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FORMATO DA TESE

A presente tese é formada por capitulos. O capitulo 1 trata-se de uma revisao
de literatura sobre acaros de poeira doméstica e teses de sensibilizagado ambiental em
caes com dermatite atépica. O capitulo 2 trata-se de artigo cientifico completo, com
referéncias, destinado a submissao ao periédico Veterinary Dermatology. O capitulo 3
finaliza com conclusdes gerais sobre o trabalho. As referéncias encontram-se ao final

de cada capitulo.



RESUMO GERAL

A dermatite atopica em cées € uma doencga hereditaria, pruriginosa, associada
a hiper- reatividade de sub- populagdes de linfocitos T, anormalidades de barreira
cutanea, sensibilizacdo alérgica e disbiose de microrganismos. Dentre os alérgenos
ambientais, os acaros de poeira doméstica e de estocagem sdo frequentemente
implicados na sensibilizagcdo destes caes. O teste de puntura é um dos testes
cutdneos in vivo que podem auxiliar na identificagdo da sensibilizacdo a estes
alérgenos. O objetivo deste trabalho foi determinar a concentragéo limiar irritante (CLI)
dos extratos de acaros de poeira domeéstica e de estoque para uso no teste percutaneo
em caes com dermatite atdpica. Para isto, o teste alérgico percutaneo foi realizado na
regiao lateral toracica em dois grupos: 43 céaes higidos e 33 cdes com dermatite
atopica. Foram utilizadas cinco diferentes concentragdes (1, 5, 10, 20 e 40 mg/mL)
para Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides pteronyssinus e Blomia tropicalis,
e quatro diferentes concentragdes (0.5, 1, 2 e 5 mg/mL) para Acarus siro e Tyrophagus
putresentiae, utilizando puntor plastico de ponta multipla. O teste de normalidade foi
realizado por meio do Shapiro-Wilk. Diferencas nas propor¢des de animais higidos
com papulas iguais ou superiores a 3mm nos diferentes alérgenos foram analisadas
por teste de Kruskal-Wallis. A comparagdo do tamanho papular entre os dois grupos
foi realizada por teste de Mann Whitney. Diferencas entre os niveis de concentragao
foram avaliadas por comparagées multiplas com ajuste de Tukey, Nivel de
significancia foi considerado como p < 0.05. Como resultado, o CLI em caes higidos
para cada alérgeno foi de 5 mg/mL para B. tropicalis, 10 mg/mL para D. farinae e D.
pteronyssinus e 1 mg/mL para A. siro e T. putrescentiae. Em geral, concentracdes
maiores formam papulas maiores tanto em higidos como em atopicos. O teste foi bem
tolerado pelos caes, sendo que alguns apresentaram leve desconforto durante o
procedimento. Como conclusao, extratos utilizados no teste de puntura em cies com
dermatite atépica devem apresentar concentracdo de 5 mg/mL para B. tropicalis, 10
mg/mL para D. farinae e pteroyssinus e 1 mg/mL para A. siro e T. putrescentiae. Estas
concentragbes também podem promover papulas mais visiveis em caes atdpicos,
facilitando a interpretacao do teste.



GENERAL ABSTRACT

Canine atopic dermatitis is a hereditary, pruritic disease associated with hyperreactivity
of T-lymphocyte subpopulations, skin barrier abnormalities, allergic sensitization, and
microbial dysbiosis. Among environmental allergens, house dust and storage mites are
frequently implicated in the sensitization of these dogs. The prick test is one of the in
vivo skin tests that can help identify sensitization to these allergens. The aim of this
study was to determine the irritant threshold concentration (ITC) of house dust and
storage mite extracts for use in percutaneous testing in dogs with atopic dermatitis. For
this purpose, the percutaneous allergy test was performed on the lateral thoracic region
of two groups: 43 healthy dogs and 33 dogs with atopic dermatitis. Five different
concentrations (1, 5, 10, 20, and 40 mg/mL) were used for Dermatophagoides farinae,
Dermatophagoides pteronyssinus, and Blomia tropicalis, and four different
concentrations (0.5, 1, 2, and 5 mg/mL) for Acarus siro and Tyrophagus putrescentiae,
using a multi-tip plastic lancet. Normality was assessed using the Shapiro—Wilk test.
Differences in the proportions of healthy dogs presenting wheals =23 mm for different
allergens were analyzed using the Kruskal-Wallis test. Comparison of wheal sizes
between the two groups was performed using the Mann—Whitney test. Differences
among concentration levels were evaluated through multiple comparisons with Tukey
adjustment. The level of significance was set at p < 0.05. As a result, the ITC in healthy
dogs for each allergen was 5 mg/mL for B. tropicalis, 10 mg/mL for D. farinae and D.
pteronyssinus, and 1 mg/mL for A. siro and T. putrescentiae. In general, higher
concentrations produced larger wheals in both healthy and atopic dogs. The test was
well tolerated by the dogs, although some showed mild discomfort during the
procedure. In conclusion, extracts used in the prick test for dogs with atopic dermatitis
should have concentrations of 5 mg/mL for B. tropicalis, 10 mg/mL for D. farinae and
D. pteronyssinus, and 1 mg/mL for A. siro and T. putrescentiae. These concentrations
may also produce more visible wheals in atopic dogs, facilitating test interpretation.
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CAPITULO 1

1. ACAROS DOMESTICOS E SEU PAPEL NA DERMATITE ATOPICA CANINA -
REVISAO DA LITERATURA

1.1 Biologia e ecologia dos acaros de poeira doméstica

O termo acaro de poeira doméstica (house dust mites, 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 s&o visiveis ao olho nu (Milian e Diaz, 2004).

A familia Pyroglyphidae possui cerca de 18 géneros e 46 espécies (Arlian e
Morgan, 2003). Contudo, mais de 80% dos acaros encontrados na poeira
intradomiciliar corresponde as espécies Dermatophagoides e Euroglyphus (Hallas,
1991). O género Dermatophagoides também pode ser encontrado em nichos ndo-
domésticos, como ninhos de aves e pequenos mamiferos (Colloff, 2009). As duas
principais espécies deste género sado D. pteronyssinus (figura 1) e D. farinae, sendo
que, no passado, a primeira era mais prevalente na Europa enquanto a segunda, mais

resistente a dissecacao, era mais prevalente nos Estados Unidos (Sporik et al., 1992).

O primeiro estudo que identificou a espécie Blomia tropicalis (figura 2) foi
publicado em 1974 e o categorizou como um acaro de estoque por ter sido
especialmente encontrado em ambientes e alimentos contendo graos (Van Bronswijk
e De Cook, 1974). Contudo, especialmente em paises com clima tropical, esta espécie
é frequentemente encontrada na poeira doméstica (Baqueiro et al., 2006; Catanghal
et al., 2012; Fernandez-Duro et al., 2013; Pauli et el., 2023). Estes acaros geralmente
possuem cerca de 0,23 a 0,47mm de comprimento e geralmente sdo de corpo de
formato globoso com uma cuticula que forma estruturas curtas com formato de vara

(figura 3), o que difere a espécie de outros acaros domésticos (Mariana et al., 2007).



32 Figura 1 - (1) Microscopia eletrénica de uma fémea de D. pteronyssinus; nota-se pelos (a,b) e estrias
33 longitudinais (c); (2) fémea de D. farinae; nota-se pelos (a,b) e estrias transversais (c).

34 : : ‘
35 Fonte: Hart e Fain, 1988.

36 Figura 2 - Microscopia eletrénica de um acaro B. tropicalis.

37
38
39 Fonte: Mariana et al., 2007
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Figura 3 - Estruturas de formato de varas curtas na cuticula de um acaro da espécie B. tropicalis.
Microscopia eletrénica, 2000x.
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Fonte: Mariana et al., 2007

O termo Dermatophagoides significa comedor de pele, sendo que o termo
farinae significa farinha, o que provavelmente reflete o habitat natural do acaro antes
dele ser associado com humanos, enquanto pteronyssinus significa “adora penas”
(Arlian e Morgan, 2003). Os principais fatores determinantes para a sobrevivéncia dos
acaros sao alta umidade, temperaturas moderadas e fontes adequadas de alimento
(Nascimento et al., 2016). Ambas as espécies estdo amplamente distribuidas ao redor
do mundo (Thomas, 2010).

Em estudo espanhol, o D. farinae apresentou maior concentracdo em
ambientes urbanos, quando comparados a ambientes rurais ou mistos (grafico 1)
(Agratorres et al., 1999), sendo que carpetes, tapetes, colchdes 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
3
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a maior concentragao de HDM por grama de poeira (grafico 2) (Coloff, 2009). O habitat
dos acaros pode também variar de acordo com diferentes escalas, como variagdes
dentro de um mesmo cdmodo da casa, variagdes entre diferentes cdbmodos da casa,
bem como variagdes territoriais por meio de diferentes geografias e climas (figura 4)
(Coloff, 2009). Roupas provavelmente nao sao locais de reprodugcdo 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 contribuem

para a sua dispersao (Arlian e Morgan, 2003).

Grafico 1. Porcentagem de concentracdo de acaros de poeira doméstica separados em ambientes
urbano,
misto e rural.

100
90
80
70
60
50
40
30

20
10 s
Urbano Misto Rural

Fonte: adaptado de Agratorres et al., 1999.

Grafico 2. Numero de &caros por grama de poeira em diferentes camadas do colchéo, além de
travesseiro.
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Figura 4 - Variagdes de habitat de 4caros de poeira doméstica

Y (b [

Escala micro-habitat Escala macro-habitat Escala regional Escala global
Colchbes e carpetes Casas Regites Continentes
Espacos ocupados pelos Diferencas entre os comodos Variagdo espacial da Diferencas climaticas entre
acaros sdo cercados por da casa (exemplo: quarto tem ocupacdo humana. Habitat continentes. O habitat é viavel
espacos ndo ocupados habitat mais viavel do que mais viavel em areas urbanas. na porgdo fterrestre.  Os
(exemplo: cama cercada pelo cozinha). Casas circundadas Ha areas urbanas cercadas continentes s3o cercados por
chéo sem carpete do quarto). por gramados. por areas de vegetacéo. agua.

Fonte: adaptado de Colloff, 2009.

O ciclo de vida dos acaros 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) e, sua reproducédo baseia-se na copula entre machos e
fémeas adultos, e o ato da cépula pode durar até 48 horas. Neste tempo, a fémea
continua se movimentando pelo ambiente levando o macho (Hart, 1998) e depositam
alguns ovos por dia, durante alguns dias ou meses antes de morrer (Hallas, 1991). O
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numero de ovos que uma fémea pode depositar ao longo da vida é incerto, com
estimativas entre 40 e 100 ovos.

Acaros de poeira doméstica podem viver entre dois e cinco meses,
dependendo das condi¢gdes ambientais (Milian 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 reproducgao, desenvolvimento e populagdo é altamente
variavel 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 estao 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) € 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¢des
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 acaros, 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 as alternancias de UR. Estudos demonstraram que
estes acaros 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). A
associagao de umidade relativa do ar elevada e baixa ventilagdo do ambiente também
pode estar associadas a maiores concentragdes de acaros de poeira doméstica em
domicilios (Munir et al., 1995; Sun et al., 2022).

Em relagdo a tolerancia térmica, a concentragdo de HDM reduz
significativamente em ambientes com temperatura entre 40°C e 50°C (Arlian e
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Morgan, 2003). A ionizagdo do ar também demonstrou eficiéncia na redugdo das
concentracbées de HDM em ambiente laboratorial controlado, mas baixa eficacia na

redugédo em colchdes e mobilia (Abidin e Ming, 2012).

A concentragao de acaros domeésticos em poeira € muito maior em domicilios
do que em ambientes publicos como hospitais (Custovic et al., 1998), escolas (Berge
et al., 1998; Cyprowski et al., 2013; Xue et al., 2023) e hotéis (Xue et al., 2023).

No Brasil, os acaros da familia Pyroglyphidae também s&o os mais comuns,
sendo que o D. pteronyssinus € mais comum em regides 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; Assuncéo et al., 2017). Estudos em diversos paises
colocam o D. farinae como o acaro mais prevalente em lares da Coreia do Sul (Jeong
et al., 2012) e, recentemente, em estudo sul coreano, o Der f 1 foi muito mais
prevalente que o Der p 1, o qual ndo foi encontrado na maioria das amostras incluidas
no estudo de lares de caes com dermatite atdpica e nao atopicos (Kim et al., 2023).
Um outro resultado interessante deste estudo € que o Der f 1 foi muito mais prevalente
em lares proximos as areas verdes, como florestas e montanhas, quando comparado
a lares de regides mais pavimentadas (Kim et al., 2023). O Der p 1 esta relacionado
em maiores concentragdes em lares com tapetes e colchdes antigos (Mihrshahi et al.,
2002). Ainda, Der f 1 é mais prevalente que o Der p 1 em ambientes de trabalho
(Sander et al., 2012).

