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RESUMO

Fundamentos: O diagndstico de alergia alimentar em caes é geralmente realizado com recurso a dietas de ex-
clusdo e provas de provocagao. Objetivos: Contribuir para a avaliagdo do valor diagnéstico de testes intradérmicos
(TID) e de imunodots na alergia canina a carne. Métodos: Onze caes suspeitos de alergia alimentar seguidos em
consulta externa de alergia foram submetidos a TID para os acaros do pé e de armazenamento mais comuns, polenes
de gramineas, carne de vaca, de porco, de borrego e de frango. A IgE especifica foi determinada comercialmente para
acaros e pélenes e avaliada por imunodots para diferentes carnes. Resultados: A IgE especifica média, em unidades
de absorgao ELISA (UAE) foi especialmente elevada para Dermatophagoides farinae (1665), Acarus siro (2063) e Tyropha-
gus putrescentiae (1644). Os TID revelaram-se especialmente positivos para Dermatophagoides farinae (5 doentes),
Dermatophagoides pteronyssinus (6), carne de vaca (10), de frango (6) e de porco e de borrego (5). Os immunodots
revelaram-se positivos em todos os doentes para carne de vaca, de porco e de borrego e em 8 para frango. Observou-

-se uma correlagao positiva entre os TID e os imunodots para carne de vaca e frango. Conclusdes: A exclusao da
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carne de vaca, de porco, de borrego ou de frango da dieta dos caes com TID respetivamente positivos resultou em
sensivel melhora clinica. Os testes baseados nas IgE especificas revelaram-se ferramentas rapidas de diagnéstico ra-
zoavelmente preditivo na alergia a carne. Serdo necessarios estudos moleculares para esclarecer possiveis reagdes

cruzadas e avaliagao da imunidade celular para identificar alergia alimentar nao mediada por IgE.

Palavras-chave: Cao, alergia alimentar, carne, sensibilizagao.

ABSTRACT

Background: Food allergy diagnosis in dogs usually runs through exclusion diets with provocation tests. Aims: To evaluate
the diagnostic value of Intradermal Tests (IDT) and Immunodots in dogs with allergy to meat. Methods: From an allergy out-
patient consultation |1 dogs suspected of food allergy were subjected to intradermal testing (IDT) for the most common dust
and storage mites, grass pollens, beef, pork, lamb and chicken. Specific IgEs were commercially assessed for mites and pollens,
and in immunodots to beef, pork, lamb and chicken. Results: Mean sIgE in ELISA-Absorbance-Units (EAU) was especially high
to Dermatophagoides farinae (1665) Acarus siro (2063) and Tyrophagus putrescentiae (1644). IDT revealed positivity
mostly for D. farinae (5 patients), D. pteronyssinus (6), beef (10), chicken (6) and pork and lamb (5). Inmunodots revealed
positive in all patients to beef, pork and lamb, and in 8 to chicken. Positive correlation was found between IDT and immunodot
to beef and chicken. Conclusions: Avoidance of beef, pork, lamb or chicken in IDT positive dogs revealed clinical improvement.
slgE-based tests revealed quick reasonably predictive diagnosis tools in meat allergy. Molecular studies will be needed to clarify

possible cross-reactions and assessment of cell immunity to identify non-IgE-mediated food allergy.

Key-words: Dog, food allergy, meat, sensitization.

INTRODUCAO

dermatite de contato!? e a dermatite alérgica

alimentar®* caracterizam-se por uma condigio

cutanea inflamatoéria, mais ou menos localiza-
da, apresentando-se o prurido, tal como na alergia as
pulgas e & Malassezia, como a principal queixa de base®.
No entanto, em relagao a alergia alimentar, estima-se
que cerca de 10-15% apresentara sinais digestivos®. O
diagnostico atual de dermatite atopica canina baseia-se
na histéria clinica e na exclusao de outras causas de
dermatite, como infe¢oes parasitarias ou bacterianas,
bem como intolerancia alimentar'>. A identificacio da

reatividade cutinea mediada por IgE, através de TID, e

a determinagao sorolégica de IgE alergénio-especificas
visam um diagnéstico mais especifico, particularmente
quando se objetiva a imunoterapia especifica para o
tratamento’8. As reacdes cutineas adversas a alimentos
constituem as manifestagoes predominantes em caes
com alergia alimentar, sendo a carne de vaca, os produ-
tos lacteos, o frango e o trigo os alimentos mais fre-
quentemente implicados®. Como nos seres humanos, os
testes cutaneos e soroldgicos, por si mesmos, nao apre-
sentam suficiente fiabilidade no diagnoéstico de alergia
alimentar®. O recurso a dietas de eliminagio ou a dietas
hipoalergénicas comerciais tem constituido a metodo-
logia proposta para o diagnodstico de alergia alimen-

