluicdo (100uL) em cada
poco previamente revestido com as amostras. Logo apds, novamente foi realizado o
cobrimento com filme adesivo, incubacgéo e lavagem com PBST como descrito no topico
acima.

Reacao enzima-substrato

Um substrato foi preparado através da mistura de solucdo TMB A e TMB B,
imediatamente antes do uso. Uma porcdo deste substrato (100uL) foi adicionada em
cada poco da microplaca. Apds, a microplaca foi coberta por filme adesivo, incubada
por trinta minutos até desenvolver uma reacdo de coloracdo azul. ApOs os trinta
minutos, uma solucdo de 1N H2S0O4 (4cido sulfurico) foi adicionada aos po¢os com a
finalidade de conter a reacao enzimatica.

Leitura da absorvancia

A leitura da absorvancia (densidade 6tica) de cada poco foi realizada em leitor de
microplaca (BIO-RAD, modelo 680; nimero 168-1000). Uma amostra foi considerada
positiva se a densidade 6tica fosse superior a 0.2.

Analise estatistica

Os dados demograficos dos animais participantes foram apresentados
descritivamente em percentual ou mediana. As variaveis inclusas foram raca, idade (em
categorias), género, e propor¢cdo de animais positivos a mensuracdo de IgE dos
alérgenos Der f 2, Zen 1 e D. farinae bruto. Para a comparacdo de proporcdes de
animais soropositivos para cada IgE foi usado teste qui-quadrado. Os dados foram
expostos em proporcdes, considerando intervalo de confianca de 95%, e nivel de
significancia a 5% (p < 0,05).

A correlacéo entre as mensuracfes de densidade optica dos alérgenos Zen 1 e
Der f 2 em relagdo a HDM foram determinados pelo célculo do coeficiente de
Spearman, considerando o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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A comparacao de proporcdes de animais soropositivos para cada IgE, com sua
respectiva exposicdo ambiental foi realizada através de teste de qui-quadrado (REF)
considerando intervalo de confianca de 95%, e nivel de significancia a 5% (p < 0,05).

O software utilizado foi 0 STATA versao 14, College Station, Texas, USA.

RESULTADOS
Dados epidemioldgicos

Um total de 23 ragas foram incluidos no estudo, com predominio de cées das
Lhasa Apso, Shih Tzu, Maltés e Bulldog Francés, bem como animais sem raca definida
(SRD). A idade variou entre 11 meses e 14 anos, com mediana de 5 anos. Em relacdo
ao género, 43% eram machos e 56% eram fémeas.

Sorologia

Os resultados da soropositividade aos alérgenos testados estdo dispostos na
figura 1. Dentre os 100 cées, 92 (92%) foram positivos para D. farinae bruto, 56 (56%)
para Der f 2 e 77 (77%) para Zen 1. Os valores de densidade Optica a cada alérgeno de
cada animal estédo representados na figura 2. Ao comparar a propor¢gédo da positividade
ao alérgeno bruto de D. farinae com Der f 2 e Zenl observou-se diferenca estatistica
significativa (p <0,001 e p= 0,0057 respectivamente). Ao comparar as propor¢coes de
reatividade ao Der f 2 e Zen 1 observou-se diferenca significativa (p < 0,001).

Ao correlacionar os valores de densidade Optica de IgE aos alérgenos
purificados com o extrato bruto de D. farinae, observou-se alta correlacdo entre Zen 1 e
extrato bruto de D. farinae (Spearman r = 0,88, p < 0.001; figura 3), ao passo que
observou-se uma baixa correlacdo deste com Der f 2 (Spearman r = 0,30; p <0.002;
figura 4).
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Alérgenos e contato com materiais ambientais

Os resultados relacionando a positividade ao alérgeno e a exposi¢cao ambiental
dos cédes estdo dispostos na tabela 1. Apenas o uso regular de roupas representou
porcentagem menor de 50% dos animais. Embora sem diferenga significativa entre os
alérgenos, a maior parte dos animais positivos para Der f 2 tinham acesso a sofas e
camas dos tutores (93%), ao passo que a maior parte dos positivos para Zen 1 tinham
acesso a cobertor para cdes (88%), o que foi muito similar aos positivos para extrato
bruto de D. farinae.