Quadro 1 - Medidas ambientais para controle de 4caros de poeira doméstica

Proteger o colchdo e roupa de cama com capas protetoras e, idealmente, a roupa
de cama deve ser lavada a cada uma a duas semanas, preferencialmente com agua

quente;

Se possivel, remover ou diminuir tapetes, carpetes, cortinas e mobilia estofada;
tapetes e carpetes devem ser batidos, aspirados e lavados regularmente, além de
colocados no sol;

Utilizar acaricidas ou acido tanico em carpetes e tapetes;
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Utilizar purificadores de ar nos comodos, preferencialmente com filtros do tipo
HEPA,

Manter umidade relativa do ar igual ou menor que 45%;

Ventilar a casa em dias que a umidade relativa do ar externa estiver baixa;

Se possivel, substituir cortinas por persianas ou cortinas com tecidos lavaveis;

Se possivel, remover brinquedos de tecido e/ou pelucia;

Manter objetos com capacidade de acumular pé em armarios fechados;
Adaptado de: Bush, 2008; Wilson e Platts-Mills, 2018

Colchdes mais antigos tém maiores concentragées de acaros, ao passo que
colchdes em lares com ventilagio mecanica continua apresentam menores
concentragbes quando comparado a colchées em lares com ventilagao natural (Van
Strien et al., 1994). Em lares de humanos com doencas alérgicas respiratérias, o uso
de capas impermeaveis em travesseiros e colchdes reduziu significativamente a
concentracéo de alérgenos do grupo 1 de D. farinae e D. pteronyssinus (Tobias et al.,
2004). Contudo, o uso isolado de capas impermeaveis como roupa de cama, nao foi
capaz de reduzir sinais clinicos de criangas com rinite alérgica, sendo necessario o
uso conjunto de outras medidas de controle ambiental para atingir beneficios clinicos
nestes pacientes (Terreehorst et al., 2003). Medidas para controle ambiental de acaros

podem ser vistos no quadro 1.

1.2 Acaros de estoque

Acaros de estoque pertencem as familias Glycyphagidae e Acaridae e
também se desenvolvem bem em climas com temperatura entre 25-30 graus e
umidade relativa do ar a 80 (Van Hage-Hamesten e Johanson, 1992) e se reproduzem
por até 30 vezes ao ano, o que caracteriza uma reprodugao bem mais acelerada do
que acaros de poeira doméstica (Panzer e Krebs, 2020). Alguns exemplos destes
acaros incluem os géneros Glycyphagus, Tyrophagus, Lepidoglyphus e Acarus
(Fernandez-Caldas et al 2014).
Estes acaros podem ser encontrados em diferentes produtos, como graos,
farinha, feno, palha, frutas, queijo, dentre outros (Van Hage-Hamesten e Johanson,
1992) e tém sido relacionados com indugéo de doengas alérgicas em humanos, como

asma e rinite, especialmente em populac¢des de ambiente rural (Van Hage-Hamesten
8
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e Johanson, 1998). E estabelecido que existem similaridades entre alguns epitopos
de determinadas espécies de acaros de estoque com acaros de poeira como, por
exemplo, similaridades entre Lep d 1 e Der p 1 e, em menor escala, do grupo 2 destes
alérgenos (Van Hage-Hamesten e Johanson, 1998).

Em caes, diversos estudos demonstram que cédes com dermatite atdpica
apresentam sensibilizagdo a estas espécies, com resultados variando de 73 a 100%
(Arlian et al., 2003; Mueller et al., 2005; Nuttal et al., 2006; Popiel e Cekiera, 2015).

1.3 Alérgenos de acaros da poeira domeéstica

Alérgeno € um antigeno capaz de suscitar uma resposta de hipersensibilidade
(Olivry et al., 2001). Os alérgenos de acaros sao estabelecidos pelo Sub-comité de
Nomenclatura de Alérgenos da Organizagdo Mundial da Saude (OMS). A OMS
estabelece que cada alérgeno seja representado, em italico, pelas trés primeiras letras
do género do acaro, seguido por um espaco simples e pela primeira inicial da espécie
e, em seguida, por um numero romano (exemplo: Der f 1 para Dermatophagoides
farinae 1). Os alérgenos serdao numerados de acordo com a ordem de descoberta ou
estrutura bioquimica, com algumas excegdes. Estruturas homédlogas de diferentes
espécies serao classificadas com o mesmo numero (Marsh et al, 1986).

Os principais alérgenos de acaros da poeira doméstica sao 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 e elementos de sua cuticula (Colloff, 2009), e estas particulas sdo mantidas
em sua estrutura por uma membrana peritréfica. Isto € importante pois alguns
alérgenos podem ser suspensos no ar na forma de particulas fecais intactas (Platts-
Mills et al., 1997).

A producao de IgE frente a um alérgeno pode promover respostas a outros
antigenos e respostas a componentes nao-alergénicos podem acontecer, tornando
necessaria a identificagcao dos reais alérgenos que levam a sensibilizagédo do individuo
(Thomas, 2015).



205
206
207

208
209

210
211
212
213

Até o momento, segundo a Organizagdo Mundial da Saude, sao descritos 40

alérgenos de D. farinae, 34 alérgenos de D. pteronyssinus e 13 alérgenos de B.

tropicalis (tabelas 1 a 3).

Tabela 1 - Alérgenos identificados de Blomia tropicalis
Alérgenos identificados de Blomia tropicalis

Alérgeno Nome biogquimico Peso molecular (kDa)
Blo t 1 Cisteina 39 kDa
Blot2 Familia NPC2; MD-2 proteinas relacionadas a lipidios  14.5 kDa
Blot3 Tripsina 23.8 kDa
Blot4 Alfa-amilase 56 kDa
Blot5 Alérgeno do grupo 5/21 14 kDa
Blot6 Quimotripsina 25 kDa
Blot7 Bactericidal permeability-increasing like protein 25 kDa
Blot8 Glutathione S-transferase 27 kDa
Blot9 Trypsin-like serine protease 27 kDa
Blot 10 Tropomyosin 33 kDa
Blot 11 Paramyosin 110 kDa
Blot12 Peritrophin-A-like domain containing protein 14 kDa
Blot13 Cytosolic fatty acid-binding protein 14.8 kDa

Fonte: allergen.org

Tabela 2 - Alérgenos identificados de Dermatophagoides pteronyssinus.
Alérgenos identificados de Dermatophagoides pteronyssinus

Derp 1 Cisteina 24
Der p 2 NPC? family; MD-2-related lipid recognition (ML) domain containing 15 kDa
L2 protein
Derp 3 Trypsin 31 kDa
Derp4 Alpha-amylase 60 kDa
Derp5 Group 5/21 allergen 14 kDa
Derp6 Chymotrypsin 25 kDa
Derp7 Bactericidal permeability-increasing like protein 26, 30 and 31
kDa
Derp8 Glutathione S-transferase 27 kDa
Derp9 Collagenolytic serine protease 29 kDa
Derp 10 Tropomyosin 36 kDa
Derp 11 Paramyosin 103 kDa
Derp 13 Cytosolic Fatty Acid Binding Protein 15 kDa
Derp 14 Apolipophorin 177 kDa
Derp 15 Chitinase, contains a C-terminal peritrophin-A-like domain 58.8 and 61.4
kDa
Derp 16 Gelsolin 55 kDa
Derp 18 Non-catalytic _chitinase-like protein _(contains _a C-terminal 49.2 kDa
peritrophin-A-like domain)
Der p 20 Arginine kinase 40 kDa
Der p 21 Group 5/21 allergen 14.726 kDa
Der p 23 Peritrophin-like protein domain (PF01607) 14 kDa (dimer)
Derp 24 Ubiquinol-cytochrome ¢ reductase binding protein; Cytochrome b- 13 kDa
c¢1 complex subunit 7
Der p 25 Triosphosphate isomerase 27 kDa
Der p 26 Myosin light-chain 14.1 kDa
Der p 27 Serpin serine protease inhibitor 45 kDa
Der p 28 Heat shock protein Hsp70 45 kDa
Der p 29 Cyclophilin 27.7 kDa
Der p 30 Ferritin 12.1 kDa
Der p 31 Cofilin 16.8 kDa
Der p 32 Inorganic pyrophosphatase 45 kDa
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Derp 33
Der p 36
Der p 37
Der p 38

Der p 39
Der p 40

alpha-tubulin
C2 domain containing protein

Chitin binding protein (contains 2 peritrophin-A-like domains)

44.2 kDa
23 kDa
30 kDa

Bacteriolytic enzyme

Troponin C
Thioredoxin like protein

15 kDa
18 kDa
12 kDa

Fonte: allergen.org

Tabela 3 - Alérgenos identificados de Dermatophagoides farinae.
Alérgenos identificados de Dermatophagoides farinae

Alérgeno  Nome bioquimico Peso molecular (kDa)

Der f 1 Cisteina 27

Der f2 Familia NPC2; MD-2 proteinas relacionadas a lipidios 15 kDa

Derf3 Trypsin 29 kDa

Derf4 Alpha-amylase 57.9 kDa

Derf5 Group 5/21 allergen 15.5 kDa

Derf6 Chymotrypsin 25 kDa

Derf7 Bactericidal permeability-increasing like protein 30-31 kDa

Derf8 Glutathione S-transferase 32 kDa

Derf10 Tropomyosin 37 kDa

Der f 11 Paramyosin 98 kDa

Derf13 Cytosolic fatty acid-binding protein 15 kDa

Derf 14 Apolipophorin 177 kDa

Der f 15 Chitin?se, contains a C-terminal peritrophin-A-like 98/109 kDa
domain

Der f 16 Gelsolin/villin 53 kDa

Der f17 Calcium binding protein 53 kDa

Derf 18 Proteina tipo quitinase nao catalitica 60 kDa

Der f 20 Arginine kinase 40 kDa

Der f 21 Group 5/21 allergen 14 kDa

Der f 22 NP02 fgmily; MI_D—Z—reIated lipid recognition (ML) domain 14.7 kDa
containing protein

Der f 23 Peritrophin-A-like protein zgelj[f)azé%%f 23.01), 8 kbDa

Der f 24 Ubiquinol-cytochrome ¢ reducf[ase binding protein; 13 kDa
Cytochrome b-c1 complex subunit 7

Der f 25 Triosephosphate isomerase 34 kDa

Der f 26 Myosin alkali light chain 18 kDa

Der f 27 Serpin 48 kDa

Der f 28 Heat shock protein Hsp70 70 kDa

Der f 29 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (cyclophilin) 15 kDa

Der f 30 Ferritin 15 kDa

Der f 31 Cofilin 15 kDa

Der f 32 Inorganic pyrophosphatase 35 kDa

Der f 33 alpha-tubulin 52 kDa

Der f 34 Rid-like protein; enamine/imine deaminase 16 kDa

Der f 35 NPC2 family; MD-2-related lipid recognition (ML) domain 14.4 kDa, natural
containing protein recombinant

Der f 36 C2 domain-containing protein 23 kDa

Der f 37 Chitin. binding protein (contains 2 peritrophin-A-like 29 kDa
domains)

Der f 38 Bacteriolytic enzyme 15 kDa

Der f 39 Troponin C 18 kDa

Der 40 Thioredoxin like protein 12 kDa

Der f 42 Na/K-exchanging ATPase beta-subunit 36 kDa

Der 43 Peroxiredoxin 1 27 kDa

Derf44 Peroxiredoxin 2 25 kDa

Fonte: allergen.org
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Diversos estudos em cées demonstraram resultados de sensibilizacdo aos
acaros domésticos utilizando-se de teste intradérmico e/ou sorologia alérgeno-
especifica, com resultados variando de 1,6 a 100%, dependendo da metodologia

utilizada. Os resultados de diversos estudos estao sintetizados na tabela 4.

Na medicina veterinaria, a caracterizagao de quais proteinas derivadas de
acaros tém importancia em caes com dermatite atdpica comecou no inicio do século
XV. Nuttal et al. (2001) utilizaram soro de cdes com dermatite atopica para demonstrar
que a maioria das amostras reconheciam epitopos de alto peso molecular frente a
alérgenos de D. farinae e D. pteronyssinus, em especial alérgenos de peso entre 97-
98kDa e 102-104kDa.

No mesmo ano, McCall et al. (2001) caracterizaram e clonaram um alérgeno
de importancia do D. farinae com peso molecular de 98-109kDa, identificado como
Der f 15, uma quitinase, especialmente localizada em &érgdos como ventriculo,
esbfago, reto e intestinos dos acaros, implicando em uma fungéo relacionada a

digestao destes.

Posteriormente, Weber et al. (2003) demonstraram que o Der f 18, outra
quitinase de 60kDa, foi reconhecido na maioria dos soros de caes sensibilizados aos
acaros de poeira, tal qual em humanos. Segundo O’Neil et al. (2006), Der f 18 e Der
p 18 possuem 88% de aminoacidos idénticos ao passo que Der p 15 e Der f 15
possuem 90% de similaridade na sequéncia de aminodacidos, o que fortemente sugere

possivel reagcdo-cruzada entre estes alérgenos.

Por outro lado, alérgenos de baixo peso parecem diferir em sua importancia na
dermatite atopica em céaes, a depender da regido. Noli et al. (1996) relataram que
nenhum soro de cado com dermatite atopica foi positivo para proteinas do grupo 1 e 2
de Dermatophagoides farinae e pteronyssinus, por western blot em caes europeus.
No Japéao, por outro lado, estes alérgenos de baixo peso molecular parecem ter
importancia nos caes com dermatite atopica deste pais (Masuda et al., 1999). Neste
estudo, de 16 soros de caes com dermatite atopica, seis detectaram IgE contra Der f
1 e sete contra Der f 2, 0 que aconteceu similarmente ao mensurarem alérgenos de
Der p 1 e Der p 2 (Masuda et al., 1999). Ainda, oito caes ndo apresentaram IgE

especifica contra nenhum destes alérgenos (Masuda et al., 1999).
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Outro estudo japonés demonstrou por volta de 45% e 75% de sensibilizagao
aos alérgenos purificados de Der f 1 e Der f 2, respectivamente (Yamashita et al.,
2002). Neste estudo, alérgenos de D. pteronyssinus apresentaram bem menor
positividade, resultando em quase 8% e 23% de caes positivos ao Der p1 e Der p 2,

respectivamente.