tar'®!'". Um subsequente passo diagnéstico é muitas
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vezes necessario e inclui provas de provocagao alimen-
tar com alimentos individuais, para identificar o(s)
alimento(s) especificamente envolvido(s)’. Encontram-
-se atualmente disponiveis no mercado opg¢oes analiti-
cas com vista a identificagdo de alergia alimentar canina,
quer baseadas no Western Blot, como o Cyno-DIAL®
(Galileo Diagnostics, Franga), quer no ELISA, como o
Teste Screening Alimentar e o Painel de Alergénios Ali-
mentares (LETI Animal Health, Espanha). Porém, o re-
curso a essa opgao como método diagndstico Unico,
mesmo para a metodologia baseada no Western Blot,
considerada mais sensivel e especifica, nao esta reco-
mendado para o diagnostico de alergia alimentar no cao,
face a insuficiente sensibilidade e especificidade'"'2. No
entanto, alguns estudos haviam ja revelado resultados
controversos. Investigacao laboratorial levada a cabo
por Puigdemont et al. (2006)"? revelou concordincia
com as manifestagoes clinicas, enquanto Kunkle e Hor-
ner (1992)'* haviam observado resposta positiva a aler-
génios alimentares em caes apenas com alergia ambien-
tal. Auséncia de reatividade celular a antigénios
alimentares foi também verificada em caes com reativi-
dade alérgica alimentar'>.

Em face da frequente suspeita de alergia alimentar e
dado o insuficiente valor diagnéstico individual dos mé-
todos laboratoriais estudados e a positividade dos TID
para algumas carnes, em associagdo com a melhoria cli-
nica apos a sua exclusio da dieta, pretendeu-se, neste
estudo, avaliar a relevancia da abordagem diagnostica
combinada: i) historia clinica; ii) TID; iii) IgE especifica e
iv) provas dietéticas de exclusdo e provocagio no diag-
néstico de alergia alimentar, de forma mais rapida e com

razoavel fiabilidade.

MATERIAL E METODOS

Selecdo dos doentes
De 85 cies atendidos nas consultas externas de der-

matologia e alergologia do Hospital Veterinario da Uni-

versidade de Evora (Portugal) e do Hospital Veterinario
Universitario Rof Codina (Lugo, Espanha), |1 (5 do sexo
masculino e 6 do sexo feminino) foram selecionados
pela historia clinica e TID, por suspeita de alergia ali-
mentar. Consideraram-se suspeitos de alergia alimentar
os doentes que, mesmo nao apresentando manifestagoes
digestivas, apresentavam dermatite alérgica sem agra-
vamento estacional e TID positivos para alimentos. To-
dos os selecionados apresentavam dermatite prurigino-
sa e, pelo menos, seis dos critérios de Favrot para
dermatite atdpica'®, sem queixas de natureza digestiva.
Os TID foram realizados com extratos comerciais, in-
cluindo controlo positivo (solugdo de histamina) e ne-
gativo (solvente dos extratos) (Bial Aristegui, Bilbao,
Espanha) de acordo com os procedimentos diagnodsticos
internacionalmente aceites para, pelo menos, Dermato-
phagoides farinae (Der f), Dermatophagoides pteronyssinus
(Der p), Acarus siro (Aca s), Tyrophagus putrescentiae (Tyr
P), Lepidoglyphus destructor (Lep d), Dactylis glomerata
(Dac g), Phleum pratense (Phl p), carne de vaca, de por-
co, de borrego e de frango.

Determinacdo das IgE especificas

A IgE especifica para um painel dos acaros e polenes
mais comuns foi determinada de acordo com Lee et al.
(2009)'7 em laboratério comercial (Leti-Univet, Barce-
lona, Espanha). A avaliagdo das IgE especificas para car-
ne de vaca, de porco, de borrego e de frango foi reali-
zada em imunodot blots como segue: i) musculo fresco
de cada uma das espécies, refrigerado, cortado em
pedagos muito finos (<3 mm) e submetido a extragao
proteica sob agitagao orbital suave, a |:3, em tampao
fosfato salino pH 7,4, durante 30 min a +4 °C; ii) o
sobrenadante foi obtido por centrifugagao a 3000 g
durante 20 min a +4 °C; iii) a concentragao proteica do
extrato foi medida segundo o método de Warburg e
Christian'® em espectrofotometro (Beckman DU530
UV-VIS, Beckman Coulter, Brea, EUA) e repartido em
aliquotas conservadas a -20 °C; iv) as tiras de nitroce-