Tabela 1. Descricéo das porcentagens de animais positivos a cada alérgeno e o respectivo contato
ambiental.

Determinantes ambientais Der f 2 (n=56) Zen 1 (n=77) D. farinae (n=92)
Sofa e cama 52 (93%)* 65 (84%) 76 (82%)
Tapetes 34 (61%) 47 (61%) 56 (61%)
Cama para caes 51 (91%)* 65 (84%) 78 (85%)
Cobertor para caes 48 (86%) 68 (88%) 80 (87%)
Roupas para cées 25 (45%) 32 (41%) 35 (38%)

* proporcéo de animais positivos a Der f 2, com acesso a sofa cama e cama, significativamente diferente
em relagdo a propor¢éo e animais positivos a Zen 1 e D. farinae bruto com acesso aos mesmos
ambientes (teste de qui-quadrado, p <0,01)

DISCUSSAO

Este estudo demonstra que cdes com dermatite atopica em Curitiba, sul do
Brasil, sdo comumente sensibilizados ao Dermatophagoides farinae, bem como aos
seus alérgenos Der f 2 e Zen 1. A alta sensibilizacdo ao extrato bruto de D. farinae foi
também observada em estudos prévios em diferentes localidades (Day et al., 1996;
Lian e Halliwell, 1998; Goicoa et al., 2008; Farmaki et al., 2012; Lauber et al., 2012;
Bjelland et al., 2014; Olivry et al., 2017, Patel et al., 2019), embora diferentes técnicas
de pesquisa de IgE especifica tenham sido utilizadas. No Brasil, estudos prévios
mostraram que esta espécie de acaro de poeira doméstica também desempenha papel
importante na sensibilizacdo de cdes com dermatite atdpica (Cunha et al., 2012; Pereira
et al.,, 2015). Neste estudo, por utilizar anticorpo monoclonal anti-IgE canina, é
improvavel que esta alta sensibilizacdo seja decorrente de anticorpos IgG, devido a alta
especificidade (Dérer et al.,1998). Contudo, devido ao fato que acaros D. farinae e D.
pteronyssinus podem apresentar reacao cruzada (Masuda et al., 1999), parte desta alta
sensibilizacdo ao D. farinae pode ser decorrente de D. pteronyssinus.

No Brasil, D. pteronyssinus é encontrado mais comumente em regides costeiras,
com umidade mais elevada, ao passo que D. farinae encontra-se em maiores
concentracbes em regides secas e quentes (Souza e Rosario, 2012). Alérgenos de D.
pteronyssinus parecem ser mais comuns na poeira domiciliar na regido investigada
(Dutra et al., 2001; Farias et al., 2015; Assuncao et al., 2017) e é importante ressaltar
que alérgenos do grupo 2 de D. farinae e D. pteronyssinus dividem até 85% de suas
sequéncias de aminoacidos, e reacfes cruzadas entre eles podem ocorrer (Masuda et
al., 1999; Smith et al., 2001). Porém, cdes com dermatite atépica podem ser mais
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comumente sensibilizados a D. farinae do que a outros acaros (Bensignor e Carlotti,
2002; Foster et al., 2003; Farmaki et al., 2012), mesmo quando estes sao mais
comumente encontrados no ambiente (Farmaki et al., 2012). Isto pode ser explicado
devido ao fato do D. farinae ser mais alergénico do que D. pteronyssinus.

Este estudo aponta que o alérgeno de baixo peso molecular, Der f 2, pode ser
considerado maior na regido pesquisada, sendo o primeiro estudo que demonstrou a
importancia deste alérgeno no continente americano. Classicamente, alérgenos
maiores de D. farinae que estdo associados a eczema atdpico em cdes eram aqueles
de alto peso molecular, especialmente Der f 15 (98/109 kDa) e Der f 18 (60 kDa)
(McCall et al., 2001; Nuttall et al., 2001; Weber et al., 2003). Os alérgenos de baixo
peso molecular eram considerados de menor importancia (Noli et al., 1996; Nuttall et
al., 2001), exceto no Japao (Masuda et al., 1999; Yamashita et al., 2002).