No Brasil, alguns estudos utilizando western blot também mostraram que
alguns soros de cées atdpicos reconheciam bandas de baixo peso molecular de
acaros Dermatophagoides. No Rio de Janeiro, apenas 20% de 10 soros
reconheceram bandas entre 12 e 17kDa de D. farinae, possivelmente se tratando de
Der f 2 (Cunha et al., 2012). Neste mesmo estudo, ao menos 50% das amostras
reconheceram proteinas de alto peso molecular, como 102kDa (80%), 52-76kDa
(80%), 76kDa (50%) e 225kDa (50%).

Outros estudos em cidades brasileiras demonstraram que os grupos 1 e 2
podem sim estar implicados na sensibilizacdo de caes com dermatite atopica. Em um
estudo avaliando o soro de caes por western blot para alérgenos de D.
pterononyssinus, os autores demonstraram que 100% dos caes sensibilizados ao
acaro reconheceram bandas entre 21-31kDa, o que pode corresponder ao Der p 1
(24kDa), e 54% reconheceram bandas entre 14-21kDa, o que pode indicar o Der p 2
(14kDa) (Possebom et al., 2016). Similarmente, em outro estudo, os mesmos autores
relataram que 100% dos soros utilizados, através de western blot, reconheceram
bandas entre 21-31kDa de D. farinae, o que pode corresponder ao Der f 1 (24kDa)
(Possebom et al., 2016).

Mais recentemente, diversos estudos pesquisaram IgE sérica utilizando Der f 2
recombinante em caes atopicos, demostrando diferentes resultados a depender da
localizagdo geografica. Em 2016, Olivry et al. identificaram apenas 6 e 28% de
positividade ao Der f 2 em amostras de caes com dermatite atépica no Estado
americano da Carolina do Norte e na Europa (Franga e Suiga). Ainda, menos de 50%
de positividade também foi demonstrada em cées provenientes da Malasia, onde um

estudo relatou que 48% dos caes foram positivos ao Der f 2 (Chan et al., 2016).

Todavia, em caes ingleses, o Der f 2 foi positivo em 90% de 85 amostras de

soro de caes com dermatite atdpica incluidos (Patel et al., 2018), demonstrando a
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importancia deste alérgeno como causador de sensibilizacdo nesta regido. No Brasil,
estudos na cidade de Curitiba (Parand) e Botucatu (Sao Paulo) mostraram
positividade sérica de 56% e 97,5% ao alérgeno, respectivamente (Ludwig et al., 2021;
Freeza et al., 2023).

Outro alérgeno de alto peso molecular que tem grande importancia na
sensibilizacdo de cdes com dermatite atopica é o Zen 1 e vem sendo descrito em
diversas publicagbes, desde sua identificacdo por Tsukui et al. (2008) no soro de caes
japoneses. Este alérgeno possui 188kDa e parte de sua sequéncia de aminoacidos é
similar ao Der f 15, o que pode tornar concebivel a possibilidade de reagao cruzada
em epitopos repetidos entre os dois alérgenos (Olivry et al., 2016). O Zen 1 é
considerado um importante alérgeno derivado de D. farinae relacionado com dermatite
atépica em caes dos Estados Unidos (Olivry et al., 2016), Italia, Leténia, Holanda,
Inglaterra (Olivry et al., 2016; Patel et al., 2018; Favrot et al., 2022), Malasia, Japao,
Taiwan, Tailandia (Chan et al., 2019; Favrot et al., 2022), Brasil (Ludwig et al., 2021,
Freeza et al., 2023), Argentina e Africa do Sul (Favrot et al., 2022).

Caes experimentalmente infectados com Toxocara canis apresentaram niveis
séricos de IgE contra D. farinae maiores do que cées nao infectados com T. canis.
Contudo, estes caes apresentaram menos prurido e sinais clinicos quando desafiados
com D. farinae do que caes controle, o que mostra que pode haver uma reagao
cruzada entre os alérgenos, mas de alguma forma a infestagdo com T. canis

apresentou um efeito protetor (Fischer et al., 2018).

Posteriormente, em outro estudo, utilizando soro de 73 caes sensibilizados a
D. farinae, foi observado que reagdes cruzadas entre T. canis e alérgenos de D. farinae
sdo complexas e heterogéneas, uma vez que algumas moléculas de IgE de reagao
cruzada podem reconhecer glicanas em Der f 15 e Zen 1, e outras podem reconhecer
epitopos em paramiosinas e tropomiosinas mutuas (Olivry et al., 2024). A
sensibilizacdo por acaros de poeira doméstica também demonstrou produzir
moléculas de IgE e IgG que podem reagir de forma cruzada contra antigenos
derivados de larvas de Ascaris, em especial dos tipos tropomiosina e enolase

(Gazzinelli-Guimaraes et al., 2021).
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Ainda, caes com contato direto com um acaro de aves europeu, o0 Dermanyssus
gallinae, nao apresentaram sensibilizagdo cruzada com acaros de poeira doméstica
(D. farinae e D. pteronyussinus) e acaros de estoque (L. destructor, A. siro e T.
putrescentiae), através de avaliagao por teste cutaneo intradérmico e pesquisa de IgE
sérica. Muitos destes caes apresentaram sensibilizagdo ao D. gallinae, sem

apresentarem sinais clinicos de alergia (Martins et al., 2019).

Tabela 4 - Resultado de sensibilizagdo aos acaros domésticos de diferentes estudos.
Resultado de sensibilizacao aos acaros domésticos de diferentes estudos (valores em porcentagem)

Autores N Df Dp HDM As Tp Ld
IDT Ige IDT |IgE IDT |Ige |IDT |Ige IDT |IgE IDT IgE
Vollset, 122 37, 1,6
1985 7
Carlotti e 409 54, 20,
Costargent, 5 5
1994
Koch e 207 18, 13,
Peters, 8 5
1994
Sture et al., 45, 19, 60,
1995 6 4 1
Liane 65 89, 86, 69, 84,
Haliwell, 2 2 2 6
1998
Mueller et 34 14
al., 1999
Masuda et 64, 54, 54,
al., 1999 3 8 4
Hillier et al., 115 21z 2z 47
2000
Bensignore 150 72 25
Carlotti,
2002
Yamashita 54,
et al., 2002 5
Foster et 265 78, 55, 66, 14
al., 2003 9 8 4
Nodtvedt et 282 68, 15, 46, 55, 22,
al., 2006 1 3 5 7 7
Chantick et 74, 53,
al., 2008 6 5
Farmaki et 20 100 100 50 70 65 100 70 100 55 70
al., 2012
Bjelland et 1107 80, 84 79,
al., 2014 2 9
Pereira et 33, 86, 24, 29,
al., 2015 3 5 2 7
Chermprap 64, 58, 47,
ai etal., 6 5 5
2020
Adam et al., 189 14 6 54 10,
2022 3
Drouet et 19.23 84, 41, 81, 78, 20,
al., 2024 9 2 6 4 5 7
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1.4 Efeitos imunologicos dos acaros de poeira doméstica na dermatite atopica em
caes

A dermatite atopica em cées € uma doenga hereditaria, pruriginosa, associada
a hiper- reatividade de sub- populacdes de linfécitos T, anormalidades de barreira
cutanea, sensibilizagdo alérgica e disbiose de microrganismos (Eisenschenk, et al.,
2024).

Diversos estudos demonstram que a aplicagao epicutanea de acaros de poeira
doméstca, em especial o D. farinae, pode provocar producdo de diversas citocinas
pré-inflamatérias e pruritogénicas, aumentando, assim, o prurido e sinais clinicos da
doenca. Acaros de poeira doméstica podem produzir proteases, impactando
negativamente a barreira epidérmica, além de conter diversas outras substancias
biolégicas que podem, de alguma maneira, modular a resposta imunolégica e facilitar
a penetragcdo de outros alérgenos devido as suas agbes em desmosOoSSOMOS
(Marsella, 2009).

A aplicacdo epicutdnea de D. farinae pode promover sinais clinicos como
eritema, papulas e prurido em caes sensibilizados, primeiramente visiveis dentro de
seis horas apds aplicagado (Marsella et al., 2006). Neste estudo piloto, os autores
demonstraram que caes nao sensibilizados ndo apresentaram tais sinais (Marsella et
al., 2006). Posteriormente, Pucheu-Haston et al. (2008) demonstraram que a
aplicacao epicutanea de D. farinae foi capaz de induzir dermatite pruriginosa
localizada e generalizada em caes de laboratorio, bem como promovendo alteragdes
histolégicas semelhantes as ocasionadas por inflamagdo mediada por IgE,
mimetizando o desenvolvimento natural da doenca. Ainda, estes caes apresentaram
elevagdes de niveis de IgE especificas contra acaros de poeira doméstica. Além de
IgE, a aplicacdo epicutédnea de D. farinae pode promover reagdes tardias como
hiperplasia epidérmica, hiperplasia de células de Langerhans, atragao epidérmica de
eosindfilos e linfécitos, bem como aumento de células T e células dendriticas na derme
(Olivry et al., 2006).

Alteracdes na expressao de citocinas também sio observadas apds aplicacéo
epicutdnea de acaros de poeira doméstica. Olivry et al. (2016) demonstraram a
16
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expressao de diversos genes apos 24 e 48 horas de exposi¢cdo, com destaque da
predominancia de genes relacionados a transcrigdo da IL-31, confirmando uma rapida
expressao de citocinas do tipo Th2 e Th22 induzida por acaros (figura 5). Outro estudo
mostrou que em 24 horas apos aplicagdo epicutdnea, beagles de laboratério
sensibilizados a acaros apresentaram crescente regulagao de genes Th2 (IL-4R, IL-5,
IL-13, CCL17), bem como pré-inflamatérias (IL-18, IL-1A), Th17 (IL-17B, IL-17F,
CCL20) e Th22 (IL-22) (Banovic e Blubaugh, 2024). Este estudo demonstrou que
mesmo caes ndo sensibilizados apresentaram essa regulagdo, com excec¢éo de genes
Th22 (Banovic e Blubaugh, 2024). Isso pode ser explicado pois, além de mecanismos
induzidos pela ligagado as moléculas de IgE na epiderme, os acaros podem promover
inflamacao da pele por outros mecanismos, como a agao de inerentes propriedades
proteoliticas contra proteinas de barreira e pela ativagcao de receptores ativados por
proteases (PARs) em terminagcbes nervosas e células imunoldgicas (Banovic e
Blubaugh, 2024).

Um outro estudo propbs estabelecer um modelo experimental completo de
dermatite atépica canina utilizando a aplicacdo epicutdnea de D. farinae como
alérgeno provocador (Kim e Kim, 2022). Os autores utilizaram seis beagles de
laboratério de 14 meses de idade e aplicaram adesivos de contato contendo extrato
de D. farinae e 6leo mineral nas regides abdomino-inguinal de cada cao incluido
(figura 6). As avaliacdes de scores de lesdo e a perda de agua transepidérmica
significativamente aumentaram apds as fases de sensibilizacdo e provocagao, bem
como citocinas pro-Th2, como a IL-13 e IL-31. Em adigdo, niveis de IL-10 reduziram
significativamente, mostrando uma supressdo de células T reguladoras apos

sensibilizacao e provocagcao com acaros de poeira doméstica (Kim e Kim, 2022).

Ainda, acaros de poeira doméstica podem promover a resposta imune inata
através de mecanismos ainda pouco esclarecidos (Jacquet, 2021). Contudo, sabe-se
que estes alérgenos podem ativar respostas inatas resultando em citocinas pro-
inflamatorias epiteliais e liberagdo de alarminas, como o fator estimulador de colénias
de macrofagos e granuldcitos (GM-CSF), IL-25, IL-33 e TSLP, promovendo um meio

favoravel a resposta pro-Th2 (Jacquet, 2021).

Acaros podem estimular receptores do tipo ativador de proteases (PARs) ou

do tipo toll (TLRs), levando a ativacdo de TSLP por queratinéticos (Tamamoto-
17
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Mochizuki et al., 2022). Ainda, caes com dermatite atépica sensibilizados a acaros de
poeira domeéstica apresentam niveis elevados de quimiocina ativadora da regulagao
do timo (TARC/CCL17), quando comparados a caes sem dermatite atopica. Esta
substancia esta positivamente correlacionada com severidade da doenga em caes

com dermatite atopica (Asahina et al., 2020).

O uso de componentes organicos volateis, detergentes e sabonetes, solventes
e produtos de limpeza, produtos de cuidados com a pele e abrasdes cutaneas podem
prejudicar a barreira cutanea e favorecer e entrada de alérgenos derivados de acaros
(Cork et al., 2006; Huss-Marp et al., 2006). Ainda, acaros de poeira doméstica podem
ser encontrados em fluidos gastrico e duodenal de cades com enteropatias crénicas,
ajudando a promover um aumento na expressao da citocina IL-1beta por macrofagos
e, de alguma forma, tendo importancia na patogénese desta doenca gastrointestinal
(Takahashi et al., 2020).

Figura 5 - Expressao de genes relacionados a resposta inflamatéria e pruritigénica selecionados apés
seis, 24 e 48 horas de exposig¢édo epicutanea de D. farinae.