lulose (NC) de 4 mm de largura foram preparadas
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pingando por ponto (dot) 2 pL de solugdo de extrato
de cada carne a 500 pg/mL; v) as tiras de NC foram
bloqueadas 2x0,5 h em tampao de bloqueio (1% leite
em po6 desnatado — 0,1% Tween-20, em tampao Tris
salino pH 7,4) a temperatura ambiente; vi) as tiras foram
incubadas durante 2 h com soros individuais a 1:10 em
tampao de bloqueio, seguido de lavagens de 4x5 min
com solugao de lavagem (0,9% NaCl - 0,1% Tween-20);
vii) foi realizada incubagdo durante 2 h com anticorpo
monoclonal marcado com biotina a 1:/000 em tampao
de bloqueio (AbDSerotec, Kidlington, Reino Unido),
seguido de lavagem 4x5 min e | h de incubagao com
ExtrAvidin-fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) a 1:5000;
viii) as tiras de NC foram submetidas a um ciclo adicio-
nal de lavagem de 4x5 min e a visualizagdo da marcagao
IgE especifica foi realizada por reagao cromogénica com
nitroazul de tetrazoélio/5-bromo-4-cloro-3-indolil fos-
fato (Sigma-Aldrich) em tampao substrato. Os contro-
los de imunodot foram realizados sem soro e sem soro

e sem anti-IgE canina.

RESULTADOS

Os TID e a intensidade dos imunodots foram classifi-
cados de | a 4 e lidos, respetivamente, aos |5 min apos
a administragdo e aos 30 min de revelagao, por trés ob-
servadores separados, e os resultados positivos podem
observar-se no Quadro |. A representagio dos 5 graus dos
TID é exemplificada na Figura I. A IgE especifica média,
em UAE, foi de 1665 (Der f), 297 (Der p), 2063 (Aca s),
1644 (Tyr p), 105 (Lep d), 547 (Dac g) e 601 (Phl p), con-
siderando um cut-off de 150 UAE. Os TID observaram-se
positivos em 5 doentes (Der f), 6 (Der p), 4 (Acas), |
(Tyr p), 3 (Lep d), 4 (Dac g), 3 (Phl p), 10 (carne de vaca),
5 (porco), 5 (borrego) e 6 (frango). Os imunodots IgE
especificos revelaram-se positivos para todos os doentes,
relativamente as carnes de vaca, porco e borrego, e, em
8 deles, para frango (Figura 2). Foi possivel uma semi-
quantificagcao dos resultados dos imunodots, tendo-se
observado uma forte correlagao positiva entre IgE espe-
cifica e TID para Der p (r = 0,881; p = 0,048), TID e

Quadero I. IgE especificas positivas (2150 UAE), resultados positivos dos TID e dos imunodots para as diferentes fontes alergénicas

Gramineas Acaros Alimentos
(':jtoo Dacg Phl p Der f Der p Acas Tyr p Lepd Vaca Porco | Borrego | Frango
IgE |IDT| IgE [IDT| IgE |IDT| IgE (IDT| IgE [IDT| IgE |IDT| IgE |IDT|IDT Dot |IDT|Dot|IDT Dot |IDT|Dot
1 | 159 262 987 172 791 810 2 3 2 I
2 3 3| 4 3 4 I
3 (880 1685 1863 3 |502| 3 [3733] 4 (3635 137 4 14| 3| 4 3 3 2
4 | I | 327 217 | 3 41 3 3 3 2 |2
5 602 | |393 3481 403 | | |3509| | (3478 142 2 3 4| 4 3 3 2 |2
6 205 4| 4| 4| 4 3 3 2 | 2
7 4 4 4 2 3 3 3| 4 3 2 | 4
8 2 3 3 3 3 | |
9 | | | | 2 | 4| 4 3 I 3 | |
10 3 4 | 3 I |
1 3 3 3 3| 4 | 4| 2| 4
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Figura |. Representacdo dos 5 graus dos TID (I5 minutos apos
inoculagao)

g8 9 10 11

Beef mmp

Pork ==

Lamb mmp

Chicken mmp i

Figura 2. Imunodots IgE especificos relativamente as car-

nes de vaca, porco, borrego e frango

imunodots para carne de vaca (r = 0,702; p = 0,015) e
frango (r = 0,878; p = 0,0003) e entre os imunodots para
vaca e borrego (r = 0,800; p = 0,006). Foram observadas
diferentes tendéncias de associagao em dupleto dos in-
dices TID/immunodots para carne de bovino (3,2/3,73),
suino (3/3,27), borrego (1,8/2,91) e frango (1,8/1,3). Dado
o objetivo diagnostico subjacente em caes que apresen-

taram TID positivos para a carne de vaca, porco, borre-

go ou frango, foi recomendada a exclusdo alimentar res-
petiva, com melhora clinica significativa, especialmente

quando a carne bovina ou o frango estavam implicados.