Estudos japoneses foram o0s primeiros a demonstrar a importancia destes
alérgenos em cdes com dermatite atOpica, onde cerca de 43% de 16 cdes
apresentaram anticorpos IgE contra Der f 2 em 1999 (Masuda et al., 1999) e 75% de 90
cées foram positivos para Der f 2 em 2002 (Yamashita et al.,, 2002). Em um estudo
prévio brasileiro, apenas 20% de amostras de soro de 10 cées reconheceram bandas
entre 12 e 17 kDa, possivelmente Der f 2 (Cunha et al., 2012). Contudo, em 2016, um
estudo demonstrou uma alta prevaléncia de alérgenos de baixo peso molecular de D.
farinae no soro de caes com dermatite atépica no Brasil, utilizando western blot com
anticorpo IgE canino monoclonal (Possebom et al., 2016). Os resultados deste estudo
demonstraram 100% das amostras de soro de cdes reconheceram bandas entre 21 e
31 kDa, possivelmente Der f 1 e 40% das amostras reconheceram bandas de peso
molecular similar ao Der f 2.

Mais recentemente, com a padronizacdo de técnicas altamente especificas
utilizando alérgenos purificados e recombinantes, além de anticorpos monoclonais,
estes alérgenos de baixo peso molecular estdo ganhando destaque, com 100% e 97%
dos céaes apresentando IgE contra Der f 2 na Espanha e Inglaterra, respectivamente
(Moya et al., 2016; Patel et al., 2019). Contudo, nos Estados Unidos (especificamente
no Estado da Carolina do Norte), Franca e Suica, 0 alérgeno Der f 2 parece nao
promover sensibilizacdo nos caes (Olivry et al., 2017). Esta discrepancia entre estudos
de diferentes regi6es demonstra a importancia que variagdes geograficas promovem
sobre a genética e alergenicidade destes alérgenos.

Uma alta soropositividade ao alérgeno Zen 1 também foi observada no presente
trabalho, o qual € um alérgeno de alto peso molecular de 188 kDa (variando de 150 a
250 kDa). Este alérgeno foi primeiramente identificado em estudo japonés publicado em
2008, no qual o soro dos caes com dermatite atopica reconheceram bandas de 188 kDa
de D. farinae que ndo apresentava homologia com os alérgenos até entdo reconhecidos
(Tsukui et al., 2008). Este alérgeno foi caracterizado e sequenciado e ganhou o nome
provisorio de Zen 1, que ainda é utilizado atualmente. No primeiro estudo publicado que
pesquisou presenca de IgE contra o Zen 1 nativo, dos 33 cdes com dermatite atopica
espontanea nos Estados Unidos (Estado da Carolina do Norte), 88% foram
soropositivos ao alérgeno, ao passo que 90% de 29 caes foram positivos na Europa
(Franca e Suica), caracterizando este novo alérgeno como maior nestas localidades
(Olivry et al., 2017). Em seguida, este alérgeno também foi considerado maior na regiao
sudeste da Inglaterra, onde 76% de 59 caes foram considerados positivos (Patel et al.,
2019). Em adicéo, proteinas de 175 kDa foram identificadas em um estudo que
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caracterizada um extrato de D. farinae, que poderia ser Zen 1 (Moya et al., 2016).
Interessantemente, no Brasil, um estudo prévio demonstrou que cinco de 10 caes
reconheceram bandas de 225 kDa, através de western blot, que também poderiam ser
Zen 1, mas nenhuma investagacao posterior foi realizada neste caso (Cunha et al.,
2012). Finalmente, um estudo demonstrou que caes com dermatite atdpica
apresentaram maior producdo de anticorpos IgG, especificamente IgG1, contra uma
proteina de 180 kDa de D. farinae (Hou et al., 2006).

O alérgeno Zen 1 ainda € pouco conhecido e sua funcao ainda nao é clara. Sua
sequéncia € diferente de outros alérgenos de acaros da espécie Dermatophagoides
spp., contudo, é possivel que o Zen 1 divida epitopos conformacionais de superficie
com Der f 15. Em adicdo, ambas proteinas também convergem em porc¢des altamente
O-glicolisadas e é plausivel se pensar que ambos os alérgenos possam apresentar
reacoes cruzadas (Olivry et al., 2017). Esta reacdo cruzada pode explicar, neste estudo,
a alta positividade a Zen 1 quando comparada a Der f 2, uma vez que Der f 15 é um
alérgeno maior no Brasil (Cunha et al., 2012; Possebom et al., 2016).