6h 24 h 48 h
NMB
- HDC HNMT
NGF NTRK1 CTSC
CMA1CTSS MASTIN CTSS TPS1
ALOX5 NGF MASTIN CTSC CMA1

ALOXBAP
L3142z [ 37 e
IL13RA2 .13

proteases TSLP NTRK1 IL13RA2 IL13

cytokines ALOXS5AP CYSLTR1

bombesins
histamine > 1.5 fold-change ALOX5 LTA4H

. HDM vs control, P < 0.05
neurotrophms underined = downregulated
leukotrienes size proportional to fold-change

Fonte: Olivry et al., 2016.
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406 Figura 6 - Virilhas de seis caes e lesdes apos aplicagcéo epicutanea de D. farinae. (A) pré-
407 sensibilizacao; (B) pdés-sensibilizagéo; (C) pds-provocacéo.

A B C

408
409 Fonte: Kim e Kim, 2022.
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2 TESTES DE SENSIBILIZAGAO NA DERMATITE ATOPICA CANINA

Os testes de sensibilizagao (também conhecidos como testes alérgicos) para
alérgenos ambientais podem ser realizados apds o diagndstico clinico da dermatite
atopica em cées e ndo devem ser usados como teste de triagem (Hensel et al., 2015).
Na medicina veterinaria, os testes mais utilizados globalmente s&o os testes
intradérmico e a sorologia alérgeno-especifica e devem ser realizados a fim de tentar
reduzir exposicao aos possiveis alérgenos sensibilizadores e formular imunoterapia
alérgeno-especifica (Hensel et al., 2015). Recentemente, uma revisdo sistematica
avaliou a eficacia de testes de sensibilizacdo em caes com dermatite atdpica e
concluiu que ha pouca informacao disponivel para estabelecer uma performance
diagndstica destes testes, tornando dificil recomendacgdes de utilizacao, enfatizando a
necessidade de novos estudos a fim de padronizar todas as técnicas (Morales-
Romero et al., 2025).

2.1 Teste intradérmico

O teste intradérmico € um teste de sensibilizagdo in vivo muito utilizado em
caes com dermatite atdpica. Por outro lado, em humanos, este teste € menos utilizado
devido ao custo e maior risco de efeitos adversos, quando comparados a outro método

in vivo, como o teste de puntura (Hillier e DeBoer, 2001).

O teste é usualmente realizado na lateral toracica, apds tricotomia local, onde
marcagdes com canetas sao realizadas para cada aplicagédo, com intervalo em geral
de 2cm entre eles. Tipicamente, aplica-se pela via intradérmica um volume de 0.05 a
0.1mL de cada alérgeno e aguarda-se um intervalo de 15-20 minutos para a leitura
das reacdes (Hensel et al., 2015). Ha duas formas de interpretagao destes resultados:
subjetiva e objetiva. Subjetivamente, analisa-se intensidade de eritema, turgidez e
tamanho papular formado, ao passo que objetivamente analisa-se o didmetro de area
papular, comparando-se com pontos de corte resultantes dos controles positivos e
negativos (Hubbard e White, 2011).

Controles positivos geralmente constituem-se de fosfato de histamina, com
concentracdes variando entre 0.01 e 0.1 mg/m, ao passo que o controle negativo se

constitui de solugao salina fenolada (Hensel et al., 2015). Extratos glicerinados podem
20
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aumentar a durabilidade dos extratos, porém em estudo recente demonstrou que
extratos de histamina e salina glicerinados a 50% podem induzir resultados falsos
positivos em animais saudaveis (Banovic et al.,, 2023). C&es saudaveis também
podem resultar positivos para alguns alérgenos. Quando aplicado em Beagles de
laboratério saudaveis, o intradérmico resultou positivo para ao menos um de quatro
acaros testados em sete de 17 animais inclusos. Um deles, apresentou também
sorologia por ELISA monoclonal para os mesmos alérgenos, o que pode indicar

sensibilizagao assintomatica (Koebrich et al., 2012).

Alguns estudos buscaram identificar o limiar de concentragdo irritante de
extratos aquosos para testes intradérmicos em caes saudaveis. O primeiro estudo
data de 1982 onde os autores incluiram 45 cées saudaveis e observaram que para D.
pteronyssinus, a concentracao ideal era de 10 U/mL, similar o que era utilizado em
humanos na data (Willemse e Van Den Brom, 1982). Na década de 90, dois estudos
avaliaram extratos de diferentes fabricantes. Um avaliou um extrato misto de 1:1 de
D. farinae e D. pteronyssinus (Mixed Mites, Center Laboratories®, Port Washington,
NY, Estados Unidos) e identificou a concentracdo de 31.24 PNU/mL como a
concentracao ideal a ser utilizada daquele extrato (Wellington et al., 1991). O segundo
avaliou também um extrato misto de ambas as espécies de Dermatophagoides (Greer
Laboratories Inc®, Lenoir, NC, Estados Unidos) e identificou a concentragcdo de
1:50.000 p/v como a concentracéao ideal, o que representava uma diluigido bem maior
do que a recomendada pelo fabricante até aquela data (1:5.000 p/v) (Codner e Tinker,
1995). Alguns anos depois, a primeira forga tarefa de dermatite atépica reforgou a
sugestdo do uso de concentragédo de 1:50.000 p/v para acaros de poeira doméstica
(Hillier et al., 2001). Um outro estudo avaliou 30 caes saudaveis com extratos aquosos
de dois diferentes laboratérios (Greer Laboratories Inc®, Lenoir, NC, Estados Unidos;
ALK®, Round Rock, TX, Estados Unidos) e identificaram, para D. pteronyssinus, a
concentracédo ideal de 100 PNU/mL. Os autores nado conseguiram identificar as
concentragdes ideais para D. farinae e T. putrescentiae pois mais de 10% dos caes
incluidos tiveram reagdes positivas mesmo para as mais baixas diluicbes testadas
(Hensel et al., 2004). Os mais recentes estudos descrevendo concentragdes de limiar
irritante para acaros reportam as concentracbes de 100-200 PNU/mL para D.
pteronyssinus, 75 PNU/mL para T. putrescentiae e L. Destructor, 50 PNU/mL para B.

tropicalis e A. siro (Greer Laboratories Inc®, Lenoir, NC, Estados Unidos) (Hensel et
21
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al., 2015), além de 75 PNU/mL para D. farinae (Greer Laboratories Inc®, Lenoir, NC,
Estados Unidos) (Hensel et al., 2015) e <1:10.000 p/v (ALK®, Round Rock, TX,
Estados Unidos) (Foust-Wheatcraft et al., 2017).

De fato, a composicdo de diferentes extratos para teste intradérmico
disponiveis torna dificil a padronizacdo da técnica. Um estudo avaliou extratos
alergénicos de diferentes fabricantes etiquetados com as mesmas espécies e
concentragdes e demonstrou heterogeneidade na composigcao e poténcia entre cada
lote (Abrams et al., 2018).

Determinadas drogas podem interferir na realizagdo do teste intradérmico e a
administracao destas devem ser levadas em consideragcdo quando optado pela
realizacao do teste. Medicamentos devem ser descontinuados por determinado tempo
antes do teste: anti-histaminicos por sete dias; glicocorticoides orais de curta duragéo
por 14 dias e de longa duragao por ao menos 28 dias; glicocorticoides tépicos por 14
dias (Hensel et al., 2015). O uso da ciclosporina (Burton et al. 2002; Goldman et al.,
2010) e de oclacitinib (Aleo et al., 2023; Baretta et al., 2023) ndo parecem interferir na
performance do teste. Da mesma forma, o uso de pomada de tacrolimus a 0.1%
parece nao interferir em reacdes imediatas, dentro de 15 minutos, mas pode interferir
em reacdes mais tardias (Marsella et al., 2004). Em recente estudo, uma Uunica
aplicacao de medicamento otolégico contendo furoato de mometasona foi capaz de
reduzir o diametro de papulas de histamina por semanas em cdes com e sem otite
externa, o que torna prudente aguardar ao menos quatro semanas para realizar o
teste apds a aplicagéo deste tipo de produto em cédes com otite externa (Clegg et al.,
2024).

Ainda, da mesma forma, o uso de sedativos e anestésicos deve ser usado com
cautela. Deve-se evitar o uso de oximorfona, quetamina/diazepam, acepromazina e
morfina, dando preferéncia ao uso de (dex)medetomidina, xilazina,
tiletamina/zolazepam e anestésicos inalatérios (Hensel et al., 2015). A interferéncia do
propofol ainda & pouco esclarecida, visto que dois estudos apresentaram resultados
distintos: um inibindo e o outro aumentando as reacdes de extratos de histamina
(Kennis et al., 1998; Graham et al., 2003). Um estudo comparou o uso intravascular
de alfaxolona e de medetomidina como medicamentos sedativos para a realizacao do

teste intradérmico, com ambos os medicamentos apresentando-se similares, sem
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influéncias significativas em oito diferentes alérgenos, além dos controles positivo e
negativo (Meason et al., 2023). Mais recentemente, a medetomidina também foi
comparada com vatinoxano demonstrando que ambas nao interferem com o tamanho
das papulas de histamina em animais higidos, com um efeito sedativo alcangado mais
rapidamente pelo vatinoxano (Santoro et al., 2025). Ainda, o uso externo de creme de
lidocaina a 5% no local da aplicag&o intradérmica mostrou n&o interferir nos didametros
das papulas de diferentes alérgenos, promovendo uma analgesia extra durante a

realizagédo do teste (Tomich et al., 2021).

2.2 Teste sorologico alérgeno-especifico

Testes sorologicos detectam IgE sérica contra um painel de alérgenos
considerados relevantes na precipitagdo dos sinais clinicos de um individuo alérgico,
em especial alérgenos ambientais (DeBoer e Hillier, 2001). Contudo, animais
saudaveis sem historico de doenga cutanea alérgica podem apresentar niveis
elevados de IgE sérica frente a diversos alérgenos (Roque et al., 2011) Classicamente,
a detecgdo de IgE sérica é realizada utilizando moléculas anti-IgE canina policlonais,
monoclonais ou mistas; contudo, os anticorpos monoclonais sao preferiveis devido a
maior sensibilidade e especificidade (Hensel et al., 2015). De fato, um estudo
utilizando teste policlonal demonstrou sensibilidade e especificidade de 53 e 84%,
respectivamente, com baixa correlagédo com o teste intradérmico (Saevik et al., 2003).
Ainda, ha um teste de ELISA utilizando um dominio extracelular recombinante da
proteina da cadeia alfa do receptor Fc-epsilon de alta afinidade (FceRla), que
apresenta alta afinidade para IgE canina sem apresentar reagao cruzada com outros
anticorpos, como IgG (Wassom et al., 1998; Hensel et al., 2015). Contudo, em um
estudo, este teste apresentou baixa sensibilidade para acaros de poeira doméstica
quando comparados ao intradérmico, com resultados variando de 19 a 77% para D.
pteronyssinus e D. farinae, respectivamente (Foster et al., 2003). De fato, ha diversos
testes disponiveis globalmente com pouca concordancia entre eles, e a escolha do
método pode influenciar nos resultados e em futuras recomendacbes terapéuticas
(Plant et al., 2014).

Por outro lado, ha estudos demonstram que a sorologia alérgeno-especifica

pode apresentar alta sensibilidade e especificidade para alérgenos ambientais quando
23
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comparados com o intradérmico, como os acaros domeésticos (Mueller et al., 1999;
Tarpataki et al., 2008). Um estudo avaliando 84 cdes demonstrou sensibilidade de
95.1% e especificidade de 96.3% (Mueller et al., 1999). Outro estudo utilizando ELISA
monoclonal demonstrou uma sensibilidade média de 82.4% e especificidade de 93.8%
para acaros domésticos, com acuracia de 91.3% (Tarpataki et al., 2008). A
concordancia entre os testes aumenta quando testes sorologicos contendo
bloqueadores de determinantes carboidratos de reagdes cruzadas (CCDs) sao
utilizados (Gedon et al., 2019). Os CCDs sé&o porgdes de carboidratos encontradas na
superficie de células comuns em muitos alérgenos ambientais, em especial plantas e
insetos, e podem ser encontrados em alta prevaléncia no soro de caes saudaveis e
com dermatite atopica, apesar de nao apresentarem relevancia clinica (Levy e
DeBoer, 2018; Piccione e DeBoer, 2019). Ao bloquear estes CCDs em testes
soroldgicos, a positividade de alérgenos de plantas e insetos cai substancialmente.
Contudo, alérgenos de acaros parecem nao sofrer influéncia destas moléculas
(Canning et al., 2021; Kaspet et al., 2023).

Mais recentemente, um estudo demonstrou que anticorpos IgG1 anti-acaros de
poeira doméstica podem servir como biomarcadores para detectar alérgenos no soro
de cédes com dermatite atopica, potencialmente agindo em conjunto com testes
baseados na pesquisa de anticorpos IgE. Niveis de anticorpos IgE e IgG1 estavam
mais altos no soro de caes que apresentaram resultados intradérmicos positivos frente
a acaros de poeira doméstica quando comparados a amostras de soro advindas de
caes negativos no intradérmico (Khantavee et al. ,2021). Nos ultimos anos, ha o
advento de métodos diagndsticos mais avangados, como a pesquisa sérica de
componentes moleculares substituindo extratos crus, com todos os componentes de
um alérgeno. A assim chamada alergologia molecular aumenta a sensibilidade e
especificidade, uma vez que cada “ponto” do teste contém 100% de uma Unica
proteina alergénica ao invés de uma mistura de proteinas, como, por exemplo,
proteinas de Der f 2, Der f 15 e Der f 18 advindas de D. farinae, facilitando a
identificacdo de potenciais reagdes cruzadas, reduzindo a influéncia de extratos crus
heterogéneos em resultados falsos e levando a uma selegcdo mais logica de
componentes de uma formulagao de imunoterapia alérgeno-especifica (Olivry et al.,
2024; Welters et al., 2025).
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Diferentemente do teste intradérmico, medicamentos dificimente interferem no
resultado de teste soroldgico, ndo havendo a necessidade de descontinuagao

medicamentosa para sua realizacao (Hensel et al., 2015).