DISCUSSAO

Com base em parametros relacionados com alergia,
como a reatividade cutdnea e a sensibilizagdo subjacen-
te, pode considerar-se que a combinagao de diferentes
métodos de diagnostico representara um valor acres-
centado. Assim, poder-se-a igualmente considerar a
possibilidade de combinagao do estudo da IgE especifi-
ca para alimentos por métodos in vivo (TID) e in vitro
(imunodot blot) como uma ferramenta util para um diag-
néstico preditivo mais rapido de alergia alimentar. Esta
via diagnostica apresentara, ainda, a vantagem de per-
mitir evitar o recurso a alimentos comerciais de protei-
nas extensamente hidrolisadas, cujo elevado custo e
baixa palatabilidade estao frequentemente associados a
ma aderéncia ao processo. A detegdo de IgE especificas
para as diferentes carnes, recorrendo a antigénios pre-
parados a partir das respetivas fontes em natureza, por
oposicao a detegao sobre substrato antigénico prepa-
rado a partir de alimentos compostos comerciais, tal
como sucede com alguns métodos comerciais, apresen-
ta a vantagem de avaliar a resposta a carne de cada
espécie animal individualmente, independentemente de
qualquer interferéncia relacionada com aditivos alimen-
tares. Para este objetivo o recurso a métodos como o
ELISA apresentara a desvantagem de ser mais elabora-
do e requerer mais equipamento. Também o Western
Blot apos separagao eletroforética de proteinas, permi-
tindo a identificacao de alergénios moleculares, perde
vantagem, na medida em que, possibilitando a identifi-
cacao de alergénios moleculares, estara direcionado a
investigacao diagnostica por componentes, a qual se
associara uma imunoterapia igualmente resolvida por
componentes, mais especifica, mas que nao se perspe-

tiva nas situagdes de alergia alimentar>'?.
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No que respeita a carne de vaca, uma fonte importan-
te de alergénios alimentares para o cio’, a possivel reagio
alérgica por sensibilizagdo cruzada a galactose-alpha-1,3-
-galactose (0-Gal)?°, associada a picada de ixodideos, deve
igualmente ser investigada nos caes com aquela alergia, tal
como vem sendo estudado para os humanos?'. Com efeito,
apesar da ampla gama de produtos inseticidas e acaricidas
atualmente disponiveis no mercado veterinario, em termos
praticos uma total exclusdo da suscetibilidade a picada de
ixodideos nao é possivel, favorecendo a sensibilizagao pri-
maria através da picada, com a subsequente resposta alér-
gica cruzada apés a ingestao de carne de vaca. Além disso,
estudos por citometria de fluxo, de avaliagdo da ativagao
de baséfilos®, da libertacio de citocinas inflamatérias, como
TNF-a com baixa expressao de TGF-B1, mediada por cé-
lulas T?2, ou a expressio de IL-33 monocitica?>2*, devem
também ser conduzidos, visando a padronizagio destes
métodos para o cao, o que sera especialmente importante
em termos diagnodsticos, perante uma suspeita de alergia

alimentar grave, mediada ou nio por IgE?°.

CONCLUSOES

Nao obstante os resultados observados, inicialmente
inesperados, de associagao positiva entre os TID e a res-
posta clinica favoravel apos exclusdo alimentar das carnes
implicadas, mais investigagcao é necessaria no que toca a
alergia alimentar mediada por IgE, com uma populagao
de estudo maior.

A investigacdo futura devera aferir a utilidade real dos
TID, em associagao com o imunodot ou outros métodos,
no diagndstico de alergia alimentar, tendo em conta a
inerente demora da prova diagnéstica classica, constitui-
da pela dieta de exclusio (raramente inferior a 2 meses)>.

O recurso a métodos de diagnéstico alergolégico mo-
lecular podera permitir esclarecer fenémenos inerentes
a reatividade cruzada, e métodos de avaliagao da imuni-
dade celular poderao, adicionalmente, permitir identificar

processos de alergia alimentar nao mediados por IgE.

Contacto:
Luis Miguel Lourengo Martins
E-mail: Imlm@uevora.pt
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