No presente estudo, 0s niveis de densidade éptica entre o extrato bruto de D.
farinae e Zen 1 foram significativamente correlacionados, o que ndo aconteceu com Der
f 2 e o0 extrato bruto. Assim, provavelmente, a sororreatividade ao extrato bruto de D.
farinae esta fortemente relacionada aos alérgenos de alto peso molecular, como
observado em estudo prévio (Olivry et al., 2017).

O papel de anticorpos IgE na fisiopatogenia da dermatite atOpica ainda requer
melhores esclarecimentos. Os efeitos fisiolégicos e patofisiolégicos da IgE sao
manifestados através da interacdo com seus receptores de alta afinidade (FceRla) e de
baixa afinidade (CD23), na superficie de células efetoras, principalmente mastécitos,
basofilos e eosindfilos, promovendo a liberacdo de citocinas e mediadores
inflamatadrios, além de regular mudancas na producédo de anticorpos por plasmécitos e
linfocitos B, e na apresentacdo de antigenos por linfécitos B e células dendriticas
(Hammerberg, 2014). E sabido que cdes nio atdpicos podem apresentar altos niveis de
IgE especifica a determinados alérgenos (Lian e Haliwell, 1998; Roque et al., 2011;
Lauber et al., 2012). Entretanto, alguns cdes experimentalmente sensibilizados podem
apresentar baixos niveis de IgE alérgeno especifico (Okayama et al., 2011). Essa
controversa correlacdo entra niveis de IgE e doenca clinica pode ser explicada pela
possibilidade de apenas a porcdo variavel deste € direcionada contra alérgenos
ambientais (Pucheau-Haston et al, 2015). Assim, o fato destes animais apresentarem
niveis soroldgicos de IgE acima do ponto de corte implica em sensibilizagcdo, mas néao
necessariamente em desenvolvimento e desencadeamento de sinais clinicos, uma vez
que a imunopatogénese da doenca € extremamente complexa. A molécula de IgE pode
ser funcionalmente heterogénea, com fracdes que diferenciam-se em alergenicidade,
mobilidade e habilidade de ligar-se a outras moléculas (Pucheau-Haston et al., 2015).
Contudo, a resposta benéfica em humanos com dermatite atopica apos utilizar terapia
parenteral com anticorpo monoclonal direcionado a IgE comprova que este anticorpo
tem papel importante na patofisiologia da doenca (Sheinkopf et al., 2008).

A importancia de alérgenos de D. farinae na dermatite atépica em cédes também
pode ser reforcada através da resposta positiva a imunoterapia com Der f 2
recombinante conjugado a pullulan, os quais apresentaram melhora na manifestacao
clinica da doenca, reducdo nos seus escores clinicos e de prurido, além de reducéo no
uso de medicacao, ap0s poucos meses de uso do produto (Olivry et al., 2017; Kawano
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e Mizuno, 2017; Fischer et al., 2018). Interessante observar que tanto cdaes
sabidamente positivos para Der f 2, como caes apenas positivos para D. farinae bruto
se beneficiaram desta opcao terapéutica, e este produto se mostrou benéfico em cées
sensibilizados a mdultiplos alérgenos ambientais, além de D. farinae (Kawano e Mizuno,
2017). Entretanto, este resultado contrasta com um estudo prévio que mostrou que a
imunoterapia especifica para D. farinae foi ineficaz em cées sensibilizados a outros
alérgenos ambientais, em adi¢céo ao D. farinae (Willemse et al., 2009). Esta disparidade
de resultados pode ser explicada pela diferente composicdo dos extratos, selecédo dos
pacientes e protocolos utilizados. Por exemplo, o adjuvante utilizado na imunoterapia
anti-Der f 2 € o polissacarideo pullulan, que apresenta propriedades de redugcdo do
poder de reconhecimento de IgE e de sua alergenicidade, além de promover citocinas
Thl (Mehvar, 2003; Wang et al., 2016).