2.3 Teste de puntura (teste percutaneo, prick test)

Na medicina, médicos utilizam o teste de puntura em pacientes doencas
alérgicas, o que confere um resultado rapido e com baixa incidéncia de efeitos
adversos quando comparado ao teste intradérmico. Por isso, o teste de puntura
atualmente é o teste alérgico de escolha na medicina (Bousquet et al., 2012).

O primeiro estudo a utilizar a técnica foi realizado em 1991, o qual os autores
compararam o método com o teste intradérmico e concluiram que as reagdes
resultantes do teste de puntura foram mais dificeis de interpretar do que as reagdes
do intradérmico (Ballauf, 1991). Ap6s duas décadas, um novo estudo preliminar
demonstrou que o método, em comparagao com o teste intradérmico, foi mais simples,
rapido, com menor desconforto e irritagdo em caes (Rocha, 2012). Um ano apds, a
técnica promoveu resultados de controles positivo e negativo confiaveis em gatos
“saudaveis” (Rossi et al., 2013). Outro estudo utilizando gatos considerados saudaveis
demonstrou que os extratos utilizados ndo causaram irritagédo nos animais, embora as
papulas de histamina (controle positivo) foram menores do que as observadas no teste
intradérmico (Gentry e Messinger, 2016). Em caes, ha alguns estudos publicados que
pesquisaram a concentragao de limiar irritativo em caes considerados saudaveis, para
diferentes alérgenos. Um estudo demonstrou que as concentragbes ideais para D.
farinae, D. pteronyssinus, A. siro e T. putrescentiae foram de 10 mg/mL, 20mg/mL,
10mg/mL e 20mg/mL, respectivamente (Lorente et al., 2016). Outro estudo utilizando
GREER® Pick® System demonstrou que as concentragdes ideais do extrato utilizado
foram de 1:400 p/v para D. farinae e 1:200 p/v para D. pteronyssinus (Carnett e Plant,
2018). Recentemente, um estudo, utilizando diferentes avaliagbes subjetivas e
objetivas, demonstrou uma fraca a moderada correlagao entre o teste de puntura e o
teste intradérmico (Badulescu et al., 2022). Os autores concluem que novos estudos
devem ser realizados utilizando a puntura e ndo recomendam seu uso em caes
atépicos como substituto do teste intradérmico (Badulescu et al., 2022). Ainda, o teste

de puntura apresentou-se especifico, mas pouco sensivel em relagao ao intradérmico
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em relagdo a extratos mistos de acaros domeésticos e outros alérgenos ambientais,
com os autores ndao recomendando 0 uso de extratos mistos para ambas as técnicas
para evitar falsos negativos relacionados a diluicdo de componentes especificos
(Fleischmen et al., 2023).

Poucos estudos epidemiolégicos utilizando o teste de puntura foram realizados
em caes. Em estudo realizado no Rio de Janeiro utilizando puntor plastico de ponta
dupla, 30 dos 45 caes com dermatite atopica tiveram reagdes positivas, sendo trés
com reagdes positivas a apenas um alérgeno (um para D. farinae, dois para D.
pteronyssinus), 18 cées positivos para dois acaros diferentes (10 D. farinae e D.
pteronyssinus, seis para D. farinae e B. tropicalis), dois para D. pteronyssinus e B.
tropicalis), e nove caes positivos para os trés acaros pesquisados (Cunha et al., 2020).
Outro estudo realizado na Coldmbia demostrou que dentre os nove caes atdpicos
incluidos no estudo, quatro foram positivos a D. farinae e D. pteronyssinus (ambos na
concentracdo de 100mg/mL), e cinco positivos a B. tropicalis (na concentragao de
150mg/mL) (Carmona-Gil et al., 2019).

3 CONSIDERAGOES FINAIS DO CAPITULO 1

Acaros domésticos estdo presentes no ambiente doméstico e convivem
intimamente com humanos e seus animais de estimacdo. Ha diversas proteinas
alergénicas relacionadas a estes acaros que podem sensibilizar cdes com dermatite
atdpica e promover sinais clinicos da doenga.

Por isso, os testes alérgicos sdo necessarios a fim de identificar quais as
espécies destes acaros que possam estar envolvidas na precipitagcdo da doenga em
cada paciente. Dentre os testes in vivo, o teste de puntura é o preferivel na medicina.
Contido, em caes, ainda é pouco utilizado, apesar de suas vantagens em relagao a
praticidade, rapidez e menos desconforto quando comparado ao teste intradérmico.

O teste de puntura ainda é pouco padronizado em caes. Ha poucos estudos
utilizando esta técnica como método complementar em caes atdpicos. Estes poucos
estudos divergem em tipos de extratos, concentragdes, puntores e técnica aplicada.
Por isso, estudos que visam aprimorar a técnica sao necessarios a fim de tornar esse

método mais aplicavel por médicos veterinarios ao redor do mundo.
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CAPITULO 2

Artigo cientifico a ser submetido ao peridédico Veterinary Dermatology.

Avaliagao da concentragao limiar irritante de extratos de acaros de poeira
domeéstica e de estocagem para teste de puntura em caes higidos e com
dermatite atépica

Lucas André Ludwig; Larissa Condas; Jorge Martinez Quesada; Marconi Rodrigues
de Farias

RESUMO

Introducao: A dermatite atopica € uma doenga cutdnea comum em caes e esta
relacionada com sensibilizagdo alérgica a diversos alérgenos ambientais, como os
acaros. O teste alérgico percutaneo € um teste de sensibilidade in vivo utilizado para
pesquisa de sensibilizacdo a alérgenos em cdes com dermatite atépica. Acaros de
poeira doméstica sao frequentemente implicados na sensibilizagao destes caes.
Objetivo: O principal objetivo deste estudo é determinar a concentragao limiar irritante
(CLI) dos extratos de acaros de poeira doméstica e de estoque para uso no teste
percutaneo em caes com dermatite atopica.

Animais: 33 caes higidos e 43 caes com diagnostico clinico de dermatite atopica.
Material e métodos: o teste de puntura foi realizado na lateral toracica e foram
testados cinco diferentes concentragdes (1, 5, 10, 20 e 40 mg/mL) para
Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides pteronyssinus e Blomia tropicalis, e
quatro diferentes concentracdes (0.5, 1, 2 e 5 mg/mL) para Acarus siro e Tyrophagus
putresentiae, utilizando puntor plastico de ponta multipla.

Resultados: o CLI em caes higidos para cada alérgeno foi de 5 mg/mL para B.
tropicalis, 10 mg/mL para D. farinae e D. pteronyssinus € 1 mg/mL para A. siroe T.
putrescentiae. Em geral, concentracbes maiores formam papulas maiores tanto em
higidos como em atdpicos. O teste foi bem tolerado pelos caes, sendo que alguns
apresentaram leve desconforto durante o procedimento.

Conclusoées e relevancia clinica: extratos utilizados no teste de puntura em caes

com dermatite atopica devem apresentar concentragao de 5 mg/mL para B. tropicalis,
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10 mg/mL para D. farinae e pteroyssinus e 1 mg/mL para A. siro e T. putrescentiae.
Estas concentragbes também podem promover papulas mais visiveis em caes

atdpicos, facilitando a interpretagcao do teste.

ABSTRACT

Background: Atopic dermatitis is a common skin disease in dogs and is associated
with allergic sensitization to various environmental allergens, such as mites. The
percutaneous (intradermal) allergy test is an in vivo sensitivity test used to investigate
allergen sensitization in dogs with atopic dermatitis. House dust mites are frequently
implicated in the sensitization of these dogs.

Objective: The main objective of this study was to determine the irritant threshold
concentration (ITC) of house dust mite and storage mite extracts for use in
percutaneous testing in dogs with atopic dermatitis.

Animals: Thirty-three healthy dogs and forty-three dogs with a clinical diagnosis of
atopic dermatitis.

Materials and Methods: The prick test was performed on the lateral thoracic area,
testing five different concentrations (1, 5, 10, 20, and 40 mg/mL) for Dermatophagoides
farinae, Dermatophagoides pteronyssinus, and Blomia tropicalis, and four different
concentrations (0.5, 1, 2, and 5 mg/mL) for Acarus siro and Tyrophagus putrescentiae,
using a multi-tip plastic lancet.

Results: The ITC in healthy dogs for each allergen was 5 mg/mL for B. tropicalis, 10
mg/mL for D. farinae and D. pteronyssinus, and 1 mg/mL for A. siro and T
putrescentiae. In general, higher concentrations produced larger wheals in both
healthy and atopic dogs. The test was well tolerated, with only mild discomfort
observed in some dogs during the procedure.

Conclusions and clinical relevance: Extracts used for prick testing in dogs with
atopic dermatitis should have concentrations of 5 mg/mL for B. tropicalis, 10 mg/mL for
D. farinae and D. pteronyssinus, and 1 mg/mL for A. siro and T. putrescentiae. These
concentrations may also promote more visible wheals in atopic dogs, facilitating test

interpretation.
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INTRODUGAO

A dermatite atépica em caes (DAC) é uma doenga hereditaria, pruriginosa,
associada a hiper-reatividade da via janus quinase e de sub-populag¢des de linfocitos
T, anormalidades da barreira cutanea, sensibilizagdo alérgica, disbiose e infecgdes

recorrentes (Eisenchenk et al., 2024).

Alérgenos ambientais podem estar relacionados com sensibilizagao alérgica
em caes com DAC com modo de vida intradomiciliar, principalmente de acaros
domésticos. Os acaros de importancia médica dividem-se em acaros de poeira
doméstica, como Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides pteronyssinus e
Blomia tropicalis, além de acaros de estoque (armazenamento) como Acarus siro,
Tyrophagus putrescentiae, Lepidoglyphus destructor e Glycyphagus domesticus
(Hensel et al., 2024).

Apos diagnéstico clinico, testes alérgicos podem ser utilizados a fim de
identificar a sensibilizagdo alérgica e auxiliar na formulagdo de imunoterapia com
alérgenos (Hensel et al., 2015). Na medicina, os métodos mais utilizados incluem a
avaliacdo sérica de anticorpos IgE alérgeno-especifica, teste percuténeo e,

eventualmente, intradérmico.

O teste percutaneo é um teste in vivo para avaliar a hipersensibilidade imediata
aos alérgenos ambientais. Em humanos, este é preterido ao intradérmico devido ao
menor risco de efeitos adversos locais e sistémicos, como anafilaxia e outras
complicagdes relacionadas a resposta de hipersensibilidade imediata (Patel e Saltoun,
2019).

Na medicina veterinaria, os testes mais comumente utilizados na DAC s3o os
soroldgicos e intradérmico (IDT) (Hensel et al., 2015). O teste intradérmico consiste
na inoculacdo de extratos de alérgenos selecionados na derme superficial do
paciente. Apesar de muito utilizado, o teste intradérmico pode ser associado a
desconforto em relacéo a sua aplicagcao, tem maior necessidade de sedagao, maior
risco de efeitos colaterais tépicos e anafilactéides sistémicos e ha limitacdo de sua
confeccdo em cées utilizando anti-histaminicos e corticoides (Carmona-Gil et al.,
2019).
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Ja o teste percutaneo, apesar de nao padronizado, vem sendo investigado em
caes com DAC, por ser uma técnica mais rapida, especifica, de facil execucéo e que
pode ndo requerer sedagao prévia do paciente (Carmona-Gil et al., 2019; Cerdeiro et
al., 2021). Em adicdo, dois estudos demonstraram que essa técnica, isolada ou
associada com teste de contato com extratos alergénicos alimentares, pode ser
utilizada no auxilio da elaboracao de dietas de exclusao em cides com DAC agravada

por alimentos (Possebom et al., 2022; Alcala et al., 2023).

Quando comparado ao teste intradérmico, o teste percutaneo promove papulas
menores e menos palpaveis (Gentry et al., 2016; Cerdeiro et al., 2021; Badulescu et
al., 2023; Baretta et al., 2024). O primeiro estudo que tentou comparar ambas as
técnicas foi publicado em 1991, sendo concluido pelo autor que o teste de puntura era
de dificil interpretacdo e com baixa correlagdo com o teste intradérmico (Ballauf,
1991). Em 2022, um estudo também identificou baixa correlagcao entre os testes, além
de 0% de sensibilidade para o teste de puntura. Os autores utilizaram extratos
glicerinados de D. farinae (100 UBE/mL) e Lolium perenne (4% peso/volume), além
de controles positivo e negativo, e resultados positivos foram caracterizados aplicando
sete diferentes critérios utilizados em estudos prévios em medicina e medicina
veterinaria. A principal razdo para a baixa sensibilidade, segundo os autores, foi a

baixa quantidade de reagdes positivas observadas (Badulescu et al., 2023).

Os extratos alergénicos sao importantes pré-requisitos para a realizacédo do
teste de puntura com resultados confiaveis, e devem ser padronizados e sua
antigenicidade, estabilidade e composi¢cdo conhecidas, além de ndo possuirem
componentes irritantes ou téxicos (Motta et al. 2005). Embora estudos iniciais
investigaram concentracdes ideais para testes percutaneos de extratos de alérgenos
ambientais (Carnett e Plant, 2018; Fleischman et al., 2023), sdo poucos os dados na
literatura médico veterinaria sobre o assunto, o que torna necessarios novos estudos
a fim de aprimorar a técnica e melhorar sua acuracia.

Assim, o objetivo principal deste estudo foi determinar a concentragao limiar
irritante (CLI) dos extratos de acaros de poeira doméstica e de estoque para uso no
teste percutdneo em caes com DAC. Objetivos secundarios incluem comparar as

concentracbes até o CLI e observar se ha diferenga no tamanho das papulas
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formadas, bem como avaliar a sensibilidade aos alérgenos de acaros em caes com

diagndstico clinico de DAC.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido & Comisséo de Etica em Pesquisa no Uso de
Animais da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR), e aprovada sob o
numero 23001/2023 — Verséao 1.

Animais do estudo

Os caes incluidos eram de pessoas responsaveis e triados a partir do
atendimento da Clinica Veterinaria Escola — CVE - PUCPR (Curitiba - Parana) e da
Clinica Veterinaria Dimevet (Cascavel - Parana), sendo divididos em dois grupos: o
grupo 1 foi composto por 43 caes higidos, de diferentes idades, sexo e racas, sem
historico prévio de prurido, lesdes cutaneas, otite externa e ou média, doencas
sistémicas imunodepressoras, e uso de medicacbes imunossupressoras e/ou
imunomoduladoras; e o grupo 2 foi composto por 33 caes com diagndstico presuntivo
de DAC.

O diagnéstico presuntivo de DAC foi estabelecido em caes que apresentaram
prurido cronico, perene, intenso a grave, em regides interdigitais e superficies ventrais,
otite crénica intermitente ou persistente, cujo sintomas persistiam apos exclusédo de
outras dermatopatias pruriginosas de origem infecto- parasitarias e de dermatite
alérgica a saliva de pulgas, e que mantinham sintomas persistente apds dieta restritiva
com proteinas e carboidratos originais por oito semanas, além de apresentarem ao

menos cinco ou seis dos oito critérios clinicos estabelecidos por Favrot et al. (2010).

Todos os animais que obedeceram aos critérios do projeto, mas que
apresentaram infecgdes bacterianas ou fungicas secundarias, foram submetidos a
citologia cutanea e, quando positivos para bactérias coccus ou leveduras, foram

adequadamente tratados com terapia antisséptica tépica com banhos de shampoo a

45



1354
1355
1356
1357

1358
1359
1360
1361
1362
1363
1364
1365
1366
1367

1368

1369
1370

1371
1372
1373
1374
1375

1376
1377
1378
1379
1380
1381
1382
1383
1384

base de clorexidine a 3% (Hexadene Spherulites®, Virbac) e, caso necessario,
antibidticos orais de primeira escolha antes de sua inclusao (Loeffler et al., 2025).
Todos apresentavam rigoroso controle de endoparasitas através do uso de

isoxazolinas orais ou topicas de acordo com as recomendac¢des do fabricante.

Para a inclusdo no estudo, os caes do grupo 2 deveriam estar sem uso ao
menos duas semanas de anti-histaminicos e glicocorticoides topicos; trés semanas
com glicocorticoides orais de curta duragcdo e ao menos quatro semanas para
glicocorticoides injetaveis de longa duragdo (Hensel et al., 2015). Em adigéo, a
utilizacdo de maleato de oclacitinib na dose recomendada por bula era interrompida
no minimo 24 horas anterior ao teste, devido ao fato do medicamento poder interferir
nas reacdes observadas no teste percutdneo (Baretta et al., 2023). Critérios de
exclusdo incluiram animais que utilizaram medicamentos dentro do periodo
recomendado de descontinuagao, animais com sinais de infecgéo de pele no local do

teste percutdneo e animais agressivos/extremamente agitados.

Teste de puntura

Em animais de ambos os grupos, foi realizada tricotomia na regido lateral
toracica e marcagbes com cerca de 2cm de distancia foram feitas com caneta
dermografica nos locais de execucdo da puntura (Possebom et al., 2022). Os caes
eram mantidos sob contencdo fisica e em decubito lateral durante todo o

procedimento.

Em ambos os grupos foram utilizados controles positivos e negativos com
solugdo de histamina (10mg/mL) e salina glicerinadas (Carnett e Plant, 2018;
Possebom et al., 2022), respectivamente, e cinco diferentes concentragdes de
extratos glicerinados e fenolados para acaros de poeira doméstica: 1, 5, 10, 20 e
40mg/mL para Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides pteronyssinus e Blomia
tropicalis; e quatro diferentes concentragdes para acaros de estoque: 0.5, 1, 2,
5mg/mL para Acarus siro e Tyrophagus putrescentiae (ALC/Salute Vita®, Sao Paulo,
Brasil) A escolha das concentragdes foi baseada na avaliagdo de concentragdes

maiores que usualmente sdo utilizadas em pessoas. O fabricante orientou utilizar

46



1385
1386

1387
1388
1389
1390
1391
1392

1393
1394
1395
1396
1397
1398
1399
1400
1401

1402
1403
1404
1405

1406
1407
1408

1409

concentracbes menores para acaros de estocagem em relagéo aos acaros de poeira

doméstica.

Para a realizagdo do teste foi utilizado puntor plastico de ponta multipla
(UniTest® PC, Lincoln Diagnostics; Decatur, IL, EUA) (figura 7a) mantidos embebidos
individualmente em ependorffs contendo os extratos nas varias concentragdes testes,
acondicionados em bandeja especifica (DuoBrasil®, Curitiba, PR, Brasil) (figura 7b),
as quais permaneciam sempre sob refrigeracdo adequada conforme as indicagdes do

fabricante.

Cada puntura foi realizada pelo mesmo pesquisador ao lado de cada ponto
demarcado na pele, de forma perpendicular, através da pressao firme do puntor contra
a pele, por cerca de cinco segundos, obtendo-se uma marcagao padronizada da ponta
do puntor na pele (figura 7c e 7d). Apos as punturas, cada puntor era descartado e foi
aguardado um tempo de 15 minutos para a observagdo e mensuragao das reagdes
formadas. As papulas ou placas resultantes foram demarcadas com auxilio de caneta
dermografica de ponta fina (figura 7e) e, com auxilio de paquimetro digital, os
didmetros ortogonais maior e menor de cada papula foi mensurado em milimetros e a

média estabelecida.

Papulas dos extratos testados foram consideradas positivas quando a média
de seus didmetros ortogonais eram iguais ou superiores a 3mm comparado a media
do controle negativo, conforme literatura pregressa (Bousquet et al., 2012; van der
Valk et al., 2016; Possebom et al., 2022).

Nos animais saudaveis, a concentracédo limiar irritativa (CLI) para cada
alérgeno foi determinada sendo a maior concentragao que nao foi capaz de induzir

reagdes positivas em mais de 10% dos caes (Hensel et al., 2004; Bauer et al., 2010).
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Figura 7- (a) Puntor plastico utilizado no teste; (b) bandeja com extratos em diferentes concentracdes
de acaros domésticos; (c) Teste percuténeo seguindo a ordem da esquerda para a direita com a menor
€ maior concentragdo, respectivamente, sendo a primeira linha para B. fropicalis, a segunda linha para
D. farinae, a terceira linha para D. pteronyssinus, e quarta e quinta linhas para A. siro e T. putrescentiae,
respectivamente. (d) Destaque para a marcagao da puntura na pele apds a puntura com o puntor
plastico de ponta mdltipla (UniTest® PC, Lincoln Diagnostics; Decatur, IL, EUA); (e) Reagdes em placa
formadas apds 15 minutos do teste de puntura com os extratos testes em multiplas concentragdes em
cées do Grupo 2 com DAC.

Analise estatistica

Dados demograficos, percentual de reagdes positivas em animais higidos e o
percentual de positividade dos cades com DAC frente a cada alérgeno, a partir da

concentracao de limiar irritante, foram demonstradas de forma descritiva.

Com objetivo de observar a normalidade dos dados utilizou-se o teste de
Shapiro-Wilk, o qual veio a determinar os testes ndo paramétricos a serem utilizados:
1- para avaliar se houve diferenca na proporcdo de animais saudaveis que

apresentaram formagao de papula acima igual ou maior 3 mm — mediante aumento
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das concentragcdoes de alérgenos —, por meio do teste de Kruskal-Wallis e 2- para
avaliar se houve diferenga no tamanho de papulas observadas entre caes saudaveis
versus tamanho das papulas mensuradas em caes com DAC pelo teste de Mann
Whitney.

O teste post hoc de Nemenyi foi entdo aplicado para comparar o tamanho
papular entre as diferentes concentragdes em céaes higidos, a fim de observar efeito

dose-resposta.

Inicialmente, os dados foram organizados e filtrados por grupo (atépico vs. ndo
atopico, alérgeno e concentracdo). A variavel dependente foi o tamanho da papula
(em milimetros), e a variavel preditora principal foi a concentragcdo do extrato
alergénico. O animal foi incluido como efeito aleatdrio, controlando a variabilidade
individual. Diferencas entre os niveis de concentracdo foram avaliadas por
comparagdes multiplas com ajuste de Tukey, empregando o pacote emmeans. Nivel

de significancia foi considerado como p < 0.05.

RESULTADOS

Epidemiologia

Nao houve animais excluidos durante o estudo. O grupo 1 foi composto por 43
caes higidos, sendo 25 (58.1%) fémeas e 18 (41.9%) machos e 40 castrados (93%).
Em relagdo as ragas, foram quatro Lhasas Apsos (9.3%), quatro Pinschers (9.3%),
trés Shih-Tzus (7%), um Blue Heeler (2.3%), um Pug (2.3%), um Bulldog Francés
(2.3%), um Chihuahua (2.3%), um Jack Russell (2.3%), um Maltés (2.3%), um Golden
Retriever (2.3%), e 25 caes sem raca definida (58.1%).

Dos 33 céaes incluidos no grupo 2, 20 (60.6%) eram fémeas e 13 (39.4%) eram
machos, sendo, 32 (97%) castrados. Em relagao as ragas, o grupo foi composto por
oito Shih-Tzus (24.2%), cinco Lhasas Apsos (15.2%), quatro Bulldogues Franceses
(12.1%), quatro Malteses (12.1%), dois Pugs (6%), dois Chihuahuas (6%), um
Pinscher (3%), um Boxer (3%), um Golden Retriever (3%) e cinco caes sem raca

definida (15.2%). Os dados demograficos estdo demonstrados na tabela.
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Grupo 1 (n=43)

Grupo 2 (n=33)

Sexo n amostral Sexo n amostral
Fémea 25 Fémea 20

Macho 18 Macho 13

Raca n amostral Raca n amostral
SRD 25 Shih-Tzu 8

Lhasa Apso 4 SRD 5

Pinscher 4 Lhasa Apso 5

Shih-Tzu 3 Bulldog Francés 4

Blue Heeler 1 Maltés 4

Golden Retriever 1 Pug 2

Maltés 1 Chihuahua 2

Pug 1 Pinscher 1

Bulldog Francés 1 Boxer 1
Chihuahua 1 Golden Retriever 1

Jack Russell 1

Tabela 5 - Dados demograficos dos cédes do Grupo 1 (cées higidos) e 2 (caes com DAC) incluidos no
presente estudo.

Teste de puntura

O teste demonstrou-se facil de performar e de baixo desconforto aos caes.
Alguns caes sentiram desconforto durante a contengao. Ja alguns caes apresentaram
desconforto especialmente quando a puntura era realizada em determinados locais,
como préxima ao término do arco costal. Este desconforto geralmente apresentou-se
com gemidos e tentativas de desvencilhar-se da contencdo. Em geral, estes sinais de
desconforto estavam presentes em caes agitados. Nenhum evento adverso foi

evidenciado.

Controles positivo e negativo

No Grupo 1, os valores das papulas do controle positivo variaram de 5 a 14.5
mm, com mediana de 9.5 mm. Nenhuma papula foi formada com o controle negativo.

No Grupo 2, os valores do controle positivo também variaram de 5 a 14.5 mm, com
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mediana de 9 mm. Neste grupo, nove cées (27.3%) formaram papulas ao controle

negativo, que variaram de 1 a 5 mm, com mediana de 2 mm.

Determinagao da concentragao de limiar irritante em caes higidos (Grupo 1)

As papulas formadas em geral eram de formato circular ou oval e raramente
produziram pseudopodia. Elas eram palpaveis e eventualmente eritematosas. Em
geral, maiores concentragdes produziram tamanhos maiores de papulas, além de
caes com DAC apresentarem maiores papulas quando comparado a caes higidos
(figuras 8 € 9).
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Figura 8 - Distribuicdo do tamanho das papulas nas concentragbes testadas para as trés diferentes
espécies de acaros de poeira doméstica: (a) Blomia tropicalis, (b) Dermatophagoides farinae e (c)
Dermatophagoides pteronyssinus. Caes com DAC produziram papulas maiores que caes nao atdpicos,
em todas as concentragbes testadas. Houve diferenga estatistica significativa (*) para o tamanho de
papulas observados entre os grupos de animais saudaveis e atépicos, incluindo diferenga significativa
entre as concentragbes estudadas (Mann Whitney, p <0,001).
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Figura 9 - Distribuicdo do tamanho das papulas nas concentragdes testadas para as duas diferentes
espécies de acaros de estoque: (a) Acarus siro e (b) Tyrophagus putrescentiae. Caes com DAC
produziram papulas maiores que cdes nao atdpicos, em todas as concentragbes testadas. Houve
diferencga estatistica significativa (*) para o tamanho de papulas observados entre os grupos de animais
saudaveis e atopicos, incluindo diferenga significativa entre as concentragbes estudadas (Mann
Whitney, p <0,001).