Embora existam diferentes rotas de sensibilizacdo a alérgenos ambientais em
cdes atdpicos, a penetracdo epicutanea é a principal via em cdes com dermatite atopica
e ocorre através do contato direto dos cdes com estes alérgenos (Marsella et al., 2006).
Apesar da presenca destes acaros também ocorrer na pelagem e pele de caes (Randall
et al., 2005; Farias et al., 2015, Assuncéo et al., 2017), suas concentracdes ambientais
sao signficativamente maiores (Assuncéo et al., 2017).

A alta soropositividade aos alérgenos aqui demonstrados coincide com uma alta
exposicdo a material reservatorio de acaros de poeira domeéstica. Em Curitiba, a
temperatura média anual é de cerca de 20°C, com umidade relativa do ar entre 60-80%
(Instituto Nacional de Meteorologia do Brasil), o que torna o ambiente ideal para o
desenvolvimento e reproducdo de acaros da espécie Dermatophagoides (Arlian e
Platts-Mills, 2001). E notério que estes acaros sdo altamente concentrados em
ambientes domiciliares, especialmente em locais onde ha presenca de mobiliario e
material téxtil como estofados, como tapetes, colchdes, sofas e camas (Arlian e
Morgan, 2003; Assuncéo et al., 2017) e a grande maioria dos animais positivos para 0s
alérgenos testados tinham liberdade de transito dentro de seus domicilios.

Ainda, a maioria dos cées aqui relatados tinha acesso a cama para cachorros
que geralmente abriga altas concentracdes de &caros de poeira doméstica e seus
alérgenos (Eaton et al., 1985; Randall et al., 2003; Raffan et al., 2005; Assuncéo et al.,
2017). Essa concentracdo alta de alguns alérgenos nesse material pode ser explicada
pela presenca de restos de alimentos e outros substratos para a alimentacdo dos
acaros, além de manter temperatura e umidade adequada. Assim, a lavagem frequente
destas camas pode auxiliar na reducédo da quantidade de alérgenos ambientais (Raffan
et al., 2005).

Parte dos cées estudados usavam regularmente roupas de |& ou material
sintético, as quais também sdo reconhecidos reservatorios para acaros e seus
alérgenos (Neal et al., 2002; Teplisky et al., 2008). Um estudo demonstrou que acaros
de D. farinae séo isolados em cerca de 58% de roupas de humanos atépicos (Teplitsky
et al., 2008). A diferenca do tecido também parece interferir na concentracao de acaros.
O tecido denso e fibroso conhecido como fleece parece abrigar maiores niveis de
acaros do que o algodéao (Clarke et al., 2015). Assim, € possivel que o habito de vestir
cdes com diferentes tipos de roupas possa aumentar a exposicdo a alérgenos
ambientais e favorecer a sensibilizacdo em individuos predispostos.

Em conclusédo, cdes com dermatite atopica em Curitiba, regido Sul do Brasil, sdo
frequentemente sensibilizados a D. farinae, e seus alérgenos Der f 2 e Zen 1 séo
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400 alérgenos maiores nestes animais. A sensibilizacdo ao Zen 1 parece ser a principal
401  responsavel a sensibilizacdo ao acaro D. farinae e a frequente exposi¢cdo com mobilia e
402  materiais téxteis domiciliares pode favorecer a esta sensibilizacao.
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CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento dos alérgenos ambientais assocaidos a sensibilizacdo de cées
com dermatite atopica é fundamental para entender a fisiopatogenia da doenca e
aprimorar a conducao terapéutica.

Este estudo demonstrou que cdes com dermatite atopica em Curitiba sdo
altamente sensibilizados a alérgenos de acaros de poeira doméstica, neste caso,
derivados de Dermatophagoides farinae.

Mais da metade dos caes foram positivos sorologicamente para o extrato bruto
de D. farinae, e seus alérgenos purificados, Der f 2 e Zen 1. Assim, podemos considerar
gue estes sdo maiores em cdes com dermatite atdpica na cidade. Este estudo é mais
um passo importante na enfatizacdo da importdncia de alérgenos de baixo peso
molecular (Der f 2) na sensibilizacdo de caes.