Em relag&o aos acaros de poeira doméstica, a maior concentragao testada que
resultou em menos de 10% de positivos em animais higidos foi de 5mg/mL para
Blomia tropicalis (dois de 43 cédes) e 10mg/mL para Dermatophagoides farinae e
Dermatophagoides pteronyssinus (quatro de 43 caes para ambos). A Blomia tropicalis
quando em concentragcdo de 10mg/mL causou papulas positivas em cinco caes
(11.6%), ao passo que 20mg/mL de Dermatophagoides farinae e pteronyssinus
causaram papulas positivas em 11 e nove cées (25.6% e 20.9%), respectivamente
(figura 10).

No caso do Acarus siro, quando testado em concentracbes de 2 e 5mg/mL
resultou em papulas positivas em nove e 12 caes (20.9% e 27.9%), respectivamente.
Ja em relagcdo ao Tyrophagus putrescentiae, sete e treze (16.2% e 30.2%) caes
apresentaram papulas positivas nas concentragdes de 2 e 5mg/mL, respectivamente.
As concentracbes consideradas ideais para ambos Acarus siro e Tyrophagus

putrescentiae foram de 1mg/mL (figura 11).
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Figura 10 - Resultado do teste de concentragdo de limiar irritante para os trés acaros de poeira
doméstica testados em caes ndo atopicos (n=43). As barras demonstram a porcentagem de animais
que formaram péapulas iguais ou superiores a 3mm em cada concentracdo para (a) Blomia tropicalis,
(b) Dermatophagoides farinae e (¢) Dermatophagoides pteronyssinus. Considerando o teste de Kruskal
wallis houve diferenga estatistica significativa entre concentragdes dentro de cada alérgeno testado (p
<0,01). Ap6s aplicacdo do teste post hoc de Nemenyi observou-se diferenga estatistica (*) entre todas
as concentragdes (p <0,01), observando-se forte efeito dose-reposta, exceto entre concentragéo 1 vs
5 para Blomia tropicalis e Dermatophagoides pteronyssinus, e concentragcdo 5 vs 10 para
Dermatophagoides farinae (p =1)
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Figura 11 - Resultado do teste de concentragdo de limiar irritante para os dois acaros de estoque
testados em cées néo atopicos (n=43). As barras demonstram a porcentagem de animais que formaram
papulas iguais ou superiores a 3mm em cada concentracdo para (a) Acarus siro e (b) Tyrophagus
putrescentiae). Considerando o teste de Kruskal wallis houve diferenga estatistica significativa entre
concentragdes dentro de cada alérgeno testado (p <0,01). Apds aplicagao do teste post hoc de Nemenyi
observou-se diferenga estatistica (*) entre todas as concentragdes (p <0,01), observando-se forte efeito
dose-reposta.

Avaliagao das concentragées em caes com DAC (Grupo 2)

Ao observar apenas as concentracées que ndo causaram positividade em até
10% dos caes higidos (1 e 5 mg/mL para B. tropicalis; 1, 5 e 10 mg/mL para D. farinae
e D. pteronyssinus; 0.5 e 1 mg/mL para A. siro e T. putrescentiae) foi realizado os
testes em caes com dermatite atopica, sendo demonstrado que para os cinco
alérgenos testados, a maior concentragao foi associada a maior média das papulas e
melhor facilidade de mensuracdo, avaliacdo e interpretacdo, exceto para o

Tyrophagus putrescentiae (figuras 12-16).

Para cada alérgeno, as médias dos tamanhos das papulas para cada

concentracao estao descritas na tabela 6.
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Alérgeno Concentragao E. padrao

1 mg /mL 5 mg/mL 10 mg/mL
Bt 1.95 2.73 0.396
O  Df 2.61 3.64 4.42 0.404
= Dp 2.48 3.00 3.80 0.383
0.5 mg/mL 1 mg/mL
As 2.20 2.74 0.362
E‘I:J Tp 2.64 2.65 0.370

Tabela 6 - Média predita do tamanho papular nas diferentes concentragdes que ndo causaram reacgdes
positivas em mais de 10% de cées saudaveis. Intervalo de confianga de 95%. APD = acaros de poeira
domeéstica; AE = acaros de estocagem; Bt = Blomia tropicalis; Df = Dermatophagoides farinae; Dp =
Dermatophagoides pteronyssinus; As = Acarus siro; Tp = Tyrophagus putrescentiae; E, padrao = erro
padrao de média predita.

Mean: 2.73mm

S
1

Mean: 1.95mm

Concentration

Predicted papule size (mm)

1 5
Figura 12 - Blomia tropicalis. Tamanhos preditos de papulas em caes atépicos, utilizando
concentragdes que ndo formaram papulas positivas em até 10% de animais saudaveis. Houve diferenga

significativa entre a média dos tamanhos papulares entre as concentragdes (p = 0.009). * diferenca
significativa.
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Figura 13 - Dermatophagoides farinae. Tamanhos preditos de papulas em caes atépicos, utilizando
concentragdes que nado formaram papulas positivas em até 10% de animais saudaveis. * Significa
diferenga significativa entre as médias das concentragbes 1 e 5 mg/mL (p = 0.0050) e entre 5 € 10
mg/mL (p = 0.039). ** Significa diferenga altamente significativa entre as médias de 1 e 10 mg/mL (p
<0.0001). Teste de Turkey.
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Figura 14 - Dermatophagoides pteronyssinus. Tamanhos preditos de papulas em caes atdpicos,
utilizando concentragdes que ndo formaram papulas positivas em até 10% de animais saudaveis. Nao
houve diferenca significativa da média papular entre as concentragdes 1 e 5 mg/mL (p = 0.150). *
Significa diferencga significativa entre as concentragbes 5 e 10 mg/mL (p = 0.012). ** Significa diferenca
altamente significativa entre as concentracdes 1 e 10 mg/mL (p <0.0001). Teste de Turkey.
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Figura 15 - Acarus siro. Tamanhos preditos de papulas em cées atopicos, utilizando concentragdes que
nao formaram papulas positivas em até 10% de animais saudaveis. Nao houve diferencga significativa
da média papular entre as concentragdes 0.5 e 1 mg/mL, apesar de tendéncia a significancia (p =
0.057). Teste de Turkey.
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Figura 16 - Tyrophagus putrescentiae. Tamanhos preditos de papulas em cées atdpicos, utilizando
concentragcdes que nao formaram papulas positivas em até 10% de animais saudaveis. Ndo houve
diferencga significativa da média papular entre as concentragées 0.5 e 1 mg/mL (p = 0.9430). Teste de
Turkey.
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Nos cinco alérgenos testados, quanto maior a concentragdo, maior a
quantidade de caes com DAC considerados positivos. Contudo, a proporgcdo de
animais positivos entre as concentragbes ndo demonstrou diferenga significativa,

exceto para D. farinae (tabela 3).

Positividade aos alérgenos em caes com dermatite atépica

Quando considerada apenas a concentracao ideal baseada no limiar irritativo,
dos 33 caes com DAC, 28 (84.8%) foram positivos para Dermatophagoides farinae,
26 (78.8%) para Dermatophagoides pteronyssinus, 20 (60.6%) para Acarus siro, 19
(57.6%) para Tyrophagus putrescentiae e 17 (51.5%) para Blomia tropicalis (figura 17).

0,
90,00% 84,80%
80,00% 78,80%
y (2]
70,00%
60,60%
60,00% 57,60%
51,50%

50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

Blomia tropicalis Dermatophagoides Dermatophagoides Acarus siro Tyrophagus
farinae pteronyssinus putrescentiae

Figura 17 - Resultado de positividade aos cinco diferentes acaros testados em cdes com dermatite
atopica, baseando-se na concentragao ideal definida apos teste de concentragéo de limiar irritante.
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DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que, para o teste de puntura, extratos alérgicos de
diferentes espécies de acaros apresentam concentragdes de limiar irritante diferentes,
e que maiores concentragées que nao produzem reacgdes positivas em até 10% de

animais higidos devem ser utilizadas em cdes com DAC.

Este estudo tem diversas limitagdes, todas elas relacionados com a falta de
padronizagao da técnica em caes. A escolha do tipo do puntor, o local anatémico de
realizacdo do teste, as concentracbes escolhidas dos extratos, o critério de
mensuracdo de papulas e definicdo de ponto de corte, a unidade de medida dos
extratos (mg/mL) bem como o impacto do movimento corporeo de alguns caes durante
a aplicacado do puntor sao fatores nao validados e decididos baseados em deciséao

empirica ou derivados da medicina.

Nenhum efeito adverso relacionado a hipersensibilidade do tipo | foi encontrado
este estudo, mesmo utilizando concentragdes elevadas, similar a estudo prévio
(Carnett e Plant, 2018; Fleischman e Morris, 2022). Alguns cdes apresentaram
desconforto devido a contencido ou quando a puntura era realizada em determinados
locais, em especial préximos aos ultimos arcos costais. Este desconforto, em nossa
experiéncia, € bem menos evidente do que quando realizado teste intradérmico, que
geralmente necessita sedagdo para minimizar estes sinais. Caes que se mostram
desconfortaveis durante o teste sdo de dificil previsdo, visto que alguns caes de
comportamento décil e tranquilo durante avaliagdo clinica se tornavam agitados
durante a contencdo. E incerto o efeito de um movimento corporal do céo durante a
puntura, visto que essa contragao ou espasmo pode alterar a forga aplicada do puntor
em diregao a pele. Portanto, nestes casos, é prudente acreditar que algumas reagdes
podem ter tido seu resultado significativo devido a uma maior forga aplicada. Estudos
avaliando diferentes forcas de aplicagdao do puntor sdo necessarios em caes. Em
casos necessarios, recomendamos a sedagao destes pacientes para uma melhor
realizacao do teste. Como estudos clinicos avaliando eventuais efeitos de medicagdes
anestésicas na formacado de papulas em caes estdo em falta na literatura,
recomendados seguir as orientagcdes de cuidados descritas para o teste intradérmico
(Hensel et al., 2015).
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O teste de puntura nos caes de ambos os grupos de estudos apresentaram
papulas relacionadas a histamina (controle positivo), na concentragao de 10 mg/mL,
de tamanho mediano similares, como descrito em estudos prévios (Carnett e Plant,
2018; Carmon-Gil et al., 2019). A concentragdo utilizada €& bem superior as
concentracbes usadas no teste intradérmico, neste comumente utilizando-se
concentragdes entre 0.01 a 0.1 mg/mL (Hensel et al., 2025). Esta capacidade da
histamina em induzir inflamagcdo demonstra que ela ndo deve ser utilizada para
diferenciar caes saudaveis de alérgicos. Alguns autores (Badulescu et al., 2023)
utilizam do didametro da histamina associada ao diametro do controle negativo para
identificacdo do ponto de corte. Assim, & razoavel acreditar que diferentes
concentracdes de extratos de histamina podem produzir diferentes tamanhos de
papulas e afetar a interpretacao do teste de puntura, o que leva a necessidade de
novos estudos avaliando diferentes concentragdes de extratos desta substancia. Nos
cées com DAC incluidos no estudo, quase 30% produziram papulas ao controle
negativo, o que n&o foi observado em caes saudaveis. Um outro estudo também
demonstrou que alguns caes produziram papulas ao controle negativo no teste de
puntura (Badulescu et al., 2023). Isso demonstra que estes caes apresentam pele
hiperssensivel, podendo reagir ao extrato de salina fenolada ou até mesmo a puntura.
Este achado reforga a importdncia do tamanho papular do controle negativo na
consideragao de resultados positivos aos extratos de alérgenos ambientais no teste
de puntura, e atualmente, considera-se um alérgeno positivo ao apresentar diametro
papular de 3mm igual ou superior ao diametro do controle negativo. Ainda, vale
ressaltar que neste estudo utilizamos extratos glicerinados nos controles positivo e
negativo. Nao ha estudo de teste de puntura avaliando o possivel potencial da
glicerina em induzir inflamacdo em caes. Contudo, recentemente, um estudo
demonstrou que a solugcédo salina glicerinada a 50%, quando aplicada pela via
intradérmica em caes, pode causar inflamacao e formagao papular, levando a um
resultado falso positivo, fato este ndo observado em solugéo salina fenolada (Banovic
et al., 2023). Estudos futuros avaliando diferentes diluicbes de extratos em glicerina
sdo necessarios no teste de puntura, a fim de identificar a concentragao ideal de

glicerina a ser utilizada.

Também realizamos a medi¢cdo das papulas apdés 15 minutos, conforme

descrito em literatura (Carmona-Gil, 2019; Badulescu et al., 2022). Estudos avaliando
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mensuragdes papulares em diferentes tempos apds a puntura sdo ausentes em caes.
Embora um estudo mensurou as papulas a cada cinco minutos por até 25 minutos até
a puntura, os autores n&o analisaram diferengas entre os tempos. Contudo, os
resultados mostram alguns animais apresentando rea¢des consideradas significantes
apenas apos 20 ou 25 minutos para extratos de D. farinae e D. pteronyssinus na
concentracao de 1:200 peso/volume (Carnett e Plant, 2018). Em criangas, um estudo
demonstrou ndo haver diferencas nas avaliagdes apds 10 ou 15 minutos da puntura
para alérgenos ambientais. Contudo, as papulas resultantes da histamina foram
significamente maiores em 10 minutos quando comparadas a 15 minutos (Lie et al.,
2022).

Os presentes resultados ressaltam que diferentes movimentos e forca aplicada
pode interferir no resultado do controle negativo, atrapalhando a repetibilidade e
reprodutibilidade do teste de puntura em caes, reduzindo sua sensibilidade e
reforcando que este tipo de teste deve ser performado por médico veterinario
experiente e capacitado. Contudo, como demonstrado na medicina, mesmo quando
os resultados sédo avaliados por médicos alergistas experientes, ha diferencas na
interpretacdo e graduacao das papulas formadas (McCann e Ownby, 2002). Um
estudo avaliando a repetibilidade e a reprodutibilidade do teste intradérmico e
comparando com sorologia IgE-especifica foi publicado ha poucos anos em caes
(Aleksandrova et al., 2022). Os autores reportaram que o teste intradérmico
apresentou repetibilidade entre observadores variando de ruim a boa, dependendo do
numero de vezes que o alérgeno foi injetado, ao passo que a sorologia IgE-especifica
apresentou repetibilidade alta. Por outro lado, a reprodutibilidade variou de moderada
a substancial. Estudos futuros avaliando a repetibilidade e reprodutibilidade do teste

de puntura sao necessarios.

Em relacao as concentracdes de limiar irritante para os cinco diferentes extratos
de alérgenos de acaros testados em animais higidos, 5mg/mL foi identificada para B.
tropicalis, 10mg/mL para D. farinae e D. pteronyssinus, e 1mg/mL para A. siro e T.

putrescentiae.

Ha poucos relatos na medicina veterinaria que avaliaram a CLI utilizando
extratos de acaros para testes de puntura em caes. Em estudo pregresso, 11 caes

higidos ndo apresentaram nenhuma papula no teste de puntura com extratos de D.
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farinae, D. pteronyssinus, A. siro e T. putrescentiae, nas concentragdes de 0.01, 0.1,
1 e 10 mg/mL (Lorente e Ruiz-Tapia, 2015). Posteriormente, os mesmos autores
testaram 20 cdes saudaveis para extratos de D. farinae, D. pteronyssinus, A. siroe T.
putrescentiae nas concentragdes de 0.01, 0.1, 1, 10, 20 e 50 mg/mL, com resultados
de CLI de 10mg/mL para D. farinae e A. siro e 20 mg/mL para D. pteronyssinus e T.

putrescentiae (Lorente e Ruiz-Tapia, 2016).

Quando comparamos com os resultados do presente estudo, apenas D. farinae
apresentou concentracdo similar e, estas diferengas no tempo de reagdo, na
interpretacéo dos resultados, na origem e concentragdes de extratos produzidos pelos
diferentes fabricantes podem justificar as diferencas entre resultados. Cada fabricante
pode produzir um extrato de diferentes imunogenicidades e homogeneidades.
Idealmente, cada fabricante deveria promover um estudo avaliando concentragdes de
limiar irritante. Nao ha estudos avaliando a homogeneidade de extratos para teste de
puntura ao redor do mundo. Recentemente, um estudo, apresentado na forma de
“short communication” em congresso, avaliou diferentes extratos de D. farinae com
potencial uso para teste sorolégico e intradérmico. Os resultados demonstraram uma
grande heterogeneidade entre os extratos avaliados, com grande variagdo no

conteudo proteico e de alérgenos como Der f 1 e Der f 2 (Welters et al., 2025).

Em adicao, ha diferentes tipos de puntores disponiveis para realizagao do teste
de puntura, cada um necessitando de uma técnica e forga de aplicagao diferentes. Isto
pode promover discrepancias nos tamanhos das papulas e interpretagcdes dos
resultados (Nelson et al., 1998; Chiaranairungroj et al., 2023). Em estudo recente na
medicina, os autores avaliaram quatro diferentes puntores em trés diferentes forcas
aplicadas (30, 45 e 60g), demonstrando que o tipo de puntor, formato e forga aplicada
(em especial 60g) s&o importantes fatores que influenciam na performance do teste
de puntura (Chiaranairungroj et al., 2023). O puntor plastico com seis pontas e um
bastdo central limitador de profundidade (UniTest PC®) foi utilizado no presente
estudo. Nos caes que participaram do estudo, este puntor promoveu um teste rapido
e facil de performar, com baixo incémodo nos pacientes. Em humanos, de acordo com
o fabricante (Lincoln Diagnostics, Decatur, IL, Estados Unidos da América), este tipo
de puntor também promove menos dor e favorece a sensibilidade e especificidade das
reacdes, além de produzir melhor repetibilidade e reprodutibilidade do exame. Assim,
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a diferenga entre os puntores utilizados entre os estudos, pode também justificar as
diferengas dos achados. Novos estudos comparando diferentes puntores e técnicas,

incluindo forga aplicada, s&o necessarios em caes.

No presente estudo, extratos de acaros de estocagem, mesmo em menores
concentragbes quando comparadas aos acaros de poeira doméstica, foram capazes
de produzir reagcdes cutaneas em individuos normais e em cades com DAC. Em adigao,
a concentracéo ideal de B. tropicalis foi de 5 mg/mL, que é inferior ao das espécies de
Dermatophagoides (10 mg/mL) e, embora classicamente considerado um acaro de
estocagem, em paises tropicais como o Brasil, este acaro é frequentemente

encontrado na poeira doméstica (Cunha et a., 2012).

A natureza e origem biologica de alérgenos de acaros de estocagem e da
Blomia tropicalis em caes ainda s&o pouco elucidadas. Estes acaros sdo comumente
encontrados em construgcoes de fazendas, como estabulos e celeiros, bem como
encontrados em matéria orgénica como solo, onde decompde restos de plantas e
ninhos de vertebrados (Hubert et al., 2018).

O Acarus siro, também conhecido como acaro da farinha, € comumente
encontrado em alimentos armazenados e, em ambientes urbanos, faz parte da

composicao da poeira doméstica (Webster et al., 2004).

Em ratos, a exposicéo ao T. putrescentiae foi capaz de induzir maior inflamacgao
pulmonar quando comparado aos acaros de poeira (Kim et al., 2024), o que sugere
que os alérgenos destas espécies podem ter maior antigenicidade do que os de
acaros de poeira doméstica. Ja em caes com DAC, a presenca de IgE sérica foi
determinada a dezenas de proteinas de diferentes pesos moleculares de alérgenos
de A. siro e T. putrescentiae (Arlian et al., 2003), o que demonstra a importancia destes

na sensibilizagédo alérgica a estes.

A maioria dos cdes com DAC no Brasil alimentam-se de ragdo comercial
industrializada, que podem ser contaminadas pelos acaros de estocagem, em
especial o T. putrescentiae, o que pode levar a sensibilizagado e consequente indugao
de sinais clinicos nestes animais (Olivry e Mueller, 2019). O T. putrescentiae tem
capacidade de infestar e se proliferar em sacos de racdes para caes, tendo preferéncia

por ragdes ricas em proteinas e gorduras (Olivry e Mueller, 2019)
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Em adic&o, no Brasil € comum a pratica de aquisicdo de ragao seca a granel
em estabelecimentos comerciais, 0 que agrava o risco de contaminagao por estes
acaros, especialmente em locais que ndo realizam adequada armazenagem e
higienizacdo dos reservatorios, o que justifica as sensibilidades aos alérgenos de
acaros achadas do presente estudo. Diversos estudos demonstram a importancia da
sensibilizagao a estes acaros de estocagem em cdes com DAC (Farmaki et al., 2012;
Bjelland et al., 2014; Drouet et al., 2024)

O tamanho da papula € uma das principais limitagdes do teste de puntura em
caes. Quando foi comparado os caes saudaveis e com DAC, foi observado que caes
atépicos produziram papulas maiores, provavelmente devido ao fato de apresentarem
uma polarizagao da resposta imune para resposta inflamatdria do tipo 2, o que leva a
producgao de anticorpos de IgE e reacédo aos antigenos aos quais estao sensibilizados
(Nuttall et al., 2019). Quando analisamos as diferentes concentragées testadas até a
identificacdo da CLI para cada alérgeno, observou-se, em todos os alérgenos
testados, que concentragbes maiores produziram papulas maiores e de mais facil
interpretacdo em caes com DAC. Embora diferencas significativas entre os tamanhos
papulares foram observadas apenas em acaros de poeira doméstica, sugere-se que,
para as cinco espécies testadas, a maior concentragao avaliada que induziu menos
de 10% de reacbes em caes normais deve ser utilizada no teste de puntura nestes

animais.

Em adicdo, o teste de puntura utilizando a CLI mostrou resultados positivos
frente aos acaros domésticos variando entre 51.5 a 84.4%, a depender do alérgeno,
em cdes com DAC. A maioria dos cdes com DAC no Brasil sdo intradomiciliados, o
que aumenta a exposicdo aos acaros de poeira doméstica, principalmente
encontrados em mobilia téxtil, como sofas, colchdes e tapetes (Colloff, 2009) e justifica
a alta sensibilizagao observada e, a grande similaridade das sensibilizagdes aos
acaros domésticos observadas entre o teste de puntura no presente estudo e os testes
intradérmicos em estudos pregressos (Carlotti e Costargent, 1994; Foster et al., 2003;
Popiel e Cekiera, 2015), credencia a utilizagao do teste de puntura em cides com DAC
nas concentragoes determinadas. Entretanto, a melhor maneira de corroborar um
resultado positivo em um teste de puntura seria a demonstragado de melhora dos sinais

clinicos apos a utilizagdo de imunoterapia com alérgeno fundamentado em seus
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resultados e estudos utilizando este tipo de terapia baseada na escolha dos alérgenos

apos teste de puntura séo necessarios em caes com dermatite atopica.

Como concluséo, o presente estudo demonstrou que, dentre as concentragoes
testadas, as concentragcbes de 10mg/mL para Dermatophagoides farinae e
pteronyssinus, 5 mg/mL para Blomia tropicalis e 1 mg/mL para Acarus siro e
Tyrophagus putrescentiae sao as mais adequadas para utilizagdo em testes de
puntura em caes com DAC e que estes acaros sdo importantes na sensibilizacao
alérgica dos cées no Brasil. A identificacdo destas concentragdes pode melhorar o
teste de puntura em cdes com dermatite atdpica, facilitando sua interpretacéo e

reduzindo resultados falsos positivos e negativos.
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CAPIiTULO 3

CONSIDERAGOES FINAIS

O conhecimento dos alérgenos ambientais associados a sensibilizagdo de caes
com dermatite atopica é fundamental para entender a fisiopatogenia da doenca e
aprimorar a conducéo terapéutica. Os acaros de poeira doméstica e de estocagem
sdo os principais alérgenos ambientais envolvidos com a doenga. Testes alérgicos
ajudam a identificar quais espécies estao envolvidas na sensibilizagédo de cada cao
com dermatite atdpica e pode ajudar a reduzir a estabelecer medidas de manejo

ambiental e na formulagéo de imunoterapia alérgeno-especifica.

Na medicina veterinaria, ha vasta literatura utilizando o teste intradérmico e a
sorologia por IgE-especifica, apesar de ainda carecer de completa padronizagéo. A
literatura carece de estudos utilizando teste de puntura como ferramenta
complementar no diagndstico da dermatite atépica em caes. Assim, os resultados aqui
demonstrados podem contribuir o avango do uso da técnica nesta espécie. Em
humanos, este método é preferido frente ao intradérmico para diagnéstico in vivo.
Contudo, em caes, ha diversos fatores que podem dificultar a realizagcdo do teste.
Diferentemente de humanos, os cdes podem se movimentar mais durante as
punturas, o que pode interferir na forca de aplicacdo e consequente formagao de
papulas. A sedagdao pode amenizar estas possiveis interferéncias. Contudo, ainda
carecem estudos que demonstrem quais substancias utilizadas como sedativos e/ou

anestésicos podem ser utilizadas sem interferéncia medicamentosa em caes.

Infelizmente, no Brasil, médicos veterinarios t€ém acesso apenas a extratos de
fabricantes destinados ao uso em humanos, com concentragdes geralmente menores
do que estas identificadas no presente estudo. Assim, concentracdes ideias capazes
de promover papulas mais visiveis, melhoram a realizagao e interpretag¢ao do teste de
puntura em caes, tornando-a mais acessivel ao uso clinico e consequentemente
auxiliando no diagnéstico e controle da dermatite atopica. Novos estudos devem ser
realizados a fim de identificar concentragbes de outros tipos de alérgenos, como

polens e alimentos.
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A medida que a técnica se torna mais popular entre os médicos veterinarios e
suas vantagens em relagao ao teste intradérmico se tornam mais evidentes, novos
estudos tendem a ser publicados. Uma das maiores limitagdes do teste de puntura &
a existéncia de diferentes puntores e técnicas de performance e leitura dos resultados,

0 que atrapalha a repetibilidade e reprodutibilidade do mesmao.

Por fim, a padronizagéo do teste de puntura € essencial e urgente em cdes com
dermatite atépica, a fim de popularizar a técnica entre médicos veterinarios ao redor
do mundo, facilitando a identificagcdo de alérgenos ambientais a fim de controle

ambiental e realizagado de imunoterapia alérgeno-especifica.
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