Novos estudos com outros alérgenos purificados derivados de acaros de poeira
doméstica sdo necessarios para melhor mapear a doenca na cidade e no mundo, bem
como estudos utilizando imunoterapia alérgeno-especifica a fim de comprovar

clinicamente a importancia destes alérgenos na fisiopatogenia da doenca.
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APENDICE A
Termo de consentimento de uso animal

TERMO DE CONSENTIMENTO DE USO ANIMAL

NOME DO (A) PESQUISADOER. (A) RESPONSAVEL: Marconi Fodrigues de Fariaz
NOMES DOS PARTICIPANTES DA PESQUISA: Lucas André Ludwig; Izabela Limeira; Juliane Poszebom

1. NATUREZA DA PESQUISA: O Sr. (Sra) estd sendo convidada (o) a autorizar a parficipagdo de seu(s)
animal(is) nesta pesquiza que tem como finalidade de identificar a presenca de dois tipos de alérgenos de

acaros de poeira doméstica no sangue de cies com dermatite atépica.

2. INDENTIFICACAO DO(S) ANIMAIS(IS): Ao tods, serdo coletadas 100 amostras de sangue de 100 céies

com o diagndstico clinico de dermatite afdpica canina

3 ENVOLVIMENTO NA PESQUISA: ao parficipar deste estudo o Sr. (Sra ) permitira que o (a) pesquisador
() colete wma amestra de sangue do animal. O 5r. (Sra ) tem liberdade de se recusar a pariicipar e ainda
5¢ recusar @ continuar participande em gualguer fase da pesquiza, sem gualguer prefuizo para o seu animal
Sempre que quiser poderd pedir mais informagdes sobre a pesquisa através do felegfone do (a) pesguisador
{a) do projeto e, se necessério através do telefone da Comisséo de Etica no Use de Animais (CEUA).

4. SOBRE 05 DADOS NECESSARIOS: Informagdes relevantes ac ambiente do animal, locais de lesdes
clinicas, e histdrico de uso de medicamentos para o controle da doenga, bem como a idade do animal raca e

X0,

L

RISCOS E DESCONFORTO: Estresse para contengio ¢ coleta de amostra sanguinea pela via jugular
ou eefilica. Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Principios Eticor na Experimentacio
Animal segundo a Lei Federal 11794, de 08 de outubro de 2008.

6. CONFIDENCIALIDADE: fodas as informagdes coletadas neste estudo sdo estritamente corfidenciais.

Somente o5 pesquisadores terdo conhecimento dos dados.

BENEFICIOS: esperames que este estuds traga informagdes importantes sobre o papel destes deavos de
poeira doméstica na precipitagdeo da coceira e lesdes na dermatite atdpica caning na cidade de Curitiba ¢
regiio metropeolitana, de forma que o conhecimento gue serd consfruido a partiv desta pesquisa possa
auxilinr ne entendimento da deengn e facilitar medidas de controle e tratamento, o pesguisador se

compromete a divulgar or resultados obtides.
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Termo de consentimento de uso animal (continuacao)

8. PAGAMENTO: o 57, (Sra) ndo ferd nenhum tipo de despesa para participar desia pesguisa, bem como
nada serd pago por sua parficipacds. O custes das andlises laboratoriais serde arcadas pele laboratdrio

parcetro,

Apds estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar desta pesquiza.

Portanto preencha, por faver, os itens que se seguem:

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto men
consentimento em participar da pesquisa.
Portador de RG n?®
............................................... Residente

................................ Raga
SEX0 wamendlUtorizo a utilizar o animal como sujeito de pesquisa para fins didédticos e cientificos.
Assinatura do Proprietario Assinatura do Pesquisador

TELEFONES
Pesquisador {es): Lucas André Ludwig (45) 999193712
Orientador: Marconi Rodrigues de Farias

CEUA-PUCPR: (41) 3271-2292 [ ceua@pucpr.br
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ANEXO A

Normas do periodio Veterinary Dermatology

O idioma para publicagéo é o inglés.

Tamanho A4, com margens de 2,5cm, espaco simples, alinhado a esquerda,
podendo optar pelas fontes Helvetica, Arial ou Verdana, tamanho 12. Cada linha e
pagina do manuscrito deve ser numerada consecutivamente desde a pagina do titulo.

Para trabalhos cientificos, os manuscritos devem ser arranjados na seguinte
ordem: titulol agradecimentos; resumo com subdivisdes (contexto, hip6tese/objetivos,
animais, métodos, resultados, conclusdes e importancia clinica; texto com subdivisdes
(introducdo, material e métodos, resultados e discussao), referéncias; legendas de
ilustracoes.

As legendas das ilustracdes devem ser dadas ao final do manuscrito. Simbolos e
abreviacdes devem ser identificados. Fotografias devem ter resolucdo de 300dpi.

Em relacéo as referéncias, quando houver mais de trés autores, 0s trés primeiros
devem ser citados seguido de “et al’. Os nomes dos periédicos devem ser
referenciados abreviados, de acordo com Index Medicus e a National Library of
Medicine (NLM website).

As normas encontram-se, em inglés, disponiveis no link
<https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/13653164/homepage/ForAuthors.html#Sub

missions>
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ANEXO B
Parecer do CEUA

Pontificia Universidade Catolica do Parana
Pro-Reiroria de Pesquisa e Pos-Graduagiio
pucpRr Comissio de Etica em Pesquisa no Uso de Animais

Curitiba, 23 de novembro de 2017.
PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA
REGISTRO DD PROJETO: 01185 — 2* versao

TITULO DO PROJETO: AVALIAGAD DA SENSIBILIDADE ACS ALERGENOS DER F 2 E ZEN 1 NO SORO DE GAES
COM DERMATITE ATOPICA

01185 A - AVALIAGAD DA SENSIBILIDADE IN VITRO AQS ALERGENCS DER F 2 E ZEN 1 EM CAES COM DERMATITE
ATOFICA

PESQUISADOR RESPONSAVEL
MARCONI RODRIGUE DE FARIAS

EQUIPE DE PESQUISA
Lucas André Ludwing, Isabela Lorusso Caversan Limeira, Juliane Possebom de Oliveira

INSTITUICAD
Pontificia Universidade Catolica do Parana

CURSO
Medicina "Veterinaria

VIGENCIA DO PROJETO | Mavemnbro 2017 a Movembro 2018 | QUANTIDADE DE ANIMAIS | 130

ESPECIE/LINHAGEM Caniz lupus famifiaris E:EE'E_M I M3o e aplica
SEXO Aleatirio ATIVIDADES ) NS se aplica
IDADE | FESO Aleatbrio _ﬁi;gﬁ'gm i ffHPD Mo se aplica
ORIGEM DO ANIMAL | CVE - FUCFR LOCAL 8] e vt i NS se aplica

O colegiado da CEUA cerfifica gue este protocolo que envolve a produgdo, manutengio efou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto homem), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de
acordo com o5 preceitos da Lei n® 11.794/2015 e Decreto n® 6.899/2009, e com as nomas editadas pelo CONCEA
e foi APROVADO pela CEUA - PUCPR em reunio de colegiade. Se houver mudanga do protocolo o pesquisador
deve enviar um relatério 4 CEUA descrevendo de forma clara e sucinta, a parte do protocolo a ser modificado e as
suas justificativas. Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituigdes, cabe ao pesquisador ndo

iniciar antes de receber a autorizagio formal para a sua realizag&o.

Fua Imaculada Conceigdo, 1155 Prado Velho CEP 80.213-901 Cuntiba Parana Brasil
Telefome: (41) 3271-2292 www.pucpr.br
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Parecer do CEUA (continuagéo)

Pontificia Universidade Catolica do Parana
Pro-Reitoria de Pesguisa e Pos-Graduagio
pUCPR Comissio de Etica em Pesquisa no Uso de Animais

MULRINTA

O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsavel da
instituicBo & deve ser mantido em poder do pesquisadeor responsavel, podendo ser requerido por esta CEUA em
qualguer tempo.

Alenciozaments, 1
Prof. Dr. Sérgio Luiz Rocha
Coordenador < . |

Comissio de Eticd no Uso de Ani
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